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INTRODUCTION

La biologie de synthése est un domaine émergent en recherche qui combine science et
ingénierie. Elle implique une panoplie d’approches, de méthodologies et de disciplines et un
bon nombre de définitions existe. Elles ont en commun le dessin et la construction de
systéemes et fonctions biologiques qui n’existent pas dans la nature. C’est aussi la
reconstruction ou la transposition de systémes existants afin de comprendre leurs mécanismes
sous-jacents [1].

La création de nano-objets artificiels, multifonctions, capables de s’interfacer avec des
supports organiques ou inorganiques constitue un défi, tant au niveau des difficultés
technologiques a surmonter qu’au niveau des applications potentielles en nano-médecine,
nanoélectronique, biocapteurs, nanomatériaux. Leur réalisation aborde les problemes de
liaison entre le vivant et non-vivant, I’implémentation de fonctions, la tracabilité ainsi que les
difficultés de convergence de taille entre les différents objets. Le développement de ces objets
fait appel aux propriétés relatives de différentes disciplines telles que la biologie, la physique,
la chimie et I’electronique et s’inscrit dans le champ de la biologie de synthese.

Le terme de biologie synthétique est apparu en 1912, avec la publication par le
biologiste francais S. Leduc de I’ouvrage « La biologie synthétique », dans lequel il affirme
que pour tester la validité de nos connaissances en biologie, la fabrication, ou « synthese »,
doit succéder a l'analyse [2]. Dans les années 1970, le biologiste moléculaire W. Szybalski
introduisit ce terme lors de la découverte des enzymes de restriction, ouvrant la voie a la
biologie de synthese en tant que bio-ingénierie [3]. De méme, en 1980, B. Hobom I’utilise
pour décrire des bactéries génétiqguement modifiées par ingénierie, c’est-a-dire des organismes
biologiques modifiés par synthése [4].

En 2000, E. Kool décrit une approche chimique de la biologie de synthése avec la
création de parties synthétiques qui fonctionnent dans des systemes biologiques [5]. Plus
largement dans ce sens, le terme fait référence aux efforts de redessiner les systémes vivants,
approche qui n’est pas étrangere a I’exobiologie [6-8]. Ceci constitue aussi une extension de
la « chimie biomimétique » dans laquelle la synthése organique est utilisée pour créer des
molécules artificielles qui reproduisent le comportement de composants biologiques, tels les
enzymes [9]. Toutefois, la biologie de synthése a une portée plus large en ce sens qu’elle
cherche a recréer dans des systéemes chimiques synthétiques les propriétés des systémes
biologiques, incluant I’hérédité et I’évolution [10]. Les scientifiques esperent au travers de la
biologie de synthése comprendre les mécanismes sous-jacents a la biologie « naturelle ».

Plus récemment, I’ingénierie a donné un autre sens a la biologie de synthese qui est
vue comme une technologie. Les scientifiques cherchent a extraire des systemes vivants des
piéces interchangeables qui pourraient étre testées, validées en tant qu’unités de construction,
et réassemblées pour créer des dispositifs qui pourraient, ou non, avoir des analogues dans les
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systemes vivants [11]. Dans ce cas, les piéces sont d’origine biologique mais leur assemblage
est synthétique. Un exemple de ces technologies est la re-conception du systéme de sécrétion
de Type 11 utilise par Salmonella typhinium pour sécréter les protéines de soie d’araignée a la
place de ses propres protéines naturelles infectieuses [12]. Dans le domaine d’ingénierie, D.
Endy a développé les concepts de standardisation des composants, de découplage des
problémes et d’abstraction de I’information qui tentent d’étre apportés a la biologie [13].

Une représentation réalisée par le groupe de D.N. Woolfson (figure 1) donne une
bonne vision d’ensemble sur la biologie de synthese avec ses différents points de départ.
E.H.C. Bromley et al. y décrivent un «espace de biologie de synthése » qui présente
différents chemins d’acces récemment explorés selon le niveau de complexité des composants
étudiés et le niveau de divergence de la nature [14].

Systems

Functional Assemblies

[Complexity of Components)

Self-assembled Units

Tectons

8 T :

2 }- . . (Proto-organisms)

i

[ : 'i 251

= ‘ x g {Divergence from Nature } >
Entirely Engineered/ Entirely
Natural Designed Synthetic

Figure 1 : Graphe de la biologie de synthese. [14]
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Les unités de base des molécules naturelles sont illustrées en bas a gauche du
graphique, et selon notre capacité de synthese de ces unités de base, elles évoluent le long de
I’axe horizontal. Un défi de la biologie de synthese est d’accroitre le répertoire des chimies
qui peuvent étre utilisées de maniére fiable et efficace dans les constructions. L’axe vertical
illustre le niveau de complexité des composants allant des unités de bases qui s’assemblent en
tectons’, pour aboutir & des auto-assemblages fonctionnalisés ou au dernier degré de
complexité : les systémes. Par exemple, la voie 1 présente la construction d’ADN modifié,
utilisé pour produire de nouvelles nanostructures (voie 2). Parallelement, la voie 8 montre
I’utilisation de la synthése de peptides pour créer des briques de construction programmables
qui peuvent a nouveau s’assembler en des composants proteiques fonctionnels.

Un autre point de départ de la biologie de synthése est illustrée (voie 3) par le
développement d’acides aminés et de paires de bases non standards qui peuvent étre
assemblés en des foldamers ou analogues d’ADN. Encore plus loin sur cet axe synthétique
(voie 4), différentes études ont pour objectif de produire des briques de constructions
completement nouvelles capables de s’auto-repliquer [16].

Un autre point de départ de la biologie de synthése dans I’échelle de complexité
concerne les voies 5, 6 et 7. Au niveau cellulaire, des génomes entiers peuvent étre synthétisés
et transplantés dans des hotes [17], au niveau des assemblages fonctionnels, des modifications
peuvent apporter de nouvelles fonctions aux organismes [18], de méme qu’au niveau
inférieur, les protéines mutées ou fusion peuvent créer des assemblages fonctionnels
synthétiques [19].

Ainsi, la biologie de synthése est une science multidisciplinaire qui vise en particulier :

e [’ingénierie des systéemes biologiques avec la tentative de synthétiser des composants
biologiques qui peuvent étre assemblés pour creer des systemes qui se comportent de
maniére prédictible ;

¢ la reconstitution de la vie avec la tentative de créer des systemes vivants a partir de
zéro et ensuite, de les doter de fonctions nouvelles et originales. Cette reconstitution
du vivant afin d’imiter ses fonctions est un moyen d’appréhender les lois
fondamentales de la vie ;

e la création d’une vie alternative avec I’utilisation de molécules synthétiques dans les
systemes vivants [1].

! Le terme tecton emprunté & la chimie supramoléculaire décrit des composants moléculaires souvent construits
par polymérisation d’unités de bases et programmeés pour se replier ou s’assembler en des structures 3D [15] M.
Simard, D. Su, J.D. Wuest, Use of hydrogen-bonds to control molecular aggregation-self-assembly of3-
dimensional networks with large chambers, J. Am. Chem. Soc., 113 (1991) 4696-4698.
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PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

L’objectif du travail de thése est I’étude des mécanismes d’assemblage de
nanostructures hybrides associant acides nucléiques et protéines au sein d’une méme structure
covalente (PDNA). Le couplage covalent de ces deux composants permet d’allier les
propriétés d’auto-organisation de I’ADN aux propriétés fonctionnelles des protéines. Les
PDNA développes associent le domaine redox du cytochrome b5 humain a une séquence
d’ADN simple brin. Le cytochrome b5 démontre une forte absorption optique dans le visible
qui dépend de son état d’oxydoréduction. Les structures développées sont par ailleurs taguées
en C-terminal du domaine peptidique par une queue poly-histidine facilitant leur purification
ou I’interaction avec un support.

Une premiére partie vise a comparer les propriétés d’assemblage des PDNA a celles
des ADN correspondants. Nous avons développé un modele d’assemblage de polymeres
linaire a partir de briques de construction. L’assemblage de ces briques peut conduire soit a
des produits finaux definis, comme dans le cas de la synthese de géne, soit a une distribution
de polymeéres de tailles aleatoires. Les processus combinatoires qui régissent ces assemblages
ont été implémentés dans un algorithme permettant de décrire quantitativement les
populations d’espéces générées au cours de la réaction de polymérisation. Les données
expérimentales correspondantes ont été utilisées pour définir les parametres du modele en
caractérisant les processus physico-chimiques qui contrélent ces assemblages. La complexité
des populations ne permettant pas de traiter le probleme individuellement, la stratégie a été de
définir les paramétres critiques sur des petits assemblages élémentaires et de déduire les régles
d’extrapolation aux grandes structures, par ajustement des profils expérimentaux et simulés.
L approche globale s’est accompagnée d’une approche a un niveau moléculaire, au travers de
I’observation et de la caractérisation des éléments par microscopie de force atomique (AFM).

La deuxiéme partie est consacrée a la synthese et a la caractérisation des briques
élémentaires de PDNA, ainsi qu’a I’étude de leurs assemblages en comparaison des ADN
correspondants. Elle met en ceuvre les outils développés dans la premiere partie. L’objectif est
alors d’analyser I’influence des domaines protéiques sur I’assemblage des structures. La
stabilité thermique des PDNA a été mesurée afin de déterminer les limites d’utilisation des
complexes et leur polyvalence. Les propriétés de migration ont été analysées sur différents
gels de séparation (agarose, polyacrylamide), et par tamisage moléculaire permettant
d’analyser les phénomeénes physico-chimiques impliqués dans les complexes protéine-ADN.
Les vitesses d’hybridation des différents blocs PDNA ont été déterminées et comparées aux
blocs analogues d’ADN. Les caracterisations ont été realisées aux échelles globales
macroscopiques des populations mais aussi aux échelles de la molécule unique, grace a la
microscopie de force atomique a haute vitesse (HS-AFM). Cette derniere technique permet
également d’analyser la dynamique des objets sur une surface.
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Ces deux premiéres parties sont complétées par I’analyse des mémes mécanismes
d’auto-assemblage non plus en solution mais au voisinage de surfaces et au sein d’une matrice
poreuse. Ces conditions prévalent lors du multiplexage de I’assemblage des nanostructures sur
puce et nous a amenés a analyser a la fois, I’influence d’une matrice poreuse de type dextran
et des conditions hydrodynamiques au sein ou au voisinage de cette couche. La modélisation
d’un milieu multicouche a été utilisée pour mettre en évidence les relations entre les données
expérimentales obtenues par la technique de résonance des plasmons de surface en imagerie et
les paramétres connus en solution.

La derniére partie du mémoire met en ceuvre I’étude de solutions d’assemblage
alternatives permettant de s’affranchir des problémes de piéges cinétiques rencontrés lorsque
les assemblages sont réalisés sous contrble cinétique, loin de I’équilibre thermodynamique.
Ceci a impliqué I’étude d’une structure particuliére de I’ADN, le motif-i, qui présente des
propriétés d’auto-assemblage contrélables, non plus par la température mais, par modification
du pH. Une approche physico-chimique détaillée a été réalisée a un niveau macroscopique
afin de déterminer les parametres impliqués dans les mécanismes d’association et de
dissociation, réversibles dans des conditions douces, des motifs-i en structures
supramoléeculaires. Cette approche macroscopique, tout en permettant de décrire avec
précision les premiéres étapes du mécanisme d’assemblage, n’a pas permis d’en aborder les
étapes ultérieures, en particulier, au niveau du mécanisme de formation et de la structure des
especes de large taille. Afin d’accéder a cette information, nous avons a nouveau fait appel a
la microscopie de force atomique, qui a conduit a des résultats surprenants et inexplicables sur
la base des approches biochimiques et qui, méme, viennent en contradiction avec les concepts
et évidences structurales sur les motifs de base. Ceci nous a conduit a envisager que la
structuration a grande échelle de cette classe d’ADN pourrait impliquer des mécanismes et
des structures différentes de celles démontrées a petite échelle.

Durant le cours de ces travaux, j’ai aussi contribué pour la partie modele biologique au
développement et a la validation d’instruments, en particulier a I’implémentation d’un banc
optique de mesure d’anisotropie de résonnance plasmonique. Cet outil nous a permis de
caractériser la formation de structures anisotropes, orientées soit par I’influence d’un champ
électrique, soit de maniere hydrodynamique. Ce travail réalisé en collaboration avec I’équipe
de Michael Canva au Laboratoire Charles Fabry, a I’Institut d’Optique Graduate School
(Université Paris Sud, CNRS, Campus Polytechnique a Palaiseau) a été valorisé dans un
article. 1l ne fera pas I’objet d’une description détaillée dans le cadre de ce mémoire mais est
présenté en annexe.
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CONCEPTION DE NANO-OBJETS A BASE D’ACIDES
NUCLEIQUES ET DE PROTEINES

La biologie de synthese, science multidisciplinaire, comprend deux grands courants
[10, 20]. L’approche biomimétique qui crée des nano-objets bio-inspirés et I’approche
biotechnologique qui utilise des dispositifs ou machines fabriquées par le vivant pour réaliser
des objets hybrides. En effet, le courant biomimétique initie un processus naturel dont il
oriente I’évolution afin de comprendre les mécanismes, de dégager les principes et d’inventer
un analogue en vue d’applications [21-23]. Le courant d’ingénierie de la biologie utilise la
nature comme une boite a outils dans laquelle il emprunte des fonctionnalités qu’il veut
standardiser, découpler et abstraire dans le but de les reprogrammer a ses fins, et donc de les
maitriser totalement en s’extrayant de la complexité et de I’évolution de la nature [13, 24].
Dans les deux courants, le vivant est « molécularisé » et percu comme une collection de
dispositifs fonctionnels.

Un des domaine de la biologie de synthese correspond aux bio-nanotechnologies qui
implique des objets avec des structures et des dispositifs a I’échelle nanométrique, c’est-a-dire
entre 1 et 100 nanométres et des outils qui permettent de manipuler, caractériser et
comprendre les systémes a ces échelles [25].

Les deux approches "top-down" et "bottom-up™ [26] des nanotechnologies, aussi
appelées voie descendante et voie ascendante, s’appliquent a la biologie de synthése.

La démarche « top-down » des nanotechnologies consiste a réduire des dispositifs
milli- ou micrométriques jusqu’a atteindre I’échelle nanométrique. Toutefois ces approches
présentent I’inconvénient de dépendre d’équipements colteux et ce, d’autant plus que la taille
des motifs a realiser est petite et de nécessiter des conditions d’utilisation particuliéres voire
extrémes telles que des températures cryogéniques, des pressions trés basses ou I’accés a des
salles blanches.
L’équivalent en biologie de synthése consiste, a partir de systémes vivants naturels
préexistants, a les modifier par ingénierie dans des buts déterminés. Ainsi, dans le domaine de
la conception cellulaire, les biologistes moléculaires et ingenieurs cherchent a assembler et
construire de nouveaux chemins génétiques pour modifier les phénotypes de systémes
cellulaires vivants [27].

La démarche « bottom-up », a I’inverse de I’approche descendante, vise a organiser
de nouvelles structures originales a partir d’éléments de taille nanométrique tels les atomes ou
les composants biologiques soit par auto-assemblage, soit par croissance organisée. En
biologie de synthese, cette approche consiste a utiliser ou a redessiner les molécules de base
de la vie, telles que les acides nucléiques [28], les acides aminés et les carbohydrates (unités
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de base de la figure 1), pour créer des supra-structures déterminées avant de les insérer dans
des systemes vivants [5]. Dans le dernier cas, les nouveaux composants biologiques
standardisés, connectés de facon appropriée au sein des organismes vivants, sont congus pour
ajouter un comportement désiré ou une fonction originale.

Le principe d’auto-assemblage qui est une organisation spontanée de la matiere par un
ensemble de forces attractives et répulsives permet de contourner les difficultés d’utilisation
des propriétés physico-chimiques de la matiére pour associer correctement toutes les unités
[29, 30]. L’auto-assemblage biologique constitue une approche paralléele économique ne
requérant ni équipements colteux, ni conditions extrémes, c’est pourquoi elle a largement
inspiré les approches biomimétiques « bottom-up » pour le développement de composants
nanométriques [31-33]. C’est une des stratégies importantes utilisée en biologie dans le
développement de structures complexes fonctionnelles [34].

1. Auto-assemblage.

L’auto-assemblage se définit par la formation de structures ayant un haut degré
d’organisation a partir des unités élémentaires elles-mémes, sans intervention externe [35,
36]. C’est un mécanisme d’agrégation ou I’assemblage est gouverné par la recherche du
minimum d’énergie libre, avec I’intervention de liaisons non covalentes, comme les liaisons
hydrogene, les interactions hydrophobes, les liaisons de van der Waals, les interactions
électrostatiques, et parfois des coordinations métalliques. Dans les systemes développés par
J.M. Lehn, des liaisons covalentes reversibles peuvent aussi étre mises en ceuvre dans le
processus d’auto-assemblage en plus des interactions non-covalentes, définissant une chimie
dynamique dans la constitution de ses objets aussi bien au niveau moléculaire que
supramoléculaire [37].

On peut distinguer I’auto-organisation intramoléculaire (par exemple repliement d’un
domaine protéique) de I’auto-assemblage intermoléculaire qui implique plusieurs acteurs de
méme nature ou non (protéines, acides nucléiques, membranes, etc.). Dans le premier cas, une
seule molécule est concernée et sa capacité d’adopter une structure dans I’espace va lui
conférer des propriétés spécifiques. Dans le dernier cas, I’auto-assemblage s’effectue entre
différents élements. Ce sont les propriétés de reconnaissance entre les différentes structures
qui vont permettre de former des supra-structures.

Le concept d’auto-assemblage est né dans les années 1960 a partir des études réalisées sur
le virus de la mosaique du tabac et de I’enzyme ribonucléase [38, 39]. L’expérience de
reconstitution du virus a montré que toutes les informations nécessaires a son assemblage
étaient présentes dans les parties constituantes, et I’expérience de renaturation de la protéine a
mis en évidence que I’information de son repliement réside dans la séquence d’acide aminé
avec une structure 3D régie par I’énergie libre de Gibbs minimale. Ainsi, les études sur le
virus ont mis en évidence les qualités du mécanisme d’auto-assemblage suivantes :
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la minimisation de la quantité d’information génétique nécessaire a la création de
supra-structures en utilisant une ou peu de sous-unités répetitives ;

le contréle de I’assemblage et du désassemblage des structures par de multiples
liaisons non covalentes qui peuvent étre modulées en réponse a des changements
environnementaux ;

L’autocontrdle des erreurs d’assemblage du fait de sous-unités deéfectueuses
incapables de se lier a la structure globale ;

L’efficacité de construction a partir de I’assemblage de briques plutdét que par
construction directe [40-42].

Ceci est le cas d’un auto-assemblage strict qui implique un processus réversible
conduisant a une structure stable. Toutefois, toutes les structures biologiques ne s’auto-
organisent pas d’elles-mémes. Certaines nécessitent des facteurs extérieurs pour faciliter ou

diriger I’assemblage, ainsi que divers mécanismes de régulation des auto-assemblages. J.S.
Lindsey propose une classification des différents procédés d’auto-assemblage [43] :

les auto-assemblages stricts ou toute I’information est contenue dans les sous-unités
ou précurseurs moléculaires ; aucun facteur ou energie n’est nécessaire a I’auto-
assemblage. Les exemples classiques incluent le virus de la mosaique du tabac, les
oligomeéres d’ADN, les chélates de métal.

les auto-assemblages irréversibles ou le matériel de depart doit passer directement aux
produits finaux sans former de défauts puisque la réparation est impossible. Les
réactions de liaisons irréversibles conduisent a un produit sous contrdle cinétique, qui
peut étre différent du produit qui serait accumulé sous contréle thermodynamique.

les auto-assemblages qui dépendent de la modification d’un précurseur ou des étapes
additionnelles sont nécessaires. Un exemple est la liaison du GTP a la tubuline, la
préparant ainsi a la polymérisation en microtubules.

les auto-assemblages impliquant une modification ultérieure ou le produit
d’assemblage nécessite une modification, souvent due a un agent externe, pour
acquérir sa compétence fonctionnelle ou sa stabilité définitive. On peut citer
I’ensemble des modifications post-traductionnelles des protéines. Les post-
modifications peuvent rendre irréversibles des processus d’auto-assemblages
réversibles en verrouillant la structure assemblée.

les assemblages assistés ou un agent externe accompagne le mécanisme sans faire
partie de la structure finale. C’est le cas des protéines chaperonnes qui inhibent la
précipitation d’intermédiaires repliés de facon incorrecte ou partielle.

les assemblages dirigés ou un modeéle temporaire participe a I’assemblage en tant
gu’élément structurel sans apparaitre dans le produit final. L’élément externe peut
jouer un réle thermodynamique en stabilisant I’association de sous-unités ou/et
cinétique en guidant I’assemblage vers une réaction particuliére.

les assemblages utilisant une combinaison des procédés cités ci-dessus. Des
alternances séquentielles d’auto-assemblage et de modifications irréversibles
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conduisent a un procédé hautement contr6lé tels que dans I’auto-assemblage des
bactériophages [44]. Ce sont des mécanismes d’auto-assemblages hiérarchises.

Deux formes d’auto-assemblages se distinguent dans cette classification: les auto-
assemblages paralleles ou I’ensemble des eéléments constitutifs sont présents dés le départ et
les auto-assemblages sequentiels dans lesquels les éléments consécutifs sont amenés avec une
séquence temporelle.

1.1. Auto-assemblage des protéines

La plupart des protéines, qui sont des polymeres d’acides aminés présentant des groupes
hydrophiles, hydrophobes et amphiphiles, se replient spontanément avec une précision
atomique pour former des structures organisées en 3 dimensions allant de 1 a 100 nm. Elles
présentent une diversité élevée de propriétés structurales, catalytiques, signalétiques et de
reconnaissance.

La richesse de fonctionnalité des protéines provient des forces d’interactions réversibles
telles que les interactions électrostatiques, les liaisons hydrogenes, les forces de van der
Waals et les forces de solvatation. Ces interactions sont tres dynamiques et souvent fragiles
du fait de leur relativement faible énergie, variant de moins de 5 kJ.mol™ pour les forces de
van der Waals & environ 5-40 kJ.mol™ pour les liaisons hydrogénes, comparée aux liaisons
covalentes qui peuvent avoir des énergies allant jusqu’a 400 kJ.mol™ [45]. Toutefois, si les
liaisons non covalentes ne sont pas fortes de maniere isolées, prises dans leur ensemble, elles
gouvernent la conformation structurale de toutes les macromolécules biologiques et régissent
leur interaction avec les autres molécules [46, 47]. Ces liaisons permettent aussi de casser plus
facilement des formes intermédiaires incorrectes sous I’influence de facteurs externes
(température, pH...), et ainsi d’éviter des pieges cinétiques. Cette dynamique est absente dans
les auto-assemblages réalisés en conditions irréversibles qui impliquent une force élevée des
interactions, et nécessitent de controler le taux d’erreur, pour aboutir a la structure cible [48,
49].

1.1.1 Mécanismes d’assemblages des protéines

La compréhension de I’auto-assemblage de structures a partir de sous-unités est capitale
pour la nano-fabrication et parmi le nombre varié d’exemples d’auto-assemblage présents
dans la nature, les protéines sont d’un intérét particulier en terme d’organisation
supramoléculaire [50]. En effet, les protéines se replient spontanément pour prendre leur
conformation native. Ceci implique que leur structure primaire dicte leur structure
tridimensionnelle. C.B. Anfinsen défend I’hypothése «thermodynamique» selon laguelle les
interactions déterminées par la sequence menent a la conformation de plus basse énergie [38].
Le paradoxe de Levinthal illustre le fait que si la protéine échantillonnait de maniere
séquentielle toutes les conformations possibles pour atteindre sa configuration native correcte,
il lui faudrait un temps bien supérieur aux échelles du repliement qui s'étendent de la
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picoseconde a la milliseconde, parfois plus [51]. Cyrus Levinthal propose la théorie du
paysage énergétique, dans laquelle une serie de mécanismes séquentiels accompagne
I’évolution du repliement vers [I’état natif d’une augmentation de la stabilité
conformationnelle. Toutefois, le paysage énergétique ou entonnoir de repliement peut étre
plus ou moins complexe avec des chemins de repliement multiples et une cinétique de
repliement complexe. Il importe donc d’étudier des systemes simples aussi bien que des
protéines dont le repliement est plus complexe afin de comprendre les différents mécanismes
de repliement au niveau atomique.

Six principaux modeéles de repliement ont été proposes :

- Le modéle de nucléation — condensation ou une étape de nucléation est suivie par une
propagation rapide de la structure. Ce modele prend en compte le caractere coopératif
du repliement [52, 53].

- Le modele de diffusion — collision ou les hélices alpha et feuillets béta qui joueraient
le r6le de centres de nucléation, se forment sur la chaine polypeptidique puis diffusent
et coalescent. On aboutit a des microstructures natives [54].

- Le modele de repliement séquentiel et hiérarchique dans lequel plusieurs segments de
structures sont formés et assemblés a différents niveaux suivant un chemin du
repliement unique [55]. Schulz [56] a proposé que ce repliement soit hiérarchique : la
nucléation est suivie par la formation de structures super - secondaires puis par celle
des domaines.

- Le modéle modulable du repliement ou les domaines d’une protéine sont les unites de
repliement [57]. lls se replient indépendamment et des intermediaires du repliement
(les modules structuraux) sont formés et s'assemblent pour aboutir a la structure native
[58].

- Le modele d’effondrement hydrophobe ou la premiére étape du repliement est
conditionnée par les groupements hydrophobes qui se rassemblent au cceur de la
protéine. S’ensuit une phase plus lente ou se forment de courts segments de structures
secondaires. Cet effondrement conduit a la stabilisation de la structure native [59].

- Le modeéle de la fermeture éclair hydrophobe dans lequel la formation de segments de
structures secondaires est simultanée avec I'effondrement hydrophobe [60].

Aujourd’hui, I’exploration des mécanismes de repliement des protéines est réalisée par
simulation de la dynamique moléculaire, devenue possible avec la puissance de calcul des
ordinateurs. Les simulations prennent en considération le solvant et les atomes de la protéine.
Ces études, permettant d’analyser en détail le paysage énergétique du repliement, constituent
un outil prometteur pour améliorer la prédiction ab initio de la structure tridimensionnelle
d’une proteine [61, 62]. En effet, a ce jour, méme si certains facteurs favorisant le repliement
des chaines peptidiques sont connus, les regles établies ne permettent pas de prévoir
completement la structure des protéines repliées.
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Baker et al. se démarquent dans le domaine de la conception de nouvelles protéines ab
initio. Ils ont notamment développé une stratégie algorithmique (Rosetta) capable d’optimiser
la séquence par rapport a I’énergie libre, associant mutagénese in silico et prédiction de
structure [63].

1.1.1.1 Notion de module structural

Lors de I’étude des protéines dans les années 1960, la complexité des séquences
protéiques et des structures qui en émergent, posent le probléme de la classification [64].
L’idée de domaines modulaires nait de deux observations : la confirmation de la constitution
des protéines en hélices et en brins comme prédits par L. Pauling et R. Corey [65, 66] d’une
part et le fait que des protéines différentes peuvent présenter des structures similaires d’autre
part.

Les domaines modulaires représentent le niveau d’organisation minimum des protéines.
Ils sont souvent construits a partir de plusieurs motifs ou structures secondaires, chacun
compos¢ d’hélices ou de brins, avec les motifs oo, BB, apa, ces derniers plutot instables
individuellement, s’agregent pour protéger les résidus hydrophobes. Les domaines modulaires
ont tendance a étre stables et a se replier tout seul, ce qui a permis de les isoler de protéines
plus larges et de les caractériser par cristallographie. Les domaines modulaires sont
structuraux mais ils sont également fonctionnels, leur combinaison de différentes fagons
permettant de construire des protéines différentes [67]. De cette maniere, ils peuvent étre
présentés comme des briques de constructions telles des legos moléculaires. En biologie de
synthese, les chercheurs portent de maniere croissante leur attention sur la recombinaison et la
fusion de domaines entiers de la protéine par rapport a la manipulation de résidus au sein des
protéines globulaires [68-71].

1.1.1.2 Une combinatoire infinie d’un nombre limité de blocs moléculaires.

Les approches systématiques en biologie structurale et I’observation générale ont mis
en évidence que les protéines sont constituées d’un nombre limité de modules. Ce sont les
unités fondamentales de la structure et de la fonction d’une protéine. Méme s’il existe environ
100000 protéines différentes exprimeées dans les systemes eucaryotes, il y a beaucoup moins
de domaines, motifs structuraux et repliements différents. Ceci est en partie d0 a I’évolution,
avec des genes ou parties de genes qui peuvent étre doublés ou déplacés au sein du génome.
Ainsi, un domaine protéique peut étre transféré d’une protéine a I’autre, donnant alors a la
protéine une nouvelle fonction. Le nombre de motifs proteiques différents étant limite, c’est la
combinatoire de I’utilisation de ces motifs qui va créer la diversité des protéines observées
chez les organismes vivants [72].

Les domaines qui sont formés par I’assemblage de différents motifs en des unités
compactes, locales et semi-indépendantes représentent la structure tertiaire des protéines.
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Celle-ci peut étre divisée en quatre classes selon les structures secondaires des domaines
[73]:

- les domaines a avec un noyau constitué¢ exclusivement d’hélices a,

- les domaines 3 avec un noyau comprenant des feuillets  anti-paralléles,

- les domaines a+f3 qui comprennent les motifs a et f3,

- les domaines /B constitués d’une combinaison des motifs Baf qui forment des

feuillets B antiparalleles entourés d’hélices o amphiphiles.

Les protéines peuvent étre regroupées par familles d’aprés les domaines qu’elles
comportent. Deux bases de données SCOP (Structural Classification Of Proteins) et CATH
(Class, Architecture, Topology, Homologous superfamily) sont tres utilisées dans la
classification des domaines protéiques en fonction de leurs structures. Toutes deux organisent
les repliements de facon hiérarchique. Elles ont été développées avec I’intention de mettre en
évidence les relations phylogénétiques entre protéines. Elles reposent sur I’observation selon
laquelle la structure est généralement mieux conservée que la séquence du fait des pressions
évolutives exercées pour le maintien de la fonction [74].

SCOP classe les repliements selon quatre niveaux hiérarchiques [75] Figure 2A: (i) les
familles (identité de sequence), (ii) les superfamilles (similarité de structure et de fonction),
(iii) les repliements (structures secondaires) et (iv) les classes de domaines (tout-alpha, tout-
Beta, Alpha/Beta, Alpha + Beta).

CATH organise également les domaines en fonction de leurs similitudes de séquence
puis de structure, avec cing niveaux de hiérarchisation [76] Figure 2B: (i) la classe
(composition en structures secondaires et leur arrangement), (ii) I’architecture (arrangement
des structures secondaires), (iii) la topologie (structure genérale du cceur du domaine et
connectivité des éléments de structures secondaires, (iv) les superfamilles homologues
(domaines pouvant partager un ancétre commun, (v) les familles de séquences (domaines
présentant des similarités de séquences significatives).
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Figure 2 : Représentation des classifications SCOP et CATH.

A, Hiérarchisation SCOP illustrée par un exemple [77], B, Présentation des trois premiers niveaux Classe,
Architecture, Topologie de la classification CATH. Les hélices sont représentées en bleus, les feuillets en magenta et
les boucles en gris [76].

Les deux grandes structures secondaires constituant la structure générale des protéines
sont I’hélice alpha et le feuillet béta [78]. La combinaison de ces structures aboutit a des
motifs structuraux (ou structures supersecondaires) telles que I’épingle a cheveux, la clé
grecque [79], les unités Bof, le motif hélice-boucle-hélice, le méandre P, le tonneau o/
présentés sur la Figure 3. Chaque motif structural est caractérisé par un type particulier
d’interactions hélice-hélice [80].

épingle a cheveux clégrecque Méandre B

Helice alpha Feuillet beta unité p-o-p hélice-boucle-hélice Tonneau o/

Figure 3 : Structures secondaires et supersecondaires.
A, représentation de I’hélice alpha a gauche et du feuillet beta a droite [81, 82].
B, les hélice alpha et feuillet beta s’organisent spatialement en structures supersecondaires [83].
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1.1.1.3 Assemblages supramoléculaires

Les composants moléculaires des cellules peuvent former des structures unidimensionnelles
(fibres), bidimensionnelles (membranes) et tridimensionnelles (cristaux) [35]. Ces structures
peuvent posseder différentes fonctions : mécaniques tels que les filaments du cytosquelette,
enzymatiques ou informationnelles. Les structures supramoléculaires comprennent des
protéines globulaires ou fibreuses. La formation de structures supramoléculaires peut suivre
des processus :
e (d’agrégation, réorganisation d’agrégats (exemple de la formation de microspheres
entre I’alpha-lactaloumine et le lysozyme),
e de diffusion, telle que I’élongation des filaments de dimeres de myosine musculaire
qui est une reaction bi-moléculaire limitée par la diffusion.

1.1.1.3.1 Protéines globulaires.

Les protéines "globulaires” ont une structure tridimensionnelle assimilable a une
sphére. Elles possedent un "cceur" hydrophobe et une surface hydrophile, I'ensemble adoptant
une structure compacte, dense. La stabilité des ponts disulfures est dictée par la stabilité de la
structure de la proteine. lls se forment plus facilement a I'intérieur des protéines globulaires,
parce qu'ils nécessitent des conditions oxydantes et que le cytoplasme est généralement
réducteur a cause de la présence de glutathione. A l'abri des molécules d'eau qui les
hydrateraient, les acides aminés chargés enfouis dans les protéines globulaires peuvent former
des ponts de sel entre eux. Les acides aminés hydrophobes peuvent aussi plus facilement s'y
empiler pour former des régions dépourvues d'eau.

Un exemple de [I’auto-assemblage des protéines globulaires est celui de 1’o-
lactalbumine et le lysozyme qui interagissent pour former un hétérodimere, lesquels peuvent
s’assembler en nanospheres de 20 & 50 nm, lesquelles s’agregent et s’organisent en chapelets
qui se réorganisent pour former une microsphere de 3 a 4 um (Figure 4) [84].
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Figure 4 : Auto-assemblage des protéines globulaires : a-lactalbumine et lysozyme.

A, objets supramoléculaires résultant de I’assemblage du lysozyme et de I’apo a-lactalbumine en fonction de la
température. Observations par microscopie optique, la barre d’échelle correspond a 5 pm (10-25°C) et 3 pm (30-
45°C) [85]. B : Microsphéres formées a 45°C observées par microscopie électronique a balayage [84]. C, Mécanisme
hypothétique d’assemblage de I’apo a-lactalbumine (apoLAC) et du lysozyme (LYS) en microsphéres selon des
observations réalisées par microscopie électronique a transmission a différentes concentrations totales en protéines
apres incubation 30 min a 45°C de mélanges équimolaires [86].

1.1.1.3.2 Protéines fibreuses

Les protéines fibreuses, aussi appelées protéines structurales, constituent le principal
matériau de construction chez les Vertébrés. Les fibres protéiques sont constituées de la
répétition d'éléments simples qui s'associent en "fils". Linéaires, elles sont insolubles dans
I'eau et d'une grande stabilité.

On peut distinguer deux types de structures fibreuses :

- celles dont la conformation est imposée par le mode d’organisation,
- celles créées par auto-assemblage modulaire.

Le premier cas peut étre illustré par le collagene dont la forme allongée est due a
I’assemblage d’une triple hélice formée de trois chaines polypeptidiques. Les micro-fibrilles
qui sont les unités structurales s’agrégent de facon telle que la structure brute possede une
force et une élasticité spécifique. Le deuxiéme cas peut étre illustré par les microtubules
d’actine ou de tubuline qui par assemblage modulaire se polymérisent et se dépolymérisent
par ajout ou suppression d’unités élémentaires (Figure 5).
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Figure 5 : Structures secondaires et quaternaires du collagéne, et auto-assemblage de la tubuline en microtubules.

A, I’'hélice de collagene est de pas gauche avec une glycine présente tous les trois acides aminés; I'hélice est aussi trés
riche en proline et en hydroxyproline. A I’inverse d’une hélice a, il n’y a pas de ponts hydrogénes stabilisants entre les
résidus d'une méme hélice de collagene. L"hélice de collagéne s'éléve de 0,29nm par résidu et elle compte un peu moins
de trois résidus par tour alors que 1'hélice a ne s'éléeve que de 0,15nm par résidu et compte 3,6 résidus par tour. B, la
structure quaternaire du collagéne est une microfibrille constituée de trois sous-unités, les trois hélices tournant I’une
autour de I’autre en une super-hélice orientée dans le sens de la main droite [87]. C, auto-assemblage en structure
d’ordre supérieur de la tubuline en microtubules. Les microtubules sont des structures polaires comme I’actine des
microfilaments avec une extrémité (+) a croissance rapide dirigée vers la périphérie de la cellule et une extrémité (-)
qui est associée au centrosome. Le centrosome est un complexe protéique situé prés du noyau et il est constitué de
deux centrioles eux-mémes constitués de tubuline o, B, y, 8 et & (1) Assemblage du protofilament, (2) association
latérale de protofilaments, (3) élongation du microtubule [88].

Les microtubules sont constitués de dimeéres de tubuline a et f. Chaque monomeére
peut s’associer au GTP mais seule la tubuline B peut échanger son GTP. C’est une protéine
globulaire comme I’actine des microfilaments, a la différence des filaments intermédiaires.
L’assemblage des diméres de tubuline en une structure microtubulaire se fait en plusieurs
étapes : (i) la polymérisation de diméres de tubuline a et b (chargées de GTP) qui s’associent
téte béche pour former un protofilament, (ii) la formation d’un fragment de microtubule par
association latérale de 10 a 15 protofilaments et repliement du feuillet pour donner une
structure rigide, (iii) I’élongation du microtubule par polymérisation (ajout de dimeres) a
I’extrémité (+). Les microtubules sont des structures dynamiques. Dans une cellule, il y a en
permanence et a vitesse variable (quelques secondes ou quelques minutes) plusieurs centaines
de microtubules en cours de polymérisation et de dépolymérisation.
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1.1.2 L’auto-assemblage comme outil de construction moléculaire

Dans le contexte d’ingénierie de nanostructures, les propriétés d’auto-assemblage des
protéines sont largement exploitées utilisant un certain nombre de motifs a différentes
échelles. Celles-ci vont des unités primaires de quelques nm, en passant par les assemblages
secondaires (tubes, hélices, feuillets, ruban...) de quelques nm a um, jusqu’aux assemblages
tertiaires (doubles hélices, fibres, gels...) supérieurs au micrometre [89-93].

De nombreuses nanostructures supramoléculaires ont été réalisées a base de peptides qui,
chimiquement versatiles, sont trés adaptables et capables d’adopter différentes structures
secondaires selon les acides aminés qu’ils contiennent [94]. Ces derniers apportent selon leur
chaine latérale des propriétés de chiralité, des dipbles électrostatiques, des groupes ionisables,
des donneurs et accepteurs de liaisons hydrogenes, des ligands de liaison au métal et des

domaines hydrophobes [95].
B C %
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Figure 6 : Quelques motifs de repliement des protéines utilisés dans la conception de novo.
A, structure doigt-zinc type C2H2 en coordination avec un ion zinc (PDN code 1ARD),

B, deux domaines hélice-boucle-hélice covalents en coordination avec des ions calcium (PDB code 1B1G),
C, dessin de I’assemblage en feuillets beta de fibrilles type amyloides, dont I’axe est pointée par le fleche noire,
D, trois polypeptides associés pour former une triple hélice de collagene (PDN code 1K6F),

E, le domaine de super-hélices (PDN code 2ZTA),

F, faisceau a quatre hélices (PDN code 1ROP). Figure extraite de [96].

Les domaines autonomes tels que les doigts de zinc (Figure 6A) contiennent I’information
nécessaire pour plier les peptides en des unités auto-assemblées fonctionnelles, distinctes,
compactes [97]. Les domaines hélice-boucle-hélice (Figure 6B), proches des motifs en doigt
zinc, car petits (30 acides aminés), nécessitant un ion métallique pour se replier et présents
dans un grand nombre de protéines, sont intéressants du point vue conception du fait de leur
capacité d’oligomérisation. Actuellement les scientifiques cherchent a créer des biomatériaux
a partir de ces structures [96] méme si ce champ d’investigation est largement dominé par
I’assemblage des peptides formant des feuillets beta en des configurations de type amyloide
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(Figure 6C) [98]. Plusieurs groupes ont réussi a realiser des peptides qui s’assemblent en
triple hélice de collagene [99, 100] et en fibres de taille allant du nano au micrometre [101].
Les super-hélices (Figure 6E) dont les relations séquence-structures sont les plus comprises
sont tres utilisées dans la conception de nanostructures avec des unités fonctionnelles [102].
De plus, leurs regles d’assemblage apparaissent robustes et transférables a différents contextes
de super-enroulement. De la méme maniere les motifs de faisceaux de quatre hélices (Figure
6F) sont utilisés dans I’objectif d’apporter de nouvelles fonctions [103].

Par ailleurs, les stratégies d’ingénierie des protéines qui manipulent I’organisation des
domaines et modules, en mimant la recombinaison non homologue, sont hautement efficaces
pour la production de fonctions complexes et sophistiquées qui interviennent dans la
reconnaissance et régulation moléculaire [104]. De nombreux exemples de conception et de
production de protéines artificielles bio-inspirées illustrent I’intérét de cette approche [105,
106]. Des proteines avec différentes symétries d’oligomérisation ont été fusionnees pour créer
une gamme d’assemblages supramoléculaires incluant des cages [107], des filaments [108],
des réseaux [109] et des cercles [110].

Les peptides sont également utilisés dans la création de fonctions nouvelles en
reconstituant un processus évolutif. La méthode de banques combinatoires de peptides a la
surface de bactériophages (phage-display) génére des populations de molécules de 10" & 10%°
objets, capables de reconnaissance moléculaire de produits non biologiques, grace a
I’utilisation de plusieurs cycles d’amplification-sélection [111, 112].

En conclusion, méme si les protéines représentent des briques moléculaires qui ont le plus de
potentialités en termes de structures ou de catalyse, il reste actuellement difficile, malgré
quelques exemples [63, 113] de créer des structures ab initio du fait d’une trop grande
complexité. Nous savons maitriser des assemblages en utilisant des protéines modulaires qui
ont déja leur fonctionnalité mais fabriquer des structures supramoléculaires qui présentent
des propriétés spécifiques a partir d’éléments primaires reste un défi réalisé dans un nombre
limité de cas précis [113]. C’est la raison pour laquelle les scientifiques se sont intéressés a
la molécule d’ADN qui, du fait de sa taille nanométrique, de ses propriétés mécaniques
stables et de sa reconnaissance spécifique hautement prédictible, représente une brique de
construction moléculaire de choix en nanotechnologie.
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1.2. Auto-assemblage des acides nucléiques

1.2.1 Un peu d’histoire

Si I’existence des acides nucléiques est connue depuis 1868, découverts par Miescher
[114], c’est seulement en 1944 que leur rdle en tant que support et vecteur de I’information
géneétique fut démontré [115]. La structure de I’ADN sous sa forme B a été élucidée en 1953
par J.D. Watson et F.H.C. Crick [116, 117]. S’appuyant sur les photographies de diffraction
aux rayons X de M. Wilkins et R Franklin, ils proposent un modéle en double hélice avec les
deux brins reliés par des bases complémentaires A - T et G - C, en proportion équivalente
selon les regles de E. Chargaff [118]. Watson et Crick décrivent la structure de I’ADN dans sa
forme la plus usuelle, I’ADN B mais il existe également d’autres formes d’ADN selon la
séquence et la concentration ionique des milieux qui seront décrites plus loin (Tableau 1). Ces
ADN forment la structure en double hélice la plus répandue, toutefois des structures en triple
et en quadruple hélices existent aussi. Nous allons d’abord présenter les trois conformations
d’ADN formant une double hélice puis les autres structures d’ADN.

L'ADN adopte diverses conformations, selon son état d'hydratation. La forme B,
physiologique, est hydratée et représente la structure générale de I’ADN dans les conditions
des cellules vivantes. La forme A, déshydratée, a été observeée dans certaines spores
bactériennes, en réponse a la dessiccation du milieu mais également au niveau des hybrides
ADN/ARN lors de la transcription. Cette forme, initiée par ’ARN qui n’adopte qu’une
conformation A, est transitoire puisqu’a la fin de la transcription, lorsque I’ARN s’est
détaché, I’ADN reprend sa conformation B. In vitro, lorsque la teneur en eau de la préparation
d’ADN est réduite, I’ADN évolue réversiblement de la conformation B vers A. La forme Z,
également une forme alternative de I’ADN B, a été observée lors de la transcription des génes,
au site d'initiation de la transcription, prés des promoteurs des genes activement transcrits.
Pendant la transcription, 'ARN polymérase induit un super-enroulement négatif en amont du
site de transcription qui favorise la formation d'/ADN Z. Une fonction de 'ADN Z serait
d'absorber les contraintes du super-enroulement négatif et de favoriser l'interaction des bases
avec les protéines régulatrices. En fin de transcription, la topoisomérase relaxe I'ADN en
conformation B.

Il existe encore d’autres formes transitoires issues de I’ADN B, telles que les ADN
triplex et les jonctions Holliday qui sont des structures branchées. La jonction de Holliday
tire son nom de Robin Holliday, qui I'a proposee en 1964 pour expliquer un type particulier
d'échange d'information génétique observé chez des levures : la recombinaison homologue
[119]. L'ADN H, ainsi nommé pour les appariements non-canoniques des acides nucléiques
proposés par Karst Hoogsteen en 1963 [120], pourrait avoir un réle dans la régulation
fonctionnelle de I'expression des genes ainsi que sur les ARN tel que la répression de la
transcription. L’ADN H génere la formation de triple hélice d’ADN illustrée sur la Figure 8.
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En plus de ces formes classiques, il existe des formes particulieres et stables d’ADN
telles que I’ADN G4 et le motif-i. L’ADN G4 observé pres des promoteurs des genes et au
niveau des télomeres [121-123] aurait un réle de type régulateur dans la méiose et dans le
phénomeéne de recombinaison. Cette structure étudiée de maniére détaillée in vitro, se forme
dans des conditions de salinité et de pH physiologiques [124]. Il a eté montré que de
nombreuses protéines étaient capables de fixer, stabiliser, ou au contraire dérouler ces
structures in vitro [125]. Le motif-i est constitué de séquences riches en cytosines. Ces
séquences sont présentes dans les télomeres, mais a ce jour, aucun réle fonctionnel de
régulation n’a été démontré. Il a été trouvé que les séquences des extrémités télomériques
peuvent adopter la configuration du motif-i [126, 127].

1.2.2 Les différentes formes naturelles d’ADN

B

—
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sucre (désoxyribose) g ——
phosphate ?

bases azotées

@ cytosine

& guanine i< sG/f

@ thymine

® adénine /szc

Figure 7 : Les différentes formes d’ADN et caractérisation de I’ADN B.
A, structures A, B et Z de I’ADN présentées respectivement aux positions 1, 2 et 3.
B, schéma de la double hélice d’ADN B avec la présentation des bases nucléotidiques appariées.
C, caractéristiques géométriques de la double hélice d’ADN B [122, 128]

1.2.2.1 ADN B

L’ADN B est constitue de deux brins antiparalleles qui forment une double-hélice
(Figure 7). Les brins d’ADN sont reliés entre eux par les appariements entre les quatre bases
azotées adenine, thymine, guanine et cytosine. La structure en double hélice est stabilisée par
les liaisons hydrogéne entre les paires de bases mais aussi par les interactions d’empilement
de type n-m qui existent entre les cycles aromatiques des bases. Les bases, plus hydrophobes,
sont a l'intérieur de I'nélice et les phosphates, hydrophiles, sont exposés a l'extérieur et
peuvent interagir avec le solvant.

Le plan des bases est perpendiculaire a I’axe de I’hélice alors que le plan des résidus de
sucre lui est paralléle. La rotation entre deux paires de base est de 36°. La double hélice droite
a un pas de 3,4 nm, chaque tour étant constitué de 10 nucléotides sur un brin. Son
organisation fait apparaitre un grand et un petit sillon.
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1.2.2.2 ADN A

Observé en premier lors de la formation de cristaux, 'ADN A est également une hélice
droite mais elle présente une forme beaucoup plus condensée (Figure 7). Chacun des tours
comprend 11 paires de bases, elle a un pas de 2,3 nm. Le plan des paires de bases n'est plus
perpendiculaire a I'axe de I'hélice, mais forme un angle d'environ 75° avec celui-ci [129, 130].
Il en resulte un déplacement de l'axe de I'hélice qui ne passe plus par le centre de
I'appariement des bases, mais a l'intérieur du grand sillon. Ceci induit une augmentation du
diamétre de I'nélice qui passe d'environ 20 A pour I'ADN en forme B & environ 26 A pour la
forme A [131].

1.2.23 ADNZ

L’ADN Z est une forme alternative de I’ADN B qui concerne les séquences de
pyrimidines et purines alternées et particulierement les sequences GC alternées qui, a haute
force ionique, transitent en ADN Z, ce phénomene étant sous controle électrostatique. L’ADN
Z est une double hélice gauche avec un seul sillon, en forme de zigzags (d’ou son nom)
dessinés par le squelette phosphates/pentoses. Le pas de I’hélice est un peu plus faible que
celui de la forme B (30° au lieu de 36°) avec 12 paires de bases par tour. Les sucres sont
alternativement 3'-endo syn et 5'endo anti.

Tableau 1 : Comparaison de quelques caractéristiques des trois formes géométriques A, B et Z de I’ADN.

forme A forme B forme Z
Sens de I’hélice droite droite gauche
grand sillon / petit sillon grand / écrasé grand / petit sillons équivalents
Paires de bases par tour d’hélice 11 10,5 12
Distance d’empilement 23 A 33A 38A
Pas par tour de I'nélice 28,2 A 33.2A 45,6 A
Tour moyen de I’hélice +18 ° +16 ° 0°
Diametre 26 A 20A 18 A

Sources: [122, 132, 133]

1.2.2.1 ADN cruciforme et ADN en épingle a cheveux

Une jonction de Holliday est un complexe formé de quatre brins d’/ADN qui conduit a
deux doubles helices d’ADN recombinées. D. N. Gopaul et al. [134] ont détermine la
structure cristallographique de 2 jonctions Holliday en 1998 (voir Figure 8A, B).
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Figure 8 : ADN cruciforme et ADN triplex.

A, Structure moléculaire d’une jonction Holliday (fichier PDB, 3CRX), B, représentation de la jonction Holliday
[135]. C, ADN triplex formé a partir d’un duplex hélicoidal de 14 paires de bases (dessin en tubes) et d’un ADN
simple brin de six bases remplissant I’espace dans le grand sillon (fichier pdb 1bwg) [136]. D, présentation des faces
Watson-Crick et Hoogsteen de la guanosine [137].

Les jonctions Holliday sont des formes transitoires de I’ADN B, lorsque deux brins
homologues coupés, se croisent et se rapparient. Des répétitions inversées de segments ADN
polypurine/polypyrimidine formant des palindromes peuvent également produire des
structures cruciformes ou en épingle a cheveux, par appariement intra-brin.

1.2.2.2 ADN-H ou ADN triplex

La structure ADN triplex est formée quand une molécule d'ADN simple brin vient
s'apparier dans le grand sillon d'une double hélice d'ADN [138, 139].0n obtient alors un ADN
triple brins plus un simple brin (Figure 8C). Ceci est rendu possible par I’appariement de
Hoogsteen qui est un type de paire de base rare, observé dans les acides nucléiques.
Expérimentalement, ces appariements ont été observés pour la premiére fois dans la structure
cristallographique de I'ARN de transfert, en 1974 [140, 141].

Les liaisons de Hoogsteen impliquent une face de la purine différente de la face
Watson-Crick et en particulier les positions N7 et le groupement 0xo ou amino en position 6
comme illustré Figure 8D.

Comme l'appariement Hoogsteen utilise une face de la purine qui est indépendante de
la face Watson-Crick, il est possible a une purine d'effectuer simultanément les deux types
d'interactions. Ceci permet de former des structures a trois brins, dont deux forment une hélice
canonique. Le troisieme brin vient se loger dans le grand sillon de cette hélice et forme des
paires Hoogsteen avec le brin d'/ADN ou d'ARN contenant des purines. Cette structure ne peut
se former que dans les régions ou le duplexe contient une séquence de plusieurs purines
consécutives.

1.2.2.3 Quadruple hélice d’ADN : les quadruplex de G

Les quadruplex de G sont des structures a base d’acides nucléiques formeés par des
séquences riches en guanines. Ces structures multibrins sont maintenues ensemble par des
plateaux coplanaires de quatre guanines, les quartets de G, appariées par des liaisons
hydrogéne de type Hoogsteen (Figure 9A, B). Les quadruplex de G formés a partir d’un bloc

Conception de nano-objets a base d’acides nucléiques et de protéines 25



d’au moins deux tétrades de guanine empilées, peuvent étre constitués a partir de un, deux ou
quatre oligonucléotides d’ADN (ou d’ARN) [142]. lls présentent une grande variété de
topologies qui sont la conséquence de combinaisons variables de I’orientation des
oligonucléotides, leur longueur et leur séquence. Les structures G-quadruplex ont été
caractérisees pour la premiére fois en 1962 par diffraction de rayon X [143].

En plus des liaisons hydrogenes et des forces d’empilement entre les bases, les
guadruplex sont stabilisés par la présence d’un cation positionné au sein de la cavité entre les
niveaux de tétrades qui interagissent avec les huit guanines environnantes. La stabilité du
quartet est tres différente selon le cation monovalent considéré. La capacité de stabilisation
des ions se classe de la fagon suivante, K+ > Na+ > Li+ >= Cs+ [144]. Elle est liée a
I’enthalpie d’hydratation des ions, c’est-a-dire I’énergie nécessaire pour détacher les
molécules d’eau d’un ion.
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Figure 9 : Structures d’ADN G et d’ADN 1I.
La grande différence entre les quadruples hélices de quartets de G et de motif-i est I’appariement coplanaire de
quatre plateaux de guanines dans le premier cas (B) par rapport a I’intercalation des paires C.C+, dans le deuxiéme
cas (C).

A, structure d’un quartet de Guanine, aussi appelé tétrade, qui est un plateau aromatique carré de quatre guanines
appariées par des liaisons de Hoogsteen. B, schéma montrant le repliement dans le quadruplex intermoléculaire formé
par deux molécules d(GGGGTTTTGGGG) [145]. Les couleurs réferent aux conformations anti (rouge) et syn (vert)
des guanines. C, schéma du motif I d(TCC),, et D, structure RMN du tétrameére d(TCC), [146].

1.2.2.4 Quadruple hélice d’ADN : les motifs-i

Ce sont les propriétés extraordinaires d’échange des protons qui ont attiré I’attention
sur la structure du motif-i, résolue sur le modéle de la séquence TCs en 1993 [147]. C’est une
structure tetramérique formée de deux duplex orientés téte-béche, entiérement intercalés,
chacun des brins paralléles étant connecté par les paires de bases cytosine hémi-protonées
(Figure 9 C, D). L’intercalation systématique des bases distingue I’ADN | de toutes les
structures d’ADN décrites.

Il a été démontré que le pH de demi-formation du motif-i est égal au pK de la cytosine
+/-(2/log Kyis), Kgis €tant la constante de dissociation de la base [146]. Pour cette raison, le
motif-i peut étre stable a des pH supérieurs au pK de la cytosine. La stabilité du motif-i
dépend de la base extérieure qui peut protéger la structure de I’effilochage par les bords.
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Les motifs-i different de I’ADN B par :

- I’appariement des bases,

- I’orientation paralléle des brins des deux duplex,

- I’inter-digitation des duplex pour former un quadruplex [148].

- Ladistance d’empilement des bases d’une valeur de 6,1 A est supérieure & I’ADN B,

- larotation de I’hélice de I’ADN I peut varier de 10 a 25° (~30° pour I’ADN B).

- Ladurée de vie d’une paire C-C" peut varier de la minute & plusieurs heures tandis que
les paires A-T et G-C présentent une durée de vie de I’ordre de millisecondes [149].

- La température de fusion du tétramere Cs est de 67°C alors que celle du dimere CsGs
est de 55°C (a la concentration del2 mM).

1.2.3 Formes artificielles associant acides nucléiques et composants peptidiques

Les PNA pour « peptide nucleic acids » et les PDNA pour « protein-deoxyribonucleic
acid » sont des structures synthétiques hybrides covalentes. Une distinction notable est
I’enchevétrement des parties protéiques et nucléiques au sein du squelette de la structure pour
les PNA tandis que ces parties sont distinctes dans les PDNA avec la partie protéique
structurée et fonctionnelle liée de maniere covalente a la partie ADN simple-brin.

1.2.3.1 PNA

Les PNA ont été développés par I’équipe de Nielsen en 1991 [150]. Ce sont des
molécules de synthése, analogues des acides nucléiques, dans lesquelles le squelette
phosphodiester est remplacé par une chaine pseudo-peptidique sur laquelle les bases puriques
et pyrimidiques sont fixées par liaison carboxylique. Du fait de cette structure, les molécules
de PNA ne sont pas chargées et s’apparient aux séquences d’acides nucléiques avec une forte
affinité et spécificité. De par la nature atypique de leur squelette, les PNA présentent une
remarquable stabilité et ne sont pas dégradés par les protéases et les nucléases.

L appariement des PNA s’effectue par complémentarité de séquences selon le modele
classique de liaisons hydrogenes de Watson et Crick, mais contrairement aux acides
nucléiques, les PNA peuvent s’apparier de maniére paralléle ou antiparalléle et s’hybrider aux
acides nucléiques simples brins ou doubles brins. Par ailleurs, les PNA riches en bases
pyrimidiques ont la capacité d’envahir la double hélice et de s’apparier a leurs séquences
complémentaires selon différents schémas pouvant aboutir a la formation de structures en
triple hélice (triplex). Dans de tels complexes (Figure 10A), les bases pyrimidiques des PNA
forment des liaisons de type Hoogsteen avec les bases puriques de I’ADN, en paralléle a
I’appariement classique des bases. Ce phénoméne d’invasion de la double hélice conduit au
déplacement d’un des deux brins d’ADN et a la formation d’une boucle d’ADN simple brin.
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Figure 10 : Structures artificielles : PNA et PDNA.

A, structure du complexe PNA-ADN, L’hybridation du PNA aux acides nucleéiques obéit aux regles classiques de
I’appariement des bases : I’adénine est reconnue par la thymine et la guanine par la cytosine. Les liaisons hydrogene
de type Watson-Crick sont impliquées dans la formation du duplex. Les bases pyrimidiques du PNA peuvent former
des liaisons hydrogéne de type Hoogsteen avec les bases puriques de I’ADN. Le PNA forme un complexe PNA-ADN-
PNA avec le brin polypurique et induit le déplacement de I’autre brin de I’ADN. L’un des PNA du triplex forme des
liaisons Watson-Crick (WC) avec I’ADN, I’autre des liaisons Hoogsteen (H) [151]. B, schéma fonctionnel du complexe
protéo-nucléique : PDNA. Cette structure hybride constitue un bloc fonctionnel qui peut inclure les propriétés
d’organisation des acides nucléiques, les propriétés fonctionnelles des protéines de méme que des propriétés de
détection en utilisant des marqueurs mais aussi des propriétés de reconnaissance du support. Celles-ci permettent
d’ancrer les objets sur un substrat et d’accéder a la dynamique des objets dans le cas d’une mobilité latérale [152].

Depuis leur mise au point, les PNA ont été incorpores dans de nombreux protocoles
d’études et de diagnostics génétiques pour la recherche de mutations, la coupure dirigée de
I”’ADN ou la thérapie génique.

1.2.3.2 PDNA

Les complexes protéo-nucléiques PDNA (protéine-DNA) sont des molécules de
synthese qui contiennent une protéine liée de maniére covalente, par I’intermédiaire d’un
adaptateur chimique, a un acide nucléique. De tels complexes ont été développés par I’équipe
de D. Pompon en 2002, a partir de la protéine du cytochrome b5 humain qui a été modifiée
par ingénierie et couplée par un adaptateur chimique bi-fonctionnel a un acide nucléique
simple brin [153, 154]. La Figure 10B présente le schéma fonctionnel d’un PDNA avec les
composantes ADN et protéine. Sur un méme objet, sont présentes les propriétés
d’organisation apportées par le domaine nucleique, avec un potentiel marquage qui permette
le suivi et la caractérisation des structures ainsi que les propriétes fonctionnelles de la protéine
qui peut autoriser I’interaction avec la surface. Selon la fonctionnalisation des surfaces, de
type membrane supportée ou champ d’ions, les complexes PDNA présentent une mobilité
latérale qui donne acces a I’information dynamique du systeme.
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Le complexe PDNA étant un systeme modulaire, diverses protéines presentant
différentes fonctions catalytiques, de reconnaissance et/ou de transport peuvent étre couplées
de maniére covalente a un acide nucléique, pas forcément simple brin, lequel peut étre engagé
dans n’importe quelle structure selon les partenaires. De ce fait, les PDNA sont différents des
PNA puisqu’ils comprennent des domaines protéiques structurés fonctionnels.

1.2.4 Utilisation des différentes formes d’ADN pour la fabrication de
nanostructures.

La diversité structurale des ADN naturels ayant été présentée, nous allons voir
comment ils ont inspiré la synthése d’ADN artificiels en tant que briques de construction en
nanotechnologie, sachant que les points forts de I’ADN pour I’auto-assemblage résident dans
ses proprietés de reconnaissance spécifique et prédictible ainsi que dans sa géométrie. En
effet, pour créer des structures complexes par auto-assemblage, il est nécessaire
d’appréhender les mécanismes d’interactions complexes entre les unités de bases qui doivent
étre spécifiques mais également de géométrie bien définie.

1.2.4.1 Stratégies d’auto-assemblage des acides nucléiques

Les principes qui gouvernent I’auto-assemblage ont été développés par les chimistes
[155, 156]. En 1978, J. M. Lehn introduit le terme de chimie supramoléculaire qui réfere aux
agrégats de molécules ordonnées maintenues par des interactions faibles telles que les liaisons
métal-ligand, les liaisons hydrogéne, les forces de van der Waals. Les notions de réversibilité
et de dynamique sont caractéristiques de ces systemes.

Dans les systémes organiques, la génération et le processus d’auto-organisation
supramoléculaire reposent sur des programmes qui prennent en compte I’information
structurale contenue dans les molécules constituantes ainsi que les interactions
intermoléculaires mises en jeu. L’auto-assemblage utilise en particulier des séquences de sites
donneur ou accepteur de liaison hydrogéne, ce qui permet d’induire la formation
d’architectures supramoléculaires variées mono-, di- ou tridimensionnelles [157]. Les
polymeres dynamiques, capables de modifier leur composition par échange et remaniement
des unités, peuvent subir I’adaptation et I’évolution dirigée sous I’effet de déclencheurs
externes chimiques ou physiques [158].

Parallelement, au début des années 1980, le chercheur cristallographe N. C. Seeman
inventait le concept de nanotechnologie a base d’ADN qui s’appuie sur les propriétés de
reconnaissance moléculaire pour creer des structures par auto-assemblage. Frustré par le
hasard et les conditions hypothétiques de cristallisation de certaines molécules, il est inspiré
par une gravure de M. C. Escher et réalise que des réseaux d’ADN en 3D pourraient étre
utilisés pour orienter les molécules cibles, et donc simplifier les études cristallographiques en
éliminant les difficultés d’obtention de cristaux purs [159].
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C’est ainsi qu’en 1991, le groupe de N.C. Seeman publie la synthése du premier objet
nanométrique en 3D, un cube fait d’ADN [160]. Toutefois la flexibilité de ces objets ne
permet pas de former des réseaux 3D, ce qui amena les chercheurs a développer des motifs
plus rigides : les molécules DX qui permettent de créer des réseaux en 2D [161]. Ces briques
ont également été utilisées en calcul algorithmique en considérant un ensemble de molécules
d’ADN comme des briques de Wang [162]. Ceci constitue une des approches d’auto-
assemblage.

On distingue généralement 3 catégories de méthodes d’auto-assemblage :

e |’approche simple en une seule étape, aussi appelée approche paralléle ou les briques
sont mélangées ensemble pour former I’assemblage final par reconnaissance des
séquences,

e |’auto-assemblage séquentiel ou des briques s’associent hiérarchiquement, des groupes
pouvant étre combinés ultérieurement,

e |’auto-assemblage nucléé ou un élément est utilisé comme point de nucléation ou
comme gabarit, sur lequel viennent s’assembler les motifs complémentaires pour
former des formes complexes.

En réalité, c’est souvent une combinaison de ces approches qui est utilisé dans la
fabrication de nanostructures complexes. Notamment I’approche algorithmique, présentée
plus loin, peut étre réalisée soit de maniére paralléle, séquentielle ou nucléée, si bien que la
classification n’est pas aisée.

1.2.4.1.1 Auto-assemblage direct ou paralléle

La stratégie parallele se caractérise par une seule étape, réalisée en général dans des
conditions réversibles ou dans des conditions de contrdle cinétique particuliéres permettant
d’éviter les pieges cinétiques. Dans cette approche, une collection de briques individuelles est
congue, chacune avec des extrémités cohésives spéecifiques qui vont mener la brique a une
position unique lors de I’assemblage. Les brins de toutes les briques sont melangés et
hybridés en une seule étape, les séquences des brins eétant congues pour s’associer de maniere
prédictible avec leur partenaire uniquement.

Plusieurs assemblages de réseaux 2D ont été réalisés en utilisant cette approche, telles
que les formes de rayures a partir de briques DX et TX avec I’utilisation de deux a quatre
briques différentes [163, 164]. L’avantage de cette méthode est qu’elle ne requiert pas
d’encodage de forme au sein des brins d’ADN, car la forme 2D est géenérée de novo par les
relations de voisinage encodees dans la collection des briques d’ADN. Ce systeme étant
gouverné par la séquence des briques d’ADN qui vont s’hybrider, leur conception est cruciale
tant pour les structures secondaires que pour les parties collantes qui doivent permettre
d’orienter les superstructures. Dans ces conditions, la steechiométrie constitue un point
crucial, car, si elle n’est pas respectée, elle génére des structures incompletes ou incorrectes.
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Lors de la réalisation de formes complexes, cette approche nécessite un contréle délicat des
phénomeénes physiques tels que la vitesse de croissance et des erreurs et ce d’autant plus que
le nombre de briques de différentes sortes est éleve.

La technique d’auto-assemblage appelée Origami s’est inspirée du concept d’origami
issu de I’art traditionnel japonais, qui consiste a plier du papier pour lui donner des formes
diverses, de poupées, d’animaux... P.W. Rothemund a appliqué ce concept sur I’ADN qui se
préte bien aux pliages en mettant en ceuvre ses propriétés de reconnaissance et d’assemblage
pour créer des structures [165, 166]. Le principe consiste a plier I’ADN géenomique simple
brin du virus M13mp18, d’environ 7000 bases, a I’aide de multiples agrafes qui sont de courts
oligonucléotides. L’ajout en excés des agrafes dans un tampon riche en magnésium et
I’utilisation d’une température de 90°C suivie d’un lent refroidissement, aboutissent a la
réalisation de diverses structures de formes définies (Figure 11).

Figure 11 : Formes d’ADN origami.

A, schéma de principe du repliement de I’ADN circulaire simple brin (noir) a I’aide de nombreuses courtes agrafes
nucléotidiques (en couleur). B, ligne du haut, diagramme de couleurs montrant le repliement des hélices. La couleur
indique I’indice de la paire de base le long du chemin de pliage, la couleur rouge indiquant la 1ére base et la couleur
violette la 7000éme. Lignes du bas, images AFM. Toutes les images sans barres d’échelle sont de méme taille (165 nm
x 165 nm). Les barres d’échelle de la derniére ligne indiquent 1 um (2) et 100 nm (de 3 a 6) [165].

1.2.4.1.2 Auto-assemblage séquentiel

La stratégie séquentielle est une approche multi-étapes utilisant les propriétés
spécifiques de reconnaissance des briques moléculaires pour créer des structures par un
processus ordonné. En auto-assemblage hiérarchique, dans un premier temps, un petit nombre
d’unités ou de blocs de construction sont assemblés. Ces blocs de construction moléculaires
sont ensuite mélangés séquentiellement pour aboutir a la construction de structures plus
grandes et complexes.

Un bloc d’ancrage attaché a un support peut étre utilisé pour laver I’exces de réactif a
chaque étape. Dans I’approche multi-étapes, le nombre de briques ou blocs moléculaires
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distincts peut étre réduit en réutilisant plusieurs fois les briques alternativement. Des étapes de
purification peuvent étre nécessaires pour augmenter le rendement de structures correctes.
Cette approche pas a pas présente I’inconvénient d’étre colteuse en temps.

L approche séquentielle a été utilisée par de nombreuses équipes pour réaliser des
structures nanométriques complexes. Par exemple, Yan et ses collaborateurs ont fabriqué des
briques avec des extrémités cohésives asymétriques qui, mélangées, s’auto-assemblent pour
donner des structures symétriques de taille finie (Figure 12) [167]. La premiére étape consiste
a assembler les briques symétriques Figure 12A. Les briques symétriques formées seront
ensuite assemblées pour réaliser le dessin en reseau de taille finie 5x5 présenté sur la Figure
12B.

7180 x 180 nm

Figure 12 : Un exemple d’auto-assemblage séquentiel.

A, brigue d’ADN symétrique a bout francs. B, Conception d’un réseau de taille 5x5 a partir de la brique d’ADN
présentée en A. Pour former le réseau a 25 briques, un total de 7 briques différentes est nécessaire pour les 10 paires
d’extrémités cohésives. C et D, images AFM [167].

1.2.4.1.3 Auto-assemblage dirigé par nucléation

L’approche d’auto-assemblage dirigé par nucléation utilise un brin d’ADN pré-
assemblé qui sert de gabarit. Le brin d’ADN contient I’information de forme de la structure,
par exemple une boucle ADN. Les oligonucléotides spécifiques s’assemblent autour de ce
brin matrice pour former les formes désirées en 1D ou 2D. La technique d’assemblage dirigé
par nucléation présentée en 1999 par T.H. LaBean. [168], est utilisée pour la premiere fois
avec un brin gabarit qui encode une information de forme en 2003 [169]. Le brin d’ADN
gabarit, construit par ligation avec de courts oligonucléotides synthétiques, contient
I’information de forme en code-barres représentée par la présence ou I’absence de boucles en
épingle d’ADN qui dépassent du réseau d’ADN (Figure 13).
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)

Figure 13 : Exemple d’auto-assemblage nucléé.

Réseaux de code barre. Structure du brin d’une couche a code barre de type 01101 imagée par AFM (domaine de 400
nm). Le brin rouge constitue le gabarit nécessaire a I’auto-assemblage des briques[168]

Une forme particuliere d’auto-assemblage dirigé par nucléation pourrait également étre
celle des ADN origami car I’ADN simple brin circulaire est utilisé en tant que gabarit pour
former des structures de configurations diverses. Toutefois selon la définition du terme
nucléation, qui dans son sens premier indique un point d’ancrage, et non le repliement d’un
ADN simple brin circulaire, la méthode originale d’ADN origami a déja été classée dans les
techniques d’auto-assemblage parallele puisqu’elle s’effectue en une seule étape. On retrouve
ici le recoupement des différentes méthodes.

1.2.4.1.4 Auto-assemblage algorithmique

L’auto-assemblage algorithmique consiste a programmer des briques avec des domaines
d’association spécifiques qui vont s’assembler de facon coopérative pour former des
structures complexes selon la régle algorithmique.

En 1998, E. Winfree crée une abstraction des systémes d’auto-assemblage nommée
modele d’assemblage de briques : TAM (pour Tile Assembly Model) [164]. Le modele TAM,
inspiré des briques de Wang, est basé sur les molécules d’ADN définies de telle sorte qu’elles
se comportent comme des briques carrées avec de la « colle » sur les cdtés qui leur permettent
de se lier selon les colles correspondantes. De nombreuses formes variables asymétriques ont
été créées in vitro par assemblage de briques, telles que les triangles de Sierpinski (Figure 14)
et les formes de comptage binaire [161, 170].
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Figure 14 : Auto-assemblage algorithmique.

A, Les 7 briques de base de Sierpinski avec la force des cotés annotée et représenté graphiquement. Les petites
briques indiquent les additions possibles a I’agrégat. A la « température » T=2, une possibilité unique existe pour
chaque site aboutissant a la formation d’une structure unique. B, Représentation ADN des briques de Wang. A
gauche une brique moléculaire de Wang (un double croisement) représentant les régles (I, r)= (I’, r’). La molécule
consiste en une région structurale interne et 4 bras double brin terminés par des extrémités simple brin collantes. C et
W indiquent Crick et Watson, | et r indiquent gauche et droite [164].

La premiére version du modele d’assemblage de briques TAM : aTAM pour « abstract
Tile Assembly Model » fait abstraction des caractéristiques physiques du modele. Les
assemblages de structures démarrent a partir de structures graine « seed » prédéfinies et
croissent en superstructures finies ou infinies qui représentent des formes préétablies ou des
sorties de calcul [171]. Dans ce modeéle, I’assemblage croit sans erreur aussi longtemps
gu’une brique peut s’ajouter au cristal.

Une deuxieme version fut proposeée pour rendre compte de la réversibilité des
réactions biochimiques des molécules d’ADN : le modele d’assemblage des briques cinétique
KTAM pour «KineticTile Assembly Model ». Ce modele prend en considération les
concentrations moléculaires, les vitesses de réaction (association et dissociation) des briques
et d’autres variables physiques. C’est le premier modéle a prendre en compte le taux d’erreur
d’un assemblage. Les simulations indiquent qu’une diminution optimale de la température et
des concentrations de brique atténue le taux d’erreur mais ceci au prix d’un ralentissement
important de la vitesse de croissance, c’est pourquoi les scientifiques ont cherché a
développer des techniques de diminution d’erreur qui permettent de conserver une bonne
vitesse de croissance.

Dés lors, de nombreux modeles ont été proposés pour diminuer les erreurs
d’assemblage qui sont de trois sortes : les erreurs de «croissance », de « facette » et de
« nucléation ». Les deux premieres erreurs se produisent sur le front de croissance d’un
assemblage existant tandis que les erreurs de nucléation concernent I’initiation parasite
d’assemblages [172]. Ces erreurs se produisent du fait que les briques forment des liaisons
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faibles avec I’assemblage, elles doivent se dissocier pour qu’un processus d’assemblage
correct puisse étre réalisé, mais elles peuvent étre stabilisées par I’arrivée d’une autre brique
qui va consolider son lien a I’assemblage.

Ainsi, E. Winfree et R. Bekbolatov [173] et J.H. Reif [174] proposent des modeles de
brique de correction « proof reading tile model » et des modeles de briques tolérants aux
erreurs «error resilient tile model » qui traitent les probléemes de diminution d’erreurs de
croissance au cours de I’assemblage tandis que Chen propose le modéle de correction
serpentin « snaked proof reading tile model » qui aborde aussi les erreurs de nucléation [175].
Dans ce domaine, Fujibayashi et al. font intervenir de nouveaux motifs structuraux appelés
brins et briques de protection qui protégent les extrémités cohésives exposées des briques
pour minimiser les interactions parasites. Les briques sur le front de croissance sont
déprotégées, permettant une croissance correcte a une vitesse supérieure a celle de la
croissance parasite [172].

L auto-assemblage algorithmique peut constituer un mode d’auto-assemblage qui utilise les
approches directes, sequentielles ou nucléees selon la conception des structures.

1.2.4.2 Principaux blocs moléculaires utilisés en structuration d’ADN

Plusieurs revues décrivent les motifs d’ADN les plus utilisés en nanotechnologie [176-
182].

1.2.4.2.1 ADN linéaires

Dans les stratégies architecturales, les molécules d’ADN B double brins linéaires sont
essentiellement destinées a la réalisation de nano-fils conducteurs, méme si la conductivité de
I’ADN nu est un sujet controverse [183-186]. Quoique I’ADN nu présente un comportement
de transfert d’électrons insuffisant pour I’ingénierie nanoélectronique, il constitue un support
idéal pour organiser des matériaux hautement conducteurs, tels que les métaux. Par exemple,
Lee [187] a décrit une nouvelle forme d’ADN, appelée ADN-M, ou le proton imino des paires
de base ADN est remplacé par un ion métallique Zn?*, Ni** ou Co?" illustré en Figure 15A, B.
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(z ADN parallelogramme

Figure 15 : Motifs d’ADN utilisés dans les auto-assemblages.

A, ADN linéaire, vue schématique de la double hélice d’ADN et de I’ADN-M, ou les ions métalliques sont fixés et
empilés entre les paires de bases de I’ADN [188]. B, structure proposée de paires de bases d’ADN-M [189]. C,
structures branchées, jonctions a double croisements (DX) contenant un nombre pair de tours d’hélices entre les deux
points de jonction. A gauche, DPE construit a partir de quatre brins et a droite, DAE construit a partir de cing brins
[190]. D, représentation schématiques des briques triples croisements (TX) et multiple croisements (PX et JX2) [191].
E, représentation schématique des différentes topologies qui peuvent étre formées par des jonctions double croisement
(DX) [192, 193]. F, motifs 4, 8, 12 hélices [194]. G, motif ADN parallélogramme formé par I’union de quatre jonctions
Holliday en paralléle (195). H, motif d’ADN en faisceau a 3 hélices, a gauche [195] et faisceau d’ADN a 6 hélices, a
droite [196].
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L’ADN double brin peut également étre utilisé en conjonction avec d’autres motifs
ADN plus complexes et servir de contrdle de longueur et d’orientation au cours de I’auto-
assemblage pas a pas de superstructures [197].

1.2.4.2.2 ADN branchés

Les molécules d’ADN branchées issues de I’ADN B, telles que les jonctions Holliday,
sont des motifs intéressants pour organiser et créer des structures de maniére prévisible en
mettant en ceuvre les propriétés spécifiques des bases d’ADN. Elles présentent toutefois
I’inconvenient d’étre trop flexibles au niveau des jonctions, c’est pourquoi les molécules a
plusieurs croisements ont été créées afin de rigidifier les structures [161].

1.2.4.2.2.1 Motifs DX.

L’utilisation de I’ADN double croisement (DX) est un élement clé dans I’approche
rationnelle développée par N.C. Seeman [190] pour la construction de nouveaux
biomatériaux. Ce sont des objets géométriques individuels qui peuvent étre inclus dans des
constructions plus larges de structure périodique [190, 198, 199]. Les molécules DX
consistent en deux heélices doubles brins cote a cote liees par deux points de croisements
(Figure 15C). Il en résulte des différences topologiques selon la polarité des brins qui ont subi
ou non un échange réciproque.

Sur la Figure 15E sont illustrés les différents motifs DX développés par Fu et Seeman
[192] et leur nomenclature qui se décline a partir de trois lettres selon les caractéristiques
géométriques. La premiere lettre D désigne la structure double-croisement, la deuxieme lettre
(P) parallele ou (A) antiparalléle définit I’orientation de la jonction. La troisieme lettre précise
le nombre de demi-tours d’hélices entre chaque point de croisement qui est pair (E, pour
even) ou impair (O, pour odd). A ceci s’ajoutent les lettres N (narrow) pour étroit et W (wide)
pour large, qui dénotent si le demi-tour d’hélice au point de croisement correspond au grand
ou au petit sillon.

Dans les isomeres de motifs DX, on distingue les domaines hélicoidaux antiparalléles
(DAO, DAO et DAE+]) ou les croisements se produisent entre des brins de polarité opposée
et les domaines paralleles (DPE, DPOW et DPON) ou les croisements se produisent entre des
brins de méme polarité. Ainsi, il y a environ une différence d’un demi-tour dans le phasage
entre les domaines hélicoidaux quand on compare les espéces antiparalléles et paralleles.
Dans les premiéres especes, I’axe du squelette est perpendiculaire aux axes de I’hélice tandis
que dans les derniéres especes, I’axe du squelette est parallele aux axes de I’hélice. Sur gels
polyacrylamide natifs, le comportement des molécules paralleles n’est pas stable ; soit elles se
dissocient, soit elles forment des multimeres tandis que les molécules antiparalleles présentent
une bande unique [192]. C’est la raison pour laquelle, un plus grand intérét s’est porté sur les
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molécules DX antiparalleles DAE et DAO, et ce particulierement dans les systemes nano-
technologiques.

Par ailleurs, la molécule DAE est la seule qui contienne un brin central cyclique. En
effet, dans les jonctions DAE, trois des cing brins sont impliqués dans les croisements et les
deux autres sont fixés a une double hélice. Dans les trois brins, deux sont complémentaires
aux terminaisons des brins fixes tandis que le troisiéme circulaire, est complémentaire de la
partie centrale de la jonction (Figure 15E). Ce dernier brin peut également projeter ses
extrémités hors du cadre de la jonction et permettre de positionner d’autres briques
moléculaires d’interét. Ceci constitue la topologie appelée DAE+].

1.2.4.2.2.2 Motifs TX, PX et JX2.

Les motifs TX [191] sont issus des structures DX avec trois hélices distinctes au lieu
de deux, ce qui double les points de croisement. Ces motifs peuvent également étre générés en
utilisant quatre brins, avec chaque brin impliqué dans deux evenements de croisement comme
présentée dans la Figure 15D. Ces structures présentent une plus grande rigidité que les
jonctions branchées simple ou double croisement.

Les motifs PX résultent d’un échange réciproque entre deux brins des deux hélices aux
mémes points de croisements. Ils présentent de multiples points de croisement a chaque tour
d’hélice, ou les brins de méme polarité provoquent des croisements paralleles.

Les motifs JX2 sont similaires aux motifs PX hormis que I’échange réciproque
s’établit tous les deux points adjacents [178].

Ainsi I’ensemble de ces briques peuvent étre dotées d’extrémités cohésives a des
endroits clé afin de permettre un assemblage plus complexe. Tous ces motifs sont utilisés
pour construire des assemblages linéaires, des réseaux en 2D et des tubes d’ADN [191, 200].

1.2.4.2.2.3 Motifs DDX

Les motifs double-double-croisement (DDX) consistent en quatre hélices d’ADN
connectées par six échanges réciproques [201]. Ke et al. étudient des motifs a 4, 8 et 12
hélices (Figure 15F) et montrent qu’ils peuvent s’auto-assembler en réseaux 2D et/ou en tubes
avec des cavités rectangulaires de taille de variable. La conformation des structures en tube ou
en réseau depend des parametres d’anisotropie des motifs, de contraintes de connexion et de
niveau d’ondulation des motifs [194].

1.2.4.2.2.4 Motifs d’ADN parallélogramme

Les motifs d’ADN parallélogramme développés en 1999 par I’équipe de N. C. Seeman
sont des structures analogues aux jonctions Holliday mais en forme de losange [202]. Ce
motif provient de la fusion de quatre jonctions et consiste en quatre hélices de six tours, deux
au-dessus et deux au-dessous avec les points de branchements qui définissent les sommets
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séparés par quatre tours d’hélice chacun Figure 15G. Ces motifs s’auto-assemblent en réseaux
2D avec des cavités en forme de losange. lls permettent de mesurer les angles de torsion entre
les bras des jonctions branchées.

1.2.4.2.2.5 Motifs en faisceau de 3 ou 6 hélices

Les motifs en faisceau d’hélices sont des objets 3D en eux-mémes qui peuvent s’auto-
assembler en des structures 1D ou 2D et potentiellement en réseaux 3D (Figure 15H).

Le faisceau a 3 hélices consiste en 3 domaines doubles hélices d’ADN connectés par 6
jonctions de croisement immobiles de telle sorte que les axes des hélices ne sont pas
coplanaires. Le motif 3HB (three-helix bundle) présente une section transversale triangulaire
avec une hélice étendue dans le sillon formé par les deux autres [195]. L’assemblage de six
hélices d’ADN produit un faisceau hexagonal qui contient un trou en son centre. Ce motif,
appelé 6HB (6 helix-bundle) est constitué a partir de motifs DX sépares par des paires
d’oligonucléotides avec ou sans extrémités cohésives.

L’ensemble des motifs présentés montre la versatilité et la programmabilité des auto-
assemblages a base d’ADN. Il est a noter que la regle générale dans la conception de ces
motifs est la minimisation de la symétrie des séquences dans les structures branchées afin
d’éviter tous les appariements indésirables entre les brins participants et la mobilité des
jonctions.
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Figure 16 : Autres motifs 4x4 et symétriques.

A, Structure des brins du motif 4x4 [203] et représentation schématique de leur assemblage [166]. B, trois types
d’ADN simple brin différents s’assemblent pas a pas en motif three-point-star [166, 204]. C, haut, classification des
ADN 3-départs selon le nombre « d’extrémités ouvertes » du brin matrice ; C bas, deux structures générées lors de la
jonction par les ADN agrafes (joint auxiliaire« helper join», & gauche) et par I’ADN matrice (joint du gabarit
« scaffold join», a droite [166]. D, Différents motifs a k-point de départs permettent de créer des origamis
polygonaux. Présentation de quelques images AFM issues de ces motifs [193].
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1.2.4.2.2.1 Motifs 4x4

Le groupe de T.H. LaBean [203] a développé le motif 4x4 qui présente un rapport
d’aspect carré et qui peut s’auto-assembler en des nano-rubans ou en des réseaux nano-grilles
2D. Ce motif contient quatre jonctions d’ADN branchés de quatre bras pointant dans les
quatre directions (N, S, E, W) pour nord, sud, est, ouest dans le plan du motif (voir Figure
16A). Ainsi, dans les motifs 4x4, ce sont deux hélices d’ADN et non une seule (comme dans
les motifs DX) qui constituent les bras du motif. Le motif 4x4 est composé de 9
oligonucléotides, et I’'un des brins (en rouge sur la figure) participe a toutes les jonctions avec
des boucles T4 qui connectent les jonctions adjacentes et qui, en diminuant les interactions
d’empilement entre les jonctions adjacentes, favorisent I’orientation perpendiculaire des 4
bras. Prises individuellement, ces jonctions branchées sont plut6t flexibles, mais la contrainte
par trois jonctions additionnelles au sein du motif et par une jonction de voisinage en fait des
structures suffisamment rigides qui peuvent étre utilisées en tant que briques moléculaires
dans de plus larges superstructures.

1.2.4.2.2.2 Motifs symétriques : les three-point-stars

Le groupe de C. Mao a introduit le concept de « symétrie de séquence » dans le but de
diminuer le nombre d’ADN simples brins nécessaires a la construction d’une superstructure,
diminuant ainsi le colt de fabrication et le taux d’erreurs expérimentales [205]. La symétrie
géométrique parfaite des motifs annule toutes les distorsions imprevisibles dans les
nanostructures et permet leur croissance a des tailles plus grandes allant jusqu’a quelques
millimétres [206]. Le motif trois-points-de-départ contient une symétrie rotationnelle de trois-
repliements (three-fold rotational symmetry). Sept brins participent a sa formation (Figure
16B): un long brin central répétitif (bleu-rouge, brin L ou L’=long), trois brins moyens (en
vert, brin M=medium) et trois brins périphériques courts identiques (noir, brin S=short). Au
centre du motif, 3 boucles simple brins sont colorées en rouge. La flexibilité de ce motif peut
étre ajustée a volonté par la variation de la longueur de la boucle, plus elles sont longues plus
la structure est flexible. Les extrémités de chaque branche du motif portent des extrémites
cohésives qui permettent d’assembler ces motifs en des superstructures telles que des
polyédres.

1.2.4.2.2.3 Motifs multi-bras

Les motifs multi-bras proposés par P.W. Rothemund [166] sont similaires aux motifs 4x4 et
3-point-star présentés car ils utilisent également deux doubles hélices par bras mais ils en
different par les points de croisements qui sont a la jonction entre les bras et non au milieu de
chaque bras (Figure 16C et D). Ces motifs peuvent étre utilisés dans le contexte du repliement
des ADN origami pour créer des réseaux arbitraire de forme polygonale.
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1.2.4.2.2.4 Structures « agrafes »

Les structures de type agrafes sont des oligonucléotides simple brin utilisées dans la
technique d’auto-assemblage des ADN origami. Différentes agrafes sont utilisees [165, 170],
courtes ou plus longues, de structures croisées ou rectilignes selon les hélices qu’elles
couplent et les formes a construire. Les motifs utilisés sont ceux précédemment présentés
(DX, PX, JX). Le plus souvent, les agrafes sont congus pour se fixer a trois hélices adjacentes
soit avec une géometrie de forme S ou Z. La longueur utilisée est typiquement de 32
nucléotides pour un espacement de 1,5 tour entre deux croisements ou de 52 nucléotides pour
un espacement de 2,5 tours. Les 16 nucléotides centraux se fixent & une hélice tandis que les 8
extrémes se fixent aux hélices adjacentes. Certaines agrafes sont modifiées soit pour éviter
I’agrégation due aux paires de bases hydrophobes qui se situent sur les tranches des ADN
origami (en ajoutant des boucles T4), soit pour donner une forme a la surface avec des
hauteurs locales différentes. Les motifs multi-bras présentés (Figure 16D) constituent des
structures agrafes particulieres.

1.2.4.2.3 Hélices multiples

1.2.4.2.3.1 Quadruplex de G

Différentes équipes ont observé I’auto-assemblage spontané de courts oligonucléotides
riches en guanine en de long fils moléculaires en présence d’un cation approprie [144, 207,
208]. De longs polymeéres de quartet G peuvent ainsi former des structures en forme de fils
appelés fils-G, avec une largeur de 2,3 nm et des longueurs de plusieurs centaines de
nanometres (Figure 17a et b). Les tétrades de G4 ont attiré I’attention en nanotechnologie en
tant que briques de construction de nano-fils pour la nanoélectronique. En effet, les fils G4
présentent une plus grande longueur de persistance et une stabilité dans des conditions variées
(température, DNAse). De plus, la guanine étant la base avec le potentiel d’ionisation le plus
bas, une proportion élevée de guanine augmente la probabilité de transfert de charge au
travers des fils G [209]. Des nanostructures continues composées de fils G mono-moléculaires
contenant des centaines de tétrades ont été fabriquées par Borokov et al. [210]. La
polarisabilité de ces structures est supérieure a celle des ADN double brins, mais elle a encore
été augmentée par la fabrication de fils G tétra-moléculaires, a partir de 4 brins paralléles en
utilisant la reconnaissance avidine-biotine [211, 212]. Ainsi la résistance élevée des quartets
G tétra-moléculaires a des déformations mécaniques, alliée a leur polarisabilité electrique font
de ces structures des outils prometteurs en nanoélectronique.
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Figure 17 : Images AFM de nanostructures a base de quadruplex de G et de motifs-i.

Images AFM de la croissance de fils-G en présence de spermidine. La hauteur moyenne des fils est de 2,4 nm, leur
longueur moyenne de 10 a plus de 1000 nm. Les échelles sont de 50 (a) et 100 nm (b) avec la hauteur apparente d’un
ADN plasmidique de 0,7 nmen (b) [208]. C, Image AFM de fils-i formés a partir de d(C), barre : 0,5 um [213]

1.2.4.2.3.2 Motifs-i

Pour la premiére fois en 2007, les motifs-i ont été utilisés en tant que briques de
construction en nanotechnologie d’ADN structural par I’équipe de Y. Krishnan [213]. En
s’appuyant sur les propriétés d’auto-assemblage liées a la symétrie du motif-i, les chercheurs
ont fabriqué des fils de 2 nm de largeur et de longueurs atteignant jusqu’a 3 um (Figure 17c).

1.2.4.2.4 Autres structures

1.2.4.2.4.1 Structures a base d’acides ribonucléiques

Au-dela de la topologie des boucles et des hélices composées de paires de base
standard, I’ARN peut adopter une structure tertiaire comme une protéine. Celle-ci dépend des
repliements des bases dans I’espace et de la formation des liaisons hydrogénes. Selon les
appariements de type Watson et Crick (A&U, G&C), de type bancal « Wobble » (G&U), de
type Hoogsten (A triple liaison C), ou les interactions entre le ribose et le phosphate voisin, on
obtient des structures en double hélice, pseudo-hélice, triple hélice ou boucle variable. La
conformation tridimensionnelle est maintenue par les liaisons hydrogénes coplanaires entre
les bases, des liaisons hydrophobes, ou par des ensembles de boucles. C’est le cas typique du
ribosome, dans lequel les ARN ribosomaux replies sur eux-mémes, forment une structure
tridimensionnelle compacte. La structure 3D d’un ribosome bactérien a donné lieu au Prix
Nobel en 2009 [214-216] tandis que celle d’un ribosome eucaryote a été résolue avec une
précision de 0.415 nm en 2010 (Figure 18A) [217].
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Figure 18 : Structures a base d’ARN.

A, Structure du ribosome eucaryote obtenue par diffraction aux rayons X (DRX), a une faible résolution. La sous-
unité 40 S apparait en bleu et la 60 S en jaune (les protéines sont plus foncées que les ARN) [217]. Images de
microscopie électronique en transmission (TEM) d’assemblage supramoléculaires d’ARN [218].

Un autre exemple est celui des ribozymes qui sont des molécules d’ARN anti-sens
ayant une activité catalytique, classés selon la nature de leur séquence et leur structure
tridimensionnelle [219].

Les ARN sont des biomolécules modulaires largement composées de sous-unités
structurales ou motifs. Ces motifs structuraux, via des interactions tertiaires non covalentes,
générent des structures tridimensionnelles fonctionnelles [220, 221]. Les ARN stables
peuvent étre définis comme des architectures 3D modulaires et hiérarchiques [222, 223]. La
construction d’architectures supramoléculaires a base d’ARN artificiels, prenant avantage sur
la connaissance des regles de repliement et d’auto-assemblage de ces molécules, a été
développée dans plusieurs laboratoires et s’appuie sur la création de programmes de
conception (RNA tectonics) et de bases de données [224-227]. L. Nasalean et al. ont présenté
un exemple de contréle d’auto-assemblage d’ARN qui forme des filaments comparables a
ceux de I’actine illustré sur la Figure 18B [218].

1.2.4.2.4.2 Structuration autour d’'un métal

Différents travaux rapportent le développement d’auto-assemblage de nanoparticules
d’or par I’ADN [228]. La modification chimique des oligonucléotides alliée aux propriétés de
reconnaissance et de stabilitt de I’ADN ont permis d’assembler réversiblement des
nanoparticules d’or en agrégats macroscopiques 3D [229]. On peut également citer
I’organisation de nano-cristaux d’or en des structures spatialement définies. Ainsi des diméres
(parallele et antiparalléle) et des trimeres de nano-cristaux ont été fabriqués, avec un
positionnement précis des particules contr6lé par le choix de la séquence ADN [230]. En
combinant des particules d’or de deux diametres différents (9 et 31 nm), Mucic et al. ont
généré un assemblage binaire de nanoparticules illustré sur la Figure 19 [231].
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Figure 19 : Assemblages d’ADN liés aux nanoparticules d’or.
Image (TEM) montrant le réseau binaire des nanoparticules fonctionnalisées avec en insert une structure satellite
[231].

Il existe également des associations avec les métaux pour les acides nucléiques et les
protéines que I’on retrouve dans la famille des motifs de fixation a I’ADN.

1.2.4.2.4.3 Structures des complexes protéines-ADN

Les motifs de fixation a I’ADN, présents dans les facteurs de transcription de
nombreux procaryotes et eucaryotes, sont utilisés dans la fabrication artificielle
d’assemblages a I’échelle nanométrique. En effet, les régles reproductibles qui lient les
séquences de ces motifs a leur structure 3D en font de potentielles briques moléculaires. R.Y.
Sweeney et al. ont par exemple utilisé les interactions de la glissiére a leucine pour diriger
I’auto-assemblage spécifique de particules de bactériophage [232].

Quelques motifs de fixation a I’ADN sont presentés sur la Figure 20 :

Figure 20 : Différents motifs protéiques interagissant avec I’ADN.
A, fermeture éclair a leucine, b, hélice-boucle-hélice, c, hélice-tour-hélice, d, doigt de zinc [233].

a) La glissiére a leucine [234] possede deux régions : une région constituée par deux
hélices alpha, face a face, riches en leucine, qui interagissent par des liaisons
hydrophobes et une autre région riche en charges positives, qui se fixe sur les groupes
phosphate de I’ADN [235].
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b) Les motifs hélice-boucle-hélice sont similaires aux glissiéres a leucine excepté que la
dimérisation des domaines de ces protéines consiste en deux hélices séparées par une
boucle. Ces protéines sont constituées par un domaine riche en acides aminés basiques
qui interagit avec I’ADN.

c) Les motifs hélice-tour-hélice consistent en trois, parfois quatre, hélices alpha reliées
entre elles par un coude. Le repliement tridimensionnel de ce domaine assure une
forme qui permet une interaction spatiale avec la double hélice d’ADN. Les protéines
qui contiennent ce motif agissent a I’état dimérique [236].

d) Les motifs en doigt de zinc sont constitués de boucles dans lesquelles une hélice a et
un feuillet B sont associés a un ion zinc. Les quatre acides aminés qui permettent la
liaison du Zn?* sont des cystéines ou des histidines. Elles forment une structure en
carré qui délimite un espace contenant I’ion. La région protéique située entre deux
doigts se lie a ’ADN et confere la spécificité de I’action de ces facteurs de
transcription.

1.2.4.3 Maitrise des dimensions

Deux classifications des dimensions des nanostructures peuvent étre envisagées selon
gue I’on considére les propriétés géométriques ou les critéres topologiques.

Si I’on considere les propriétés geométriques, les nanostructures sont classees en
une, deux ou trois dimensions selon le motif impliqué. On peut citer en structures 1D la
formation de longues structures linéaires générée par I’assemblage entre les extrémités
cohésives des motifs d’ADN DX (double croisements) [202, 237, 238]. Les structures 2D
impliquent les maillages ou réseaux réalisés par d’autres motifs d’ADN tels que des triangles
ou des faisceaux hélicoidaux qui, selon le nombre de sous-unités complémentaires, peut
générer des auto-assemblages périodiques ou apériodiques, également étudiés par I’approche
algorithmique. Les structures 3D concernent les objets en volume tels que la construction du
cube d’ADN [182], ou encore le réseau 3D régulier d’ADN développé par Seeman pour
faciliter la cristallisation des macromolécules [190].

Toutefois, si I’on considére des critéres topologiques, cette classification est
totalement réorganisee car I’approche topologique consiste a décrire les structures sur la facon
dont sont connectés les points de branchements [239].

Les topologies a zéro-dimension concernent la construction d’objets séparés tels que
le cube ADN, I’octaédre tronqué ou les anneaux de Borromean qui ne sont pas congus pour
interagir avec d’autres structures. Sont également inclus dans cette catégorie la formation
d’octaédre d’ADN par la technique des origami [240] ainsi que la plupart des nano-moteurs
[241] méme si les structures elles-mémes peuvent étre en 3D.

Les topologies a une dimension impliquent les réseaux linéaires ou I’assemblage de
géométrie définie est réalisé par interaction entre motifs. On peut reprendre ici I’exemple des
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réseaux linéaires réalisés a partir des motifs d’ADN DX ou encore la formation de réseaux
périodiques ou apériodiques.

Dans les topologies & deux dimensions, les motifs ADN cités ci-dessus qui permettent
d’augmenter le nombre d’interactions entre les briques moléculaires sont également utilisés.
Les briques d’ADN sont congues pour s’auto-assembler en réseaux periodiques a deux
dimensions. Par ailleurs, les réseaux a deux dimensions qui peuvent contenir des briques
modifiées chimiquement permettant un ancrage et ou un positionnement sur la surface
présentent des applications potentielles en électronique moléculaire et bio-détection [179,
229].

Les topologies a trois dimensions : on revient ici a I’idée originale de N. C. Seeman,
en 1982, d’utiliser un réseau 3D régulier d’ADN comme guide. C’est en 2004 qu’un réseau
continu d’ADN en 3D est formé a partir de I’auto-assemblage de séquences de 13 bases. La
structure consiste en des couches empilées d’hélices paralléles avec des couches adjacentes
liées par des appariements non canoniques [242]. Le méme dessin pourrait étre utilisé pour
géneérer des structures avec des dimensions de réseau variables, et servir comme un prototype
de tamisage ou de structure d’ADN matrice pour I’inclusion d’autres molécules.

La dimension du temps. L’effort exercé pour contrdler les procédés d’auto-
assemblage des structures d’ADN dans le maximum de dimensions s’applique également au
temps. L’objectif est d’arriver & des mouvements controlés de la matiére a I’échelle
moléculaire, qui peuvent résulter en un changement de forme ou de taille de la construction.
Des nano-dispositifs a base d’ADN ont été congus pour changer de forme en étant actives par
des mécanismes variés tels que des petites molécules, des protéines et méme d’autres
molécules d’ADN[243, 244]. L’obtention de mouvement de ces constructions repose sur
différents principes incluant les transitions de conformation de I’ADN [245-247], les
équilibres de déplacement de brins [248, 249] et la fixation des protéines [250].

1.2.4.4 Avantages et limitations des différentes stratégies d’auto-assemblage

La stratégie d’auto-assemblage paralléle, ou toutes les briques élémentaires sont
mélangées en une fois, présente I’avantage d’étre une technique rapide mais son succes repose
sur un important travail en amont de conception des briques pour éviter la formation de
structures non desirées. La combinatoire sera d’autant plus élevée que le nombre de briques
sera grand, elle peut constituer une limite en termes de diversité des briques a utiliser sachant
gue chacune doit interagir de maniére spécifique pour conduire a la structure finale.
Expérimentalement, les paramétres de concentration des briques et de vitesse d’association
dépendant eux-mémes des conditions d’assemblage sont critiques. L’absence d’étapes
intermédiaires de purification constitue un avantage certain en termes de rendements des
structures finales.
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La stratégie sequentielle présente I’avantage d’obtenir des nanostructures purifiées a
homogénéité. Toutefois, réalisee en plusieurs étapes, cette technique est colteuse en temps.
Selon les procédés de purification utilisés (ancrage sur une surface ou en solution), elle peut
présenter de faibles rendements. De cette maniére, une quantité considérable de briques de
construction peut étre nécessaire pour obtenir les structures désirees et réaliser diverses
expériences de caractérisation, d’interaction ou d’activité des objets.

Lors de la conception par modélisation d’assemblage séquentiel, la difficulté d’induire
I’assemblage provient de la combinatoire complexe nécessaire pour réaliser des objets
irreguliers mais de forme bien définie ou des assemblages non périodiques. Plusieurs
solutions sont proposées pour contourner les difficultés combinatoires, telles que la
conception des tuiles, I’algorithme d’auto-assemblage et le protocole d’assemblage [168,
191].

Une variété importante de formes cohésives peut étre générée. Différentes formes de
codage au sein de la molécule peuvent impliquer aussi bien les hybridations de type Watson-
Crick que la geéométrie de la molécule. Le systéeme peut également étre guidé ou
favorablement contraint par des complexes intermédiaires et des briques de protection
peuvent empécher la formation de complexes indésirables.

Enfin, le protocole d’assemblage peut inclure I’ajout séquentiel d’enzyme ou la
présence d’un support pour réaliser I’assemblage séquentiel.

Dans la méthode Origami, de nombreuses régles critiques telles que la pureté des
brins, la stricte steechiométrie entre les brins dans les auto-assemblages a base de briques
ADN ne prennent pas effet. En effet, lors de défauts d’appariement des agrafes, le mécanisme
de « déplacement de brin » ou « invasion de brin » permet de corriger les erreurs en déplagant
les agrafes incorrectes. De plus, la conception des nanostructures ne reposant pas sur
I’hybridation entre agrafes, leur concentration en excés dans la solution n’est pas
problématique, et, lors de I’imagerie des structures sur support leur plus faible affinité du fait
de leur petite taille permet de laver les agrafes libres tandis que I’ADN matrice beaucoup plus
long adhére a la surface. Cette technique en une seule étape est peu colteuse en temps et
produit de bons rendements [251].

Les nanostructures d’ADN origami permettent de réaliser des formes complexes en
deux et trois dimensions a fagon, toutefois I’étape decisive reste leur interconnexion avec des
éléments fonctionnels. Dans le cas des protéines, cette approche pose le probleme de
compatibilité du fait de I'utilisation de températures dénaturantes lors du protocole de
fabrication des nanostructures.

Une autre limitation de I’approche Origami est la taille des nanostructures qui n’excede
pas 100 nm du fait de la longueur de I’ADN matrice constitué de 7000 a 8000 bases. Pour
remeédier a ce probléme, les chercheurs plient I’ADN matrice non plus a partir de courts
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oligonucléotides appelées agrafes mais par des briques carrées, elles-mémes congues par la
méthode Origami. La preuve de concept a eété donnée par la production de briques de 5x5 et
7x8 briques d’arrangement qui ont permis d’atteindre la taille de 200 nm [252].

1.2.4.5 Approche locale d’auto-assemblage versus a longue distance

Lorsque les systemes d’auto-assemblage sont basés sur I’utilisation de briques
individuelles, on peut distinguer deux conceptions de réalisation. Le cas d’une approche
globale ou I’objectif est de caractériser le comportement de la population de molécules dans
son ensemble et le cas d’une approche locale ou ce sont les mécanismes d’association de
quelques briques élémentaires qui sont ciblés. Cette derniére approche a donné lieu a de
nombreuses publications qui analysent les régles de constructions des briques de base et
développent de nombreux modéles afin de contréler les interactions locales [164, 168, 170,
173]. Ainsi les assemblages gouvernés a un niveau local présentent des structures internes
bien déterminées, toutefois leur forme a longue distance n’est pas contr6lée et les outils pour
I’analyser assez peu développés. La conformation finale des assemblages n’étant pas
forcément définie, ces systémes ne sont « finis » que lorsque les briques a associer ne sont
plus disponibles. L approche globale, quant a elle, s’intéresse aux structures abouties des
briques auto-assemblées. La technique des origamis pourrait constituer un exemple de
méthode globale puisqu’elle permet de générer n’importe quelle forme géométrique finale a
partir d’un long ADN simple brin plié par I’hybridation avec de courtes agrafes d’ADN [165,
251]. Toutefois, cette technique d’assemblage par nucléation ne repose pas sur I’association
de briques élémentaires. L’approche globale d’auto-assemblages réalisés a partir de briques,
sans utilisation de gabarit, a été peu abordée dans la littérature.

1.2.4.6 Approche mixte pour I’auto-assemblage de nanostructures en 3D

L approche mixte qui repose sur la combinaison des approches séquentielle et parallele
est largement utilisée dans la realisation de structures en 3D. Deux exemples sont cités, qui
associent des étapes ou tous les éléments sont mis ensemble avec des étapes séquentielles
pouvant impliquer la purification d’un produit avant de finaliser I’assemblage ou la
fonctionnalisation.
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He et al. construisent de facon hiérarchique un polyedre [204] en utilisant I’approche
origami avec trois sortes d’ADN simple brin qui ont été assemblés progressivement en motifs
symeétriques appelés « three-point-star » pour aboutir a la formation du polyédre en une étape.
Les structures finales des polyédres sont déterminées par la longueur de la boucle (de 3 a5
bases) qui accroit la flexibilité des briques favorisant les petites structures plutdt que de larges
réseaux 2D, et par la concentration d’ADN qui, plus elle est élevée, favorise les larges
assemblages tels que les cristaux 2D (Figure 21).

Tetrahectron
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Figure 21 : Schéma d’auto-assemblage séquentiel d’ADN polyedres, et caractérisation de tétraedres.

A gauche, schéma d’auto-assemblage de polyédres d’ADN avec trois sortes d’ADN simple brin qui s’assemblent pas a
pas en des motifs « trois points de départ » pour s’assembler ensuite en une seule fois en polyedres. Trois boucles
simple-brin (en rouge) sont au centre du complexe. Les structures finales du polyedre sont déterminées par la
longueur de la boucle et la concentration d’ADN. Au centre, image AFM du tétraedre d’ADN et a droite, une image
représentative de cryomicroscopie électronique (cryoME), les boftes blanches montrent les particules d’ADN.
Quelques images brutes de cryoME des structures 3D du tétraédre d’ADN et les projections correspondantes
reconstruites a partir des images prises dans différentes orientations [204].

De la méme fagon, E.S. Andersen et al. [253] ont fabriqué une boite d’ADN de
42x36x36 nm>, qui peut étre ouverte par I’ajout d’ADN clé. La premiére étape, par la
méthode origami, a consisté a réaliser les 6 faces du cube a partir de I’ADN génomique
simple brin M13 comme illustré sur la Figure 22a, b, c. Ces faces ont été séquentiellement
agencées en un cube par I’ajout d’agrafes de liaison entre les faces. La structure en boite
assemblée, purifiée et fonctionnalisée par la présence de deux ADN duplexe avec des
extensions, le suivi de I’ouverture du couvercle a été contrélé par fluorescence avec I’ajout de
deux ADN complémentaires qui par invasion de brins ont déplacé les oligonucléotides et
ouvert la boite. Les différentes étapes de construction ont été caractérisées par imagerie AFM

(Figure 22d, e, f).
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Figure 22 : Conception d’une boite d’ADN par méthode séquentielle.

En haut, a, carte de la séquence de I’ADN simple brin du bactériophage M13 avec les régions utilisées pour plier les
six feuilles d’ADN (A a F). b et ¢, modéles moléculaires des six feuilles d’ADN de structure plate et cubique
respectivement. En bas, images AFM des structures origami en 2D et 3D. d, échantillon avec les six feuilles d’ADN
pliées le long du squelette M13. e, échantillon avec la boite formée par la liaison des cotés des feuilles d’ADN. f,
échantillon avec le couvercle de la boite ouvert [253].

1.2.5 Les auto-assemblages hybrides

Les auto-assemblages hybrides résultent de la combinaison de différentes sources de
matériaux organiques, inorganiques et/ou biologiques. Parmi les matériaux bio-hybrides
nano-structurés, on peut citer les exemples les plus significatifs qui résultent de la
combinaison de polymeéres naturels tels que les polysaccharides, polyesters, acides
nucleiques, polypeptides, protéine fibreuse et globuleuse, les enzymes avec des substrats
inorganiques tels que la silice et les phyllosilicates, les hydroxydes double lamellaires, les
phosphates et les oxydes métalliques [254]. L’incidence des matériaux hybrides s’étend des
domaines de la médecine régénérative jusqu‘aux nouveaux matériaux préesentant des
propriétés fonctionnelles et structurales améliorées. Dans ce paragraphe, nous nous
intéressons particulierement aux assemblages hybrides a base d’ADN et de protéines.

1.2.5.1 Nécessité d’associer structure et fonctionnalité

Le premier probleme abordé par les auto-assemblages hybrides est I’apport de la
fonctionnalité aux éléments structuraux. En effet, les différentes méthodes d’auto-assemblage
des acides nucléiques sont efficaces pour construire des nanostructures a facon de formes
complexes et variées mais elles apportent peu d’informations en termes de fonctionnalité.
Inversement, les éléments porteurs d’informations ou de fonction de catalyse, d’actuation, de
transport, de propriétés optoélectroniques, tels que les protéines ne sont pas forcément adaptés
pour creer des structures de maniére définie. D’ou la nécessité de développer des techniques
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efficaces d’intégration d’éléments fonctionnels au sein des structures. Les scientifiques
cherchent a développer des structures hybrides qui soient a la fois géométriquement définies
et qui constituent des plateformes multifonctions.

1.2.5.1.1 ADN et composés inorganiques : fonctionnalisation et guide.

Des nanoparticules métalliques ont été organisées en des structures spatialement
définies par I’intermédiaire d’ADN complémentaires greffés sur les nanoparticules [229,
231].

L’ADN est utilise comme stabilisateur et modeéle pour assembler des nanoparticules
semi-conductrices CdS en utilisant les interactions électrostatiques entre les surfaces
cationiques modifiées des nanoparticules et les phosphates de I’ADN [255].

La croissance de nano-fils métalliques a été dirigée par I’ADN [183] mais aussi par des
peptides [256]; des nanotubes de carbones ont été fonctionnalises aussi bien par des ADN
gue des PNA (peptide nucleic acid) [257]. Ceci permet d’associer les propriétés conductrices
des composés inorganiques avec les propriétés d’assemblages des ADN.

1.2.5.1.2 ADN et protéines

De nombreuses méthodes de couplage chimique entre les oligomeres d’ADN
synthétiques et les protéines sont utilisées pour la fabrication de structures hybrides. Elles
reposent soit sur la stratégie de bio-conjugaison non covalente ou covalente dont quelques
exemples sont illustrés sur la Figure 23 [258, 259]. Dans le premier cas, il est nécessaire
d’utiliser des mécanismes de reconnaissance protéines—ADN spécifiques et facilement
ajustables, dans le deuxieme cas, les briques préformées permettent de créer une complexité
illimitée.
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Figure 23 : Stratégies de couplage d’un ADN avec une protéine d’intérét (POI).

a) couplage biotine-(strept)avidine ; b) conjugaison Ni-NTA-Hisg ; ¢) Reconstitution d’apoenzymes avec des cofacteurs
qui peuvent d) activer ou e) désactiver une activité enzymatique ; le couplage covalent est souvent réalisé par
I’intermédiaires d’adaptateurs bi-fonctionnels (f: le sulfoSMCC). Une alternative consiste a former des protéines
fusion en utilisant une intéine (g), une modification enzymatique par I’enzyme farnesyltransférase (h), ou I’application
de I’Of-alkylguanine-DNA-alkyltransferase (une protéine de la réparation d’ADN) (snap-tag, i) en tant que groupe
réactif fusionné a la protéine d’intérét par modification génétique [259].
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1.2.5.1.2.1 Couplage non-covalent

L’interaction biotine-(strept)avidine

L affinité élevée de la biotine avec la streptavidine (Ka~10" M™) a été trés largement
exploitée dans les méthodes de couplage non covalent aussi bien dans le développement de
réactifs pour des tests bio-analytiques que pour la nanofabrication (Figure 23a). Ce sont soit
les ADN qui sont biotinylés et la protéine conjuguée a I’avidine par voie chimique ou par
ingénierie génétique [260], soit I’inverse, les oligonucléotides marqués a I’avidine et la
protéine biotinylée [261]. L affinité est telle que méme si la technique est non covalente, elle
ne permet pas la dissociation du complexe, a moins d’envisager des méthodes de compétition
avec de la biotine libre ou Iutilisation d’une streptavidine monomérique générée par
ingénierie [262].

La nature tétramérique de la streptavidine qui lui confére cette haute affinité pose
toutefois des problemes pour contréler la steechiométrie lors des couplages protéine —ADN, ce
qui constitue un obstacle a la conception de dispositifs nanométriques et d’organisation des
structures définies. Par ailleurs la liaison streptavidine plut6t volumineuse peut aboutir a des
soucis d’encombrement lors du couplage [259].

L’interaction Ni-NTA-6Histidines

L’acide nitrilotriacétique est un agent chélateur, qui par réaction chimique de
complexation, se lie avec les ions métalliques et forme des complexes hydrosolubles. Dans
I"interaction Ni-NTA-His, Iion Ni’** posséde six liens de coordination dont quatre sont
sollicités par le NTA et deux interagissent avec les atomes d'azote du cycle de la chaine
latérale de deux résidus histidines (Figures 23b et 24A). Les protéines recombinantes avec
une étiquette histidine incorporée soit en N- soit en C-terminal sont purifiées par
chromatographie d’affinité sur des résines fonctionnalisées NTA et chargées en ions Nickel.

Toutefois I’affinité du mono-NTA étant de I’ordre du pM, I’utilisation de cette
interaction trop réversible s’est trouvée limitée dans le domaine de la nano-fabrication. Pour
pallier ce probléme, A. Tuberfield et al. ont utilisé des groupements de NTA par deux (bis-
NTA) ou trois (tris-NTA), associés aux oligonucléotides, et les constantes de dissociation
étant de 120 et 6 nM, respectivement [263], ils ont pu fabriquer de nombreux complexes
protéines-DNA différents pour fabriquer des nanostructures. Ce couplage, site spécifique, a
I’avantage d’étre réversible par I’ajout d’un agent chélatant qui lie le nickel [264].
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Figure 24 : Deux exemples d’interactions utilisées en couplage non covalent.
A, schéma du complexe nickel-acide nitrilotriacétique chélatant deux histidines. B, schéma d’auto-assemblage par
ADN de réseaux d’anticorps (IgG) en deux dimensions. Figure extraite de [265].

L’interaction anticorps-haptene

En plus des ligands biotine et NTA, d’autres étiquettes peuvent étre attachées aux
oligonucléotides au cours de leur synthése telles que la fluorescéine, qui peut étre utilisée
comme un hapténe de liaison aux anticorps immunoglobulines anti-fluorescein [266].

L’haptene est une substance de faible masse molaire atomique incapable par elle-
méme de promouvoir une réaction immunitaire, mais capable de réagir avec des anticorps
préformés. Cette interaction plutdt utilisée dans les essais diagnostiques, a permis, en nano-
fabrication, la formation de réseau d’IgG dirigée par ADN (Figure 24B) [265].

Les aptameéres

Les aptameéres sont des courts acides nucléiques simple-brin (ADN ou ARN) capables
de fixer un ligand spécifique avec une haute affinité. 1ls peuvent se plier en des structures 3D
pour former des poches de fixation nécessaires a la reconnaissance specifique et a la liaison
d’une molécule cible. Les aptameres peuvent étre utilisés dans des applications
biotechnologiques, diagnostiques ou thérapeutiques selon la cible contre laquelle ils sont
dirigés. En plusieurs jours, on peut produire et identifier in vitro ces acides nucléiques a partir
de banques combinatoires par le processus SELEX : évolution systématique de ligands par
enrichissements exponentiels [267].

Du fait de leur affinité élevée, plusieurs systémes de capteurs a base d’aptameres ont
été réalisés pour la détection d’ions metalliques, de petites molécules, de protéines, et d’acides
nucléiques ; la fluorescence, la colorimétrie et I’électrochimie étant les modes de détection les
plus communs de ces systemes [268]. Toutefois, ils ont également été mis a profit dans la
fonctionnalisation de réseaux a deux dimensions, ainsi capables de capturer les protéines
cibles de maniére sélective [269]. Il est a noter que le nombre d’aptameres presentant une
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specificité contre une protéine cible reste limité de nos jours, c’est pourquoi la plupart des
études est basée sur I’aptamere antithrombine.

La reconstitution d’apoenzymes

Une approche semi-synthétique de conjugaison a I’ADN a été développéee pour les
enzymes contenant un cofacteur organique non diffusible qui se situe dans le site actif et est
essentiel a I’activité catalytique de I’enzyme. Les dérivés de porphyrine et de flavine
constituent les principaux exemples de cofacteurs. Extraits de I’enzyme native, ils peuvent
étre remplacés par des cofacteurs artificiels du cofacteur natif. Cette méthode est un moyen de
générer des hybrides enzyme-ADN des lors que des acides nucléiques sont couplés au
cofacteur (Figure 23c). Réalisés par Fruk et Niemeyer avec un heme couplé a I’ADN rétro-
induit dans les protéines d’apo-myoglobine [270] et apo-horse peroxydase [271], les
complexes se sont montrés totalement fonctionnels et capables, par hybridation des
oligonucléotides, d’ancrage sur des surfaces propices aux applications de capteurs et
biocatalyse [272]. Des dispositifs de logique moléculaire ont été réalises en utilisant
I’hybridation des oligonucléotides comme mécanisme d’inhibition ou d’activation de
I’enzyme selon que le formation de I’ADN double brin extrait le cofacteur du site actif ou la
molécule inhibitrice (Figures d et e, respectivement) [273].

1.2.5.1.2.2 Couplage covalent

Les méthodes de liaison covalente des protéines aux acides nucléiques incluent les
pontages chimiques des oligonucléotides aux residus lysine ou cystéine des protéines, la
protéine-ligation exprimée, les méthodes chimio-enzymatiques et I’utilisation de photo-
aptameres. Les méthodes de synthese des complexes peptide-oligonucléotides [274] ne seront
pas présentées.

La bio-conjugaison : utilisation des groupes fonctionnels des protéines

La recherche en chimie de bio-conjugaison s’intéresse au développement de méthodes
efficaces pour la modification et le couplage de protéines et d’autres molécules biologiques
avec un degre élevé de specificité in vivo et in vitro. Il n’existe pas de technique idéale,
adaptee a tous les cas. On distingue les méthodes de fonctionnalisation des protéines directe et
indirecte, cette derniére faisant intervenir un adaptateur bi-fonctionnel lié séquentiellement
aux deux composants a coupler.

Les fonctionnalités des proteines les plus utilisees pour la modification chimique
spécifique sont 1’amine, disponible en position a-N terminale (a-N) du squelette, ainsi que les
chaines latérales d’acides aminés naturels tels que la cystéine (Cys, fonction thiol), la lysine
(Lys, fonction amine), la tyrosine (Tyr, fonction phénol) et la glutamine (GIn, fonction
amide).
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La disponibilité des fonctions ciblées sur la protéine est souvent déterminante dans la
voie a envisager, notamment I’exposition de la cible par rapport a la surface de la protéine.
Dans le cas ou plusieurs chaines latérales d’acides aminés sont exposees, il devient difficile
de contrbler parfaitement la réaction de conjugaison, et donc d’arriver a ce qu’une seule
liaison entre la protéine et la cible soit créee. Par ailleurs, la modification doit avoir peu, ou
pas, d’effet sur la conformation et la fonction de la protéine en termes d’activité catalytique et
spécificité. Une fonctionnalisation sélective nécessite des informations détaillées de structure
tridimensionnelle qui peuvent étre obtenues par diffraction des rayons X et/ou par
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN).

- Les groupements amines

La fonction g-amine de la lysine et la fonction amine a-N terminale sont d’excellents

nucléophiles capables de réagir avec bon nombre de groupes fonctionnels électrophiles tels
que les aldéhydes et les acides carboxyliques activés.
La réaction entre la lysine et/ou la fonction amine a-N terminale d’une part et les aldéhydes
d’autre part conduit a la formation réversible dans I’eau d’une base de Schiff qui peut étre
réduite en présence de cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN) pour former un lien amine
secondaire. Cette méthode présente I’inconvenient de nécessiter de deux étapes et de la
synthese de I’aldéhyde, souvent compliquee.

La méthode d’activation des acides carboxyliques a I’aide de N-hydroxysuccinimide
(NHS) pour réagir avec la lysine ou une fonction amine terminale est trés utilisée, toutefois
elle a I’inconveénient de présenter une sélectivité faible de la réaction et ce d’autant plus que le
nombre de lysines a la surface de la protéine est élevé. Ce procédé de marquage ADN souvent
aléatoire aboutit & la formation de complexes hétérogénes avec une steechiométrie et une
régio-spécificité aléatoire [275].

- Les groupements cystéines

La fonction thiol de la cystéine possede une nucléophilie faible, mais elle peut étre
utilisée dans des réactions de couplage redox. La cystéine est un acide aminé relativement rare
et la chimie thiol offre des chemins simples pour attacher a un site spécifique des
oligonucléotides [276].

La cystéine peut étre modifiée soit par alkylation en utilisant des composes alpha-
halocarbonylé ou des composés maléimide, soit en formant des ponts disulfure. Ces derniers
réversibles en présence de réducteurs tels que le dithiothreitol, génerent des residus thiol qui
peuvent étre couplés a des adaptateurs bi-fonctionnels terminés par un groupement
pyridyldithiol. La charge globale de la protéine est maintenue lors de la modification des
protéines par la cystéine.
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- Les groupements tyrosine et glutamine

La modification de la tyrosine est un autre moyen de fonctionnaliser spécifiquement les
protéines par des méthodes plus ou moins douces, a pH légerement basique (>8,5) ou quasi
neutre (6,5) [277], tandis que la modification de la glutamine utilise une enzyme
transglutaminase (TGase) [278]. Cette enzyme catalyse I’amidation entre la glutamine et
différentes amines primaires, permettant d’introduire une cible synthétique dés I’instant
qu’elle possede une amine primaire aliphatique exposée.

Méme si I’utilisation des groupements fonctionnels des protéines a permis de générer
avec succes le couplage covalent de complexes protéine-ADN, cette approche reste dans bien
des cas peu régio-spécifique et mal caractérisée en steechiométrie. C’est pourquoi, des
méthodes de couplage orthogonales a la variété des groupements au sein des protéines natives
ont été développées [276].

La chimie bio-orthogonale

Les réactions bio-orthogonales sont des réactions qui n’interféerent pas avec les
procédés biologiques. L’objectif originel de cette technique est d’introduire des groupements
chimiques non naturels et non perturbants dans les cibles biologiques afin d’étudier les
systémes vivants. L’incorporation de ces groupes non natifs réalisée avec des vitesses rapides
et de maniére quantitative dans des conditions physiologiques présente aussi I’avantage d’étre
hautement chimio-sélective [279, 280].

Les réactions les plus connues sont : la ligation de Staudinger des composés modifiés
azide et phosphine, la condensation des cétones/aldéhydes avec des nucléophiles N et les
réactions azide et alcynes. On peut citer I’exemple d’oligonucléotides modifiés par une
phosphine capables de réagir sélectivement avec des glycoprotéines a la surface de cellules
« Human Embryon Kidney » marquées avec des groupes azide [281]. Les cellules marquées
par les ADN ainsi modifiés ont pu étre positionnées sur des surfaces ou leurs propriétés
d’adhésion étudiées par la technique de microscopie de force atomique [282].

La chimie click

La chimie click permet de générer des structures originales en utilisant des réactions
rapides et efficaces entre différents « blocs » donnant accés a des architectures moléculaires
diverses. Une réaction peut étre considerée «chimie click » quand elle répond aux
criteres suivants : modularité, stéréo-sélectivité, pureté et rendement élevés, insensibilité a
I’eau et a I’oxygéne, absence de groupements protecteurs et pas de purification
chromatographique. Les principales réactions click consistent & former des liaisons carbone-
hétéroatome énergétiquement tres favorables [283].
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Les réactions nucléophiles d’ouverture de cycle d’époxydes, d’aziridines, d’ions
épisulfonium ou aziridinium permettent d’atteindre une grande diversité de composés avec
une régio-sélectivité contrélée.

Les réactions de cycloaddition de Huisgen de type 1,3 dipolaire catalysée par le cuivre
(I) permettent d’obtenir de maniére rapide, reproductible et quantitative une grande diversité
d’hétérocyles a cing membres [284]. Cette méthode a été utilisee récemment pour préparer
des complexes ADN-protéine en combinaison avec une enzyme de modification (farnesyl-
transférase) ; mais aussi pour complexer I’enzyme estérase marquée par un analogue de
puromycine portant un groupe azide avec un oligonucléotide modifié en 5 par un alcyne
[285]. Par ailleurs, la possibilité actuelle de modifier les oligonucléotides avec des alcynes
internes offre de nouvelles opportunités de conjugaison avec les extrémités 5’ et 3’ libres
[286].

Une autre méthode enzymatique utilise la protéine Og-alkylguanine-ADN-
alkyletransférase (AGAT) qui transfére le groupe alkyle des bases ADN et du squelette sucre-
phosphate a un résidu cystéine, s’inactivant elle-méme (Figure 23i). Aussi appelée « SNAP-
tag », cette protéine d’auto-étiquetage developpée par Johnsson et al., peut également étre
fusionnée a une protéine d’intérét par modification génétique puis traitée par des
oligonucléotides benzylguanine [287].

La technique EPL

La technique EPL («expressed protein ligation ») aussi appelée ligation des protéines
exprimées a été originellement développée pour la synthése de protéines [288]. Elle consiste a
synthétiser des fragments internes de précurseurs de protéines capables de catalyser leur
excision et de se réarranger induisant de nouvelles protéines fonctionnelles.

Les protéines recombinantes contenant un thioester C-terminal se couplent de maniere
spontanée et sélective au N-terminal des cystéines dans des conditions douces [289]. Pour
réaliser ce complexe protéine—ADN, la protéine d’intérét est modifiée génétiqguement avec un
domaine inteine. Exprimée dans E. coli, cette protéine fusion est fixée sur une colonne
d’affinité, puis clivée par I’adjonction de composés thiolés, générant une protéine avec un
groupe thioester en C-terminal qui pourra étre couplée aux oligonucléotides précédemment
conjugués a une cystéine. Récemment, Tokeda et al. ont développé une nouvelle méthode
basée sur les intéines pour le marquage, non plus en C-, mais en N-terminal des protéines via
la ligation chimique native [290].

La méthode photochimique

La méthode photochimique, qui consiste en la photo-activation des nucléo-bases
aromatiques, peut aboutir a des liens covalents avec les électrons voisins des chaines latérales
des acides aminés dans une protéine liée. Le rendement de pontage est faible mais peut étre
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amélioré en utilisant la 5-bromodeoxyuridine (BrdU) plus photoréactive a la place de la
thymidine des molécules d’ADN [276].

1.2.5.2 Interfaces et applications

Le deuxieme probleme traité par les auto-assemblages hybrides est d’une part
I’interfacage avec le vivant et, d’autre part la communication avec I’environnement extérieur.
Deux cas se présentent pour que I’échange d’informations puisse se réaliser : soit les
nanostructures sont liées a un support, soit elles fournissent elles-mémes I’information en
étant marquees par des fluorophores. Les exemples de couplage cités ci-dessous a base
d’ADN ont également éte réalisés avec des peptides et protéines.

1.2.5.2.1 ADN -Surface

Différents schémas ont été utilisés pour ancrer les molécules d’ADN sur une surface.
Les assemblages d’ADN permettent soit de positionner des structures formées en solution soit
d’étre en mesure de suivre les interactions moléculaires a la surface dans le cadre de biopuces
ou encore d’augmenter le signal quand elles sont couplées avec des nanoparticules d’or [291].
Les techniques covalentes entre les sulfures et I’or ont été largement utilisées, mais il est
également possible de s’appuyer sur les systémes de reconnaissance biotine—avidine [230].
Des assemblages de nanostructures d’ADN controlés ont également été réalisés sur des
surfaces de mica et de silicone silanisés pour des futurs dispositifs moléculaires [292]. Des
surfaces homogeénes ont permis I’auto-assemblage d’ADN de par leur confinement qui réduit
la flexibilité des motifs d’ADN et favorise la croissance des cristaux d’ADN 2D [293].

La surface peut elle-méme constituer un guide pour les structures si elle subit des
modifications de propriétés, soit par fonctionnalisation différentielle, soit par structuration.
L’ingenierie des surfaces associe a I’idée conventionnelle de fonctionnalisation les
technologies de micro- et nano-structuration. Celles-ci peuvent générer des caractéristiques
d’ordre mécanique, optique, thermique, chimique ou encore fluidique différentes de la surface
d’origine. La conception de nouvelles puces d’ADN constitue un exemple d’application de
I’ingénierie de surface [294].

Les vésicules constituent des supports courbés qui peuvent étre fonctionnalisés, ce qui
permet d’étudier I’influence de la géométrie du support sur les interactions moléculaires. Le
marquage par fluorophores ou boites quantiques (QD pour «quantum dot ») permet
également une détection par microscopie. Les vésicules sont des nanomatériaux qui
présentent des fonctions et propriétés uniques dues a leur petite taille. Elles peuvent étre
associees a la notion de transport, permettant de délivrer des médicaments dans des tissus ou
cellules cibles [295].
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1.2.6 Assemblages irréversibles, réversibles et dynamiques

La réversibilité est au cceur du probleme de la fabrication des auto-assemblages,
soulignant le compromis nécessaire entre stabilité et dynamique/modularité. La notion
d’irréversibilité/réversibilité des auto-assemblages fait appel a deux mécanismes de contrdle
différents: les mécanismes a I’equilibre thermodynamiques et les mécanismes sous controle
cinétique hors équilibre. La notion de dynamique des systemes en terme d’adaptation est
apparue avec la chimie dynamique constitutionnelle (CDC) qui est une extension de la chimie
supramoléculaire impliquant aussi bien des liaisons non covalentes que des liaisons
covalentes réversibles [155].

Les assemblages irréversibles correspondent a des structures ordonnées statiques
qui, une fois faites, ne peuvent plus étre ajustées ou reconfigurées. Elles ne peuvent pas
réaliser de fonctions différentes aprés changements des parameétres extérieurs. Les
assemblages irréversibles peuvent aussi bien étre issus de structures réalisées a I’équilibre
thermodynamique et « gelées » dans leur état final en s’éloignant de I’équilibre, que de
structures générés sous contréle cinétique.

Les ADN origamis constituent un exemple du premier cas. lls sont créés en utilisant
des hautes températures (90-95°C) qui dénaturent toutes les structures secondaires et
hybridations non spécifiques puis sont refroidis lentement, sur 2h ou plus, jusqu’a température
ambiante. Cette étape permet aux molécules de s’organiser dans la configuration optimale par
rapport a I’énergie minimale. Le contrdle thermodynamique des assemblages présente les
avantages :

- d’obtenir des nanostructures correctes avec un faible taux d’erreur,

- de concevoir plus facilement des structures complexes du fait de la prédictibilité de
reconnaissance de I’ADN,

- d’éviter les réactions incompletes.

Le choix des séquences se fait a I’aide de logiciels informatiques qui calculent
I’énergie libre globale minimale pour la structure a réaliser, sans prendre en considération les
facteurs cinétiques. Cette simplification a donné des syntheses d’auto-assemblage statiques
réussis avec des architectures nano-structurées complexes [161, 166, 170, 191].

Toutefois la nécessité d’utiliser des températures élevées ou des conditions de pH non
physiologiques ou une étape de ligation, est peu compatible avec I’utilisation d’objets
biologiques fragiles, tels que les protéines. L application du mode d’assemblage sous contréle
thermodynamique se restreint aux acides nucléiques seuls. La décoration par les protéines est
alors souvent réalisée séquentiellement, aprés I’assemblage de la partie nucléique, s’appuyant
sur des systéemes de reconnaissance spécifiques.

Les structures congues sous contrble cinétique sont tributaires des vitesses des
réactions impliquées. Ce mode d’assemblage présente I’avantage d’utiliser des conditions
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douces compatibles avec les protéines. Les inconvénients résident dans les possibles pieges
cinétiques. Les erreurs d’assemblage qui seraient corrigées dans un processus réversible,
peuvent étre stables, dans des processus sous contrdle cinétique, et générer des structures
abortives. Un travail important de modélisation, se révélant complexe du fait de la
combinatoire élevee et des multiples parametres, est alors nécessaire a la conception des
briques a hybrider dans de telles conditions.

Les structures auto-assemblées dynamiques sont capables de s’associer et de se dissocier
dans les conditions expérimentales. On distingue les systemes a I’équilibre thermodynamique
et les systemes dynamiques en équilibre cinétique, dont le maintien de la structure est un
processus dispersif qui consomme de I’énergie.

Dans la nature, les organisations biologiques reposent souvent sur des systemes
dynamiques réversibles mais hors équilibre. Ces systéemes peuvent avoir un mode
d’organisation et des fonctions modifiables par des facteurs externes. lls peuvent s’auto-
réparer et, dans certains cas, s’auto-répliquer. Pour ce faire, les systemes biologiques s’auto-
assemblent dans des états métastables dépendants d’une source d’énergie externe.
Habituellement, ceci implique I’action synchrone de multiples agents ou interactions.
Certaines sont destinées a assembler les composants ensemble, d’autres a les séparer [296].
Dans ces systemes dispersifs, les assemblages macromoléculaires loin d’atteindre un
équilibre, alternent sans fin entre différentes configurations se construisant et se
déconstruisant. C’est le cas de I’auto-assemblage de la tubuline en microtubules, alternant
entre une élongation lente et un rétrécissement rapide contréles par I’hydrolyse du GTP [297].

Des systémes initialement assemblés loin de I’équilibre sous contréle cinétique
peuvent étre remaniés par I’ajout de briques ou le changement des parametres
environnementaux [48, 298, 299] mais aussi par des phénoménes processifs. Si on prend
I’exemple du phénomeéne d’invasion de brin, une « micro-réversibilité » existe méme a des
températures trés éloignées de la température de fusion. L’énergie mise en ceuvre pour
avancer d’une base est faible, permettant d’observer un phénomeéne localement réversible.

On peut également obtenir des assemblages réversibles en combinant les approches
thermodynamiques et cinétiques [300, 301]. La compétition entre les hybridations d’ADN
intra- et intermoléculaires contrdle les vitesses de réaction. Les structures intramoléculaires
adoptées a basse température par les ADN simples brins ralentissent les hybridations
intermoléculaires qui peuvent étre accélérées soit par des élévations de température, soit par
une augmentation de la concentration locale des molécules dans des périodes de temps
adéquats.

Dynamique et évolution : la réalisation d’auto-assemblages dynamiques qui seraient la
base de matériaux adaptables, auto-réplicatifs ou auto-réparateurs constitue un enjeu qui
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nécessite de connaitre les principes gouvernant I’auto-assemblage loin de I’équilibre ou des
regles heuristiques qui permettent de concevoir de tels systemes [296].

J. M. Lehn et al. ont été des pionniers dans le développement de systéemes dynamiques au
sens adaptatif du terme. Ils développent la notion de chimie dynamique constitutionnelle [37],
qui s’appuie sur la plasticité des composants moléculaires pour sélectionner, dans I’ensemble
des molécules en recomposition permanente, celles qui présentent le meilleur comportement
d’adaptation a diverses contraintes extéerieures. Cette chimie adaptative cherche & comprendre
et a utiliser les processus d’évolution chimique [302].

2. Parametres physico-chimiques critiques pour l’assemblage des
acides nucléiques

Trois classes de parameétres interviennent dans I’auto-assemblage des acides
nucléiques :
- (i) I’hybridation et la fagcon dont on peut contrdler la stabilité d’un duplex,
- (i) les aspects cinétiques qui référent a la dynamique de reconnaissance de deux
ADN, aux procédeés de nucléation-propagation,
- (iii) la rigidité qui inclut les notions de longueur de persistance et cyclisation.

2.1. Mécanismes d’hybridation et stabilité de ’ADN B

2.1.1 Température de fusion

L’hybridation est régie par la température de fusion aussi appelée température de demi-
dénaturation (Tm) des acides nucléiques. C’est la température a laquelle 50 % des doubles
hélices sont dissociées. La méthode la plus simple pour suivre la dénaturation a partir de I’état
natif consiste & déterminer I’évolution du spectre d’absorbance des UV par la solution
d’ADN.

Pendant la dénaturation, la séparation des deux chaines entraine un accroissement
d’absorbance d’environ 27%, c’est I’effet d’hyperchromicité qui provient de la rupture des
interactions entre les bases [303]. A 260 nm, I’absorbance de I’ADN simple brin est
supérieure a celle de I’ADN double brin car les bases qui ne sont plus ordonnées dans des
plans paralléles ne se masquent plus les unes les autres. Le point d’inflexion de la courbe en
« S » correspond au Tm (Figure 25).
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Figure 25 : Température de fusion.

Détermination de la température de fusion par la mesure d’absorbance d’une solution d’ADN double brin a
différentes température et mise en évidence du caractére coopératif de la réaction [304].

2.1.2 Calcul de la température de fusion

Différentes formulations phénoménologiques ont été proposées pour calculer la
température de fusion d’une chaine d’ADN, seule la méthode du plus proche voisin, la plus
couramment utilisée, est présentée ci-aprés. Cette methode basée sur [’étude
thermodynamique des courbes de dénaturation des double-brins d’ADN, fait intervenir les
parametres d’entropie (AS®), d’enthalpie (AH®) et d’énergie libre (AG) selon la formule :

Tm (°C) = AH®/(AS® + Rln[oligo]) + f(Na™) — 273.15, avec
R la constante des gaz parfaits (1,98 cal K mole™),
[oligo], la concentration molaire de I’oligonucléotide,
et la constante -273.15 qui convertit la température Kelvin en degré Celsius.
Les parameétres de calcul les plus précis ont été obtenus a partir des publications de J. Santa
Lucia et al. [305-308].
La température de fusion dépend également des concentrations en sels mono- et divalents
(Na") et (Mg*) du solvant. Le logiciel d’analyse des oligonucléotides utilisé
(http://eu.idtdna.com/Analyzer/Applications/Instructions) emploie la fonction de correction
pour les ions Na* et Mg?* extraite des travaux de R. Owczarzy et al.[310, 311].

2.1.3 Parametres influencant la température de fusion

La stabilite de la double hélice est caractérisée par la température de fusion qui dépend
principalement de (i) la longueur de la séquence, (ii) la composition en bases, (iii) la
concentration en sels de la solution, mais également (iv) I’ordre de succession des bases, (V)
du nombre de bases complémentaires et (vi) de la concentration en monobrins.

Plus la séquence est longue, plus I’énergie requise pour dénaturer I’hélice est grande
donc plus la structure est stable. L’effet de longueur est important pour les seéquences courtes
(<50 bases), de méme que I’ordre des bases qui est pris en compte dans la méthode du plus
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proche voisin. La température de fusion croit linéairement avec le nombre de paires G-C pour
des fragments supérieurs a 200 paires de bases.

La concentration en sels de la solution joue un réle important sur la température de
fusion. Plus la concentration des cations monovalents est élevée (1M), plus les charges
négatives des groupements phosphate de I’ADN sont masquées minimisant les forces de
répulsion des deux brins d’ADN. Ceci favorise I’hybridation des séquences complémentaires
et augmente la température de fusion. Les valeurs de pH inférieures a 5 et supérieures a 9
peuvent ioniser les bases et détruire les liaisons hydrogénes, affectant la stabilité de la double
hélice.

La concentration d’ADN a un effet sur I’hybridation entre deux brins d’ADN qui est
conditionnée par la présence des brins face a face, phénomene aléatoire régi par la frequence
des rencontres des molécules, elle-méme régie par le coefficient de diffusion.

2.1.4 Cinétique d’hybridation

Trois phénomenes sont impliqués dans les vitesses d’hybridation: (i) la fréquence de

rencontre des molécules, (ii) I’étape de nucleation et (iii) I’étape de propagation.

(i) La fréquence de collision des molécules est influencée par le coefficient de diffusion D,
exprimé en cm®s™ qui dépend de la vitesse de déplacement d’une molécule dans un
milieu donné. La diffusion des molécules est conditionnée par la taille et la forme de la
molécule, par la viscosité du milieu et par la température selon I’équation Einstein-Stokes
suivante :

D kgT
6mnr
- Ou kp est la constante de Boltzmann qui relie I’énergie au niveau de la particule

individuelle avec la température observée a un niveau collectif ((Ni), R étant la
A
constante des gaz parfaits et Na la constante d’ Avogadro)
- T latempérature absolue,
- 1 laviscositg,

- etrle rayon équivalent d’une sphére de la particule.

(if) L’étape de nucléation qui est un procédé multimoléculaire au cours duquel le brin établit
les contacts initiaux productifs, constitue I’étape limitant la renaturation de I’ADN. La
réaction de second ordre est décrite differemment selon que I’on considére la rencontre
aléatoire des brins complémentaires ou la longueur et complexité de la séquence.

Dans le premier cas, la renaturation de I’ADN est souvent considérée comme ayant une
vitesse inversement proportionnelle & la complexité du génome.
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Dans le deuxiemes cas, ce sont des mesures expérimentales réalisées par J. G. Wetmur et
N. Davidson, lors de leurs premiéres investigations dans les années 60, qui ont permis de
caractériser les cinétiques de renaturation de I’ADN [312]. L’équation reliant la constante
de vitesse de nucléation ky et la constante de vitesse observée k; est la suivante :
k, = k'yL>>/N

ou L et N sont la longueur et la complexité de la séquence d’ADN, respectivement.
L’origine et la valeur de I’exposant a=0,5 sont largement discutées dans la littérature, la
valeur de 0,51 ayant été récemment estimée par Sikorav et al. a partir de I’analyse de
données expérimentales d’ADN de différents organismes dans des conditions de sel et de
température différentes [313].

(iii) L étape de propagation, dans laquelle la chaine double brin est étendue, est un procédé
pseudo-mono-moléculaire (Figure 26). Formellement, plus d’un brin est impliqué mais la
formation d’une base paire fermée adjacente a une paire de base préformée est un
procédé mono-moléculaire analogue a I’extension d’une épingle a cheveux.

=,
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Figure 26 : Evénements de nucléation et de propagation.

1, événement de nucléation, le nombre de brins interagissant change. Le procédé est bi-moléculaire et dépend entre
autres de la concentration des brins. 2, évenement de propagation. Le procédé est pseudo-mono-moléculaire car le
nombre de brins dans le complexe est invariable.

Au cours de I’hybridation ou renaturation, la probabilité d’une complémentarité exacte
des bases dans le complexe initial est trés faible. A I’inverse, de petits segments de duplex
sont nucléés, et peuvent croitre dans le cas ou les séquences le permettent. Si I’énergie
thermique est suffisante (c.a.d. la température suffisamment élevée), les régions nucléees se
formeront et se dissocieront tant que le systéme cherche I’état de plus basse énergie. Si
I’énergie thermique est insuffisante, les complexes improductifs domineront. Ainsi,
I’hybridation est optimisée par I’incubation a la température de fusion, suivie d’un lent
refroidissement qui permet la réorganisation des régions duplex, pour optimiser I’alignement
de séquence.

Pour les fragments longs, la recherche des complementarités domine la cinétique
d’hybridation alors que pour les oligonucléotides courts, c’est la fréquence de rencontre des
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brins complémentaires qui va dominer la formation du complexe. Des que la nucléation se
produit, I’appariement des bases restantes est rapide.

La formation de duplex pour les oligonucléotides courts peut étre entravée par la
formation de structures intramoléculaires, laquelle est favorisée a basse concentration et a
faible force ionique. Les deux mécanismes de formation de structures intra- et
intermoléculaires (duplex) peuvent donc étre distingués expérimentalement par la dépendance
de concentration.

Cas particulier de la vitesse d’hybridation sur une surface : Lorsque les molécules
présentent des interactions avec le support, les vitesses d’hybridation sont réduites. Des
résultats différents sont rapportés :

e Y. Gao et al. concluent que les vitesses d’hybridation sur les surfaces sont
proportionnelles a celles en solution avec un facteur de diminution de 20 a 40, selon
les sequences considerées et leurs structures secondaires [314].

e M. M. Sekar et al. observent une situation trés contrastée entre les séquences
aléatoires ou présentant peu de structures secondaires et les séquences comportant des
structures secondaires connues. La vitesse d’hybridation diminue de trois ordres de
grandeurs pour les premiéres alors qu’elle diminue faiblement pour les deuxiemes
passant de 3x10° M™.s™ en solution & 2,5x10* M™*.s™ en phase solide [315].

2.2. Modeles de description des polymeres semi-flexibles

Deux modeéles sont couramment utilisés pour décrire les polymeres semi-flexibles et
leur réponse a une contrainte extérieure : le modéle de la chaine a articulations libres (FJC
pour « freely jointed chain ») [316, 317] et celui de la chaine a courbure continue (WLC pour
« worm-like-chain ») [318-320]. Dans le premier modele, le polymére est une succession de
N segments indépendants de longueur by (segments de Kuhn) dont les orientations ne sont pas
corrélées en I’absence de force. La rigidité de la molécule est prise en compte dans son
ensemble sans tenir compte des corrélations d’orientation a petite échelle. C’est pourquoi, on
utilise plutdét le modele WLC proposé par O. Kratky et G. Porod [320], dans lequel le
polymeére est considéré comme un fil ayant une courbure continue. Il introduit la notion de
rigidité de courbure.

2.2.1 La longueur de persistance pour quantifier la rigidité d’un polymere

La longueur de persistance est un parameétre important qui caractérise la flexibilité
des polymeres. Plus la longueur de persistance est grande, plus la molécule est rigide.
Lp représente la longueur de la chaine sur laquelle la direction des segments est corrélée. Si
on définit un angle © entre le vecteur tangent au polymere a une position zéro et le vecteur
tangent a la distance L loin de la position, il a été montré que la valeur attendue du cosinus de
I’angle © décroit de maniére exponentielle avec la distance :
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(cosVO) = e_(%)
avec P la longueur de persistance et les crochets indiquant la moyenne de I’ensemble des
positions de départ.

La longueur de persistance ne dépend pas de la longueur totale du polymeére. C’est
une propriété intrinséque du polymeére dans un milieu donné. Le modele WLC permet de bien
décrire les chaines longues de I’ADN qui est un polymere semi-flexible, présentant une
certaine rigidité conférée par sa structure en double hélice et une mobilité soumise aux forces
de répulsions électrostatiques des charges de ses phosphates. Une longueur de persistance de
50 nm soit 150 bases a été déterminée pour I’ADN double brin plus rigide que I’ADN simple-
brin qui présente une longueur de persistance de 0,8 a 3 nm, laquelle dépend fortement de la
force ionique de la solution [321, 322]. La longueur de persistance augmente quand la force
ionique diminue, en effet les charges portées par le squelette sucre-phosphate sont moins
écrantées par les ions.

Les premieres mesures de la flexibilité¢ de I’ADN ont été réalisées sur des solutions
d’ADN par diffusion dynamique et statique de la lumiere [323], analyse de la vitesse de
sédimentation [324] ou viscosimétrie.

B. Tinland et al. [325] ont déterminé la longueur de persistance de fragments d’ADN
simple brin de différentes tailles par la mesure du coefficient de diffusion. En négligeant les
effets de volume d’exclusion, la longueur de persistance se décrit comme la somme de la
longueur de persistance seule qui résulte de la rigidité intrinséque de la chaine et de la
contribution électrostatique qui dépend de la force ionique. Ils concluent que I’ADN simple
brin présente une longueur de persistance totale d’environ 4 nm pour une force ionique de 10
2 M en sels, cette valeur pouvant descendre & 0.8 nm pour des forces ioniques supérieures &
0.1M.

La théorie associée aux approches citées plus haut implique des approximations dans
les modeles hydrodynamiques qui peuvent induire des erreurs d’interprétation. D’autres
méthodes de mesure de la longueur de I’ADN ont été utilisées dont la méthode de cyclisation
de I’ADN catalysée par des ligases.

2.2.2 Cyclisation : étude du facteur J pour déterminer la longueur de persistance

Le facteur j qui représente I’efficacité de cyclisation des fragments d’ADN [326] a
été largement étudié pour déterminer la longueur de persistance d’ADN double-brin et double
brin segmentés avec des parties simple brin. La cyclisation est la possibilité pour une
molécule d’ADN de former une boucle en joignant ses deux extrémites [327-329].

Le facteur j est la concentration efficace a laquelle une extrémité d’un fragment se
trouve a proximité de I’autre. Sa valeur peut étre determinée en présence d’une ligase, qui va
créer un lien covalent entre les deux extrémites. Ainsi, les fragments forment des monomeres
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circulaires, des dimeres linéaires et circulaires, des triméres...Les produits ligués sont séparés
sur gel d’électrophorese afin de mesurer les proportions relatives des monomeres circulaires
C(t), et des dimeéres linéaires et circulaires D(t) (Figure 27). La valeur du facteur j est
calculée :

j = 2Molim 2

avec My la concentration initiale du fragment et t le temps de réaction [330]. Pour réaliser
I’extrapolation de C(t)/D(t) au temps zéro, le ratio doit &tre mesuré pour quelques valeurs de t.
Une quantification typique d’une telle expérience est montrée sur la Figure 27C.
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Figure 27 : Détermination du facteur j pour un fragment d’ADN avec de courtes extrémités collantes.

A, diagramme de la ligation des fragments. Les bouts collants sont représentés par des petits ronds ouverts a
I’extrémité des fragments. B, séparation des produits ligués par électrophorese sur gel d’agarose. C, extrapolation de
2 M, C(t) / D(t) au temps zéro ligation pour obtenir la valeur du facteur j. Figure extraite de [331].

En mesurant la vitesse de cyclisation de I’ADN en présence d’une ligase pour des
molécules d’ADN de différentes tailles, D. Shore et al. [332] ont mis en évidence la flexibilité
de brins courts d’ADN. Cette méthode a I’avantage de ne pas utiliser de modele
hydrodynamique mais doit étre menée a trés faible concentration pour éviter la formation
d’agrégats.

Le facteur j est également lié aux parametres de répétition du tour d’hélice (y) et de
rigidité de la torsion de la double hélice (C). Les propriétés de conformation des fragments
d’ADN double brin lineaires sont bien decrites par le modele du ver WLC [333, 334] et
présentent les valeurs: a=48,5 nm, y=10,5 pb/tour d’hélice et C=2,4 x 10 erg x cm
corroborées par de nombreux travaux [327, 330, 335]. La forte contrainte de torsion pour les
courts fragments d’ADN double brin implique des oscillations du facteur j a chaque tour
d’heélice dont la valeur dépend de la séquence d’ADN. M. Vologoskaia et al. [334] ont mesure
le facteur j de courts fragments d’ADN double brin couvrant une période d’oscillation afin
de déterminer leur longueur de persistance. lls ont trouve la valeur de 48 nm (+/- 1) en accord
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avec la plupart des publications, toutefois ils ont montré que la contribution de la courbure
intrinséque était 20 fois plus petite que celle des fluctuations thermiques pour les brins courts
(200- 250 pb).

Q. Du et al.ont étudié des ADN double brin avec des parties simple brin [327, 336]
afin de remédier aux limites de I’approche de cyclisation (oscillations du facteur j). lls ont
ainsi déterminé les courbures intrinséques et induites de I’ADN en présence d’enzymes de
restriction spécifiques. La longueur de persistance des ADN double brin mesurée est
également de 48,5 nm tandis que pour les parties simple brin cette valeur est 13 fois plus
petite (3,7 nm).

P. Furrer et al. [337] ont observé un effet opposé des contre ions sur la longueur de
persistance des fragments d’ADN doubles brins complets et doubles brins avec un phosphate
en moins tous les 20 nucléotides. La structure «compléte » présente une longueur de
persistance de 80 nm (du fait de sa séquence spécifique) qui décroit jusqu’a 54 nm lors d’une
augmentation de la force ionique, tandis que la structure « endommageée » qui présente une
valeur de 22 nm a faible force ionique double a 44 nm lors de I’augmentation de la force
ionique.

3. Outils de caractérisation des nanostructures

3.1. Molécule unique & population

On distingue deux approches selon qu’elles concernent une population de molécules
ou une molécule unique. L approche globale consiste a étudier les phénomeénes physiques ou
biologiques d’une population de molécules et révéle I’état moyen dans lequel se trouvent ces
molécules. Ce sont des mesures d’ensemble qui permettent de déterminer une valeur moyenne
sans accés a la distribution des états. Quant a I’approche molécule unique, elle permet
d’accéder a la distribution d’état des molécules. Elle est adaptée a I’étude des phénomenes
biologiques pour lesquels il existe des sous-populations de molécules avec des activités, des
constantes de réactions ou des dynamiques distinctes. Cette approche a I’avantage de fournir
une image précise de la géométrie des objets mais la technologie d’observation elle-méme
peut introduire un biais du fait des interactions avec I’objet.

3.2. Domaines spatio-temporels des différentes techniques d’analyse

Quelques caractéristiques des différentes techniques de microscopie électronique a
balayage, microscopie électronique en transmission, microscopie confocale et microscopie de
force atomique vont étre présentees ci-apres. Les informations fournies par ces techniques
seront complémentaires sans étre comparables du fait des échelles d’observation tres
différentes et du mode spécifique de préparation des échantillons [338].
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La microscopie électronique a balayage présente une résolution allant de 300 a 5 nm
avec un facteur de grossissement jusqu’a ~2000, les tensions de travail variant de 10 a 30 kV.
Le champ d’analyse peut couvrir ~25 pm?. Les échantillons sont analysés sous vide.

La résolution de la microscopie électronique en transmission va de 300 nm a
quelques angstroms, avec des tensions de travail de 100 kV et plus. Le facteur de
grossissement est d’environ 10000 et le champ d’analyse d’environ 100 nm. On distingue la
cryomicroscopie de la microscopie électronique en transmission, qui permet d’imager des
objets en trois dimensions du fait du piégeage des molécules dans la glace (voir plus loin).

Les résolutions limites d’un microscope confocal sont approximativement de 150 nm
dans le plan (x,y) et de 400 nm dans I’épaisseur z de I’échantillon. La résolution latérale en
microscopie confocale est améliorée d’environ 30% par rapport a la microscopie
conventionnelle dont la résolution est donnée par la loi d’Abbe :

8yy = 0.61A/N.A.
avec A la longueur d’onde en nm et N.A. I’ouverture numérique de 1’objectif. En considérant A
=488 nm et NA=1.4, on obtient une résolution latérale de 160 nm au lieu de 210 nm en
microscopie conventionnelle [339]. La résolution axiale 3, est donnée par

5, = 1,4 n\/N.A2
avec n I’indice de réfraction du milieu (1.33 pour I’eau et 1.5 pour I’huile), soit des valeurs de

I’ordre de 400 a 600 nm pour un objectif d’ouverture numérique 1.4 a A =488 nm.

La microscopie de force atomique présente une résolution latérale et verticale de 0.1
nm avec un facteur de grossissement de ~100000 et permet d’imager des surfaces de 100 nm?
a 10 um® L’observation peut étre réalisée sous atmosphére contrdlée ou non, en milieu
liquide ou sous pression.

3.3. Microscopie électronique

La microscopie électronique en transmission (TEM), fondée sur un contraste
électronique, permet de visualiser des particules isolées (ADN, protéines ou complexes) avec
une trés bonne résolution spatiale (quelques nm) mais ne permet pas d’appréhender
directement les aspects dynamiques. Les molécules sont immobilisées sur un substrat mince
(épaisseur entre ~5 nm et ~100 nm). L’observation se fait dans une colonne optique
électronique sous vide. La visualisation de I’ADN et des protéines nécessite un traitement
particulier pour obtenir un bon contraste électronique : en général, soit un ombrage métallique
de I’échantillon, soit le marquage par un sel de métal lourd.

En cryomicroscopie électronique en transmission (cryoTEM) les molécules ne sont
plus étalées sur une surface 2D mais restent dans un espace 3D : elles sont incluses dans un
film d’eau vitrifiée (glace amorphe) et observées a la température de I’azote liquide [340].
Aucun agent contrastant ou ombrage métallique n’est utilisé : le contraste de I’image est
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uniquement lié a la densité de la matiere observée. Dans le cas des molécules biologiques, ce
contraste tres faible rend difficile la distinction entre I’objet étudié et le bruit de fond de
I’image. Mais la technique a I’avantage de donner acceés a la conformation tridimensionnelle
des molécules piégées dans la glace. La reconstruction 3D se fait a partir du traitement
informatique des images 2D obtenues dans le microscope : différentes projections de I’objet,
enregistrées sous différents angles d’inclinaison (tilt) en fonction de I’orientation imposée a
I’échantillon dans I’appareil, sont accumulées et combinées. L’utilisation de la cryoTEM reste
cependant particulierement exigeante, en raison notamment de I’étape de congélation dans la
glace amorphe, délicate a maitriser techniqguement, et du traitement d’images important a
réaliser pour extraire les données structurales 3D [341].

3.4. Microscopie a force atomique (AFM)

La microscopie a force atomique (AFM -Atomic Force Microscopy) est une
microscopie qui permet de visualiser la topographie de la surface d'un échantillon sans
préparation spécifique.

Suite aux travaux précurseurs de Young qui a développé un nouvel instrument
d’étude de surface (le «topographiner »), G. Binnig et H. Rohrer atteignent, en 1982, la
résolution atomique en inventant le microscope a effet tunnel (STM — Scanning Tunneling
Microscope). Ce microscope fut le précurseur des microscopes a sonde locale qui reposent sur
la détection d'une interaction entre une pointe de dimension nanométrique et une surface.
C’est ainsi qu’en 1986, G. Binnig et C.F. Quate (13) ont inventé le microscope a force
atomique.

Aujourd’hui il existe deux types de microscopes AFM : les microscopes dits
conventionnels et les microscopes a haute-vitesse. Les microscopes conventionnels collectent
une image type sur une période de 25 a 512 s ou plus, pour les microscopes récents avec une
résolution de 512x512 a 1024x1024 points, ce qui est bien plus lent que les processus
macromoléculaires. A I’inverse, les microscopes a haute-vitesse font des acquisitions de
quelques dizaines de ms/image, permettant d’analyser la dynamique des objets et leurs
interactions [342, 343].

3.4.1 Principe du microscope AFM conventionnel

Le principe de fonctionnement du microscope a force atomique repose sur la détection
des forces qui s'exercent entre une pointe attachée a I'extrémité d'un levier souple et la surface
d'un échantillon qui est déplacé en vis-a-vis a I’aide d’un tube piézoelectrique. Le tube
piézoélectrique, nommé scanner, autorise un balayage bidimensionnel (X:Y), et un
asservissement de la position verticale Z de la pointe AFM par rapport a la surface de
I’échantillon (Figure 28).
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Figure 28 : Schéma de principe du microscope a force atomique en mode contact intermittent [342].

3.4.2 Modes d’utilisation de I’AFM

Il existe plusieurs modes d'utilisation de I'AFM que I'on peut regrouper en deux catégories:
e Le mode contact, statique ou les principales forces d’interaction entre la pointe et la
surface sont des forces répulsives de tres courte portée (quelques nm au maximum).
e Le mode résonnant, dynamique ou I’on discerne la modulation d’amplitude et la
modulation de fréquence.
La Figure 29 illustre les forces impliquées dans les différents modes AFM.

Force

ﬁ

Forces
répulsives

Contact
intermittent
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Contact échantillon

Forces

attractives
Sans contact

Figure 29 : Résultante schématique des forces physiques [344]

3.4.2.1 Mode contact

Dans le mode contact, les forces de répulsion, de friction et d’adhésion donnent acces
aux informations de morphologie, de rugosité des échantillons. Ce mode permet d’obtenir la
meilleure résolution. La résultante des forces adhésives type van der Waals (capillarité et

Conception de nano-objets a base d’acides nucléiques et de protéines 73



électrostatique) et de friction peut endommager la pointe et I’échantillon, lorsqu’on travaille
sur des matériaux fragiles. Pour pallier a cet inconvénient, des modes résonants ont éte
développés dés 1992.

3.4.2.2 Mode résonnant

Dans le mode contact intermittent, la pointe ne vient que périodiquement en contact
avec I'échantillon et les forces de friction sont ainsi évitées. C’est un mode de modulation
d'amplitude qui consiste a faire vibrer le levier a sa frequence propre de résonance (~10 kHz
en solution, a 450 kHz a I’air), avec une faible amplitude (1 & 20 nm) afin que la pointe
traverse la couche de contamination habituellement présente sur toute surface analysee a I’air.
Ce mode est approprié a I’analyse des polymeéres et des échantillons biologiques. Le contréle
des interactions avec la surface de I’échantillon est suffisamment sensible pour observer les
objets sans les détériorer. L’énergie échangée au contact est proportionnelle au carré de
I’amplitude.

En mode contact intermittent, un mode de contraste de phase rend compte des
propriétés de surface différentes avec un contraste caractéristique de l'adhésion et/ou de
I'élasticité, selon la nature de I'échantillon.

Il existe également le mode sans contact qui permet de mesurer la topographie d’un
échantillon avec un minimum ou aucun contact entre la pointe et la surface de I’échantillon.
Les forces attractives de van der Waals entre la pointe de la sonde et I’échantillon induisent
des variations de phase ou de I’amplitude de vibration du levier qui sont détectées. Cet
asservissement sur la phase n’est pas correctement implémenté sur les dispositifs
commerciaux.

Un nouveau mode, appelé Peak Force QNM (Quantitative Nano-mechanical property
Mapping), a été développé (Figure 30). Il est basé sur la mesure d’interaction (courbe de
force) a une fréquence de 2 kHz (voir 4 kHz dans la version High Speed) en tout point de
balayage de I’échantillon. L’asservissement se fait sur la force minimale d’interaction. La
vitesse de balayage est légerement réduite par ce mode d’acquisition en continu de la force
d’interaction. Mais ce mode présente I’avantage de décrire les propriétés d’élasticité (module
de Young calculé selon le modele DMT (Derjaguin, Muller and Toporov, [345])), d’adhésion,
de dissipation.
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Figure 30 : Courbes de force. [346]

0] Graphe de la force et position en Z du piezo en fonction du temps, qui inclue (B) la mise en contact, (C)
Peak Force= force maximale et (D) I’adhésion.

(i) Graphe de la force en fonction du temps avec une petite Peak Force.

(iii) La courbe de force traditionnelle élimine la variable temps, en déterminant la force en fonction de la

position en Z du piezo.
(iv) Pour modéliser / ajuster les courbes, il est plus utile de déterminer la force en fonction de la séparation,
avec la séparation calculée a partir de la position du piezo et la déflection du levier.

3.4.3 Développement du microscope a haute vitesse

La motivation pour le développement de I’AFM a haute vitesse (HS-AFM) est née du
besoin d’analyser plus extensivement la structure et la dynamique des objets biologiques
étudiés. Différents groupes se sont mobilisés sur la question, C.F. Quate et al. ont développé
des leviers doués d’auto-détection et d’auto-actionnement ; P. Hansma et al ont tenté une
augmentation de la vitesse par la reduction de la taille des leviers pour une meilleure
résolution ; le groupe de M.J. Miles, a Bristol, a travaillé a I’affranchissement du systeme
d’asservissement. Sans boucle de rétroaction, la vitesse d’acquisition par image a été
diminuée a 1 ms.

Le microscope a haute-vitesse utilisé au cours du travail de thése est un prototype
développé sur le modéle de I’équipe du professeur Toshio Ando, du laboratoire de
Biophysique de I’'université de Kanazawa (Japon). Le bioHS-AFM se matérialise (Figure 31):
- enaugmentant la bande passante de la boucle d’asservissement,

en enregistrant les variations de tensions appliquées sur I’électrode verticale au cours

de la ligne d’acquisition précédente comme pré-positionnement vertical de la

prochaine ligne d’acquisition (anticipation des variations topographiques),

- en utilisant un scanner sous forme de tripode ou chacun des axes X, Y et Z est
découplé,

- en faisant travailler les éléments piézoélectriques X et Y sous contrainte,

- en plagant en contre-réaction un scanner Z’ de méme masse au scanner Z2 support
d’échantillon,
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- en développant un systeme d’amortissement actif des vibrations du scanner,

- en développant un dispositif d’approche progressif (parachutisme),

- en developpant un mode d’oscillation haute fréquence d’asservissement en amplitude
ou en phase (non disponible commercialement) et un mode contact.

- en réduisant les forces d’interactions,

- en améliorant la vitesse de balayage.
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Figure 31 : Systeme d’asservissement du High-Speed AFM [342]

C’est ainsi qu’en 2001, le développement d’une premiere génération de microscope a haute
vitesse a été initiée [343]. Partant du principe du microscope conventionnel, les dispositifs
suivants ont été développes :
- (i) un scanner a haute-vitesse se déplacant rapidement sous contrainte, contrebalancé
verticalement en Z,
- (i) des leviers miniaturisés de longueur 40-10 um, de largeur 1 pum avec des pointes
de longueur 2 um obtenues par croissance sous faisceau d’électrons (Figure 32),
- (iii) un systéme optique de détection compatible avec la taille des leviers (spot laser
réduit a 1 um de diametre),
- (iv) un convertisseur rapide amplitude-DC (44 kHz) qui donne le signal de RMS (Root
Mean Square) [342].

Le microscope HS-AFM ainsi concu a permis d’imager pour la premiére fois le mouvement
processif de molécules de myosine V sur un filament d’actine, dont la vitesse est d’environ
1um/s [347].

Amplitude

C Frequence {Hz}r

Figure 32 : Images SEM d’un petit levier avec une pointe en forme de bec d’oiseau.

A, vue du dessus, b, image grossie de la pointe. L’aiguille qui dépasse est une pointe déposée par faisceau d’électrons
[342]. ¢, schéma de présentation du facteur de qualité Q.
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Au bout de 10 ans, une deuxiéme géneration d’appareils a été développée pour
diminuer les interactions pointes-échantillons résultant d’une force de contact trop élevée et
une bande passante insuffisante. Ainsi, des leviers plus petits (longueur 10-6 pm) possédant
une fréguence de résonnance supérieure (1 MHz) aux précédents ont été fabriqués.

La bande passante de la boucle de contr6le dynamique de I’oscillation du levier [348]
a été augmentée. Il a été aussi développé une détection synchrone ultra rapide (20 kHz a 10
MHZz). Les micro-leviers présentent des forces de résonance de I’ordre de 500 kHz — 1.2 MHz
et un facteur de qualité de 2.5, en solution, qui correspond a la largeur a mi-hauteur du spectre
de résonance (Figure 32c). D’autres améliorations furent apportées par la simplification du
scanner a haute-vitesse, limitant le nombre de pics de résonnance et augmentant sa rigidité
[349]. Ces derniers développements ont permis d’imager de maniére peu invasive des
échantillons sans détériorer la vitesse d’imagerie.

3.4.4 Quels substrats pour déposer les échantillons ?

Tout support peut a priori étre utilisé pour déposer les échantillons, toutefois la
résolution nanométrique de la technique AFM obtenue par les interactions pointe - surface
imposent de fortes contraintes de planéité et de faible rugosité du substrat [341]. De fait, la
surface de prédilection de dépdt des molécules est en général le mica muscovite, qui a une
structure cristallographique en feuillets de silicates reliés par des couches d’ions potassium.
Aprés clivage avec un papier adhésif, il est facile d’obtenir une surface propre et plane a
I’échelle atomique bien adaptée a I’imagerie de molécules individuelles comme I’ADN et les
protéines. La séparation au niveau du plan des ions potassium (K) inter-foliaires implique
que la charge de la surface de mica clivée est globalement négative (Figure 33) [341].

Figure 33 : Structure en feuillets du mica muscovite.
Formule : KAI,[AISi;]O10(0OH),[341]

Les ions divalents couramment utilisés pour fixer I’ADN sur le mica clivé sont le
chlorure de magnésium et le chlorure de nickel. Toutefois, d’autres cations, y compris de
valence plus élevée, peuvent étre employés. La force d'absorption de I'ADN et des protéines
sur le mica dépend principalement de la charge de la surface et des concentrations en ions
dans la solution de dépbt, mais également de la taille des molécules. Ainsi dans une
population de molécules disperse, les petites molécules ayant tendance a étre décrochées de la
surface, soit par lavage, soit par immersion, selon les conditions d’observation a I’air ambiant
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ou en liquide, ne seront pas imagées. Le dépbt des échantillons sur le substrat peut donc
constituer un biais dans I’analyse de la distribution d’une population de molécules de tailles
hétérogenes.

Le traitement du mica par des cations apres clivage ne constitue pas forcément une
méthode d’accroche satisfaisante des échantillons. Dans ce cas, il peut étre nécessaire de
développer une chimie de surface sur le mica telle que la silanisation [350] afin d’introduire
de nouveaux groupements de fixation tels que les groupements d’acide nitrilotriacétique liés
au nickel. Toutefois, I’état de surface et la rugosité apres fonctionnalisation peuvent étre
altérés en comparaison du support nu. Aussi, un compromis doit étre fait entre surface plane
ne présentant pas de spécificité d’ancrage et surface fonctionnalisée qui constitue un
processus délicat pouvant aboutir & des surfaces irréguliéres avec des défauts localisés ou des
domaines disparates.

Le substrat peut également poser un probléme lors de I’analyse de la dynamique des
objets en milieu liquide car les objets doivent étre suffisamment ancrés sur la surface pour
étre imagés sans étre totalement immobilises. Ceci pose le méme probleme de chimie de
surface présenté ci-dessus avec un compromis a trouver entre une forte immobilisation des
objets qui permet d’étudier leur structure et une plus faible immobilisation qui permet
d’acceder a leur dynamique.

D’autres supports tels que I’or, le graphite, I’oxyde de titane sous forme anatase, le
silicium, la silice peuvent étre utilisés, sachant que le point critique réside dans I’état de
surface du support, sa rugosité. En effet, la morphologie du substrat nu doit étre éloignée de la
dimension des objets biologiques déposés méme si le nouveau mode Peak Force QNM permet
de discerner des objets par leur module d’élasticité. Le dép6t des échantillons peut nécessiter
le développement de chimie de surface pour fixer les échantillons avant de les imager.

3.4.5 Avantages et inconvénients

L’analyse AFM présente les avantages d’étre statique ou dynamique selon que les
échantillons sont totalement immobilisés et observés a sec ou ancrés tout en restant mobiles
en milieu liquide. Dans ce dernier cas, le développement du microscope AFM haute-vitesse
qui presente des résolutions temporelles de I’ordre de dizaines de ms, comparées a quelques
secondes (voire quelques minutes) pour un microscope AFM classique, permet le suivi en
temps réel des interactions et ce, sans marquage des échantillons.

Le minimum de préparation de I’échantillon, la faible concentration et le volume
réduit du depot (1 pl) contribuent a son utilisation dans le cas d’échantillons fragiles et en
faible quantité.

Toutefois, la technique elle-méme peut introduire un biais du fait de I’observation de
I’échantillon sur des surfaces, qui ne reflete pas forcément la realité de la dynamique des
structures en solution, du fait des perturbations liées a la surface et a sa fonctionnalisation.
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De plus, il semble nécessaire d’associer une cartographie chimique des objets
observés. Des évolutions récentes tendent a coupler la microscopie a force atomique a la
microscopie de fluorescence ou a la spectroscopie Raman sachant que la résolution spatiale
reste limitée par le critére de Rayleigh.

3.5. Microscopie optique Confocale

3.5.1 Principe du microscope confocal

L’invention du microscope confocal est attribuée a M. Minsky qui présenta un
prototype en 1955, et déposa un brevet en 1961 [351]. Ce n’est toutefois que dans la fin des
années 1980 que des modeéles commerciaux sont apparus, rendant cette technique accessible a
de nombreux laboratoires.

Un microscope confocal est un microscope optique qui a la propriété de réaliser des
images de tres faible profondeur de champ (environ 400 nm) appelées « sections optiques ».
En positionnant le plan focal de I’objectif a différents niveaux de profondeur dans
I’échantillon, il est possible de réaliser des séries d’images a partir desquelles on peut obtenir
une représentation tridimensionnelle de I’objet. Le microscope confocal fonctionne en lumiere
réfléchie ou en fluorescence. La plupart du temps, on utilise un laser comme source de
lumiére. Le rayon laser, concentré par une lentille, balaie la surface, tandis qu’un trou
d’aiguille (pinhole) place devant le détecteur et centré au niveau arriére de I’objectif rejette la
lumiere parasite provenant des points situés hors du plan focal. Le nom « confocal » provient
de la mise en correspondance de trois points: la source lumineuse ponctuelle, le point
illuminé au foyer avant de I’objectif et le sténopé situé au foyer arriére. Le principe de la
microscopie confocale est résumé sur la Figure 34.
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Figure 34 : Schéma de principe du microscope confocal a balayage laser.

La lumiére provenant de I’échantillon, et des plans situés au-dessus et au-dessous du plan focal est éliminée par le
diaphragme (pinhole) de sortie. Faculté de Jussieu (http://www.futura-sciences.com)

3.5.2 Avantages et inconvénients

La microscopie confocale permet d’obtenir des images sans flou parasite du fait de
I’élimination du signal fluorescent provenant d’autres plans. Sa résolution en hauteur améliore
le rapport signal/bruit. Elle donne acces a la reconstruction 3D rapide a partir de I’acquisition
de séries de sections optiques.

La microscopie confocale a I’inconvénient de présenter une résolution temporelle
limitée par la vitesse de balayage. Par ailleurs, les réflexions du signal sur le support limite la
sensibilité pour des applications molécule unique. Elle nécessite une étape de marquage par
des fluorophores ou des boites quantiques qui peuvent affecter les phénomenes étudiés.

3.5.3 Fluorophores

On distingue I’utilisation des fluorophores organiques tels que la fluorescéine des boites
quantiques [352].
- Les fluorophores organiques
Les fluorophores organiques, de petite taille, permettent un marquage efficace avec
une perturbation genéralement limitée de I’activité des biomolécules marquées mais ils
présentent une diminution rapide du signal de fluorescence (photo-dégradation) qui limite le
temps d’observation des biomolécules individuelles de quelques secondes pour les
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fluorophores traditionnels jusqu’a I’ordre de la minute pour les systemes dendrimériques.
C’est pourquoi les scientifiques ont cherché de nouveaux fluorophores plus photo-stables.
- Les nano-cristaux semi-conducteurs (QD)

Les boites quantiques sont des cristaux semi-conducteurs fluorescents de forme
souvent sphérique dont la taille varie de 2 a 10 nm. lls présentent des propriétés luminescentes
différentes selon leur dimension par effet de confinement quantique. Plus le confinement est
important, c¢’est-a-dire plus la taille du QD est petite, plus I’émission tend vers les ultraviolets
(UV). 1l est possible de synthétiser des QDs émettant de 400 a 2000 nm (Figure 35).
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Figure 35 : Caractéristiques des boites quantiques.

(a) graphique représentant la variation de couleur d'un nano-cristal en fonction de la longueur d'onde émise [353]. (b)
10 solutions de nanoparticules de CdSe/ZnS de couleur d’émission distinctes, excitées sous une lampe éclairant dans le
proche U.V. De gauche a droite, les maxima d’émission sont situés a 443, 473, 481, 500, 518, 543, 565, 587, 610, et 655
nm [354].

Les QDs présentent un large spectre d’absorption de I’UV jusqu’a I’infrarouge, un
spectre d’émission symétrique et étroit (de 20-70 nm de largeur a mi-hauteur) (Figure 35),
contrairement aux fluorophores conventionnels qui ont un spectre d’absorption étroit et un

spectre d’émission large.

Les avantages des QDs par rapport aux fluorophores organiques sont leur
photostabilité (~10° & 10* fois plus élevée) et leur flux de photons admissibles de I’ordre de 20
fois plus grand malgré un rendement quantique inférieur ou similaire, et ce du fait de leur trés
fort coefficient d’absorption et de leur photostabilité qui permet de les irradier a des niveaux
plus élevés [355]. Néanmoins, le scintillement de la fluorescence des nano-cristaux, pouvant
nuire au suivi des molécules dans le temps, représente le principal obstacle dans I’utilisation
trés large de ces nanostructures, méme si diverses stratégies peuvent aujourd’hui étre utilisees
pour le réduire [356]. Par ailleurs, les QDs doivent étre fonctionnalisés avant couplage aux
molécules d’intérét, ce qui implique la maitrise des procédés chimiques.
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3.6. Résonance plasmonique de surface (SPR)

Historiquement, Wood découvre le phénomeéne optique de résonnance de plasmons de
surface en 1902. Il remarque de fines bandes sombres dans le spectre diffracté d’une source
continue de lumiére blanche. L’interprétation théorique de cette anomalie est donnée en 1941
par Fano qui I’associe aux ondes de surface, les plasmons de surface, supportées par le réseau.
En 1968, A. Otto puis E. Kretschmann et H. Raether développent deux configurations qui
permettent d’exciter les plasmons de surface en utilisant la réflexion totale atténuée. Suite a
ces travaux, I’intérét pour les plasmons de surface a considérablement augmenté, en
particulier pour caractériser les films minces. Pour la premiere fois en 1983, C. Nylander et B.
Liedberg, utilisent la SPR (« Surface Plasmon Resonance ») pour la détection des gaz et des
biomolécules. Cette technologie a été commercialisée au début des années 90 par la société
Biacore International, premiere entreprise spécialisée dans ce domaine.

3.6.1 Principe

La résonance plasmonique de surface est une technique de mesure en temps réel et sans
marquage des interactions moléculaires par le suivi de la variation de I’indice de réfraction.
La SPR met en ceuvre un phénomeéne de résonnance entre les électrons libres d’un métal et
une onde (Figure 36). Ceci induit une réduction de réflectivité du fait du transfert d’énergie
entre le faisceau incident et I’onde de surface qui se propage a I’interface. Le principe de
mesure par SPR est base sur la variation de la courbe de résonance. Le signal SPR exprimé en
réflectivité est une fonction de I’indice de réfraction local liee a la quantité en masse et a la
nature de I’échantillon sur la surface. Les interactions a la surface peuvent étre mesurées soit
par la variation de I’angle de résonnance a une longueur d’onde fixe, soit par la variation de
minimum de longueur d’onde de résonance a angle d’incidence fixe, soit par la dépendance de
la réflectivité a angle et longueur d’onde fixés.
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Figure 36 : Principe de la résonance plasmonique de surface.
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Imagerie SPR

Le principe de mesure par imagerie SPR est basé sur le suivi de la variation de la
réflectivitt a un angle d’incidence fixe. A chaque expérience, I’angle d’incidence est
positionné a une valeur ou la pente de la courbe de réflectivité est maximale. Une caméra
CCD analyse toute la surface du biocapteur et enregistre I’évolution de la réflectivité en
fonction du temps a travers une succession d’images. La réponse du systeme SPR est donnee
en pourcentage de réflectivité qui est le rapport entre la réflectivité en TM (transverse
magnétique) et en TE (transverse électrique) des points de I’image. La mesure SPR
nécessitant la fixation des objets sur la surface, différentes chimie de surface ont été
développées (décrites ultérieurement).

3.6.2 Avantages et inconvénients de la SPR

La SPR, en tant que technique d’analyse en temps réel, donne accés a des mesures
dynamiques et spatiales des molécules. Elle permet également de mesurer I’anisotropie
moyenne, c’est-a-dire I’orientation de la population d’objets.

La SPR dans sa configuration classique démontre une sensibilité de détection moindre
que les techniques de fluorescence, toutefois plusieurs publications présentent le
développement de microscopes SPR capables de détecter des nanoparticules isolées de
guelques dizaines de nanometres. On peut citer le microscope par plasmons de surface
localisés capables de différencier des nanoparticules ayant des diametres de 10 a 200 nm, le
montage imageur spectral qui permet d’analyser un objet de 30 nm de c6té [357], ou encore
de microscope a plasmons de surface & deux canaux et & polarisation radiale qui atteint des
résolutions nanométriques [358, 359]. Dans tous les cas, il est nécessaire de développer des
chimies de surface adequates qui permettent la fixation de molécules sur les surfaces. Celles-
ci font I’objet de nombreuses publications qui ciblent la mise au point de chimies de surface
permettant : (i) le contrdle de I’orientation des molécules et une stabilité dans le temps des
interactions support-molécule, (ii) un faible bruit de fond et une bonne résistance aux
interactions non spécifiques, et enfin (ii) la minimisation de la perturbation en 3D des
molécules favorisant une bonne capacité de couplage [360-364].

On peut décrire trois classes de techniques de fixation des molécules sur la surface qui
vont aboutir soit a des monocouches uniformes sur I’or pour les méthodes de fixation directe
et d’électro-polymeérisation, soit a des multicouches assemblées dans la méthode de fixation
indirecte :

- La fixation directe permet d’orienter les molécules présentant une extrémité thiol sous
forme de monocouche sur le support, du fait de la forte affinité des groupements —-SH
avec I’or. Les interactions non spécifiques, le probléme d’orientation et d’encombrement
stérique sont limités par I’exposition du substrat a des thiols aliphatiques, ce qui permet
d’optimiser le rendement des réactions biologiques [365].
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- La fixation par polymeérisation électrique de monomeéres capables de donner un polymere
conducteur auquel seront couplées les molécules biologiques permet également de
réaliser une couche uniforme a la surface du polymére. On peut citer le cas du
polypyrrole dont I’épaisseur peut étre contrdlée par des variations d’application du
potentiel lors de I’électro-polymérisation. Le couplage des molécules biologiques aux
monomeres de pyrrole nécessitant de travailler avec une quantité minimale de matériel,
cette technique ne peut étre utilisée dans le cas d’échantillons précieux disponibles en
guantité limitée, telles que des protéines ou structures synthétiques construites in vitro.

- La fixation indirecte repose sur un assemblage de plusieurs couches, le dernier étage
présentant les groupements fonctionnels qui permettent la fixation des molécules soit par
affinite (systeme avidine-biotine), soit par liaisons covalentes (maleimide-thiol,
esterNHS-amine, thiocyanates- amine), soit par liaisons électrostatiques[365]. Selon la
nature de la derniére couche de fixation, les molécules pourront étre, soit ancrées et
organisées a sa surface soit organisées en trois dimensions dans le volume de la matrice.
Un polymere en 3D type dextran, présente une densité de fonctionnalisation supérieure a
une monocouche qui peut toutefois induire une hétérogenéité d’accessibilité. Cette chimie
est largement répandue, méme si la porosité du polymere épais implique des interactions
plus ou moins loin de la surface avec des cibles plus ou moins accessibles, car elle
présente I’avantage de permettre la régénération des puces [360].

Une méthode alternative aux chimies sur or consiste a déposer un film fin de silice sur
la surface d’or et d’ancrer les molécules par les techniques de fixation des silanes [366, 367].

D’autres couches métalliques (Ag, Cu) ou oxydes (TiO,) peuvent étre utilisées en
plasmonique, sachant que le cuivre permettra I’interfacage avec I’électronique.

En conclusion, I’auto-assemblage est une notion clé dans la conception de nanostructures
hybrides a base d’acides nucléiques et de protéines. Diverses stratégies d’auto-assemblage
peuvent étre considérées, a I’équilibre thermodynamique ou loin de cet équilibre, notamment
lorsque des éléments fragiles telles que les protéines sont impliquées. Les assemblages
peuvent étre paralléles ou séquentiels, selon que tous les composants sont mélangés ou
ajoutés hiérarchiqguement. Dans tous les cas, la connaissance des parameétres physico-
chimiques critiques pour I’assemblage des acides nucléiques constitue une étape nécessaire a
la réalisation des nanostructures. Finalement, c’est I’utilisation de techniques, aussi bien a
I’échelle de la molécule unique qu’a I’échelle globale de la population, qui permet de
caractériser les nanostructures développées et d’étudier leur dynamique par exemple au
travers de la microscopie de force atomique a haute vitesse.
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MODELISATION DES ASSEMBLAGES
MONODIMENSIONNELS IMPLIQUANT DES BRIQUES
D’ADN.

Notre objectif est de réaliser des assemblages fonctionnels a partir de structures
synthétiques hybrides constituées de proteines et d’acides nucléiques. Cela nécessite de
comprendre les propriétés des PDNA dont la partie nucléique confére les propriétés d’auto-
organisation et de les comparer aux ADN seuls correspondants. Pour ce faire, nous avons
choisi un modele d’assemblage linéaire et développé les outils nécessaires a la caractérisation
du comportement d’assemblage des ADN ainsi que ceux permettant de comparer les données
expéerimentales et simulées.

Deux aspects doivent étre pris en compte : (i) la réalisation des auto-assemblages dans
des conditions douces compatibles avec la présence de protéines, (ii) le contrdle des
assemblages avec une description globale des populations.

Dans la littérature, les systemes d’assemblages basés sur les briques d’ADN sont
pilotés via des interactions locales qui régissent les régles de construction, toutefois le
contr6le de la distribution a longue distance est mal ou pas défini. Ce probléme général assez
peu abordé nécessite le développement d’outils.

Dans I’approche classique d’assemblage des briques d’ADN ou des températures
proches du point de fusion des oligonucléotides sont utilisées afin d’éviter la formation de
structures illicites [175, 368, 369], de nombreux modeles ont été développés pour minimiser
les taux d’erreur [370, 371]. Ces modeles traitent les erreurs de croissance lors des
assemblages [173, 174], ou bien les erreurs de nucléation en limitant les réactions parasites
par I’introduction de briques de protection [172] ou encore en réalisant des assemblages
séquentiels [372]. Ces modeles qui constituent une approche fine et locale des mécanismes
contr6lant I’addition ou la discrimination des briques individuelles dans I’assemblage,
n’abordent pas le contrdle a longue distance des assemblages.

Dans I’approche cinétique, différents mécanismes peuvent étre mis en ceuvre tels que
des processus auto-catalytiques ou I’utilisation de barriére cinétiqgue a la nucléation
impliquant le phénomeéne d’invasion de brins [298, 368, 373]. Dans une population contenant
un nombre élevé des différents états intermédiaires, des outils computationnels sont requis
ainsi que des méthodes de determination des parameétres adaptés a I’explosion combinatoire
du nombre des réactions possibles. Il est nécessaire de gérer de maniére analytique des
populations pas forcément définies et d’accéder aux parametres qui contrdlent les réactions
d’assemblage, tels que les constantes des vitesses d’hybridation individuelles. Pour ce faire,
des outils de modélisation doivent étre développés.
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Lors des expériences d’assemblages monodimensionnels de briques d’ADN, nous
avons été confrontés au probleme du contrdle des assemblages avec I’accumulation apparente
de structures intermédiaires, d’ou la nécessité de modéliser les mécanismes d’assemblage afin
de mieux interpréter nos données. Le besoin d’outils adaptés a notre démarche globale nous a
amené a développer un modele linéaire afin de gérer une combinatoire 1D plus facile a
intégrer qu’une explosion combinatoire de systemes branchés. Ce modéle se devait
suffisamment simple pour pouvoir interpréter les expériences.

Deux types d’assemblages peuvent étre considéreés: ceux conduisant a un produit
défini et unique et ceux conduisant a des collections finies ou infinies de produits possibles.
Dans le premier cas ou I’assemblage est convergent, le nombre d’espéces intermédiaires est
défini et la combinatoire d’assemblage limitée. En biologie moléculaire, ce cas se rencontre
en particulier dans la construction de genes ou de bibliotheques de génes synthétiques. Dans
le domaine des nanotechnologies, un exemple correspond a I’assemblage de structures de
forme déterminée telle que les nanostructures fabriquées par la technique des origamis. Le
second cas correspond a des systémes ouverts qui correspondent a une distribution illimitée
de produits possibles, et par conséquence a une combinatoire infinie. C’est le cas par exemple
de la formation de polymeéres en chimie organique ou de celle des assemblages récurrents,
dendritiques ou fractals conduisant a des structures définies a courte échelle mais non définies
a longue distance. Cette situation, malgré sa complexité apparente, nous est apparue plus
facile a utiliser pour caractériser les regles génerales d’évaluation des parameétres cinetiques
pour les intermédiaires de réaction. En effet, un nombre limité de briques élémentaires étant
impliquée, la détermination expérimentale des paramétres primaires est facilitée.

1. Présentation de I'article 1.

“Design and experimental validation of a generic model for combinatorial
assembly of DNA tiles into 1D-structures.”

La connaissance fine des mecanismes d’auto-assemblage de briques d’ADN menant a
des structures 1-D est critique pour la maitrise de I’ingénierie de nanostructures, mais elle
constitue également un enjeu pour I’optimisation de la synthése de génes ou de la création de
banques combinatoires. De nombreuses stratégies de synthése de géne s’appuyant sur des
approches de biologie moléculaire ou computationnelles ont été décrites [374-378] ; elles
visent a limiter les erreurs d’assemblage des séquences et I’incorporation d’oligonucléotides
défectueux (du fait de défauts de synthéese) au sein des constructions de géne, et ce dans les
meilleurs délais. Si I’on considére le cas de la construction de banques combinatoires, il est
important d’aller au-dela des approches actuelles reposant largement sur des méthodes
empiriques d’essai-erreur par le développement de modeéles prédictifs [379, 380].
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Malgré la disponibilité de nombreux outils permettant une description a une échelle
locale de ces systemes, des outils de modélisation globale permettant d’appréhender dans leur
ensemble les populations de molécules en cours d’assemblage sont encore peu développés.
C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a concevoir un algorithme visant
particulierement la modélisation quantitative de ces mécanismes. Notre approche s’applique
aussi bien aux problémes posés par la génération de nanostructures par auto-assemblage, qu’a
la synthese de génes ou de bibliothéques en biologie moléculaire. Ces développements sont
particulierement importants dans le cas de la formation de structures hybrides faisant
intervenir des molécules fragiles telles que les protéines, qui pourraient étre dégradées par les
conditions de haute température utilisées couramment pour I’assemblage des acides
nucléiques en nanostructures.

Dans cet article, nous avons réussi a modéliser quantitativement I’auto-assemblage
sous contrble cinétiqgue de briqgues d’ADN en des structures monodimensionnelles.
L algorithme et les méthodes de détermination des parametres développés s’appliquent aussi
bien a des assemblages qui ménent a des produits finaux définis qu’a une distribution de
copolymeéres. La combinaison des approches de simulation et expérimentales a permis de
caractériser les facteurs contrélant la structure et la dynamique des populations de molécules
résultantes.

Le processus combinatoire décrivant I’assemblage des briques a été implementé dans
un algorithme générique qui permet une description quantitative des especes significatives de
la population s’accumulant au cours des réactions de polymérisation. L’assemblage et la
caractérisation par les approches optiques et d’électrophorése des blocs copolymeres issus de
I’auto-assemblage ont été utilisées pour definir et valider des regles géenériques permettant de
déduire les parametres du modeéle.

Les facteurs contrélant la structure et la dynamique des populations d’ADN
oligomeéres ont été mis en evidence pour des assemblages menant ou non a des produits
finaux déterminés. Les parameétres primaires ont été déterminés expérimentalement par
mesure des effets hypochromiques en cinétique rapide. L’ajustement des simulations aux
profils expérimentaux a permis de définir les regles de calcul des parametres secondaires, qui
prennent en compte les contextes macro- et micro-environnementaux des étapes d’hybridation
individuelles. Dans le cas des copolymeéres, des simulations précises du profil expérimental
ont été réalisees pour la formation d’assemblages linéaires ou circulaires.

Ensemble, la longueur des especes et la structure des régions d’ADN qui encadrent les
sites d’hybridation constituent des parametres critiques pour lesquels les régles de calcul ont
été définies. L’approche computationnelle s’est montrée efficace pour prédire
quantitativement les parametres affectant I’évolution en fonction du temps et la distribution
des produits d’accumulation pour une gamme importante de modeles expérimentaux.
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La procedure computationnelle developpée (décrite dans I’article) et les stratégies
d’évaluation des parametres s’appliquent a une large gamme d’assemblages a base de briques
d’ADN mais de maniére plus globale a tout type d’assemblage résultant en des structures
monodimensionnelles et faisant intervenir des briques moléculaires qui présentent une
reconnaissance spécifique.
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model for combinatorial assembly of DNA tiles
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Quantitative modeling of the self-assembly of DNA tiles leading either to defined end-products or
distribution of biopolymers is of practical importance for biotechnology and synthetic biology.

Methods: The combinatorial process describing tile assembly was implemented into a generic algorithm
allowing quantitative description of the population of significant species accumulating during the reaction
course. Experimental formation and characterization by optical and electrophoresis approaches of
copolymers resulting from the self-assembly of a limited number of half-complementary tiles were used to
define and validate generic rules allowing definition of model parameters.

Results: Factors controlling the structure and the dynamic of the oligomer population were evidenced for
assemblies leading or not to defined end-products. Primary parameters were experimentally determined
using rapid mixing experiments. Adjustment of simulations to experimental profiles allowed definition of
generic rules for calculation of secondary parameters that take into account macro- and microenvironment of
individual hybridization steps. In the case of copolymers, accurate simulation of experimental profiles was
achieved for formation of linear assemblies.

Conclusions: Overall length of species and structure of the DNA regions flanking the hybridization sites
are critical parameters for which calculation rules were defined. The computational approach quantitatively
predicted the parameters affecting time-course and distribution of accumulating products for different
experimental designs.

General significance: The computational and parameter evaluation procedures designed for the assembly of
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1. Introduction

Linear assembly of DNA tiles is mainly involved in the domain of
gene synthesis [1,2] and combinatorial library constructions [3]. A
plethora of synthesis options that relies on basic molecular biology
techniques and that aims to guarantee successful synthesis in cost-
effective time and conditions have been described [4-6]. However,
no modeling approach was proposed to describe the combinatorial
structure of mono-dimensional DNA assemblies at the level of the
time dependence of the distribution of all possible sub-assemblies.
Controlled tuning of the process is particularly critical to optimize
directed evolution based protein engineering. Substitution of the
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current trial-and-error approaches by modeling would thus constitute
a significant advantage [7]. Moreover, new emerging technologies,
like the construction of networks of interacting peptidic domains
[8,9] using self-assembly of synthetic nucleoprotein structures, are
also demanding for modeling of linear assemblies [10,11]. When
single step assembly of a preformed DNA-protein covalent structure
is targeted, reversible conditions requiring high temperature must be
avoided, owing to the limited thermal stabilities of proteins. Ligation
or polymerase based approaches remain possible but are also prob-
lematic in these geometrically crowded systems. For these reasons,
assembly processes kinetically controlled at low temperature appear
interesting but require quantitative modeling to limit kinetic traps.
Two experimental settings can be considered: one, typical for gene
or library synthesis which involves a finite combinatorial allowing
full description of all intermediate species, and the other, corresponds
to unlimited block-copolymers for which an open combinatorial
structure has to be managed. The two cases can be modeled but
formation of repetitive copolymers involving a limited number of


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.03.002
mailto:pompon@cgm.cnrs-gif.fr
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.03.002
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03044165

604 A. Laisne et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1810 (2011) 603-611

tiles constitutes a simpler model when investigation of general rules
for parameter determination is targeted. However, such model raises
the problem of the combinatorial explosion of possible reactions
during the formation of unlimited copolymers. Evaluation of individ-
ual rate constants represented a challenge that was approached by
the determination of a core of experimental rate constants and the
definition of rules for the evaluation of the whole model parameters
from the seeding set. The influence of parameters such as the length
dependence of ss-DNA and the structure of flanking sequences on
the hybridization rates were taken into account. Indeed, the length
dependence of hybridization rates between ss-DNA was investigated
[12-15] but few were reported in the case of species of variable
lengths assembled through hybridization of ss-DNA segments of con-
stant length. The present paper addresses the problem of modeling
end-recognition driven self-assembly of tiles involving very large or
even unlimited number of intermediate species. It specifically de-
velops ways allowing determining critical model parameters for DNA
assemblies using combination of experimental approaches and ex-
trapolation rules. The core part of the modeling is however widely
independent of the chemical nature of the building blocks and can
equally apply to a large range of biopolymers. This approach aims to
fill a gap between current modeling approaches either targeting to
describe at a local level the interaction between tiles [16,17] or, in
contrast, focusing on the global organization [18] of resulting supra-
molecular assemblies.

2. Materials and methods
2.1. DNA-tile hybridization and gel analysis

Oligonucleotides were purified as described in the supplemental
protocol 1 in Appendix A. Approximately 3.5 pl of the 4 polymerizing
DNA-tiles (~1pM final) in phosphate buffered saline (PBS) were
separately deposited on the wall of a tube. The reaction was initiated
by centrifugation and vortexing. Incubation was performed at 24 °C or
42 °C for variable times. For gel analysis, reactions were quenched by
addition of a premix of the four terminating DNA-tiles (~1.5 uM final)
and the reaction continued for 1 h before deposit on 3.5% Nusieve GTG
agarose gel that was run in 0.5x TBE at 50 V and 4 °C for 2 h. Images
of ethidium bromide stained gels were submitted to trapezoidal
deformation to correct heterogeneity of DNA migrations. Data from
different exposure times were concatenated to increase dynamic
range of signal without saturation.

2.2. DNA hybridization kinetic analysis by rapid-mixing experiments

Half-complementary ss-DNA-tiles were loaded at the same con-
centration (~0.8 uM in PBS buffer) in the two stopped-flow syringes.
After rapid mixing at 24 °C, 400-1600 spectra (40 to 1240 s) were
recorded and hypochromic changes at 260 nm were fitted to ex-
ponential or hyperbolic laws to estimate initial rates and amplitudes
of reactions. Second order rate constants were calculated from the
ratio between the initial slope and the extrapolated total amplitude
of the traces. For self-assembly of 4 ss-DNA tiles to form polymers,
an equimolar mix of tiles (Fig. 3, model 2) was loaded into one syringe
in PBS buffer, set to pH 11.8 with 20 mM NaOH. The second syringe
was loaded with PBS supplemented by 20 mM HCl in order that the
1:1 (vol./vol.) mix in the observation chamber exhibits a pH of 7.4.
Hybridization traces were recorded and rate constants calculated as
previously. Pre-formed DNA-tile hybrids (Fig. 3, model 3) were
obtained by incubation for 30 min at 24 °C of an equimolar mix of
half-complementary tiles in PBS buffer pH 7.4. Two different types of
hybrids were loaded into separated stopped-flow syringes, and after
rapid mixing, hybridization traces were recorded and rate constants
calculated as previously.

2.3. Experimental data processing and visualization of simulation output
procedures

Expected electrophoresis motilities of species and their relative
staining responses were computed based on experimental calibra-
tions with ss- and ds-species of known structures. Molecular marker
lines were scanned and peak shapes modeled using polynomial
modified Gaussian distributions. The calibration curves (log plots)
were fitted on polynomial laws. Experimental profiles were first
corrected for inhomogeneous migrations between lanes using a non-
linear local expansion/compression algorithm then were processed
to improve band resolution and reduce noise: gel profiles were de-
convoluted using peak shapes of molecular markers degraded about
2.1-fold by increasing their half-width. This was necessary to take into
account the broader electrophoretic migration of segmented poly-
mers. Finally, experimental and simulated data were reconstructed
using the same virtual resolution typical of ds-DNA.

3. Simulation procedures

The flow chart for the simulation of the 1D self-assembly of
DNA tiles is represented on Fig. 1. This computational process was
specifically designed to simulate assembly of bifunctional tiles by
base-pairing but can as well apply to the polymerization of any kind of
linear block-polymers provided of limited adaptations. The algorithm
comprises two main complementary sections: one, depicted on the
left panel, aims to generate the collection of possible species which
can be formed by random association of members and descendant of a
seeding set of tiles, and the other (right panel) uses the generated data
to automatically build up and solve differential equations describing
the system. Depending on the structure of the seeding set, two types
of situations can be encountered giving rise, respectively, to finite
and infinite series. When combinatorial convergence is possible, all
species fulfilling the association rules are generated. In contrast, in the
case of non-converging sets (for example, formation of unlimited
block-copolymer), only a part of possible species is generated. In such
a case, a critical point is that the combinatorial procedure will always
generate species which mainly contribute to the observed population
in given experimental conditions.

3.1. Combinatorial generation of species and of formation paths

As described in Fig. 1, left panel, the initial seeding set is first
transferred into an accumulator which stores both species description
and their possible formation paths (step 1). The algorithm then enters
an iterative process in which all possible couples of species present
in the accumulator are tested for fulfilling criteria for a coupling
process (step 2) involving either one, the other, or both of their
extremities (cyclization). Allowed couplings are defined by heuristic
rules, which, in the case of DNA tiles, rely on base-pairing stability but
which could differ, for example, corresponding to chemical reactivity
in case of some types of polymers. Species formed as the result of
a successful coupling event (step 3) are compared to the content
of accumulator. Novel species are created and stored. For already
existing ones, the new formation path is added to the species de-
scriptor. Non-converging combinatorial processes have to be stopped
after a specific number of cycles, thus truncating species generation.
During the last cycle, storage process differs: paths for existing species
are registered in the accumulator while new generated species are
stored in a sandbox. The concentration of species accumulated within
the sandbox must remain neglectable as compared to total concen-
tration of species at the final time simulated. Otherwise, calculation
must be restarted using a larger number of combinatorial cycles or the
simulation stopped at a shorter time to decrease the sandbox content.
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Fig. 1. Flow chart for the simulation 1D-self-assembly of DNA tiles. The top-left panel corresponds to the multi-cycle combinatorial generation of models, species and reactions
that is used to generate the set of differential equations. This set is used in the right panel to calculate the time dependant evolution of the species from given initial conditions. In the
bottom-left panel, successive initial conditions can be cumulated to simulate a complex multi-step experiment.

3.2. Differential equation computation and parameter evaluations

Computation starts from the previously generated contents of
accumulator and sandbox (step 6 in Fig. 1, right). For each species in
the accumulator, all forming paths are recovered. For a given path,
parent species are first taken (step 7) and their structural descriptors
compared to the ones of the daughter species. A class defining context
for the event is deduced from the structures (ss- or ds-DNA, attached
protein domain, etc.) surrounding the hybridizing segments of each
parent (step 8). The resulting class, the sequence of hybridizing
segments, the length of parent and daughter fragments, and the
computed J-factors in case of formation of cyclic species are taken into
account to evaluate a realistic rate constant for the corresponding
coupling event (step 9). The process is repeated for all possible
forming paths of a given species and for all species present in the
accumulator. All coupling reactions are balanced by corresponding
consumption of parents of any formed species. Formation of species
included in the sandbox is similarly processed. However, for species
belonging to sandbox, individual structural descriptors are not stored
and their concentrations are cumulated. Accordingly, reactions in
which sandbox species are involved as parents can no more be
evaluated, leading to systematic errors which remain acceptable only
if the overall sandbox content remains very low as compared to
concentration of all other species. It is possible to check that this is
always doable provided that the number of combinatorial cycles to a
particular system and simulation duration be adapted.

Concerning reverse reactions (i.e., splitting of a parent species into
two daughter species), the encoding process is basically the same than
for forward reactions. Individual rate constants can be deduced from
the calculated rates for corresponding forward reactions and from
the equilibrium constants evaluated by standard thermodynamic
methods [19]. However, in our experimental conditions, hybridiza-

tions are mainly irreversible and reverse reactions can be neglected.
An optional feature of the algorithm involves a feedback loop to
correct for unusual dead-end events (for example, formation of triplex
nodes) using an empirical law (step 13). All together, steps 1-10 give
rise to a set of differential equations (step 11) which are solved by
classical algorithms (Runge-Kutta-Fehlberg ODE Solver). Due to the
very large number of species and structures generated, output of
simulations cannot be directly compared to experimental data. To
solve the problem, additional routines are in charge to reconstruct
synthetic profiles (electrophoresis gels or column) from simulation
outputs and from experimentally derived peak shapes and calibration
curves taking into account DNA structures and detection system
responses (step 12). The whole algorithm can be repeated using
different settings (bottom-left panel) to simulate multi-step exper-
iments in which final conditions from one setting are used as initial
conditions for another setting.

3.3. Coupling criteria and rules for kinetic rate calculations

Hybridization and diffusion rate constants were automatically
generated for all possible reactions using experimental rates deter-
mined for hybridization between short ss-tiles featuring the same
sequences. Generic rules are used to correct these values for the
hybridization context and parent sizes. For that, an equivalent length
was calculated for each parent using a weighted sum of the size of
its ds- and ss-segments. A first evaluation of the hybridization rate

(ki + ky) Lrer) "
2 Ly

similarly for k,. L; and L, are the equivalent lengths for the two species
involved in the hybridization and L. and k. are experimentally
determined values. These equations are semi-empirical but chosen
based on previous works [12-15,19-21] assuming constant

constant was obtained as k = with k1 = Keer X
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hybridization lengths (19-20 bases) but variable total length of
parents. A second correction was applied to take into account the
hybridization context. In the present work, modulation is only based
on the presence of ds-segments flanking or not the hybridizing ss-
segments. Rates of formation of cyclic species were evaluated using a
J-factor table (sub-table PT2 in supplementary data) derived from
literature and the equivalent length of species.

3.4. Algorithm implementation

Two companion softwares, PolyB5 (model building and simula-
tion) and DeconvMagic (visualization routines) have been written in
C*t* object-oriented language. They are interactively controlled by
windowed visual interfaces implemented using the Microsoft Visual
Studio® development environment. All modeling parameters includ-
ing alternate models and rules for rate constant calculations can be
user modified (see Supplemental Tables S1 and S2). Complexity of
models is solely limited by hardware capability, which is rarely
limiting for system encompassing a finite number of species. Models
involving unlimited polymers can be computing time demanding. As
an example, eight combinatorial cycles with a model involving four
different polymerizing tiles and four terminating tiles allow accurate
calculation (3 digit accuracy) of the concentrations of all possible
assemblies (640 species) smaller than 64 U (2496 bp). In such con-
ditions, up to 128 alternate reactions can participate to the synthesis
of a given polymer and species larger than 64 tiles per strand resulting
from the 33,088 truncated reaction paths are found in the sandbox.

4. Results

Computational approaches (Fig. 1) were developed for the sim-
ulation of the combinatorial assembly of DNA tiles into defined or
unlimited polymers. The algorithm described in the simulation pro-
cedure section allows to generate and to take into consideration all
possible intermediate species when the assembly converges to one or
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Fig. 2. Combinatorial expansion of species and reactions during model generation.
Top, in silico combinatorial generation of species and associate reactions. Arrows
illustrate how each combinatorial cycle is feeding species generation for the following
cycles. Bottom, evolution of the number of species (dotted lines) and reactions (solid
lines) accumulated after a given number of combinatorial cycles for converging (solid
symbols) and unlimited (open symbols) experimental systems. The parameter settings
(P1, P2) for corresponding experimental models 1 and 2 are described in the
supplementary data (Table S3).
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Fig. 3. Models for 1D combinatorial assembly. Model 1, converging assembly of ss-
DNA-tiles (arrows) as typically found during gene synthesis. Model 2, combinatorial
assembly of ss-DNA tiles in the absence or the presence of terminating tiles (m and M)
able to cap extending chains. Model 3, unlimited assembly of pre-formed tile-dimers.

a limited number of end-products. In contrast, when unlimited DNA
polymer extension can occur, only the subset of relevant intermedi-
ates is generated. In such a case, combinatorial truncation is per-
formed in a way that guarantees accurate time course simulation for
this subset of species, whose size depends on total polymerization
duration. This is permitted by the use of a multi-cycle combinatorial
procedure to generate the sets of species (Fig. 2, top). During com-
binatorial cycles, the number of generated species and of associated
reactions increases exponentially, prior reaching a limit only in the
case of converging assemblies (Fig. 2, bottom). Practically, up to a
million of parallel reactions can be managed on a regular desktop
computer.

4.1. Theoretical time course of species concentrations during converging
and open combinatorial assemblies

Three experimental models were considered (Fig. 3). Model 1 is
typical for single or combinatorial gene synthesis and is characterized
by the possible formation of single or a limited number of end-
products as a result of tile assembly. Models 2 and 3 correspond to an
open tile assembly, which can lead to an infinite number of products.
In model 2, two ss-DNA tiles (AA’ and BB’; Table 1) can be poly-
merized by hybridization with half-complementary tiles (ab’ and ba’).
This results in segmented DNA polymers featuring AA’-BB’ sequence
repeats. The polymer length can be controlled by terminating tiles
(Ma’, Mb’, am, bm) which introduce non-hybridizing extensions at
the extremities. Alternatively, in model 3, pairs of tiles can be pre-
assembled before initiating the polymerization.

Model 1 was simulated using equimolar concentration of tiles
and arbitrary but realistic hybridization rate constants (see below).
Predicted size distribution of intermediate species leading to the
unique final assembly product is given as function of incubation time

Table 1

DNA-tile sequences and matches. The AA'-tile can hybridize with the half-comple-
mentary ab’- and ba’-tiles by matching A/a and A’/a’ sequence segments, respectively.
The BB’-tile can hybridize to half parts of ab’- and ba’-tiles.

Tiles Sequences (5'-3') Bases
A-A CCGTAGGGTCTCCATTTTGA-AGCGAAGTCACACTGTACA 39
B-B’ GTCCATATGCAAGTCAGCGT-CAGTGTACAGTCACGTCAG 39
a-b’ TCAAAATGGAGACCCTACGG-CTGACGTGACTGTACACTG 39
b-a’ ACGCTGACTTGCATATGGAC-TGTACAGTGTGACTTCGCT 39
a-m TCAAAATGGAGACCCTACGG-GTAAAACGACGGCCAG 36
b-m ACGCTGACTTGCATATGGAC-GTAAAACGACGGCCAG 36
M-a’ CAGGAAACAGCTATGAC-TGTACAGTGTGACTTCGCT 36
M-b’ CAGGAAACAGCTATGAC-CTGACGTGACTGTACACTG 36
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simulation time (dotted line).

in Fig. 4A. Accumulation of end-product (25 tiles, 375 bp) is predicted
to reach a plateau after 30 min which corresponds to about 150-fold
the half-time for hybridization of 2 individual tiles. The construction
of a combinatorial library of genes was simulated using the same
model but assuming alternate variant tiles at three sequence positions
(Supplemental Fig. S2). The figure illustrates that distribution of
intermediates and variant end-products can be predicted as function
of incubation time. When the open model 2 was simulated (Fig. 4B),
size distribution of polymer species versus time rapidly diverged from
the figure observed with model 1. No end-product is accumulating
and an increasingly flat distribution of species size is observed with
longer incubation time. This raises the question of the limit of validity
of the truncated model when incubation times are large enough to
allow formation of long polymers which cannot be taken into account
in the model. This problem is addressed on Fig. 4C (model 2) which
gives the content of the sandbox (non-considered species) and of the
estimated relative error on calculations as a function of incubation
time and of combinatorial cycles. The content of the sandbox, which is
typically around 15 mass% for 20 min and 9 cycles, corresponds to a
simulation error on the concentration of considered species of about
2 mol%. This content appears to be a good indicator for the number
of combinatorial cycles to be used to simulate long polymerization
reactions.

4.2. Analysis of critical parameters expected to affect polymer size and
structure in open combinatorial systems

The domain of applications of linear assembly of DNA tiles mainly
concerns gene and combinatorial library synthesis. However, such
systems are generally too diverse and complex to be able to easily
define the general rules governing the modulation of the large num-
ber of individual rate constants required for simulation. In order to
analyze these factors, we focused on simpler models 2 and 3, which
involve a limited number of types of primary hybridization events. We
first attempted to identify critical parameters in such a system and
particularly questioned the potential role of the formation of cyclic
species and of the length dependence of hybridization rates.

Model 2 was first considered using an equimolar mixture (1 uM)
of 4 polymerizing tiles and identical rate constants (4 pM~! min~1)
for all primary hybridization reactions. In this model, only species
with an even number of units can cyclize. Fig. 5A illustrates that
such event is expected to significantly affect the distribution of non
cyclic-species. The effect critically depends on the J-factor function,
which defines the concentration at which intra-molecular and inter-
molecular hybridizations between cohesive extremities exhibit the
same rates. In the presented simulation, J-factor values (sub-table PT2
in supplementary data) were chosen based on the reported length-
dependence of ligation rates for ds-DNA models [22-26] but might
need some adaptation in the case of block copolymers including ss-
nicks [22,27-29]. A second critical parameter is the modulation of
hybridization rates by the length of species (Fig. 5B). In model 2,
hybridizing segments of constant lengths are associated with ds-DNA
parts of variable lengths. When a dependence of hybridization rate
proportional to the inverse of power 0.6 of species length [15] was
introduced in the simulation, the figure was markedly changed,
indicating that this parameter has to be taken into account. The effect
of additional factors, like relative tile concentrations, is illustrated on
Supplemental Fig. S3. Slight unbalance of the molar ratio between tiles
marginally affected profiles for short polymerization times but caused
oscillations as a function of length for longer times.
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Fig. 5. Effect of the formation of cyclic species and of length dependence of rate
constant on species distribution. A, Model 2 (Fig. 2) was simulated without
considering formation of cyclic species (grey line) or taking them into account (black
lines). The concentrations of polymers encompassing the same number of linking tiles
were plotted versus size for a polymerization time of 15 min. B, simulations of the
influence of the length dependence of the hybridization rate constants in Model 2. A
modulation as the inverse of the power 0.58 of length was used (dotted lines) or not
(solid lines). All model parameters are given in Table S3.
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Determination of hybridization rate constants by rapid mixing experiments.

Seq. 1 Seq. 2 Hybridization Orientation® Hypochromic factor (%) Rate constant (LM~ min~")
AA’ ab’ Ala 5'-5’' 7.7 44
AA’ am Ala 5'-5’ 6.7 4.5
AA ba’ A 3r-3/ 6.4 7.0
AA Ma’ Aja 3r-3/ 9.7 42
BB’ ba’ B/b 5'-5’' 6.8 43
BB’ bm B/b 5'-5’ 7.0 6.4
BB’ ab’ B'/b’ 3r-3/ 5.6 4.1
BB’ Mb’ B'/b’ 3r-3/ 5.5 2.8
AA’ +Dba’ BB’ +ab’ A/aand B/b Both 10.9 6.0
AA’ + BB’ +ba’ +ab’ Buffer” All Both 17.9 3.9

Hybridization rates were determined at 24 °C in PBS buffer pH 7.4. The rates were deduced from hypochromic change at 260 nm upon hybridization of DNA in triplicate stopped-flow

experiments. Relative errors on rate constant calculations are estimated to be about of 15%. Absolute error on hypochromic factor was estimated to be less than 0.5%.

¢ Extremities of tiles that interact.

" The four DNA-tiles in alkaline buffer were mixed with a neutralizing buffer (see Materials and methods).

4.3. Evaluation of model parameters based on experimental data

The observed second order rate constants for tile hybridization
ranged from 2.8 to 7.0 uM ™' min~" depending on sequences (Table 2)
consistently with described values for fully complementary ss-DNAs
of 20-25 bases [30,31]. Interestingly, rates for hybridizations in-
volving the same ss-segments but different non-hybridizing exten-

E2

E1

Differential OD X
s
&

0 200 400 600

[=]
(o]
S
E
c
5
£
[=]
0 200 400 600
[=]
(o]
S
R
c
5
£
[=]
-0.06
0 200 400 600
Time (s)

Fig. 6. Hypochromic effects resulting from hybridization were monitored during
rapid-mixing experiments and simulated. A, experimental traces for hybridization of
four ss-tiles (model 2, trace E1) and of hybrid tiles (model 3, trace E2). B, simulations of
E1 trace from panel A using model 2 (SP5 parameters with hf=17.1 %, curve M1) and
SP6 parameters with hf=18.2 %, (curve M2). C, simulations of E2 trace from panel A
using model 3 (SP7 parameters with hf=11.4 %, curve M1) and SP8 parameters with
hf=10.4 % (curve M2). Factor hf (hypochromic factor) represents the ratio between the
absorbance change at hybridization complexion and the initial absorbance. All
simulation parameters are given in Table S3.

sions differ by up to 70%. Table 2 also illustrates that the presence of
ds-flanking regions increases by ~1.58-fold the hybridization rates as
compared to ss-flanking regions. Concerning associated hypochromic
factors (hf), their values depend on the length of continuous ds-
segments. Hybridization of two ss-tiles on half of their length gave rise
to an hf ranging from 5.5% to 9.7% of the ss-DNA absorbance, well-
comparing with a theoretical value [32] of ~9%. For the formation of
fully ds-structures from pre-formed tile duplexes or from ss-tiles, hf
values of 11% and 18% were observed, well-comparing with theo-
retical values of 9% and 18%, respectively.

Two experiments were performed to test for a potential influence
on hybridization rates of the presence of ds-regions flanking the ss-
sequence. The first involved the initiation by a large pH shift of the
polymerization of four ss-tiles (model 2) whereas the second results
from the mixing of two types of preformed tile duplexes (model 3).
Long copolymers constitute the end-products in the two cases.
Reactions were monitored using the hybridization related hypochro-
mic effect (hf), which was found, as expected, ~2-fold smaller with
model 3 than with model 2 (Fig. 6A, curves E2 and E1). Hypochromic
effects (17.1%-18.2% and 10.4%-11.4 %) deduced from simulations
well-compared with experimental values of 17.9% and 10.9%.

Good simulations of model 2 experiments can be achieved (Fig. 6B),
whatever a modulation of hybridization rate constants by the structure
(ds versus ss) of flanking regions is taken or not into account. This
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Fig. 7. Deconvolution of agarose gel profile of polymers. A, products resulting from
hybridization of four polymerizing tiles and four terminating tiles (Model 2) were
loaded on agarose gel and stained. Lane 1, MW markers. Lanes 2 and 3, polymers
extended for 30 s and 16 min. B, lane 2 was scanned and the trace deconvoluted (grey &
black traces). C, same for lane 3. D, comparison of deconvoluted and reconstructed
experimental profiles for 30 s and 16 min polymerization times (grey & black lines)
using improved peak shapes typical of the migration of ds-DNA.
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is expected for a model where the first step involves hybridizations
only between ss-tiles. In contrast, simulation of model 3, which in-
volves only hybridizations between tile duplexes, clearly illustrated
that rate constants have to be adjusted to take into account the
presence of ds-flanking regions (Fig. 6C). In all simulations, an inverse
power law (exponent, —0.58) for the dependence of rate constants
on the length of reacting species was used. Failure to incorporate this
modulation did not allow good fitting (data not shown). The J-factor
function [23] used in simulation marginally affected fitting since
experimental concentrations were chosen one order of magnitude
higher than larger J-factors.

4.4. Experimental validation of the simulated distribution of species

Size distribution of polymers was analyzed using a variant of
model 2 in which 4 terminating tiles were used to quench assembly
process. Agarose and polyacrylamide gel electrophoresis were used to
monitor polymer size distribution. However, the migration behavior
of block-segmented DNA was found “blurred” compared with regular
ds-DNA, as previously observed [27,33]. In addition, band overlaps
between polymers of similar lengths contribute to the generation of
an electrophoretic pattern constituted of diffuse bands imprinted on a
continuum of signal. To solve these difficulties, a reconstruction ap-
proach was developed to compare experimental and simulated data.
This was performed through modeling (shapes and retention times) of
the analytical system response using a set of ds-DNA references. The
model was used for deconvolution of experimental data (positive least
square regression) and reconstruction of experimental and simulated
data using the same virtual gel resolution. Polymers extension was
performed for variable durations (0.5 to 16 min) before quenching
by addition of an excess of terminating tiles. Species encompassing
up to 10 tiles (426 bases) per strand can be reasonably quantified

>

30s

Fluorescence signal

16 min 198

Fluorescence signal

Size distribution (equiv. bp)

Fig. 8. Simulations of gel profiles of polymers. Curves from Fig. 7D are compared with
corresponding simulated gel profiles. A, curve 1, processed experimental trace (30 s);
curves 2 and 3, simulations using model 2 without or with the context modulation of
rate constants, respectively B, curve 1, processed experimental trace (16 min); curves 2
and 3, simulations using model 2 without and with strand invasion mechanism,
respectively. Parameters are described in Table S3.

(Fig. 7). For comparison, synthetic gel profiles were reconstructed
from simulations including the quenching step. Considering short
polymerization times (for example, 0.5 min; Fig. 8A), simulation
(curve 2) without taking into account the modulation of hybridization
rates by flanking regions diverged from experimental results (curve 1).
In contrast, when this modulation was taken into account (curve 3),
accurate fit was achieved. However, for longer polymerization times
(larger than 2 or 3 min), experimental course significantly diverged
from model prediction (Fig. 8B, curve 2). Unexpected experimental
limitation of polymers elongation was observed on gels with very little
further profile evolution even after 24 h of incubation. It is unclear
whether the observation results from disruption of large segmented
structures in electrophoresis conditions or from topological enlace-
ment of extending species. However, this last hypothesis could be
supported by AFM imaging, which evidenced the formation of mesh-
like structures when polymerization time is increased (Supplemental
Fig. S4). This phenomenon could be empirically introduced into the
simulations by decreasing all hybridization rates proportionally to
the accumulation of large polymers, thus allowing recovering realistic
profiles (Fig. 8B, curve 3).

5. Discussion and conclusion

Global modeling of combinatorial assembly of DNA tiles into
defined or unlimited polymers was developed. The time course
distribution of copolymers was simulated in both finite and open
combinatorial systems pointing out main critical parameters. Tile-
based assembly of synthetic genes or combinatorial libraries is a
widely used approach in biotechnology. The development of pre-
dictive models is particularly important to optimize experimental
conditions for the design of combinatorial libraries used in directed
evolution approaches. In the case of formation of unlimited polymers,
the model is able to address the problem of the combinatorial ex-
pansion of species population, opening routes to experimental vali-
dations of parameters. A key point of the computational approach is
to use an iterative combinatorial algorithm to generate only species
which can accumulate in significant amounts in given experimental
conditions, thus leading to manageable differential equation sets. The
infinite number of non-considered species is pooled in a sandbox,
whose content can be examined to secure the truncated models for
given experimental conditions. The number of combinatorial cycles
used for model generation can be adjusted accordingly. The algorithm
can indifferently simulate irreversible or reversible hybridizations.
In the later case, reverse (dissociation) reaction rates are evaluated
from given association rates, length and environment dependence
laws, and predicted thermodynamic parameters calculated with the
classical closest neighbor approach [34,35]. However, the experimen-
tal system developed in this report only involves hybridization in
nearly irreversible conditions. We checked that, in our experimental
conditions, this situation is prevalent up to 50-52 °C.

A critical point is to find ways allowing evaluation from a limited
number of experimental data of the large range of rate constants
involved in simulations. This makes the process particularly complex
in the case of gene or library synthesis, which involves a large number
of different tiles. Even if recent microfluidic optical technologies
could open the way to automate high-throughput measurement of
primary hybridization rates [36-39], we focused on a simpler model
of copolymer involving a limited set of tiles. The developed algorithm
includes suitable routines to automatically classify and identify for
each reaction relevant hybridization contexts. These hybridization
contexts are used to evaluate model parameters as a function of
accessible experimental rates and of generic rules taking into account
the size of hybridizing species and the structure of the regions
flanking the hybridizing sequences. The study particularly unveiled
that the presence of flanking ds-sequence significantly increases the
rate of hybridization of attached ss-regions. The dependence of the
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hybridization rates on the length of interacting species was as well
investigated and unveiled an invert dependence on the square root
of the overall length for hybridizing segment of constant lengths.
Although such law was never previously reported for segmented
structures, it appears consistent with theoretical considerations
[12,19]. This contrasts with a length dependence for the hybridization
rates of two fully ss-DNAs, which is roughly proportional to the square
root of the length [12,14]. The inverse square root law is similar to the
reported law for the variation with length of DNA species diffusion
coefficients. More precisely, ds-DNA longer than a few thousand base
pair have been shown to form self-avoiding random coils with a
diffusion coefficient D~L~ %€, but shorter ds-DNA are not long enough
to form non-draining coils. Ds-DNA down to 370 bp have been shown
to follow D~L™%7 [15]. Shorter ds-DNA would increasingly approach
the “rigid rod” limit, ultimately probably having D~log(L/d)/L, where
the d is the diameter of the rod. In contrast, ss-DNA would probably be
expected to act as a freely-jointed chain forming a random coil with
D~L70.6‘

Quantitative comparison of the time dependence of the experi-
mental distribution of polymers size with simulations was performed
using a reconstruction approach. The procedure involves the renor-
malization of gel electrophoresis figures by deconvolution in parallel
with the reconstruction of realistic synthetic gel profiles from the
complex outputs of simulation. This offers a unique way to compare
complex experimental and simulated distribution of species, thus
facilitating parameter validations. Accurate simulations of species
profiles were obtained for short polymerization times allowing
algorithm and parameter validation. The divergence between exper-
imental and predicted length distributions for long polymerization
times highlighted an unexpected behavior of the experimental sys-
tem or potential artifact when analyses of large segmented structures
were performed using gel (agarose or acrylamide) electrophoresis.
AFM imaging revealed the formation of unpredicted mesh-like
structures which are not taken into consideration into the modeling
of linear assemblies. While observation could result from mechanism
like strand invasion phenomenon [40-43], alternate hypothesis of
enlacement mechanism can be considered as well. Interestingly
enough, simulations evidenced that the distribution of linear species
observed for long polymerization times are identical to the ones
predicted in the model for shorter times. The phenomenon is thus
formally equivalent to a global and parallel decrease of all hybridiza-
tion rates.

In conclusion, the presented approach demonstrated that it is
possible to quantitatively simulate tile-based assemblies leading to
the formation of unlimited DNA block copolymers and by extension
to defined end-products. This is particularly the case for combina-
torial assembly of alternate tiles to generate synthetic diversity, a
critical point in a tight control of the proportion of the generated
alternate sequences. Modeling based on the presented algorithm
would clearly open a route for optimized design taking into account
specific hybridization properties of alternate tiles. The approach is
generic enough to be transposed to the synthesis in reversible
conditions.

Acknowledgements

We thank Dr. Gilles Truan for careful proofreading of the paper and
for fruitful discussions. This work was supported by grant ANR-05-
NANO-021-04 from the Agence Nationale de la Recherche, France.
Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at
doi:10.1016/j.bbagen.2011.03.002.

References

[1] AS.Xiong, R.H. Peng, J. Zhuang, F. Gao, Y. Li, ZM. Cheng, Q.H. Yao, Chemical gene
synthesis: strategies, softwares, error corrections, and applications, FEMS Micro-
biol. Rev. 32 (2008) 522-540.

[2] J.R. TerMaat, E. Pienaar, S.E. Whitney, T.G. Mamedov, A. Subramanian, Gene

synthesis by integrated polymerase chain assembly and PCR amplification using a

high-speed thermocycler, ]. Microbiol. Methods 79 (2009) 295-300.

C. Neylon, Chemical and biochemical strategies for the randomization of protein

encoding DNA sequences: library construction methods for directed evolution,

Nucleic Acids Res. 32 (2004) 1448-1459.

M. Czar, ].C. Anderson, ].S. Bader, J. Peccoud, Gene synthesis demystified, Trends

Biotechnol. 27 (2009) 63-72.

A.S. Xiong, RH. Peng, J. Zhuang, ].G. Liu, F. Gao, ].M. Chen, Z.M. Cheng, Q.H. Yao,

Non-polymerase-cycling-assembly-based chemical gene synthesis: strategies,

methods, and progress, Biotechnol. Adv. 26 (2008) 121-134.

V. Stein, F. Hollfelder, An efficient method to assemble linear DNA templates for in

vitro screening and selection systems, Nucleic Acids Res. 37 (2009) e122.

D. Liu, H. Jiang, K. Chen, R. Ji, A new approach to design virtual combinatorial

library with genetic algorithm based on 3D grid property, J. Chem. Inf. Comput.

Sci. 38 (1998) 233-242.

AY. Koyfman, S.N. Magonov, N.O. Reich, Self-assembly of DNA arrays into multilayer

stacks, Langmuir 25 (2009) 1091-1096.

S.H. Park, C. Pistol, S.J. Ahn, ].H. Reif, A.R. Lebeck, C. Dwyer, T.H. LaBean, Finite-size,

fully addressable DNA tile lattices formed by hierarchical assembly procedures,

Angew. Chem. Int. Ed Engl. 45 (2006) 735-739.

[10] W. Boireau, A.C. Duncan, D. Pompon, Bioengineering and characterization of
DNA-protein assemblies floating on supported membranes, Methods Mol. Biol.
300 (2005) 349-368.

[11] D. Pompon, A. Laisne, PDNA as building blocks for membrane-guided self-
assemblies, Biochem. Soc. Trans. 35 (2007) 495-497.

[12] RM. Robertson, S. Laib, D.E. Smith, Diffusion of isolated DNA molecules: dependence
on length and topology, Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 103 (2006) 7310-7314.

[13] D.E. Smith, T.T. Perkins, S. Chu, Dynamical scaling of DNA diffusion coefficients,
Macromolecules 29 (1996) 1372-1373.

[14] J.G. Wetmur, N. Davidson, Kinetics of renaturation of DNA, J. Mol. Biol. 31 (1968)
349-370.

[15] S.S. Sorlie, R. Pecora, A dynamic light scattering study of four DNA restriction
fragments, Macromolecules 23 (1990) 487-497.

[16] K. Fujibayashi, D. Zhang, E. Winfree, S. Murata, Error suppression mechanisms for
DNA tile self-assembly and their simulation, Natural Computing: an International
Journal 8 (2009) 589-612.

[17] P.W. Rothemund, N. Papadakis, E. Winfree, Algorithmic self-assembly of DNA
Sierpinski triangles, PLoS Biol. 2 (2004) e424.

[18] M. Muksitul Haque, A. Kalyanaraman, A. Dhingra, N. Abu-Lail, K. Graybeal, DNAjig:
a new approach for building DNA nanostructures, IEEE International Conference
on Bioinformatics and Biomedicine (2009) 379-383.

[19] J.L. Sikorav, H. Orland, A. Braslau, Mechanism of thermal renaturation and
hybridization of nucleic acids: Kramers' process and universality in Watson-Crick
base pairing, J. Phys. Chem. B 113 (2009) 3715-3725.

[20] ]J.G. Wetmur, Excluded volume effects on the rate of renaturation of DNA, Biopolymers
10 (1971) 601-613.

[21] ]J.G. Wetmur, Hybridization and renaturation kinetics of nucleic acids, Annu. Rev.
Biophys. Bioeng. 5 (1976) 337-361.

[22] Q. Du, M. Vologodskaia, H. Kuhn, M. Frank-Kamenetskii, A. Vologodskii, Gapped
DNA and cyclization of short DNA fragments, Biophys. ]. 88 (2005) 4137-4145.

[23] J.A. Schellman, S.C. Harvey, Static contributions to the persistence length of
DNA and dynamic contributions to DNA curvature, Biophys. Chem. 55 (1995)
95-114.

[24] Y. Zhang, D.M. Crothers, High-throughput approach for detection of DNA bending
and flexibility based on cyclization, Proc. Natl Acad. Sci. US.A. 100 (2003)
3161-3166.

[25] Y. Zhang, D.M. Crothers, Statistical mechanics of sequence-dependent circular
DNA and its application for DNA cyclization, Biophys. J. 84 (2003) 136-153.

[26] Y. Zhang, A.E. McEwen, D.M. Crothers, S.D. Levene, Statistical-mechanical theory
of DNA looping, Biophys. J. 90 (2006) 1903-1912.

[27] P. Furrer, J. Bednar, A.Z. Stasiak, V. Katritch, D. Michoud, A. Stasiak, ]J. Dubochet,
Opposite effect of counterions on the persistence length of nicked and non-nicked
DNA, ]. Mol. Biol. 266 (1997) 711-721.

[28] B.Tinland, A. Pluen, J. Sturm, G. Weill, Persistence length of single-stranded DNA,
Macromolecules 30 (1997) 5763-5765.

[29] M. Vologodskaia, A. Vologodskii, Contribution of the intrinsic curvature to measured
DNA persistence length, J. Mol. Biol. 317 (2002) 205-213.

[30] Y. Gao, LK. Wolf, R.M. Georgiadis, Secondary structure effects on DNA
hybridization kinetics: a solution versus surface comparison, Nucleic Acids Res.
34 (2006) 3370-3377.

[31] M.M. Sekar, W. Bloch, P.M. St John, Comparative study of sequence-dependent
hybridization kinetics in solution and on microspheres, Nucleic Acids Res. 33
(2005) 366-375.

[32] A.V. Tataurov, Y. You, R. Owczarzy, Predicting ultraviolet spectrum of single
stranded and double stranded deoxyribonucleic acids, Biophys. Chem. 133 (2008)
66-70.

[33] C. Gaillard, LS. Shlyakhtenko, Y.L. Lyubchenko, F. Strauss, Structural analysis of
hemicatenated DNA loops, BMC Struct. Biol. 2 (2002) 7.

[34] J. SantaLucia Jr., A unified view of polymer, dumbbell, and oligonucleotide DNA
nearest-neighbor thermodynamics, Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 95 (1998) 1460-1465.

[3

[4

5

[6

(7

[8

[9


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbagen.2011.03.002

A. Laisne et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1810 (2011) 603-611 611

[35] J.G. Wetmur, DNA probes: applications of the principles of nucleic acid
hybridization, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 26 (1991) 227-259.

[36] A. Hine, X. Chen, M. Hughes, K. Zhou, E. Davies, K. Sugden, 1. Bennion, L. Zhang,
Optical fibre-based detection of DNA hybridization, Biochem. Soc. Trans. 37
(2009) 445-449.

[37] G.Jiang, R. Chen, H. Yan, Q. Ouyang, A new method of preparing fiber-optic DNA
biosensor and its array for gene detection, Sci. China C Life Sci. 44 (2001) 33-39.

[38] D. Walt, Fibre optic microarrays, Chem. Soc. Rev. 39 (2010) 38-50.

[39] D.R. Walt, Fiber optic array biosensors, Biotechniques 41 (2006) 529-535.

[40]

[41]
[42]

[43]

S.W. Choi, A. Kano, A. Maruyama, Activation of DNA strand exchange by cationic
comb-type copolymers: effect of cationic moieties of the copolymers, Nucleic
Acids Res. 36 (2008) 342-351.

K. Frykholm, B. Norden, F. Westerlund, Mechanism of DNA strand exchange at liposome
surfaces investigated using mismatched DNA, Langmuir 25 (2009) 1606-1611.

K. Tajima, WJ. Kim, T. Akaike, A. Maruyama, Acceleration of DNA strand exchange
reaction by cationic polymers, Nucleic Acids Res. Suppl. (2002) 265-266.

D. Lubrich, SJ. Green, AJ. Turberfield, Kinetically controlled self-assembly of DNA
oligomers, J. Am. Chem. Soc. 131 (2009) 2422-2423.






Appendix A for:

Design and validation of a global combinatorial model for 1D-
assembly of DNA-tiles

Aude Laisne?, Eric Lesniewska®, and Denis Pompon®*

Centre de Génétique Moléculaire. CNRS. Avenue de la Terrasse, F91190 Gif-sur-Yvette,
France, “Institut Carnot Bourgogne UMR CNRS 5209, Université de Bourgogne, F-21078
Dijon, France.

Corresponding Author:
Denis POMPON. pompon@cgm.cnrs-qif.fr Phone: +33169823680; fax: +33169823682



mailto:pompon@cgm.cnrs-gif.fr�

Supplemental protocol 1: DNA-tile purification.

Superior quality oligonucleotides obtained from Eurogentec were further purified by ion-
pairing reverse phase chromatography to achieve purity better than 95 %. Oligonucleotides
(0.1 and 5 nmoles for analytical and preparative run respectively) were loaded onto a C18
reversed-phase column (4.6 x 100 mm 3.5 um Waters XTerra MS C18 column) equilibrated
with 0.1 M triethylamonium acetate pH 7.4 in water. Elution was performed at 1 ml/min using
a linear gradient between the aqueous buffer and acetonitrile (0 to 21.4 % by vol. in 10 min).
For preparative runs, collected peaks were evaporated under vacuum without heating
(concentrator 5301, Eppendorf). Purified oligonucleotides were suspended in milliQ water
and stored frozen (-20°C) until use. Residual salts were removed when required by gel
filtration on Sephadex G25 (Pharmacia) before use. All oligonucleotides used in constructions

exhibited a single symmetrical peak in analytical runs.

Supplemental protocol 2: AFM microscopy.

AA’-, BB’-, ba’- and ab’-tiles (1 uM each) were polymerized at 24°C for 24 h in the presence
of the four terminating tiles at a concentration of 0.2 uM. Samples were dialyzed against
water using dialysis unit before deposition on MgCl, pretreated mica. Imaging was performed
in agueous media in contact or oscillating contact mode using oxide sharpened silicon probes
exhibiting spring constants between 0.01 and 0.06 N/m. The atomic force microscope used

was a Nanoscope |1l (Veeco, Santa Barbara, CA) with low noise performance.



Table S1: Description of parameters for simulations.

Abbreviation | Type/ Unit
LDHRC Flag Set when the length dependence of hybridization rate constants was

used °.

RL base Reference length for which LDHRC correction is equal to 1.

JF Option Type of J-factor table. Options: None (no cyclization); Standard (see
table PT2); Custom defined.

USlI Flag Flag for the presence of non-linear species °.

SIC UM Critical concentration for the formation of non-linear species ®.

? For each reacting species, an equivalent length was first calculated by adding the length of
the ds-part and the length of the ss-part multiplied by the SSEH factor. Length corrected rate
constant was calculated as

KK,

2

R

Ka

RL RI RL RI
with Ka: Ka X L and Kb:Ka X

0.58 0.58

a Lb

" is the hybridization rate constant for complementary ss-DNA of equivalent length R,

having the same sequences than the hybridizing parts of reacting species. | jand | , are the

equivalent lengths of reacting species.

> Correction of simulation for the formation of non-linear structures was performed by
substituting real concentrations of species in differential equations by the *“free”
concentrations calculated as follows: first total concentration c; of all species with equivalent
ds-lengths equal or larger to 78 bp was calculated. Free concentration of each species was

calculated as Cfree= Creal / (1+Ci/ SIC).

Table S2: Description of parameters for visualization of synthetic gels.

Abbreviation | Type/ Unit

SSEH Ratio Ratio between the equivalent and real lengths of ss-DNA.

DSEQ Flag When set, sizes of polymers are calculated using the DSDS ratio.

DSSS Ratio Ratio between the lengths of ds- and ss-DNA featuring the same
electrophoretic mobility.

DSDS Ratio Ratio between the lengths of a ds-DNA and of a block copolymer
featuring the same electrophoretic mobility.

DSCS Ratio Ratio between the electrophoretic mobilities of linear and circular ds-
DNAs.

SSCOL Ratio Ratio between the fluorescence signals of ethidium bromide stained ds-
and ss-DNA of equal lengths.




Table S3: parameter sets for simulation.

Figure | Curve | Model | Tile number Simulation Visualization
or Panel parameters (SP) parameters (VP)
2 P1 1 25 SP1 -
2 P2 2 8 SP2 -
4 A 1 25 SP1 -
4 B 2 4 SP2 -
SF1 A 1 25 SP1 -
SF1 B 1 25 SP 3 -
SF1 C 1 25 SP4 -
SF2 all 2 4 SP 2* -
SF3 all 1 30 SP 12 -
6 A (El1) 2 4 experimental experimental
6 A (E2) 3 2 experimental experimental
6 B (E1) 2 4 experimental experimental
6 B (M1) 2 4 SP5 -
6 B (M2) 2 4 SP 6 -
6 C (E2) 3 2 experimental experimental
6 C (M1) 3 2 SP7 -
6 C (M2) 3 2 SP 8 -
8 A (1) 2 8 experimental experimental
8 A(2) 2 8 SP9 VP
8 A (3) 2 8 SP 10 VP
8 B (1) 2 8 experimental experimental
8 B (2) 2 8 SP9 VP
8 B (3) 2 8 SP 11 VP

SP 2*: SP2 rate constants but see legend of supplemental Figure S2 for tile concentrations
See sub-tables SP, PT1, PT2, PT3 and VP for table references.

Table S3 (continuation): sub-table SP

Concentration | Rate constant | J-Factor | Length dependant | Formation of non-
(UM) (UM min™) table rate modulation linear structures
SP1 1uM (all tiles) | 5 (all const.) no no no
SP2 1uM (all tiles) | 4 (all const.) no no no
SP 3 Note 1 5 (all const.) no no no
SP4 Note 2 5 (all const.) no no no
SP5 0.39 uM (all) PT1,setl PT 2 Yes (RL =19) no
SP6 0.39 uM (all) PT1,set2 PT 2 Yes (RL =19) no
SP7 0.35 uM (all) PT1,setl PT 2 Yes (RL =19) no
SP8 0.35 uM (all) PT 1, set2 PT 2 Yes (RL =19) no
SP9 PT3 PT1,setl PT 2 Yes (RL =19) no




SP 10 PT3 PT1,set2 PT 2 Yes (RL =19) no

SP 11 PT3 PT1,setl PT 2 Yes (RL =19) yes
(SIC=0.18 uM)

SP 12 Note 3 Note 4 no Yes (RL =19) no

Note 1: all tiles 1 uM except forward F5 tile: 1.2 uM

Note 2: Randomized equimolar stoichiometries (1 +/- 0.05 uM) of all tiles F1-F12 and RO-
R12 were used.

Note 3: Randomized equimolar stoichiometries (1 +/- 0.05 uM) of non variant tiles F1-F3, F6,
F8-F12, R0-R12 and variant tiles F4, F4v1, F5, F5v1 (0.5 +/-0.025) and F7, F7v1, F7v2,
F7v3 (0.25 +/- 0.0125) were used.

Note 4: Hybridization rate constants between the non-variant parts of tiles were taken as 4
uM™. min™. This rate was taken as 1 pM™. min™ for hybridization between variant and non-
variant parts of tiles.

Table S3 (continuation): sub-table PT 1

Rate constants Setl Set 2
(M. min™)

A’la’ 7.0 7.0

Ala 4.4 4.4

B’/b’ 4.1 4.1

B/b 4.3 4.3

A’/a’ ds-ds DNA 7.0 11.1
Ala ds-ds DNA 4.4 6.9
B’/b’ ds-ds DNA 4.1 6.5
B/b ds-ds DNA 4.3 6.8

Table S3 (continuation): sub-table PT 2

Size J-factor (nM)
(equivalent db)

<149 0
150 0.05
200 1
250 8
300 20
350 40
400 70
600 80
1000 70

> 2000 60




Standard J-factor values used in simulations were calculated by logarithmic interpolation of
the following table. Equivalent sizes were calculated as the sum of the lengths of the ds-parts
and half of the lengths of ss-parts.

Table S3 (continuation): sub-table PT 3

Concentrations

(LM)
Polymerizing tiles

AA’ 0.96

BB’ 0.92

ab’ 0.95

ba’ 0.85
Terminating tiles

Ma’ 1.54

Mb’ 1.5
am 1.74
bm 1.38

Table S3 (continuation): sub-table VP

Abbreviation of parameter
SSEH 0.5
DSEQ yes
DSSS 0.83
DSDS 1.05
DSCS 1.3

See Table S2 for parameter definition.



Supplemental Figure S1. Simulated time course of the species concentration for model 1
(gene synthesis) using different tile stoichiometry. A, Equimolar stoichiometries (1 uM) of
all tiles were used. Hybridization rate constants between ss-tiles were taken as 5 pM™. min™.
B, Same conditions than in panel A excepted that concentration for the forward tile 5 was
1.2 uM. C, Same conditions than in panel A excepted that concentration of tiles are randomly
distributed between 0.8 and 1.2 uM. The trace for the fully assembled gene sequence is given
in bold. Other parameters are given in the supplementary data.
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Supplemental Figure S2. Simulated time course of the species concentration for model 1
(gene library synthesis). Randomized equimolar stoichiometries (1 +/- 0.05 uM) of non
variant tiles F1-F3, F6, F8-F12, R0-R12 and variant tiles F4, F4v1l, F5, F5v1 (0.5 +/-0.025)
and F7, F7v1, F7v2, F7v3 (0.25 +/- 0.0125) were used. Hybridization rate constants between
the non-variant parts of tiles were taken as 4 pM™. min™. This rate was taken as 1 pM™. min™
for hybridization between variant and non-variant parts of tiles. Parameters are given in Table

S3. The 16 possible variant end-products are shown in bold colored lines.

F7
F7v1
F7v2

F7v3
F4  F5 LIV

Bl BE e F11F12

e e ——————

RO R1 R12

Full x scale: 300 min; full y scale: 0.08 puM.



Supplemental Figure S3. Simulation of the polymerization of tiles in Model 2. Non-
stoichiometric (b, ¢, d curves) and stoichiometric conditions (a and e) are compared. Species
concentrations are shown as a function of polymerization duration and species size. Curves a,
eand b, c, d correspond to a 1:1:1:1 and 1.05:0.95:1:1 molar ratio of tiles, respectively.
Incubation time were 0.5, 4 and 15 min for curves (a, b), c and (d, e), respectively. Simulation

parameters are given in Table S3.
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Supplemental Figure S4. AFM imaging of mesh-like structures formed upon DNA
assembly using model 2. Atomic force microscopy imaging of species resulting from the

copolymerization of four tiles (1 M each) in the presence of terminating tiles (0.2 uM each).

300 x 300 nm



3. Données complémentaires

La question de la caractérisation de la distribution de taille des polyméres dans
I’article a été principalement traitée par des méthodes a base de gels d’électrophorése. Nous
présentons ici les expériences complémentaires de caractérisation sur gel, en cinétique rapide
et en compétition ainsi que les données recueillies par la technique de microscopie de force
atomique. Cette derniere approche de caractérisation au niveau de la molécule unique, apporte
des informations complémentaires sur la structure des polymeres et leur distribution de taille.

3.1. Analyse de I'état de polymérisation par électrophorese

3.1.1 Méthodes

Systeme expérimental : Des collections de polymeres sont formées par I’hybridation
de quatre ADN simple-brin de 39 bases mélangés en conditions steechiométriques (1 puM)
dans du tampon 10 mM phosphate, 125 mM NaCl pH 7,4, a 24 ou a 42 °C. La polymérisation
est contrdlée par I’ajout de concentrations variables d’un mélange équimolaire de quatre
séquences de terminaison capables de bloguer I’élongation des polymeres (Figure 37).

Briques de — Polyméres d’ADN de tailles polydisperses
polymeérisation
~
—_—
+ — |
+ _p_’<_
-« .
Briques de = — = >
terminaison
—m T— = —
L ~ ..
Mo

Figure 37 : Schéma de polymérisation de briques d’ADN simple brin en présence de briques de terminaisons.
Les ADN simple brin sont indiqués par des fleches, les ADN briques de terminaison sont représentées par des fleches
avec bloc. Les parentheses encadrent I’unité de polymeére la plus simple se formant a partir des quatre briques.

Gels : Des gels (agarose et acrylamide) ont éte réalisés pour caractériser la réaction de
polymerisation des briques d’ADN a des temps, des concentrations et tempeératures

différentes.

Les gels d’agarose (Nusieve GTG) a 3 et 3,5% dans un tampon Tris-borate-EDTA 1X
permettent de discriminer des acides nucléiques double-brin de 70 a 300 paires de bases et de
100 & 450 pb respectivement. Un marqueur de taille appelé Low Molecular Weight DNA
Ladder a éte utilisé pour référence. Les gels polyacrylamide 4-12% (Bis-Tris gel, Nupage) ont
également été utilisés, les échantillons d’ADN étant révelés par I’intercalant de bromure
d’éthidium avec les deux marqueurs en réference : LMW et Mark 12 (Invitrogen), ce dernier
étant coloré ultérieurement par le bleu de Coomassie (Figure 38).
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Standard Mark12 Marqueur LMW :

(invitrogen) Low Molecular Weight
kda (England Biolabs)
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Figure 38 : Marqueurs de taille.

A gauche, le marqueur de taille Mark 12 référe est une référence de la taille des protéines en kda. Il est révélé par
coloration au bleu de Coomassie ; A droite, le marqueur LMW est une référence de taille des ADN double brin, révélé
en bromure d’éthidium.

Ligation des échantillons : Une ligation enzymatique a été réalisée sur des aliquotes
(1 pl) de chaque échantillon polymérisé incubé en présence de T4 DNA ligase dans le tampon
de ligase selon les indications du fournisseur. Un protocole de ligation chimique utilisant le
bromure de cyanogéne dans du tampon MES (Tris, 2-morpholinoethane sulfonate) 250 mM
supplémenté avec 20 mM de MgCl, a également été employé [381].

Amplification des échantillons par réaction en chaine a la polymérase (PCR) : Les
échantillons ligués dilués 100 fois ont été amplifiés par PCR a I’aide des amorces M13R et
M13F semi-complémentaires des briques de terminaison M13R-b’, M13R-a’, a-m13f et b-
m13f des polymeres, dans un volume de réaction de 50 pl en utilisant la Tag DNA
polymerase. 30 cycles ont été realises, comprenant I’étape de dénaturation a 94 °C pendant 30
secondes, I’étape de température d’hybridation a 55 °C pendant 30 secondes et I’étape
d’extension a 72 °C pendant 1 minute. Un cycle final d’extension a 72 ° C pendant 7 minutes
permet de terminer les chaines en cours d’élongation.

Méthode de caractérisation indirecte par détection chimio-luminescente sur les
échantillons amplifiés par PCR : Les échantillons ligués ont été amplifiés de maniére
linéaire en utilisant 5 cycles de PCR (94°C pendant 30s, 55°C pendant 2 min et 72°C pendant
5 min) avec 0.5 U d’enzyme en présence d’une seule amorce biotynilée (utilisation d’une
méthode de détection par chimioluminescence, kit Bright-Start BioDetect, Ambion). Du
mélange de polymeéres correspondant a 10-100 fmoles de briques a été utilisé comme matrice
pour I’amplification avec un rapport molaire entre la matrice et I’amorce de 200. Les produits
amplifiés ont été mis a sec puis dissous dans une solution formamide : eau (98 :2 vol/vol)
contenant 10 mM d’EDTA avec comme marqueur du Xylene cyanol. Les échantillons ont été
chargés sur des gels de séparation denaturants en polyacrylamide 4% contenant une
concentration élevée d’urée (7M) qui permet de résoudre sur gel d’acrylamide de courts (<
500 bases) fragments d’ADN simple brin. L’électrophorése a été réalisée pendant 1 heure a
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une puissance constante de 10W. Les échantillons sont ensuite électro-transférés sur une
membrane de nylon chargee positivement, laquelle subit différentes étapes de lavage avant
incubation avec une streptavidine alcaline phosphatase. Celle-ci conjuguée a I’oligonucléotide
biotynilé des échantillons sera révélée par un réactif chimio-luminescent (CDP-star) qui
permet une détection rapide et sensible de molécules en produisant de la lumiere visible.
L’emission de lumiére a éte enregistrée en utilisant un systéme d’imagerie avec une caméra
CCD refroidie (LAS-3000 imager).

Simulation : Le logiciel présenté dans I’article a éte utilisé afin de simuler diverses
conditions de polymérisation. Il a permis, entre autres, d’analyser I’influence de I’ajout de
briques de terminaison lors de I’hybridation des briques de construction. Les profils de
distribution de taille des polymeéres attendus générés apparaissent sous forme de scans
directement comparables avec les données expérimentales.

3.1.1 Résultats des analyses sur gel

Les résultats d’analyse sur gels des cinétiques d’assemblage des briques d’ADN sont
cohérents avec les simulations pour des temps courts de polymérisation, mais s’en écartent
pour des temps d’incubation plus élevés (au-dela d’une minute). Les données sur gels restent
également en adéquation avec les données de cinétique rapide pour les faibles degrés de
polymérisation. Lorsque de longs polyméres d’ADN segmentés sont attendus, on assiste au
contraire a une divergence a la fois entre donnés expérimentales (gel et cinétique rapide) et
entre donneés expéerimentales (gels) et simulations. Parallelement, la microscopie de force
atomique met en évidence la formation de supra-structures non linéaires qui ne sont pas prises
en compte par la modélisation. Les questions qui se posent alors sont, d’une part de
comprendre quels mécanismes sont impliqués dans la formation de structures non linéaires,
d’autre part d’évaluer les domaines de pertinences des différentes méthodes expérimentales
mises en ceuvre.

Limites des techniques d’analyse sur gel des profils de polymeéres.

- Lors des analyses, les profils sur gel d’agarose apparaissent flous, avec quelques
bandes discrétes qui se discernent au sein d’un continuum diffus. On peut exclure un
probleme de qualité des gels puisque les marqueurs de taille, ou des produits de PCR ayant
des distributions de taille similaires aux polymeéres, présentent des bandes bien nettes et peu
ou pas de continuum. Le caractére diffus des gels est donc intrinséque aux especes déposées
qui apparaissent comme disperses au niveau de leurs propriétés de migration alors que leurs
tailles sont obligatoirement des multiples de la taille des briques de base. Ceci est vrai aussi
bien pour les gels d’agarose que pour les gels acrylamide (Figure 39A et B) et suggére de
fortes interactions entre especes, ou entre especes et gel, lors de la migration. En effet, les
polymeres engendrés a partir des briques d’ADN sont des polymeres segmentés toutes les 19-
20 bases, dont les extrémités simple brin libres sont capables d’interagir. Ceci est vrai, y
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compris en présence des briques de terminaison, qui présentent elles-mémes une extension
simple brin libre, non complémentaire du groupe de briques de polymérisation.

- Nous n’avons pas observé sur les gels de formes trés lourdes alors que I’on s’attendrait
(simple logique et simulations) a des polymeéres de trés grande taille pour des temps longs
d’incubation. A I’inverse, du matériel de relativement grande taille est observé méme en
présence de terminateurs (ligne 4 des gels A et B) qui auraient da limiter la polymérisation a
guelques bandes n’excédant pas 300 paires de bases. Les simulations réalisées en présence de
quantités croissantes de briques de terminaison présentent une distribution de taille plus
étroite, constituée majoritairement de polymeres courts, a mesure que la concentration des
terminateurs est élevée (Figure 40).

A B
1 2M3 45 6 M

PR— A H
: .1. |
— i E
= ' =
- r B
— -

LA

=
<
[N
N
w
o
3
<

Figure 39 : Caractérisation des polyméres d’ADN par électrophorese.

A et B, comparaison sur gel d’agarose nusieve 3,5 % TBE 0.5X (A) et gel acrylamide 4-12% Bis-Tris (B) des mémes
échantillons d’ADN polymeérisés a partir des quatre briques de construction en absence ou en présence de briques de
terminaison. 1, produits d’hybridation sans briques de terminaison. 2, produits d’hybridation avec 1/10°™ de chaque
brique de terminaison. 3 produits d’hybridation avec 1/3 de chaque brique de terminaison. 4, produits d’hybridation
avec 1/2 de chaque brique de terminaison. C, caractérisation sur gel d’agarose de briques d’ADN polymérisées en
présence de 1/5 (lignes 1, 2), 1/3 (lignes 3, 4) et % (lignes 5, 6) de briques de terminaison. Chaque 1°" ligne correspond
a I’échantillon ayant subi une étape de ligation (lignes 1, 3, 5) et chaque 2°™ ligne correspond a I’échantillon non ligué
(lignes 2, 4, 6). Un facteur de dilution d’environ 4 est présent entre les échantillons ligués et non ligués. D,
comparaison sur gel d’agarose 3,5 % de I’assemblage des quatre briques de construction d’ADN polymérisées a 24 et
42 °C. Les lignes 1 et 3 correspondent aux échantillons ligués a 24 et 42 °C, respectivement ; les lignes 2 et 4
correspondent aux échantillons non ligués a 24 et 42 °C, respectivement.

Simulation de la migration sur gel d’agarose des produits de polymérisation des quatre
briques d’ADN en présence d’une concentration croissante des briques de terminaison.

Afin de comparer les résultats obtenus sur gels avec les résultats théoriques attendus,
nous avons simulé la polymérisation des briques d’ADN dans des conditions identiques aux
conditions expérimentales. Le logiciel développé au laboratoire permet de reconstituer les
données simulées sous forme de profil d’intensité de fluorescence tels que présenté en Figure
40. Ceci est rendu possible par la modélisation du profil de migration des ADN simple et
double brin, a partir de la migration de marqueurs connus, sur les gels. Ainsi, le logiciel
génere des figures d’électrophorese virtuelles réalistes pouvant étre comparées aux profils
expérimentaux. Cette comparaison permet de mettre facilement en évidence les divergences.
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Figure 40 : Simulations de la migration sur gel d’agarose de la copolymérisation des quatre briques d’ADN en
présence d’une concentration variable du mélange de terminateurs.

La concentration des briques de construction équivalente a 0.96-0.92-0.85-0.95 uM a été choisie en adéquation avec les
valeurs expérimentales. La concentration des briques de terminaison va croissante avec a, 0.2 uM, b, 0.3 uM et ¢, 0.5
MM chaque terminateur. Les simulations prennent en compte la diffusion des molécules en fonction de leur longueur.

Interférence potentielle des cassures et des segments simple brin avec la migration sur
les gels

H. Kuhn et al. ont montré que la mobilité de polyméres d’ADN présentant des
cassures dans le squelette tous les 23 paires de bases était réduite, empéchant une
comparaison directe avec les marqueurs de poids moléculaire [382]. Dans notre cas, les
calibrations n’ont pas montré d’écart significatif. Toutefois, les copolyméres d’ADN,
segmentés environ tous les 6 nanomeétres, présentent vraisemblablement une longueur de
persistance intermédiaire entre celle des ADN simple brin de quelques nm et celle des ADN
double brin d’environ 50 nm [325, 334, 337]. Ceci peut étre a I’origine de conformations
multiples et de problémes topologiques (emmélement entre structures ou dans les mailles du

gel).

Pour tenter de résoudre cette question, une étape de ligation a été introduite sur une
partie des échantillons apres leur polymérisation. Les résultats obtenus aprées ligation
enzymatique n’ont pas été concluants, car des profils similaires ont été observés pour les
assemblages ligués et non ligués (Figure 39C). Une premiere hypothése est que la ligation n’a
pas fonctionné du fait des contraintes topologiques des structures. Ces contraintes
géomeétriques introduiraient des restrictions de rotation au niveau des cassures simple brin qui
empécheraient un positionnement correct des extrémités donneur et accepteur dans la ligation.
Il est a noter que dans le cas d’assemblages de structures hybrides impliquant des protéines,
des contraintes stériques pourront s’ajouter au phénomeéne précedent. Afin de contourner les
difficultés rencontrées avec la ligation enzymatique, nous nous sommes appuyés sur les
travaux de différentes équipes [381, 383-388] pour tenter de réaliser une ligation chimique
catalysée par du bromure de cyanogéne. Dans nos conditions experimentales, la ligation
chimique n’a pas, non plus, permis d’obtenir de meilleurs profils de gels. N.G. Dolinnaya et
al. précisent que le degré d’exposition des groupes phosphate activés avec I’agent couplant
(Bromure de cyanogene ou carbodiimidazole) est cruciale pour I’efficacité de la réaction,
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laquelle dépend essentiellement de la structure de la double hélice au niveau de la coupure
simple brin.

L’autre hypothése met plut6t en cause la présence de segments simple brin pouvant
interagir entre eux de maniere non spécifique. La résolution de ce probléeme est complexe car
les extensions simples brins jouent un réle essentiel dans le processus de polymérisation. Ces
extensions pourraient étre bloquées en fin de réaction par hybridation avec des séquences
complémentaires mais au prix d’étapes supplémentaires rendant le modéle trés complexe et
sans que I’effet soit garanti dans le cas de formation d’espéces réticulées.

Une approche alternative a alors été menée pour supprimer les extensions simple brin
par amplification PCR afin d’obtenir des fragments double brin non segmentés qui
migreraient correctement. Pour ce faire, les copolymeres terminés par les briques M13R-b’,
M13R-a’, a-m13f et b-m13f qui incluent les amorces d’amplification ont été amplifiés. Apres
dépdt sur gel, des bandes discrétes ont été observées. Néanmoins les résultats n’ont pu étre
exploités car des expériences contrdle ont mis en évidence des phénomeénes de recombinaison
entre les séquences repétées du polymeére lors des cycles de PCR. En effet, aprés avoir
découpé trois bandes de différentes tailles des produits de PCR sur le gel (150-200, 300-350
et 766 paires de bases), nous avons & nouveau amplifié séparément les trois sources de
matériel. Aprés dép6t sur gels, les profils obtenus étaient similaires avec toute la gamme des
bandes discréetes alors que les matrices éetaient de taille homogéne et différente.

Une derniere approche a alors consisté a réduire les concentrations utilisées lors de
I’analyse en basculant sur des gels de polyacrylamide permettant d’utiliser un marquage froid
avec amplification enzymatique plus sensible que la fluorescence. Toutefois, cette approche
indirecte s’est révélée difficile a utiliser de maniére quantitative méme si la résolution des gels
est apparue meilleure.

Présence potentielle de pieges cinétiques

Afin de répondre a la question d’un potentiel blocage lors de la polymérisation des
briques d’ADN, nous avons réalisé une expérience en I’absence de briques de terminaison a
24 et 42 °C. Cette derniére température doit en effet permettre de débloquer d’éventuelles
formes abortives et favoriser I’élongation des polyméres. Les échantillons ligués et non ligués
ont a nouveau été comparés aux deux températures (Figure 39D). Toutefois, les profils
similaires observes dans toutes les conditions ne permettent pas de conclure. D’autres
hypothéses ont alors été considérées, comme la formation de structures en nceuds pouvant
résulter soit de phénomeénes d’invasion de brin, soit de mécanisme de double nucléation. En
effet, aux concentrations relativement élevées utilisées, les événements de nucléation
pourraient s’avérer relativement rapides en comparaison des phénomeénes de propagation,
lorsque ces derniers sont ralentis par des structures secondaires relativement stables au niveau
des réactants. Dans ces conditions, on ne peut exclure I’existence de double initiation

Modélisation des assemblages monodimensionnels de briques d’ADN Page 98



d’hybridation générant de facto une structure branchée qui ne se résoudra pas forcément par
migration de brins. Une expérience de compétition entre des ADN seuls et des ADN couplés a
des protéines pour une méme cible avait été réalisée initialement afin d’estimer I’influence de
la partie protéique sur les vitesses d’hybridation. Par la suite, ce méme parameétre a été analysé
difféeremment par une approche directe de mesure séparee des vitesses d’hybridation des ADN
et des PDNA. De maniére surprenante, des divergences excédant largement le domaine
d’erreur ont été observées entre les deux approches. En fait, la premiere approche mesure des
rapports de vitesse a I’issue de la compétition DNA/PDNA sans prendre en compte les
évenements d’initiation et de vitesse de propagation. La seconde approche privilégie, au
contraire, ces deux mécanismes mais est imprécise sur les événements tardifs possibles
(toujours pour des raisons d’incertitude sur la valeur exacte de I’hypochromicité). L’existence
de divergences pointe sur la possibilité d’événements possibles de multi-nucléations, dont la
résolution thermodynamique par migration de brins conduirait a des rapports apparents de
vitesse différents d’une resolution sous contréle purement cinétique (rapport de constantes de
vitesse).

En conclusion, les analyses sur gels ne sont en accord avec les simulations ou les
données de cinétique rapide que pour un degré polymeérisation limité et donc en I’absence de
longs polymeres. Le probleme semble multifactoriel, résultant a la fois d’artefacts analytiques
liés a I’interaction des espéces au sein de la population et de formation de structures
anormales jouant un role de terminaison dans le processus d’élongation. Les techniques de
caractérisation sur gel ne permettant pas d’aller plus loin et les approches spectroscopiques
par mélange rapide manquant de précision dans les stades tardifs de polymérisation, nous
nous sommes tournés vers une caracterisation structurale par microscopie de force atomique.

3.2. Analyse de l'état de polymérisation par microscopie de force
atomique (AFM)

3.2.1 Méthodes

L’observation nécessite le dépdt des échantillons sur une surface de mica
préalablement traitée avec des cations, qui conditionnent I’adhésion des échantillons sur la
surface. Une incubation de quelques minutes est suivie d’un lavage extensif a I’eau afin de
retirer I’exces de matériel non adsorbé et surtout les sels.

Dans le cas d’échantillons d’ADN, la force ionique joue un réle important aussi bien
au niveau de la stabilité des molécules qu’au niveau de leur interaction avec la surface. La
force ionique doit étre la plus faible possible afin de minimiser la présence de sels qui
cristallisent au cours du sechage formant une gangue autour des objets, ce qui altére
I’observation, toutefois, elle doit étre suffisante pour ne pas déstructurer les échantillons. Une
étape de dialyse, contre de I’eau ou des sels d’acétate d’ammonium (10 mM, pH7) qui sont
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volatils, permet de dessaler les échantillons prealablement préparés dans des tampons
contenant 100 a 300 mM de sels.

Nous avons déposé sur mica différents échantillons afin de comparer la distribution de
taille des copolyméres d’ADN assemblés a partir des quatre briques de polymeérisation (1 uM)
en I’absence et en présence de 0.2, 0.33 et 0.5 uM (chaque) du mélange de briques de
terminaison. L’assemblage des ADN a été réalisé de la méme fagon que présentée dans la
section (méthodes du paragraphe 3.1) afin d’analyser les mémes populations d’échantillons
par les deux techniques. Le mica clive a été traité par une solution contenant 1 mM de
chlorure de nickel ou de chlorure de magnésium. Apres quelques minutes d’incubation, les
substrats rincés a I’eau milliQ puis séchés sont préts pour le dépbt des échantillons eux-
mémes incubés une dizaine de minutes avant rincage a I’eau et séchage pour I’observation a
I’air.

Seules quelques images exploitables ont pu étre obtenues a partir des copolyméres
d’ADN assemblés en présence de 0.5 uM de terminateurs, nous permettant d’évaluer I’effet
d’une étape de ligation. La distribution de taille a été analysée en utilisant le logiciel « Image
J » qui permet de mesurer la taille de particules. Ainsi, les objets sur les images AFM ont
d’abord été retracés au crayon sur un calque afin de prendre en compte uniquement leur
longueur et de s’affranchir de la gangue des sels gainant les structures (Figure 41). L’image
correspondante a eté convertie par seuillage puis la distribution de surface des objets calculée
a été convertie dans Excel en classes de longueurs apres calibration. Les classes de tailles
utilisées correspondent a un pas de 12 nm équivalent a la taille des briques d’ADN de 39
bases. Les graphes ont été normalisés entre expériences pour compenser le nombre
d’échantillons observes qui varie d’une expérience a I’autre.

a-Hauteur ____18nm

- A

76mv___b-Déflection

4

2“ — -1nm

Rl

-6,6 mV

Figure 41 : Méthode d’analyse des images AFM
a, image AFM en hauteur, b, image en déflection, c, seuillage de I’'image a.
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3.2.2 Résultats

Les images AFM obtenues illustrent soit des structures d’ADN isolées (ADN 1 uM et
terminateurs 0.5 uM) soit des réseaux continus (ADN 1 uM et terminateurs 0.2 uM, figure S4
de I’article). Nous n’avons pas observé d’especes cycliques par cette technique, confirmant
les résultats obtenus sur gels. Les images AFM ont été utilisees pour calculer la distribution
de taille des copolymeres d’ADN assemblés en présence de séquences de terminaison non
ligués et ligués. La distribution obtenue sur la Figure 42 est équivalente a une distribution de
concentration molaire (nombre de molécules/surface).
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Figure 42 : distribution de la concentration relative des objets en fonction de leur taille

En multipliant les données de ce premier graphe par le nombre de paires de bases, on
obtient une représentation en masse qui est équivalente a ce qu’on observerait sur gel aprés
coloration au bromure d’éthidium.
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Figure 43 : distribution de la mase relative des objets en fonction de leur taille.
A, Normalisation sur le nombre d’objets, B, normalisation sur la masse.

Un léger déplacement de la distribution de taille vers des longueurs plus élevées apres
ligation est observé méme si le plus faible échantillonnage crée un bruit statistique sur les
échantillons ligués (une seule image au lieu de trois). 1l est a noter que le nombre d’objets par
image est limité afin qu’ils n’interagissent pas ensemble et qu’il n’y ait pas de superposition.
La deuxieme limitation étant la taille de I’image qui présente une résolution d’autant plus
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faible que sa taille est grande. L application du test de Student indique une différence non
significative entre la distribution de taille des échantillons non ligués et ligués. L’observation
d’un léger décalage des courbes statistiquement non significatif confirme que la ligation n’a
pas eu d’effet majeur.

En conclusion, I’AFM confirme I’absence d’especes cycliques et apporte des
informations complémentaires sur la distribution de taille des polymeéres observés a sec. Elle
permet de caractériser des fragments de petites tailles en présence d’une grande concentration
de terminateurs (1:2 de rapport molaire) et des réseaux comportant des points de
branchements inattendus pour une concentration des terminateurs plus faible (rapport molaire
de 1:5 par rapport aux briques (voir figure S4 de I’article)). Lorsque des grands polymeres
sont imagés, ils apparaissent sous forme de réseaux et non comme des structures
indépendantes, semblant ainsi confirmer I’existence de terminaisons anormales. Néanmoins il
convient d’étre prudent avec cette observation. En effet, I’étape de dépdt sur la matrice peut
elle-méme créer des artefacts, soit du fait de phénomeénes de projection dimensionnelle, soit
en réorganisant les structures en solutions par des mécanismes de transfert de brin au niveau
de la surface dans les conditions de faibles forces ioniques du lavage qui destabilisent les
hybrides (répulsion électrostatique entre phosphates) et de haute densite surfacique.

4. Discussions complémentaires

Deux classes de problémes ont été rencontrées : (i) les probléemes liés aux artéfacts
d’observation dus aux contraintes de la technique utilisée, (ii) les problémes intrinseques au
modele biologique étudie.

4.1. Les différentes techniques de caractérisation : apports et limites

4.1.1 Les gels d’électrophorese

La méthode de gels d’électrophorese constitue une approche globale sur la distribution
en taille d’une population d’échantillons donnés. Elle a soulevé différentes questions.

Disruption possible des structures : Les polyméres d’ADN double brin segmentés tous les 6
nm, de nature probablement plus flexible que des fragments d’ADN double brin, sont-ils
cassés lors de la migration dans les gels ? On peut effectivement penser que les conditions de
force ionique faible et le pH élevé des tampons utilisés au cours des migrations puissent
déstabiliser les structures.

Interactions entre molécules: De nombreux éléments suggérent que les problemes de
caractérisation des assemblages sont dus aux interactions des polymeres longs avec les
structures plus courtes. Les extensions simple brin aux extrémités des polymeres, quelque soit
leur taille, sont certainement responsables d’interactions entre structures.

Modélisation des assemblages monodimensionnels de briques d’ADN Page 102



Charge des gels/ conformation des molécules : D’importantes concentrations d’ADN ont
été utilisées afin de pouvoir révéler les polymeres de toute taille, y compris les plus courts, le
materiel d’ADN devant se répartir en plusieurs bandes. Toutefois, les problémes de résolution
ont également été observés dans les gels d’acrylamide qui nécessitent moins de matériel.

4.1.2 La microscopie de force atomique

Des échantillons auto-assembles dans différentes conditions de concentrations de
briques et de terminateurs ont été déposés sur du mica clivé fonctionnalisé ou non, et sur de la
silice fonctionnalisée sur silicium. Nous n’avons pas pu obtenir d’images exploitables pour
tous les échantillons ce qui souligne le caractere délicat de la méthode.

Force ionique : La préparation des échantillons est cruciale, en particulier la force ionique
doit étre suffisamment faible pour ne pas former d’amas salins qui interférent lors de
I’imagerie et étre en méme temps suffisamment élevée pour ne pas déstabiliser les
hybridations et les interactions ioniques avec le support. En ce qui concerne les micas, leur
composition peut étre variable d’un échantillon a I’autre et, pour un méme mica, le clivage
peut genérer des zones de composition ionique différente au niveau de la surface. La chimie
de surface appliquée peut apporter d’autres sources d’hétérogénéité.

Altération mécanique des structures : L’AFM ne pose pas les mémes contraintes que les
gels d’électrophorése. Par exemple, le stress mécanique, méme s’il n’est pas nul du fait de
I’immobilisation des structures sur une surface, est bien moindre que dans les migrations sur
gels. En observation AFM a sec, on rencontre plutbt des problemes d’agrégation des
structures sur la surface ainsi que des problemes de sels qui cristallisent en enrobant les
molécules d’ADN.

Echantillonnage surface-solution : Nous observons le matériel immobilisé sur la surface par
les interactions ioniques entre les charges négatives des phosphates de I’ADN et les cations
divalents, mais en quoi les structures immobilisées représentent-elles la composition en
solution ? Un exemple de biais pourrait étre le lavage : plus ou moins extensif, il peut éliminer
une proportion plus ou moins importante des structures les plus courtes qui présentent une
plus faible interaction avec le support.

Limite d’échantillonnage des images : Des compromis doivent étre faits entre la taille de
I’image, la résolution et le nombre d’objets sur la surface. Plus la taille de I’image est grande
moins elle est résolutive mais plus on peut observer un nombre élevé d’objets, lesquels
pourront présenter de grandes tailles. La taille des images peut constituer un biais
d’observation, les grands objets pouvant étre évincés de I’observation. La densité d’objets sur
la surface constitue également un facteur limitant. Elle doit étre suffisamment grande afin de
permettre une analyse statistique sans étre excessive afin que les objets restent isolés sur la
surface. La superposition des objets empécherait toute analyse de leur distribution de taille.

Modélisation des assemblages monodimensionnels de briques d’ADN Page 103



4.1.3 La technique de cinétique rapide

La cinetique rapide mesure un signal optique qui rend compte de I’empilement des
bases au cours de I’hybridation. Cette mesure recouvre aussi bien les assemblages linéaires,
les structures secondaires que les agrégats, sans permettre de discriminer les différents
phénomenes.

Les données de cinétique rapide sont en excellent accord avec les données issues des
simulations, y compris aux temps longs, mais divergent des données sur gels. Toutefois, la
connaissance exacte des effets hypochromiques conditionnent la fiabilité de I’analyse des
courbes aux temps longs. Le point délicat est la définition de I’état final qui va déterminer en
retour le coefficient d’hypochromicité. L’ajustement effectué est compatible avec les limites
théoriques mais reste un ajustement qui peut masquer de faibles divergences dans les phases
tardives de la réaction.

4.2. Mécanismes de terminaison dans les assemblages illimités

Quels mécanismes pourraient expliquer un éventuel arrét de polymérisation? Nous
pouvons distinguer les mécanismes de terminaison volontaires par I’ajout de séquences
terminatrices et les mécanismes involontaires, dus aux propriétés des structures, tels que les
phénomeénes de cyclisation et de branchement.

4.2.1 Mécanismes dirigés par I’ajout de terminateurs

La copolymérisation de quatre briques d’ADN semi-complémentaires génére une
population de molécules dont I’étendue n’est limitée que par la disponibilité des briques de
construction ou par des phénomenes de terminaison (structures branchées ou circulaires). Afin
de contréler le degré de polymérisation des assemblages, nous avons introduit dans le systéme
des briques de terminaison capables de générer des extrémités non hybridables. Le degré de
polymérisation est alors défini par le rapport molaire entre les briques qui polymeérisent et les
briques de terminaison.

L’arrét de polymérisation étant initié par I’ajout d’exces de terminateurs, ceux-ci
pourraient par déplacement de brins envahir les structures et les emprisonner. Certaines
images AFM présentant des réseaux d’ADN corroboreraient cette hypothése, mais pour la
confirmer, il est nécessaire d’accumuler des données sur des échantillons en absence et
présence de différentes concentrations de terminateurs et d’effectuer une analyse statistique
sur la distribution en taille.

4.2.2 Mécanismes d’invasion de brins- especes branchées

Le mécanisme d’invasion de brins peut intervenir lorsque des extrémités simple brin
de polymeéres interagissent avec des ADN double brin comportant des cassures simple brin.
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L’invasion de brin a été décrite comme un processus lent en absence de catalyseur [389], mais
dans notre modele expérimental de polymere segmenté, le nombre de points d’initiation
potentiels pour I’invasion est tres accru et ceci pourrait expliquer la formation de réseaux.

Pour tester cette hypothese, nous avons réalisé une réaction de polymérisation a partir
de briques d’ADN non marqueé puis ajouté des ADN modifiés sur leur extrémité 3’. Nous
avons suivi par gel filtration I’expérience qui dans le cas d’une invasion de brins aurait
montré la formation de structures marquées par I’ADN modifié. Toutefois, aucun phénomene
d’échange de brin n’a été observé dans les échelles de temps et dans des proportions
compatibles avec les observations AFM. Cependant, cette expérience ne reproduit que
partiellement les conditions de compétition qui prévalent durant I’assemblage. En effet, le
mécanisme d’échange de brin utilisé avec succes par D. Lubrich et al., lors d’assemblages
d’oligoméres d’ADN sous contrble cinétique [390], mettait en ceuvre des séquences
d’amorcage qui n’existent pas dans nos constructions. Le role de ces séquences est d’amorcer
le transfert de brins en fournissant un site de nucléation, situation qui existe dans la formation
de nos polymeéres par assemblage de briques mais qui n’est pas reproduite par I’expérience
menée ci-dessus.

4.2.3 Mécanismes de cyclisation

La cyclisation est la possibilité pour une molécule d’ADN de former un cercle en
joignant ses deux extrémités avec une probabilité de rencontre d’autant plus élevée que la
molécule est flexible. Le facteur j représente I’efficacité de cyclisation des fragments d’ADN,
sa valeur dépendant également de I’orientation de torsion des extrémités du fragment.

Dans notre étude, les concentrations de briques moléculaires utilisées au cours des
assemblages se situant a un ordre de grandeur au-dessus des valeurs du facteur j, elles
favorisent les hybridations intermoléculaires par rapport aux intramoléculaires, limitant la
formation d’espéces cycliques. Les valeurs du facteur j, utilisées dans les simulations, ont été
choisies a partir de la littérature sur les vitesses de ligation en fonction de la longueur pour des
ADN double brin [391-395], toutefois, étant donnée la présence de cassures simple brin dans
les copolymeéres d’ ADN ces valeurs pourraient étre modifiées [325, 334, 337, 391].

La structure des briques d’ADN implique que, seules des especes comportant un
nombre pair d’unités de répétition (Figure 44) peuvent générer des formes cycliques. La
formation d’especes cycliques au cours de I’assemblage doit perturber le profil de distribution
des formes linéaires provoquant une oscillation de concentration entre especes comportant un
nombre d’éléments pairs et impairs.
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Briques en nombre pair Cyclisation possible
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Briques en nombre impair Cyclisation impossible

Figure 44 : Schéma de cyclisation a partir de 4 séquences d’ADN.
Le schéma a été réalisé a partir de notre modéle expérimental constitué de quatre séquences d’ADN simple brin de 39
bases semi-complémentaires.

a
A

Pour autant, nous n’avons pas observé ce phénomene sur les gels, méme si la qualité
limitée des migrations (déja discutée) ne permet pas d’exclure que des formes cycliques aient
échappées a I’observation.

L’absence de quantité importantes de formes cyclisées est imprévue, car on s’attend a
ce que la présence de cassures simple brin au sein de fragments d’ADN double brin augmente
I’efficacité de cyclisation pour des longueurs avoisinant les 200 pb [327]. En estimant une
distance inter-nucléotide de 0,6 nm [396], ceci impliquerait une longueur de persistance de
6,5 nm supérieure a celles de 1 a 3 nm couramment observées pour des ADN simple brin
[396-399]. Dans notre modéle expérimental ou un seul nucléotide est responsable de la
cassure simple brin au sein de I’ADN double brin, H. Guo et T.D. Tullius [400] ont montre
gue cette cassure induit une courbure anisotropique, c’est-a-dire une cassure directionnelle
dans la double hélice. Il est donc possible que la géométrie induite par les cassures simple
brin sur la double hélice empéche les extrémités de se rencontrer dans une situation de torsion
favorable a la cyclisation malgre une plus grande flexibilité du polymere.

4.3. Calcul des parametres sur la base des simulations et leur limitation

Nous avons defini des modeéles qui prennent en compte la formation d’especes
cycliques, la modulation des vitesses d’hybridation selon la longueur des molécules et selon le
contexte (simple ou double brin des séquences adjacentes au site d’hybridation). Les régles
empiriques inspirées de différents travaux [314, 315, 325, 327, 334, 336, 337, 392-394] sont
implémentées par I’algorithme et permettent d’obtenir des simulations en accord avec les
résultats expérimentaux pour les cinétiques rapides. Toutefois, le domaine de validité de ces
regles peut étre discuté car s’il était compatible avec le modéle expérimental que nous avons
utilisé, dans quelle mesure pouvons-nous I’appliquer a d’autres modeles ?
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Par exemple, les lois de variation des vitesses d’hybridation en fonction de la longueur
sont encore matiere a débat, sachant que deux mécanismes opposés sont impliqués. L’un est
la probabilité de nucléation qui est d’autant plus élevée que la longueur des segments simple
brin correspondants est grande, I’autre est lié aux facteurs d’entropie qui affectent les vitesses
avec une loi inverse. Comme discuté dans I’article, la dépendance des vitesses d’hybridation
varie pour les ADN double brin selon leur taille avec un coefficient de diffusion D~L~%¢ pour
quelques milliers de paire de bases & D~L™%7 pour quelques centaines de paires de bases
[401]. Des ADN double brin plus courts s’approcheraient de la limite de rigidité avec un
coefficient D~log(L/d)/L, ou d est le diamétre de I’axe. Les ADN simple brin se
comporteraient comme des chaines libres formant des cycles aléatoires selon un coefficient de
diffusion D~L%%, Dans notre modéle qui inclut des ADN double brin segmentés par des
cassures simple brin, la valeur en puissance inverse de 0.58 de la longueur totale convient et
permet de simuler les expériences. Cette valeur serait a ajuster pour d’autres modeles
expérimentaux impliquant des longueurs différentes.

On a essayé de voir s’il était possible de prédire ab initio les vitesses d’hybridation des
briques d’ADN a partir des caractéristiques de séquences. On pourrait s’attendre a ce que les
réactions d’hybridation soient d’autant plus lentes que I’énergie des structures secondaires
intramoléculaires des reactants est élevée. Toutefois, lors de I’analyse, nous n’avons pas
trouvé de corrélation générale entre la modulation des vitesses d’hybridation et les structures
secondaires (voir Tableau Annexe 1). Seule, la formation de structures secondaires
intramoléculaires (AG=1 a 5 kcal/mol) affectant les extrémités des séquences, corréle au
moins partiellement avec les observations. Faute de prédiction, il serait important
d’automatiser la détermination expérimentale des vitesses d’hybridation. Des techniques,
telles que la détection d’hybridation par fibre optique, pourraient constituer des approches
intéressantes [402-405].

4.4. Limites de 'approche combinatoire dans le cas des modeles illimités.

Dans le cas des systemes ouverts qui génerent une distribution illimitée de produits
possibles, et par conséquence une combinatoire infinie, la modélisation de I’assemblage est
rendue possible en considérant une méthode de troncation qui arréte la génération des
especes. Cette méthode s’appuie sur le fait que lors du processus combinatoire, les cycles
successifs engendrent des especes dont les concentrations decroissent exponentiellement.
Ainsi au cours du dernier cycle avant la troncation, les nouvelles espéces générées sont
placées dans une « boite a sable » dont le contenu permet de valider I’ensemble du procédé.
En effet, la concentration des especes accumulées dans cette boite doit rester trés inférieure a
la concentration de toutes les espéeces considerées dans la simulation, autrement il est
nécessaire d’augmenter le nombre de cycles combinatoires ou bien de réduire le temps de
simulation pour diminuer le contenu de la boite et étre dans des conditions de calcul valides.
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Les erreurs de calcul issues des approximations réalisées dans le processus
combinatoire tronqué impliquent de définir les limites d’utilisation de I’algorithme et ce en
fonction du modele utilisé. Il existe un lien entre le modeéle et les conditions expérimentales,
qui rend unique chaque systeme.

Les limites computationnelles du systeme peuvent étre atteintes pour deux raisons : la
premiere est le temps de calcul qui croit d’autant plus que la combinatoire est élevée, la
deuxiéme concerne la précision du calcul qui est critique lorsque I’on atteint un nombre de
I’ordre du million d’espéces. Les erreurs d’arrondis et les approximations de I’algorithme
d’intégration peuvent générer des instabilités numériques constituant aussi une limitation a la
complexité des systémes qui peuvent étre analysés. Par exemple, un méme modéle qui peut
étre simulé sans difficultés particuliéres dans les conditions ou les réactions d’hybridation
sont irréversibles peut devenir extrémement instable numériquement lorsque les conditions
deviennent réversibles au voisinage de la température de fusion des hybrides.

Afin de dépasser ces limites, il sera nécessaire d’échapper a une logique purement
combinatoire décrivant I’ensemble des espéces pour arriver a une approche prédictive
permettant de regrouper les espéces selon leur comportement global et de prédire leur
évolution par des approches heuristiques. Par exemple, nous avons démontré que dans le cas
d’un assemblage illimité, la distribution des concentrations des especes suit toujours une
fonction exponentielle de leur taille moyenne et que seul le coefficient exponentiel dépend du
temps de réaction. On pourrait, par exemple, imaginer calculer uniquement la distribution
d’un nombre limité d’espéces appartenant a un cycle combinatoire donné et en déduire une
approximation du comportement de toutes les autres especes appartenant a ce méme cycle.

4.5. Réversibilité des réactions d’assemblage.

Dans notre étude, nous avons réalisé I’assemblage des briques d’ADN dans des
conditions irréversibles, dans I’optique de pouvoir incorporer des moléecules facilement
dénaturables telles que les protéines. Toutefois, il serait intéressant de travailler dans des
conditions plus proches des conditions réversibles afin d’éviter les pieges cinétiques ou la
formation de structures abortives branchées. Dans le cas des assemblages testés, la
température de fusion des oligonucléotides est voisine de 58°C. Des conditions optimales
d’assemblage se situent typiquement d’apres la littérature 5 a 7°C en dessous des
températures de fusion (Tm) [406]. Nous avons pu vérifier que notre approche algorithmique
et son implémentation logicielle étaient capables de gérer de telles conditions. Toutefois, ces
conditions impliquent de travailler avec des objets thermostables. Dans le cadre de structures
hybrides fragiles, il est possible d’approcher ce point de fonctionnement en réduisant la Tm
par une diminution de la force ionique ou I’ajout de composants chimiques déstabilisant
I”hybridation.
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Dans ce cas, les constantes de dissociation sont obtenues a partir des constantes
directes et de la constante d’équilibre déterminée par la methode des plus proches voisins
[308]. L’implémentation actuelle ne permet pas une correction automatique des constantes
d’hybridation directes selon les températures. Le probléme est relativement complexe dans la
mesure ou les vitesses d’hybridation dépendent non seulement, de parametres relativement
prédictibles comme les frequences de collision ou les probabilités de nucleation, mais aussi de
maniére critique de I’évolution en fonction de la température de la structure secondaire des
réactants. De plus, a des températures proches du point de fusion, la structure des complexes
de nucléation évolue trés rapidement rendant la prise en compte de ce facteur trés difficile. En
conclusion, la modélisation de I’assemblage dans des conditions réversibles est possible a
condition de rester a des températures Iégerement inférieures au point de fusion. Par ailleurs,
les concentrations en magnésium ne sont pas prises en considération alors qu’elles-mémes
influencent significativement la cinétique et la stabilité des hybridations.

Dans le cas du modele discuté dans I’article, les simulations montrent que pour des
températures de 7° en dessous du Tm, les profils de distribution des espéces restent tres
semblables a ceux observés a des températures nettement inférieures ou les réactions sont
complétement irréversibles. Néanmoins d’un point de vue expérimental, les températures se
rapprochant du Tm sont de nature a limiter les réactions parasites qui ne sont pas prises en
compte dans les simulations. Ce seuil de 7°C semble donc étre relativement optimal en
permettant [’utilisation des simulations tout en constituant de bonnes conditions
expérimentales. En effet, la simulation de modéles réversibles est beaucoup plus sensible aux
phénomeénes d’instabilité numérique, du fait de la propagation réverse des erreurs d’arrondi et
d’approximation algorithmique au voisinage des conditions limites du systeme d’équation
(instabilités liees a la géneration accidentelle de concentrations négatives sans sens physique).
Ce probleme ne se rencontre pas dans la modélisation de conditions irréversibles, car les
fonctions de covariance des concentrations sont dominées par les espéces les plus abondantes
rendant le systeme peu sensible a ce type d’instabilité. La comparaison de simulations
réalisées a partir d’'un méme modele expérimental en conditions réversibles et irréversibles
montre un temps de calcul nettement plus important dans ce dernier cas du fait des processus
automatiques assurant la stabilité numérique de I’intégration.

En conclusion, d’un c6té, il serait préférable de s’approcher de la réversibilité afin de
résoudre un certain nombre de problemes tels que les pieges cinétiques, d’un autre coté, ces
conditions posent des problemes en termes de modélisation.
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4.6. Maitrise des stoechiométries

Les simulations réealisees sur les deux systéemes d’assemblage convergent ou illimité/
ouvert mettent en évidence deux comportements différents vis-a-vis de la steechiométrie des
réactants. Si celle-ci influence modérément un systeme ou le produit final est unique et défini,
son effet est crucial dans le cas de I’assemblage des copolymeres illimités et ce d’autant plus
que le temps de polymérisation est long. La simulation d’un faible déséquilibre dans le
rapport molaire entre les briques met alors en évidence la présence d’oscillations de la
concentration des polymeéres en fonction de leur longueur. Ceci est di au fait que lors de la
polymerisation, les polymeres les plus courts sont utilisés en égales proportions, ce qui mene
a une rapide amplification d’un quelconque déséquilibre initial et a la génération de
mécanismes de terminaison par défaut de certains intermédiaires. L’élongation de la chaine
est atteinte de maniere différentielle générant des oscillations. Ce phénomeéne, a priori génant,
pourrait, a I’inverse étre exploité comme une approche intéressante pour I’amplification de
signaux dans le cadre des biopuces a ADN mettant en ceuvre des réactions compétitives.

L’ algorithme nous a permis de mettre en évidence I’effet crucial des steechiométries
pour I’auto-assemblage des briques en systéme ouvert. 1l souléve le probléeme expérimental de
mélanger des molécules en conditions steechiométriques, ce qui est loin d’étre trivial compte
tenu des incertitudes de mesure et de détermination précise des coefficients d’extinction. Une
facon de resoudre le probleme avec les séquences d’ADN simple brin serait de partir d’un
pré-assemblage réalisé en conditions réversibles suivi d’un désassemblage d’une structure
purifiée, garantissant ainsi la stcechiométrie. Cette approche n’a évidemment qu’un intérét
théorique, en permettant de valider les paramétres d’un modéle.

4.7. Conclusion

L’étude de polymérisation de briques d’ADN en conditions d’assemblage
contrdlées par cinétique loin de I’équilibre thermodynamique a été réalisée. Elle a donne
lieu au deéveloppement d’un algorithme permettant de simuler la distribution des
populations d’especes issues de la combinatoire générée lors de I’assemblage. Les
parametres contrdlant la distribution des espéces ont été déterminés a partir des
données expérimentales. Les simulations réalisées en conditions irréversibles adaptées a
notre modele expérimental peuvent également étre effectuées en conditions réversibles.
L’algorithme s’applique a tout assemblage linéaire qui implique la reconnaissance entre
les extrémites de briques. Ainsi, la nature des briques pourrait étre changée, du moment
que les régles de la reconnaissance moléculaire sont définies selon les caractéristiques
des briques.
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LES STRUCTURES HYBRIDES PDNA (PROTEINE-DNA)

1. Pourquoi associer protéines et acides nucléiques?

La nature a élaboré de nombreuses nano-machines fonctionnelles comprenant des
protéines, des acides nucléiques et d’autres molécules afin de mener des taches complexes
dans les systemes biologiques. La plupart de ces nano-machines sont réalisées par I’auto-
assemblage de divers composants, en particulier de protéines et d’acides nucléiques. Le
ribosome, par exemple, s’auto-assemble spontanément, de fagon séquentielle, & partir de plus
de 50 protéines [407]. L’approche biomimétique s’inspire de tels modeles pour tenter de
géneérer des dispositifs artificiels de dimensions nanometriques (5 a 100 nm) difficilement
abordables par les approches de micro-structuration conventionnelles ou chimiques [408].

Dans la recherche de cette fabrication d’objets nanométriques artificiels a partir de
briques moléculaires, les oligonucléotides d’ADN synthétiques constituent un matériau de
construction intéressant du fait de leurs propriétés d’auto-organisation prédictibles par
appariement spécifique entre les bases A-T et C-G, qui permettent la conception de novo de
n’importe quelle structure [238, 409]. A I’inverse, pour les protéines dont le repliement repose
sur de multiples et complexes interactions moléculaires, la conception de novo reste un defi
qui ne fut relevé que dans quelques cas spécifiques [96, 103]. Toutefois, les protéines
soumises a des milliards d’années d’évolution présentent une large gamme de fonctions trés
specifiques, bien supérieure aux fonctions limitées de reconnaissance et de catalyse des acides
nucléiques. Ainsi il est apparu intéressant de combiner les propriétés des ces deux composants
dans des complexes protéine-ADN qui présentent aussi bien les propriétés d’organisation
spatiale qu’une diversité de fonctions.

2. Avantages et inconvénients des méthodes de couplage protéine-
ADN

Les méthodes de couplage protéine—~ADN ont été presentées dans la partie
introductive. Elles sont divisées en deux catégories selon que les couplages sont non covalents
ou covalents.

Les couplages non covalents présentent I’avantage d’étre plus faciles a mettre en
ceuvre, toutefois leur caractérisation reste délicate du fait de la possible dissociation des
composants ou encore de la difficulté de contréler leur steechiométrie, pour la reconnaissance
avidine-biotine par exemple.

Dans de rares cas comme la reconnaissance avidine-biotine, I’affinité est telle que le
complexe est stable. Dans les autres cas, les effets de changements de facteurs externes tels
que la température, les pH et forces ioniques des tampons, les dilutions ou les ajouts de
molécules compétitrices, sont un frein a la construction de nanostructures multiplexées. En
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effet, les structures peuvent nécessiter plusieurs étapes d’assemblage et seront d’autant plus
difficiles a réaliser que les briques de construction sont dissociables. Différents états, hybrides
en solution vont générer des nanostructures poly-disperses.

A I’inverse, les couplages covalents permettent d’eviter la dissociation des structures
hybrides. L’association des composés étant stable au cours du temps, la caractérisation des
structures hybrides est plus facile & réaliser. Le couplage covalent s’avere particulierement
utile pour les systemes multiplexés tels que ceux utilisés pour la détection simultanée de
plusieurs analytes en utilisant différents complexes protéines-ADN [276].

Toutefois, la fabrication de tels objets peut s’avérer longue ou complexe. L activité de
la partie protéine peut étre altérée au cours des processus d’assemblage, soit du fait des
altérations de sequence nécessaires au couplage, soit du fait des conditions physico-chimiques
requises pour la réaction d’assemblage. De nombreuses étapes de purification peuvent
s’avérer nécessaires selon les techniques utilisées réduisant le rendement. Un autre probleme a
prendre en considération est la stcechiométrie et la régio-sélectivité des couplages ADN-
protéines qui peuvent étre difficiles a résoudre.

3. Les PDNA

Afin de générer des structures univoques, nous avons choisi de coupler un résidu
cystéine rendu unique sur la protéine avec un acide nucléigue modifié en utilisant un
adaptateur synthétique bi-fonctionnel qui reagit avec le groupement amine d’un coté et le
groupement thiol de la cystéine de I’autre. Les PDNA réalisés dans ce travail de these,
associent :

- une molécule d’ADN simple brin présentant une modification amine avec
- un domaine protéique issu du cytochrome b5 modifié par ingénierie pour le rendre
soluble et y incorporer une cystéine unique.

De ce fait, les PDNA synthétisés, présentent a la fois les propriétés d’organisation
spatiale de I’ADN, les propriétés d’absorbance a 423 nm, de transfert d’électrons du
cytochrome b5, et de reconnaissance du support du tag (Figure 45).
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Figure 45 : structure moléculaire et propriétés des PDNA.
Les PDNA associent un ADN simple brin 39-mers au domaine soluble du cytochrome b5 modifié par ingénierie au
travers d’un adaptateur synthétique bi-fonctionnel de 15A de long. Les PDNA présentent les propriétés
organisationnelles des ADN et les propriétés fonctionnelles du domaine protéique.

Les PDNA peuvent étre assemblés pour former des structures definies ou des
structures polymerisées selon les blocs de construction utilises (Figure 46).

blocs de construction Structures définies
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Figure 46 : Assemblage des PDNA en solution.
Les blocs de construction ADN et PDNA sont mélangés pour former soit des structures définies, soit des structures
polymérisées ou encore des structures branchées.

La conception et le développement des nano-objets hybrides supposent des conditions
d’assemblage douces compatibles avec chaque composant. Nous avons choisi une stratégie
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d’assemblage a basse température dans des conditions loin de I’équilibre, favorables a
I’intégrité des protéines.

Pour cela, nous nous sommes attachés a caractériser les propriétés physico-chimiques
des PDNA ainsi que leurs propriétés d’auto-assemblage en comparaison des ADN seuls. Ces
études ont été réalisées en considerant les differents environnements :

- (3D) pour les assemblages en solution,
- (2D) pour les assemblages contraints sur une surface.

Les PDNA constituent une approche originale qui pose des questions importantes
aussi bien dans le domaine de la nanofabrication qu’au niveau de la compréhension des
complexes protéo-nucléiques naturels.

La connaissance des parametres impliqués dans les mécanismes d’auto-assemblage,
est une étape nécessaire pour les contrdler et développer des nanostructures
multifonctionnelles. Parallélement, les études des propriétés physico-chimiques des PDNA
permettent de mieux comprendre et caractériser les propriétés de structures naturelles.

3.1. Présentation des articles 2 et 3 : caractérisations des PDNA

La structure et la caractérisation de PDNA ainsi que leurs mécanismes d’assemblage
sont décrits dans deux articles, un présentant le concept, I’autre détaillant les propriétés.
Un premier (article 2), s’appuie sur trois stratégies d’assemblage :
- La polymérisation en solution homogéne (Figure 46),
- La polymérisation sur membrane supportée qui met en ceuvre les propriétés de
reconnaissance du support par la partie protéique,
- La polymérisation par élongation d’une matrice fixée sur du dextran, possible grace a
un ancrage par un ADN biotinylé qui sert d’amorce.

L analyse par gels d’électrophorése a montré que I’assemblage en solution se révéle
adapté pour la construction de structures définies, de type dimére ou trimére, mais devient
rapidement inefficace pour former des polymeres longs. Méme dans le cas des structures
courtes, une étape supplémentaire sur gel filtration est néanmoins nécessaire pour obtenir des
échantillons homogénes.

L’imagerie de résonance plasmonique a permis de suivre en temps réel I’auto-
assemblage des PDNA :
- Soit lorsqu’une matrice poreuse fonctionnalisée autorise I’ancrage d’une amorce d’ADN
biotinylée sur laquelle les briques de PDNA et d’ADN vont pouvoir s’hybrider pour élonger
la construction. Cette technique séquentielle qui inclut des étapes de lavage entre chaque ajout
donne accés a des données qualitatives et quantitatives (ces derniéres seront traitées dans
I’article 4) sur les mécanismes d’hybridations des blocs.
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- Soit lorsqu’une membrane supportée est reconnue par le domaine protéine qui ancre alors
les structures a sa surface. La qualite et I’efficacité de I’assemblage dans de telles conditions
sont alors directement influencées par la planéité et I’homogénéiteé du substrat. L’approche
nécessite un controle fin de la saturation de la surface. Une valeur trop élevée de PDNA peut
géner I’élongation des polymeres, tandis qu’une valeur trop faible va limiter la qualité du
signal.

Ces approches globales ont été complétées par des approches sur molécules uniques.
Outre I’AFM, la microscopie confocale a été utilisée pour caractériser des PDNA auxquels
des boites quantiques avaient été couplées par la reconnaissance streptavidine biotine.

Un deuxiéme article (article 3), nettement plus complet, reprend en détail les
caractérisations engagées dans I’article 2 et utilise les outils de modélisation développés pour
la caractérisation des assemblages linéaires d’ADN (article 1) afin de comparer PDNA et
ADN. En particulier :

- lastabilité thermique des PDNA,

- les propriétés d’hybridation des PDNA et I’influence de la protéine,
- les propriétés électro-phorétiques et chromatographiques,

- les propriétés hydrodynamiques.

Les cinétiques d’hybridation des structures PDNA courtes et des polymeéres plus longs
ont été caractérisées par la technique de mélange rapide. Les gels d’électrophorése et I’AFM
ont eté utilisés comme approches complémentaires pour analyser la distribution de taille des
polymeres longs. Les problemes de polymeérisation des structures longues, mis en évidence
avec les ADN dans I’article 1, ont aussi été observés avec les PDNA.

Nous avons étendu I’analyse de la polymérisation des PDNA aux approches sur
membranes supportées. Ces expériences nous ont permis de montrer la plus grande stabilité
d’ancrage des complexes Ni-NTA lorsque les diméres de PDNA sont préformés. En effet, la
constante de dissociation des mono-complexes est de I’ordre du micro-molaire contre la
centaine de nM pour les dimeres [259].

Dans ce méme article, nous avons également employé la microscopie de force
atomique a haute vitesse pour résoudre a I’échelle nanomeétrique la structure des objets ancrés
sur le substrat et suivre leur dynamique. Nous avons ainsi pu montrer I’existence de la
formation de concatemers transitoires en équilibre dynamique, et analyser les problemes que
pose I’imagerie dynamique a échelle moléculaire d’objets hétérogenes, en termes de
dynamique structurale.
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self-assemblies

D. Pompon' and A. Laisné

Centre de Génétique Moléculaire, Centre National de la Recherche Scientifique, UPR2167, Avenue de la Terrasse, 91190 Gif-sur-Yvette, France

Abstract

Different semi-synthetic PDNAs (protein-DNA complexes), which encompass a protein core engineered from
the cytochrome bs scaffold, an embedded tuneable redox cofactor, a synthetic linker and a large oligonuc-
leotide, were designed, synthesized and purified to homogeneity. These building blocks can be reversibly
attached to Ni-DOGS {1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[N(5-amino-1-carboxypentyl)iminodiacetic acid]succinyl}-
doped supported membranes through a metal chelate bridge with the protein part and be polymerized
in a fully controllable manner using a solid-phase synthesis strategy and a stepwise addition of suitable
complementary oligonucleotides. The resulting structures could recreate a large range of regular distribution
of patterned redox and absorbing centres separated by fully tuneable distances and geometry. Kinetic
parameters for the self-assembly of building blocks were determined using SPRI (surface plasmon resonance
imagery). Structures of resulting nano-objects were characterized using gel electrophoresis and single
molecule approaches following decoration of assemblies with quantum dots.

Objectives

Construction of optically and electronically active nano-
objects featuring highly tuneable sizes and shapes in the
10-500 nm range is a challenge in the development of the
use of biological structures as building blocks for functional
nano-structured devices. An additional constraint for prac-
tical use is the requirement that nano-objects can be easily
incorporated into inorganic nano-structured material such as
silicon-based devices, supporting electrical or optical signal
transduction. The present study describes the construction
of PDNA (protein-DNA complex)-based nanostructures
possessing such properties. Objects were designed to be asso-
ciated to metal and dielectric containing support surfaces con-
stituting an anisotropic environment controlling positioning
and orientation of the self-assembled biological structures.

Building blocks structure and construction

PDNAs are molecular building blocks that encompass a
stable globular protein core embedding a tuneable redox
cofactor derived from haemin, a 39 bp oligonucleotide that
holds the specific recognition properties and a membrane-
association domain derived from modified phospholipid.
The different parts were linked together, in a unique way,
using synthetic spacers as described in Figure 1. Constructed
PDNAs are fully defined objects at the molecular level.
Their three-dimensional structures were computed using the
experimental NMR-based three-dimensional structure for

Key words: atomic force microscopy (AFM), cytochrome, nano-object, protein-DNA complex,
self-assembly, surface plasmon resonance.

Abbreviations used: AFM, atomic force microscopy; CM, confocal microscopy; DTT, dithiothreitol;
SPRI, surface plasmon resonance imagery; PDNA, protein-DNA complex; QD, quantum dot.

To whom correspondence should be addressed (email pompon@cgm.cnrs-gif.fr).

the cytochrome bs protein part and Molecular Dynamics
for model refinement. Structure of the DNA part following
hybridization was computed assuming the B-form of the
double-stranded DNA. Shortly, the hydrophobic membrane
anchor of native human cytochrome b5 was removed by
genetic engineering to obtain a soluble form. A tag with the
-NGHHHH-CO,H sequence was added to the truncated
C-terminus of the recombinant protein and a unique
cysteine residue was introduced by directed mutagenesis on a
surface loop [1]. The thiol-extremity was coupled through a
synthetic bifunctional linker with different types of oligonu-
cleotides bearing an amino-group-terminal extension at their
3’-end [2]. Resulting PDNAs lacking the synthetic lipid
extension were synthesized and purified to homogeneity
at milligram levels [3] and their homogeneity carefully
checked by gel DNA and protein electrophoresis and by
HPLC coupled with MS. Natural haemin cofactor can be
easily replaced by analogues with modified porphyrin rings
or metal to modulate redox and optical properties. The
lipid part was finally associated to the construct through
a nickel-chelate involving the His, part of the protein and
the amino-triacetate part of the modified phospholipid. In
such a PDNA, the lipid—protein link can be cleaved by
nickel chelation with histidine or EDTA and the nucleic
acid-protein link by reduction with DTT (dithiothreitol).

Self-assembly of building blocks into
nano-objects

PDNAs building blocks can be assembled into large nano-
objects using overlapping complementary oligonucleotides
(Figure 2). Three self-assembly strategies were developed.
The first was used to construct extended building blocks com-

posed of two complementary oligonucleotides overlapping
the 5'- and 3’-end of the PDNA respectively. This gives rise

©2007 Biochemical Society
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Figure 1| Structure of synthetic protein-DNA building block (PDNA)
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to molecular blocks encompassing a PDNA and two single-
stranded DNA extensions that can be used as recognition
elements to build extended structures. These simple objects
were built by stoichiometric hybridization of the three com-
plementary components in solution followed by purification
of the formed trimer. Quality of constructs was checked by
gel electrophoresis. For construction of larger objects, simple
mixing of solutions of the different building blocks generally
led to poor results because of the multiplicity of possible
combinations and the sequence ambiguity when several com-
peting hybridizations can occur. A more efficient approach
was a solid-phase synthesis strategy consisting of linking a
biotinylated priming sequence to a solid support, which can
be a gold surface covered with a polymer such as dextran or
micro-beads modified by covalently bound streptavidin. This
primer is used to initiate a multistep sequential elongation
of the construct using a suitable washing step between each
addition of a new PDNA or oligonucleotide block. Use of
a magnetic-bead support is convenient but does not allow

©2007 Biochemical Society

monitoring of individual hybridization steps. Variable hy-
bridization rates of building blocks very rapidly led in such a
case to uncontrolled elongation generating a high proportion
of wrong structures. In contrast, running the construction on
a suitable porous polymer attached to a gold surface allowed
real-time monitoring of reactions by SPRI (surface plasmon
resonance imagery). Use of a cleavable linker between the
primer and the matrix allowed recovery of full assemblies. The
third approach consisted of directly building, step by step,
the objects on to a supported membrane, with or without a
primer sequence attached to specific surface nano-structures.
In such a case, PDNAs are bound to the membrane through
their Ni-DOGS {1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-[N(5-amino-I-
carboxypentyl)iminodiacetic acid]succinyl} lipid extension.
This last approach is more direct but elongation efficiency
and thus quality of final constructs are highly dependent
on the microrugosity and homogeneity of the support. Dif-
ferent building modes can be also combined; for example,
building blocks lacking the lipid part can be pre-assembled in



Figure 2| Self-assembly of PDNAs into larger objects
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solution into nano-objects before binding and elongation
in the membrane-bound mode.

Characterization of nano-objects

Developed nano-objects can be characterized at different
levels. Use of SPRI monitoring during the object construction
is a particularly useful tool, permitting both quantification of
building-block addition and kinetic analysis of the different
steps. The size of final constructs can be evaluated following
electrophoresis on agarose gel as for regular DNA. To allow
accurate evaluation of sizes, the link between the DNA and
the protein/lipid part has to be cleaved prior to analysis with
a reducing agent such as DTT or mercaptoethanol. Large
objects including five or more building blocks were found
to be relatively fragile and could be stabilized before electro-
phoresis by enzymatic ligation. Additional characterization
of assemblies can be performed at a single-molecule level by
decoration of the nano-object extremities with complement-
ary oligonucleotides linked to QDs (quantum dots). QDs
with different colours can be used at extremities. Reading
was easily performed using epifluorescence microscopy with
a colour video camera or better by visualization of an indivi-
dual object using CM (confocal microscopy). Single-molecule
emission spectra can be recorded and used for identification
and the size of large construct evaluated when exceeding
150 nm. The structure of individual objects can be also
monitored by AFM (atomic force microscopy) following
binding on Ni-NTA (Ni*'-nitrilotriacetate)-modified
thermal silica held on silicon.

Concluding remarks

PDNAs are very versatile molecular building blocks with
tuneable electron transfer, absorption and fluorescence pro-
perties. Redox PDNAs can be assembled in a fully con-
trollable manner in nanometric objects of variable geometries
with fully tuneable sizes ranging from ten to several hundreds
of nanometres. The unique approach of sequential assembly
on a supported membrane allows controlled building of large
objects without substrate defect interference. Both global
(gel electrophoresis, SPRI) and single-molecule (CM and
AFM) real-time characterizations of assemblies have been
successfully developed.

We thank Dr Gilles Truan (Centre National de la Recherche
Scientifique, UPR2167) for the help in molecular modelling and
communication of human cytochrome bs co-ordinates. The present
study is part of the NANOBIOFORME project supported by the French
‘Agence National de la Recherche” PNANO (Programme National en
Nanosciences et Nanotechnologies).
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ABSTRACT: Synthetic proteo—nucleic structures (PDNAs) encompassing a single-stranded DNA sequence covalently attached
to aredox protein domain able to interact with surface or matrix were designed and characterized. They constitute versatile building
blocks alternative to regular DNA for creating scaffolds with optical, electrical, or catalytic properties. PDNAs self-assemble in the
presence of complementary oligonucleotides, to form a network of protein domains linked by double-stranded DNA segments.
Electrophoretic and hydrodynamic behaviors of PDNAs and corresponding DNA were compared under electrophoresis and gel
filtration conditions. Hybridization rates between small and large assemblies were characterized by rapid-mixing experiments.
Results showed that the protein part significantly contributes to hydrodynamic behaviors of structures but marginally affects the
conformation and hybridization properties of the nucleic domain. PDNA metal-mediated complexes with nitriloacetate-modified
phospholipids can diffuse and interact at the surface of vesicles or supported membranes. Surface plasmon resonance analysis of
membrane—PDNA interactions indicated that two protein units are required to allow stable surface association and that surface
occupancy constrains assembly sizes. High-speed atomic force microscopy illustrated rapid lateral diffusion of assemblies on mica,
revealing transient association between noncomplementary PDNA extremities and frequent trapping by surface defects. Regularly

organized protein domains were visualized using a larger DNA framework.

B INTRODUCTION

The use of a synthetic DNA scaffold to build mono- or
multidimensional nano-objects with fully predictable shapes
rapidly developed as an important field of synthetic biology.' ~”
However, the limited range of functionalities that can be
assembled using only nucleic acid tiles raised the question of
the position specific incorporation of protein block in such
scaffolds.” One way involved the DNA binding domain or the
recognition of modified bases (for example biotin) by specific
protein domains (avidin, antibodies, etc.).®”'' Reciprocally,
alternate approaches profit from the recognition of specific
protein domains by aptamer structures embedded into the
DNA scaffold.’* However, these two methods suffer strong
limitations because they require fusion of a large protein recogni-
tion domain to functional parts of interest or restrict the
approach to structures for which suitable aptamers can be
created. Protein—DNA recognition based on chemically medi-
ated approaches (such as NTA—metal complexes) can also be
considered, but either gives rise to reversible association or lacks
specificity.'>'*

PDNAs (protein—DNA structure), which are artificial struc-
tures that consist of a protein domain covalently linked to a
single-stranded DNA (ssDNA) part through synthetic struc-
tures, constitute an attractive alternative.>'® The protein part of
PDNA can be chosen to carry various types of functions such as
surface interaction, binding, enzymatic, optical, or electrical
properties, potentially creating nanostructures that can be used
as biosensors'”'® or active molecular devices. PDNA tiles can

W ACS Publ ications (© XXXX American Chemical Society

self-assemble in solution or be attached to a matrix in the
presence of complementary ssDNA.'® However, little is known
about the stability and physicochemical and structural features of
such objects or the ways they interact together compared to
regular DNA tiles. This is particularly critical for defining
methods adapted for specifically incorporating these building
blocks into DNA scaffolds like origami® or other DNA-based
supramolecular assemblies.*’

This paper extends synthesis approaches for such PDNA
building blocks and analyzes their physicochemical and assembly
properties in comparison to their corresponding pure nucleotidic
parts, at both global and single-molecule levels.

B EXPERIMENTAL PROCEDURES

Synthesis of the PDNA Building Block. Oligonucleotides
(Eurogentec) presented in section 1 of the Supporting Informa-
tion were purified by ion-pairing reverse phase chromatography
as previously described.”’ PDNAs were prepared by hemisynth-
esis from engineered human cytochrome by as described in
sections 2 and 3 of the Supporting Information and previous
work.'*'”'? Briefly, a 3'- or internally amino linker-modified
oligonucleotide was covalently attached through a disulfide bond
to a modified cytochrome bs (bs) containing a unique Cys
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residue and a His, C-terminal tag. During the synthesis, the
amino linker of the ssDNA was coupled to a second linker
terminated by a thiopyridine-protected thiol using NHS chem-
istry. A disulfide bond was finally formed by reacting the activated
linker end with the unique Cys residue of the protein. The
resulting products were purified to homogeneity by a combina-
tion of ion exchange and affinity chromatography, taking advan-
tage of the protein His tag.

PDNA Thermal Stability. Experiments were performed in
20 mM Na/K phosphate buffer (pH 7.4) using PDNA or bs
concentrations in the 10 #M range. Thermal denaturation was
monitored on a Lambda 2 (Perkin-Elmer) spectrophotometer
using increasing temperature steps of 4 °C. Spectra were re-
corded between 260 and 600 nm immediately after each tem-
perature stabilization at a rate of 120 nm/min. Denaturation
curves for native, engineered bs, and PDNA were calculated from
the changes in the 413 nm absorbance.

Phospholipid Vesicle Preparation. 1,2-Dimyristoyl-rac-gly-
cero-3-phosphocholine (DMPC) was purchased from Sigma-
Aldrich and 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-{[N-(S-amino-1-carboxy-
pentyl)iminodiacetic acid]succinyl} (nickel salted) (DOGS-
NTA) from Avanti Polar Lipids. A chloroform solution contain-
ing 1 mg of a DMPC/nickel DOGS-NTA mixture (90:10 molar
ratio) was evaporated into a glass vial under a nitrogen flow, and
the residue was dried under vacuum for 2 h. Phospholipids were
hydrated overnight at 4 °C with 1.4 mL of 1 x PBS buffer (Sigma-
Aldrich), and the mixture was sonicated until a clear solution
containing a total phospholipid concentration of 1 mM was
obtained. The vesicles were extruded 19 times through poly-
carbonate membranes with 100 nm pores (Liposofast, Avestin).

Synthesis of Defined PDNA Assemblies. A detailed descrip-
tion is given in section 8 of the Supporting Information. Briefly,
hybridizations of DNA and PDNA tiles were performed at 24 °C
in 1x PBS buffer using a slight molar excess of DNA compared to
PDNA. The constructs were purified from excess DNA either by
association of IMAC and Sephadex G25/GS50 chromatography
or by HPLC size exclusion chromatography. The first method
involved binding to an IMAC column (0.5 cm X 1.5 cm) and
elution with a buffer supplemented with 30 mM histidine. EDTA
(final concentration of 10 mM) was added to the eluate prior
it being loaded onto a Sephadex G2S gel filtration column
(0.5 cm x 1.5 cm) equilibrated with 1x PBS buffer. Alterna-
tively, purification was performed by size exclusion chromatog-
raphy (BioSuite 250, 4 um UHR SEC, 4.6 mm X 300 mm,
Waters) at a rate of 0.3 mL/min with 0.25 M NaCl and 0.15 M
NaKPO, buffer (pH 6.8). DNA Ladders N3233 (Biolabs) were
used for calibration.

Analysis of DNA and PDNA Hybridization Kinetics by
Rapid-Mixing Experiments. Hybridization of simple DNA
and PDNA tiles and preformed dimers was analyzed in rapid-
mixing experiments by monitoring the hypochromic effect asso-
ciated with the formation of double-stranded structures. Kinetic
constants were calculated by fitting of the traces as described
previously.!

Gel Filtration and Electrophoresis Methods. HPLC gel
filtration analysis was performed on a Waters BioSuite 250
column (4 um UHR SEC, 4.6 mm X 300 mm) at a rate of
0.3 mL/min with 0.25 M NaCl and 0.15 M NaKPO, buffer (pH
6.8). Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophor-
esis (SDS—PAGE) analysis was performed using 4 to 12%
NuPAGE Novex Bis-Tris polyacrylamide gels run at 24 °C and
120 V. Protein parts of PDNA were revealed by fast Coomassie

blue staining and calibrated using the Mark12 Unstained stan-
dard from Invitrogen. Agarose gel analysis was performed using
3.5% NuSieve GTG Agarose from Tebu-bio in 1 X TBE run at
50 V and 4 °C. DNA Ladders N3233 (Biolabs) were used for
calibration. Agarose gel electrophoresis patterns were deconvo-
luted using an optimized expansion factor of 1.5 and band
quantified as described previously for the analysis of regular
DNA polymers.**

Surface Plasmon Resonance (SPR) Methods. SPR experi-
ments were performed on a SPRi-Lab™ array system (Genoptics)
using 1x PBS as running buffer at a flow rate of 230 #L/min
and 24 °C. Gold layer-covered prisms were cleaned by gentle
sonication in a hot acid Pyranha solution (equal volume of 30%
hydrogen peroxide and pure sulfuric acid), abundantly rinsed
with Milli-Q water, and stored in pure HPLC grade acetonitrile
until they were used. Experiments were performed following
phospholipid vesicle fusion either on bare gold (lipid bilayer) or
on a self-assembly monolayer of alkyl chains (lipid hemilayer).
For that, the Pyranha-cleaned prism was immersed in a freshly
prepared 1 mM solution of 1-octadecanethiol in ethanol (Sigma
Aldrich) for 18 h and then rinsed with ethanol and water. Freshly
extruded phospholipid vesicles (1 mM into 1x PBS buffer) were
fused onto the treated substrate by circulation in the SPR cell at
a flow rate of 50 #L/min for 30 min at 24 °C. An excess
of adsorbed vesicles was removed by washing for 10 min with
pure water (hypo-osmotic choc) followed by equilibration with
1x PBS buffer.

High-Speed Atomic Force Microscopy (HS-AFM). A labora-
tory-built high-speed atomic force microscofe described pre-
viously was used to visualize the structure.”>>* All observations
were performed in oscillating contact mode in liquid. Small
cantilevers designed for HS-AFM with a spring constant of
0.1—0.2 N/m, a resonant frequency of 0.8—1.2 MHz, and a
quality factor of ~2 in buffer solution were used.** The cantilever
tips were grown by electron beam deposition (SEM Jeol 6500)
and further sharpened by oxygen plasma etching (Plasma cleaner
Harrick). The cantilever’s free oscillation peak-to-peak ampli-
tude (Ay) was set to 4—S5 nm, while the feedback set point during
imaging was set to ~0.9 A,. The samples were diluted (2—10-
fold) in an observation buffer (OB) containing 10 mM MgCl,. A
drop (~2 uL) was deposited on freshly cleaved green muscovite
mica, and the mica was incubated at room temperature for 5 min.
Subsequently, the mica surface was immersed in a liquid chamber
filled with 60—100 1L of OB and subjected to HS-AFM. Diluted
samples were used within a day (storage at 4 °C).

B RESULTS

Three types of PDNAs including an engineered cytochrome
bs redox domain and differing by the sequence of their nucleo-
tidic parts and by the grafting position on the sequence of the
protein domain (Figure 1, right) were prepared by hemisynthesis
and purified to homogeneity (sections 2 and 3 of the Supporting
Information). In these structures, the protein C-terminal His tag
plays an important role in permitting the formation of a metal
chelate linkage between the PDNAs and Ni-NTA groups
attached to either a polymer matrix, modified phospholipids, or
functionalized surfaces. Lateral diffusion of anchored PDNAs
remains possible either by stepwise release and rebinding of the
metal chelate or, in the case of vesicles or a supported membrane,
through lipid diffusion. Hybridization of the PDNA single-
stranded part to complementary nucleic acid generates a more
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Figure 1. Structures of the PDNA building block, including a bs core.
The structure is composed of a 39-base ssDNA part (A) attached either
by its 3'-end (as illustrated) or by an internal amino C6 thymidine (not
shown) to a synthetic linker (B) coupled to cytochrome bs (C) by the
thiolate extremity of a cysteine at position 24. The His, C-terminal end
(D) of the protein interacts with the nickel ion of an 18:1 DOGS-NTA-
modified lipid (E). The structure at the bottom left shows PDNA blocks
inserted into a dsSDNA structure. The structure is floating on a supported
membrane composed of a phospholipid monolayer covering a self-
assembled octadecanethiol monolayer on gold.
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Figure 2. Thermal stabilities of bs folding in wild-type, Cys-modified,
and corresponding PDNA structures. Protein denaturation was mon-
itored by observation of the spectral changes of the bound heme cofactor
at 413 nm. Denaturation curves were compared for native (A), Cys-
modified bs (), and PDNA (@) forms. Typical spectral changes
following incubation of a PDNA at temperatures increasing from 44
to 68 °C in steps of 4 °C are illustrated in inset curves 1 (44 °C) to 7
(68 °C).

rigid double-stranded DNA (dsDNA) structure (Figure 1,
left) that, depending on sequences, could self-organize into a
wide range of nucleo—proteic networks. Such structures can
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Figure 3. Comparative rate constants for DNA and PDNA hybridiza-
tions. (A) Hybridizing oligonucleotides are indicated inside bars
(matching segments underlined). Dark and light gray boxes refer to
hybridization of DNA and corresponding PDNA to half-cDNA, respec-
tively. Second-order rate constants were deduced from measurements of
the hypochromic effect in rapid-mixing experiments. (B) Ratios among
hybridization rates for normal, base-modified, and protein-coupled
oligonucleotides. These ratios are defined by a scheme in which the
circle stands for the protein domain and the NH2 label for the internal base
modification. White and black bars correspond to hybridizations involving
the distal and proximal segments of oligonucleotides, respectively.

alternatively be made by substituting the cytochrome b5 domain
with any other protein of interest provided that a single grafting
point can be engineered at the surface.

Stability and Hybridization Properties of the PDNA Build-
ing Block in Solution. The termal stability of the PDNA protein
domain under conditions required for hybridization reactions is
critical for the maintenance of the functional integrity and
particularly redox properties. This was analyzed in solution by
monitoring the temperature-dependent disruption of the cyto-
chrome bs absorption spectra, which tightly depend on the iron
coordination by two histidine residues of the protein. Results
indicated that the reversible denaturation of the protein part of
the PDNA is observed only above 55 & 2 °C, a value identical to
that found for the DNA-free engineered protein and slightly
lower (2—3 °C) that that for the native protein (Figure 2).
Oxidoreduction properties of the cytochrome bs domain in
PDNA structures were found to be conserved. An identical
transition in the absorption spectra, which is characteristic of
the redox change of the histidine-coordinated iron porphyrin,
was observed upon electron transfer in the native protein and on
PDNA structures. Thus, the presence of the ssDNA part has no
significant effect on the stability and redox properties of the
protein domain. The thermal stability of the protein is sufficiently
high to allow hybridization to proceed under classical conditions
(55 °C) for oligonucleotides.

Reciprocally, the effect of the protein domain on the hybridi-
zation properties of the DNA domain was investigated for
structures in which covalent grafting was performed either
internally or at the 3'-end of the oligonucleotidic part. Monitor-
ing of hypochromic effects was used to analyze the relative rates
of hybridization of the different PDNAs with complementary
ssDNA sequences. To discriminate between hydrodynamic
and protein-related microenvironment effects, hybridization
properties were analyzed on both the proximal and the distal
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Figure 4. Size exclusion chromatography characterization of short
PDNA assemblies. Structures depicted were analyzed on a HPLC gel
filtration column (detection at 413 and 254 nm) and apparent molecular
masses calculated using dsDNA as molecular mass standards. Apparent
molecular masses (expressed in base pairs) were predicted using the
formula molecular mass (base pairs) = 10P + 0.5S + D, where P, S, and D
stand for the number of protein unit(s) (®) and ss- and dsDNA bases
(arrows), respectively. The inset shows experimental peak shapes for
illustrated constructs.

sides (3'- and $'-halves, respectively) of the nucleic part of PDNAs.
In addition, the potential influence of the nature (ds- vs ssDNA)
of the region flanking the hybridization site was investigated.

During hybridization of PDNASs, protein absorption at 260 nm
represents less than 10% of the nucleic acid absorbance and does
not contribute to spectral changes. Second-order hybridization
rate constants ranging from 1.9 to 7 uM ' min~ ' were observed
(Figure 3), while the lengths of the hybridizing segments were
almost identical (19—20 bases) in all experiments. Comparison
of hybridization rates for DNA and 3'-end-grafted PDNA with an
identical sequence indicated that protein-dependent modulation
of rates is limited with regard to the effects related to the
sequence of hybridizing segments (Figure 3A). Moreover, anal-
ysis of the relative rates of hybridization events occurring in the
distal and proximal parts of PDNA confirmed a hardly significant
influence of the protein domain when grafted at the 3’-end of the
nucleic part (labels 1/3 and 2/4 in Figure 3B). In contrast, when
the grafting was performed internally in the nucleic part, a more
significant effect on rates was observed, which resulted both from
the presence of a modified base in the hybridizing segment
(labels 5/3 and 6/4 in Figure 3B) and the attachment of the
protein domain (labels 7/3 and 8/4). In both cases, distal grafting
has a limited influence compared to proximal grafting, suggesting
that the effect relates more directly to protein—DNA interaction
rather than to changes in the global hydrodynamic properties in
solution.

Electrophoretic and Chromatographic Properties of
PDNA Assemblies of Increasing Sizes. To further investigate
the relations between hydrodynamic behaviors and structures,
different types of PDNA assemblies were built. The relative
contributions of protein and nucleic domains were analyzed
using a series of constructs built from hybridization-driven
assembly of two PDNA tiles (or corresponding DNA controls),
namely, AA’-bS and BB'-bS (section 1 of the Supporting
Information). The AA’ PDNA building block was designed to
hybridize with the §'-half of ab’ and the 3/-half of ba’ cDNA,
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Figure 5. SDS—PAGE analysis of short PDNA assemblies. (A) Experi-
mental gel, in which the numbering of lanes corresponds to the structure
depicted in the bottom panel. (B) Relation between the observed
molecular mass (calculated on the basis of a protein standard) and
those predicted using the formula molecular mass (kilodaltons) = 15P +
0.2828 + 0.359D, where P, S, and D stand for the number of protein
unit(s) (@) and ss- and dsDNA bases (arrows), respectively. Structures
2—4 are derived from AA’-bS PDNAs, and structure S combines AA’-bS
and BB’-bS PDNAs.

matching their a and a' parts, respectively. Similarly, the BB’
PDNA block can hybridize to ba’ and ab’ DNA tiles by matching
their b and b’ parts, respectively. The complementary tiles were
assembled by single-step or sequential (purification of inter-
mediates) hybridizations at low (25—4S °C) temperatures
followed by final purification to homogeneity by combinations
of Ni-NTA affinity and gel filtration chromatography to resolve
PDNA assemblies from excess DNA. Corresponding structures
and HPLC gel filtration profiles are illustrated in Figure 4.
Individual constructs migrate during gel filtration as Gaussian-
shaped bands, allowing easy determination of their relative
mobility under the high-salt buffer conditions required to pre-
vent interaction with the silica matrix of columns. Interestingly,
DNA and protein structural elements contributed in a perfect
additive way to the apparent size calculated on the basis of
dsDNA standards. The individual contributions of the ssDNA
(0.5 bp/bp), dsDNA (1 bp/bp), and protein (equivalent to 10
bp/unit) parts appeared to be independent of the assemblies
considered. Consequently, the plot of the apparent sizes versus
calculated values for eight different constructs is linear. The 10
bp/unit equivalent contribution of the protein part corresponds
to an apparent molecular mass of 6.6 kDa, a value significantly
smaller than its actual size of 13 kDa, which would correspond to
smaller hydrodynamic radii for proteins compared to those of
dsDNA standards with identical masses. However, this is not
consistent with predicted hydrodynamic radii>**” that are similar
(1.9—2 nm) for a dsDNA of 13 kDa (20 bp) and for the b5 core
(13 kDa). The difference can be related to the flux-dependent
hydrodynamic stretching that is expected to occur and affect
differentially globular and linear structures in the tightly packed
HPLC gel filtration column.
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Figure 6. Agarose gel analysis of the apparent molecular mass of PDNA
and DNA assemblies. Structures depicted on the figure were resolved by
3.5% agarose gel electrophoresis in 1x TBE. Calibration was performed
with dsDNA standards. Molecular masses were predicted using the
formula molecular mass (base pairs) = 25P + 0.6S + D for DNA—DNA
constructs and the formula molecular mass (base pairs) = 25P + 1.55S +
D for PDNA—DNA constructs, where P, S, and D stand for the number
of protein units, ssDNA bases, and dsDNA base pairs, respectively.

To gain additional insight, the electrophoretic mobility of the
different constructs was evaluated under SDS—PAGE conditions
(Figure S). Analysis illustrated that coupling of the DNA parts to
the protein induces a strong shift in mobility. The apparent
molecular mass increases from ~15 kDa for the bs core alone to
27 kDa for the corresponding single-stranded PDNA, the
difference of 12 kDa being consistent with the molecular mass
(~13 kDa) of the DNA part. This result contrasts with gel
filtration data and could appear surprising as the protein and
DNA parts exhibit very different permanent charges. However,
protein in SDS—PAGE is expected to be denatured into an
extended and rather rigid form and negatively charged by the
interacting SDS.”® SDS-denatured protein and dsDNA have thus
some common conformational features that de facto result in
identical electrophoretic mobilities for similar masses. In con-
trast, the contribution to the apparent molecular mass of the
ssDNA part was consistently found to be ~50% larger than that
of the dsDNA part for equivalent masses with a lower persistence
length of ssDNA compared to that of dsDNA.

The conformation of PDNA-based structures in solution was
analyzed using nondenaturing agarose gel -electrophoresis
(Figure 6). An additive contribution to the apparent size
(expressed as base pair equivalents) of PDNA assembly compo-
nents was observed as described previously with ssDNA, dsDNA,
and protein parts contributing to ~0.6, 1, and 25 bp equivalents,
respectively (section 4 of the Supporting Information). The
16.5 kDa protein contribution is close to the 15 kDa value
determined by SDS—PAGE, while calibration was performed
using dsDNA standards. This feature is the reciprocal of the
situation found for DNA calibrated on a protein standard using
SDS—PAGE. It suggests that the folded bs core has electro-
phoretic mobility similar to that of dSSDNA with the same mass in
agarose gels. Likewise, the relative apparent masses of ss- and
dsDNA are similar in the two electrophoretic systems. However,
analysis of the electrophoretic mobilities of DNA and PDNA
polymers evidenced that the contribution of ssDNA to the
apparent molecular mass differs in PDNA (1.55—1.78 bp/base)
and DNA (0.60—0.69 bp/base) assemblies (section 4 of the
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Figure 7. Rapid-mixing analysis of the formation of tile concatemers.
(A) Experimental (gray line) and simulated (black line) kinetic
courses for the copolymerization of the depicted preformed PDNA—
DNA hybrids. (B) Same data for the hybridization of corresponding
DNA—DNA hybrids. Simulations were performed using rate constants
from Figure 3A and parameters from section 6 of the Supporting
Information.

Supporting Information). The effect is identical with one or
several protein units per construct and suggests that the presence
of protein affects the contribution to mobility of linked ssDNA
but not of dsDNA (section 4 of the Supporting Information).
This phenomenon was not observed during gel filtration where
the protein is folded but an electrical field is absent or during
SDS—PAGE where the protein domain is unfolded.

Hybridization Properties of Large PDNA-Based Struc-
tures. While hybridization properties of defined small PDNA
and corresponding DNA structures appeared to be very similar,
we questioned the behavior of larger assemblies in which protein
content could significantly impact geometry and steric hindrance
causing topological restriction to base pairing. The model used
was the formation of block copolymers involving regular repeats
of two types of PDNAs. When AA’ and BB’ PDNA were mixed
with half-complementary tiles (ab’ and ba’), a polymer featuring
AA’-BB’ PDNA repeats can be formed. The reaction was first
monitored using the hypochromic effect resulting from the
hybridization of single-stranded sticky ends. Panels A and B of
Figure 7 compare the reaction courses for PDNA—DNA and
DNA—-DNA polymerization, respectively. Individual rate con-
stants described in Figure 3 were used to simulate the reaction
courses using the same modeling approaches®' for PDNA and
DNA assemblies. This model assumes that hybridization rates of
large polymer fragments decrease with a power of —0.57 of
species length for DNA.>"* For PDNA, an equivalent length was
calculated as the sum of the real size of the nucleic part and of a
contribution of the protein equivalent to 10 dsDNA bases per
protein unit. This value was set to be identical to the protein
contribution evidenced in gel filtration experiments. The figure
illustrates that experimental courses were well-simulated with
this same model for DNA- and PDNA-based experiments. This
indicates that, for large linear assemblies, no significant additional
factor, which could differentiate PDNA from DNA, needs to be
taken into account to describe the global behavior.
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336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350

352
383
354
3SS
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

E7



F8

Bioconjugate Chemistry

152

BpMDP Equiv. base pairs Equiv. base pairs
D E

500 0.3

= o

g 2

300 S0.2

3 g

< 0.1

2100 <

=

o - ’ o

w 1 3 5 7 1 2 3 4 5 6

Number of units Number of units
Figure 8. Size distribution of DNA and PDNA copolymers.
(A) Agarose gel electrophoresis of DNA and PDNA polymer distribu-
tion after polymerization for 10 min of the four reactant tiles at ~1 uM
each and quenching with ~1.5 #M terminator tiles (section 6 of the
Supporting Information). (B and C) Scans of the experimental gel
profiles (gray lines) and their deconvolution (black lines) for DNA and
PDNA, respectively. (D) Plot of the dsDNA equivalent size of PDNA
(a) and DNA (O) polymers vs the number of units. Slopes correspond
to 67 and 40.5 bp/unit for PDNA and DNA, respectively.
(E) Quantification as equivalent masses of bands from panels B
(white bars) and C (black bars) as a function of polymer size. The error
in band quantification depends on methods but does not exceed a
relative error of 10—15%.

For further comparison, the size distribution of polymer
species was analyzed by gel electrophoresis and profiles were
deconvoluted as previously described™" to calculate the electro-
phoretic mobility and for quantification (Figure 8A—C). How-
ever, in this case, terminator tiles (namely, am, Ma’, bm, and
Mb’) able to cap the free ssDNA parts (A, A’, B, and B/,
respectively) of polymer extremities have to be added to quench
the polymerization and allow gel electrophoresis analysis. The
quenching process was incorporated into the simulation model
(sections $ and 6 of the Supporting Information).”' For DNA
and PDNA polymers, the apparent size was found to be propor-
tional to the number of repeats with an additional contribution of
single-stranded quencher ends (Figure 8D). As expected, the size
step between bands appeared to be significantly larger for PDNA
(~65 bp equivalent) than for DNA (40 bp equivalent) because
of the contribution of protein domains to PDNA. However,
relative distributions of polymer concentration obtained in
DNA—DNA and PDNA—DNA experiments were found to be
similar (Figure 8E) and consistent with simulations. At this point,
we can conclude that DNA and PDNA recognition in solution is
fully driven by the nucleic acid part with almost undetectable
interference of the protein domain, except for hydrodynamic
effects associated with size differences.

Self-Assembly of PDNAs on Vesicles and Supported
Membranes. The protein domain of PDNA carries a C-terminal
His, tag that can form a complex with nickel, cobalt, or copper
divalent ions, mediating association through a surface and thus
constraining self-assembly mechanisms. While the affinity of
short His tag sequences for the nickel-nitriloacetate linker is
sufficient for tight binding on affinity columns, the lifetime of
such a complex is fairly short, generally a few seconds.'**°~**
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Figure 9. SPR analysis of the interaction of PDNA assemblies and of
their bs component with phospholipids. (A) Binding kinetics of the bs
component of PDNAs in the monomeric state (left) or following protein
dimerization through a disulfide bond (right). The W label denotes the
start of the washing phase. (B) Step by step self-assembly of PDNAs on a
membrane surface. Free PDNA (1), supported membrane-bound
PDNA (2), free DNA—tile dimer (3), coupling product of steps 2 and
3 (4), free hybrid (5) between one PDNA and two DNA tiles, and
coupling product of steps 4 and S (6). (C) SPR sensorgram correspond-
ing to panel B. The numbers correspond to steps depicted in panel B.
The differential reflectivity for each step is indicated by the arrows.

Binding of the PDNA protein part to the phospholipid bilayer
supplemented with DOGS-Ni was evaluated using 100 nm
calibrated liposomes. The protein and phospholipid saturation
curves are illustrated in section 7 of the Supporting Information.
Half-saturation for the monomeric bs domain used in PDNA
construction was found to be ~5 uM, and the binding capacity
was clearly proportional to the total phospholipid concentration,
leading to an average binding surface of ~350 nm” for a single
bs unit.

Assembly of PDNA on a membrane was further investigated
using a DOGS-NTA-Ni-doped hemimembrane supported on
gold, which allows monitoring of assembly by surface plasmon
resonance (SPR). Figure 9A illustrates that the binding of the
protein part of PDNA to the supported membrane is efficient but
rapidly reversible with an affinity in the micromolar range,
confirming the previous observation with vesicles. However,
when the protein parts form a dimeric structure, a stable associa-
tion is observed with a dissociation rate hardly measurable (hour
range). This is due to a rebinding process in the diffusion limit
layer immediately surrounding the surface when at least two
linkages exist between the object and the surface. Such a situation
typically occurs when two PDNA tiles become linked through
hybridization with a ¢DNA tile. This principle is used in the
experiment described in Figure 9B and is illustrated by the SPR
sensorgram in Figure 9C. Formation of a supported membrane
hemilayer is evidenced by the fusion of DOGS-Ni-supplemented
phospholipid vesicles onto alkane thiol-modified gold. Binding of
PDNA to the Ni-NTA lipid head (steps 1 and 2) appeared to be

dx.doi.org/10.1021/bc2002264 |Bioconjugate Chem. XXXX, XXX, 000-000
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Figure 10. High-speed AFM analysis of the dynamics of PDNA structures. (a and b) Dynamic AFM imaging (10 frames/s) evidencing the formation of

transient concatemers (species 1 and 2 giving 3 and 4 and S giving 6) of the construct described in the scheme.(c) Dynamics of two constructs anchored
onto a nanoparticle. Images from lane a were untreated, while nonrelevant background noise was removed for the sake of readability in lanes b and c.

efficient, and the trace clearly illustrates that the bound PDNA
can be easily hybridized (steps 2—4) with the complementary
extremity of a DNA—DNA half-hybrid that acts as a linker
between two PDNAs (steps 4—6) finally stabilizing the whole
construct on the surface. However, the addition of mass follow-
ing hybridization appeared to be significantly below the expected
stoichiometry, and the defect increased with a larger number of
assembly steps. This could be explained by the fact that binding
of additional PDNA tiles to the surface is sterically impaired by
tiles already associated on the surface. Reducing the effect would
need careful control of surface saturation during assembly
initiation. However, this would suppose working under condi-
tions far from surface saturation, which would in turn dramati-
cally reduce the magnitude of the SPR signal, making multiple-
step assemblies difficult to monitor.

AFM Analysis of the Dynamics and Interactions of Short
PDNA Assemblies. A construct encompassing two PDNA tiles
(scheme in Figure 10) was prepared and adsorbed onto freshly
cleaved mica in the presence of magnesium. High-speed AFM
imaging evidenced lateral mobility with large changes in position
(tenths of a nanometer) and shapes of objects within the 100 ms
time lapse between two scans (Figure 10a). An overlay of
consecutive images separated by a 100 ms time lapse on a
300 nm x 300 nm scale illustrates the presence in the population
of lower-mobility segments, while other regions of the molecules
were rapidly laterally diffusing (image sequence available in
section 9 of the Supporting Information). Surface defects, such
as nanoparticles a few nanometers in diameter, can very effi-
ciently trap diffusing PDNA structures, anchoring them onto a
specific point of the surface when the remaining parts are still
stochastically moving around leading to tweezerslike structures
(Figure 10a, lane 3). Interestingly, two or more constructs can
frequently interact together, resulting in the apparent fusion of
objects to give unstable longer species (Figure 10a, lane 2). The
events appeared to be mostly conservative with respect to length
(daughter species has a length close to the sum of the parents), a
feature expected for classical base pairing. However, the con-
struct exhibits single-stranded extremities that are not comple-
mentary and cannot give rise to a stable duplex. Consistently, the

2.3|\nm

0 nm 20

Figure 11. Structures of immobilized PDNA assemblies. (A) High-
speed AFM imaging (raw data) of two assemblies and a schematic
description of the image. (B) Three other objects are illustrated at a
higher resolution (raw data), and section profiles of the DNA (1) and
protein (2) parts are given. Constructs encompassing five PDNA units
hybridized to a large single-stranded DNA were prepared as outlined in
the right part of the scheme (see section 8 of the Supporting Information
for details).

species appeared to be monodisperse in gel electrophoresis.
However, formation during gel filtration of shoulder peaks with
molecular masses greater than that of the main species suggested
weak interactions of construct extremities, consistently with
predicted AG values of —7.8 (b/b), —7.5 (a'/a’), and —3.6

kcal/mol (b/a’) for the formation of intermolecular hydrogen

dx.doi.org/10.1021/bc2002264 |Bioconjugate Chem. XXXX, XXX, 000-000
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bonds in a salty solution (section 10 of the Supporting In-
formation). Such energies are sufficient to create short life (few
seconds) but easily observable concatemers under dynamic AFM
conditions. Statistical analysis of the length distribution of the
concatemer (one to eight repeats) was performed on 106 objects,
and the resulting profiles were found to be consistent with a
model in which single-stranded extremities of the species interact
together on the surface with AG values of —1.8 and —0.8 kcal/
mol, respectively (section 11 of the Supporting Information).
The observation was found ito be dentical upon imaging of
DNA and PDNA of identical nucleotidic structures. As a control,
concatenation events were never observed with a dsDNA
(513 bp) that does not include single-stranded extremities.

Structural Analysis of Large PDNA Structures. It could
appear surprising that the protein domains were hardly visible
under previously used experimental conditions. However, the
linker attaching DNA and protein domains in PDNA is suffi-
ciently flexible to allow fairly different dynamics for the two
components. Under previously used conditions, the scanning
rate probably remained too slow compared to the dynamics of
the protein domain to capture the 2 nm globular structural
details. To limit the overall dynamics, larger objects were
designed, including a 513-base single-stranded DNA scaffold
on the middle of which up to five PDNA tiles can be hybridized
(Figure 11A). As previously reported,33 ssDNA segments gen-
erate tightly folded regions strongly interacting with the sub-
strate. Under such conditions, a string of protein domains
(thickness of 2.3 nm) regularly placed (10—15 nm) along the
DNA filament (thickness of 1.35 nm) can clearly be imaged by
high-speed AFM. Control involving dsDNA with same sequence
illustrates a filament with a homogeneous thickness of ~1.3 nm
(not shown). This illustrates that PDNA building blocks can be
easily used to decorate a DNA scaffold.

B DISCUSSION

Covalent coupling of protein and DNA domains into a single
building block is a versatile alternative to noncovalent complexes
for building proteo—nucleic structures.>* >’ Different PDNAs
encompassing a cytochrome bs protein domain linked to a
ssDNA were designed, synthesized, and purified to homogeneity.
The C-terminal His tag on the protein part offers a way to create
more specific and localized interactions with substrates than
DNA alone that nonspecifically interact with ion-doped material
like Ni**-treated mica.>® The requirement to build PDNAs is the
availability of a unique grafting position in the protein sequence.
Use of a surface cysteine residue is a method of choice, but
alternate solutions include the use of a rare or non-natural amino
acid like a selenocysteine or an N-acetylphenylalanine,*® which
can be selectively grafted using adapted chemistry. A generic
approach could also involve grafting of the surface cysteine
opposite the CDR3 binding region onto small (14 kDa) VHH
single-chain antibodies. Such antibodies could be used in turn to
form a noncovalent high-affinity complex with any protein of
interest.””

This work specifically aimed to compare the physicochemical
and self-assembly properties of DNA and PDNA in different
environments. Defining and controlling parameters implied in
self-assembly mechanisms of such hybrid synthetic structures will
permit us not only to use them as modular building blocks for
multifunctional nanostructures but also to improve our under-
standing of properties of natural nucleo—proteic complexes.

A contribution of the protein domain to the hydrodynamic
properties of PDNAs was clearly evidenced by gel filtration
and electrophoresis in SDS—PAGE and nondenaturing agarose
gels. In all cases, the protein contribution appeared to be additive
with respect to the one of the nucleic acid parts provided to use
an equivalent DNA length that differs depending on the analysis
method considered. During gel filtration, the 13 kDa protein
domain migrates like a solvated dsDNA of 6.6 kDa. This con-
trasts with an equivalent mass of 16—17 kDa observed in non-
denaturing agarose gel electrophoresis calibrated using dsDNA.
This last value is consistent with a mass of 15 kDa for the protein
domain in SDS—PAGE following calibration with proteins. This
is in agreement with a common extended conformation of the
reference molecules (DNA and protein) used for calibration in
an agarose gel and during SDS—PAGE, respectively. During
HPLC gel filtration, hydrodynamic constraints resulting from
flow are expected to favor a rather extended conformation of the
DNA used for size calibration. In contrast, the protein domain
remains globular, which tends to decrease its relative apparent
size. Reciprocally, during agarose gel electrophoresis, the much
lower charge of the protein domain compared to that of DNA
decreases the relative protein mobility, thus compensating for the
more compact structure of the protein domain. The strictly
additive contributions of double-stranded nucleic and protein
domains to hydrodynamic behaviors for a variety of PDNA
assemblies suggested that conformational interactions between
the two components are likely weak under all tested conditions
and do not affect their individual shapes.

In contrast to pure nucleic structures that are generally
assembled under conditions close to the melting temperature
to avoid formation of dead-end parasitic hybrids,**° proteo—
nucleic structures must be preferentially assembled in a kineti-
cally controlled manner,**~* far below the melting temperature
to prevent thermal denaturation of protein domains. Hybridiza-
tion rates are thus critical parameters of PDNAs that were
analyzed by monitoring hypochromic effects associated with
hybridization in rapid-mixing experiments. While the length of
hybridizing segments is homogeneous for all considered tiles,
observed hybridization rates significantly differ over a 4-fold
range. This dispersion does not simply correlate with obvious
sequence features and for the same hybridizing segment depends
on the nature of flanking regions. The reason is likely related to
the formation of possible secondary structures of ssDNA parts,
some of them having predicted stability sufficiently large (8—
14 keal/mol) to significantly interfere. In contrast, comparison of
the hybridization rates of DNA and corresponding PDNA does
not evidence a significant effect of the protein domain when
grafted on the oligonucleotide 3'-end. However, a moderate
decrease in hybridization rates was observed for internal grafting
proximal to the hybridizing segment. In this case, base modifica-
tion by the linker and protein presence exhibited cumulative
effects. When hybridization between larger polymers was con-
sidered, no additional effect was observed compared to the
situation with short building blocks, suggesting the absence of
long-range interaction between PDNAs when formation of linear
polymer was considered.

Altogether, our results indicate that DNA and PDNA tiles are
mostly equivalent at the level of their hybridization properties
and that PDNA can easily substitute for DNA in most DNA-
based supramolecular assemblies, provided that the folding can
sterically accommodate the protein parts. A potential limitation
remains the thermal stability of the protein domain under the
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fairly high-temperature conditions required to prevent formation
of a dead-end product by spurious hybridization.*** However,
analysis of the thermal stability of our constructs evidenced that
linkage to the nucleic acid part has no significant detrimental
influence on protein stability leading, in our case, to constructs
stable up to 55 °C, a value that is compatible with current
hybridization procedures. Thus, any reasonably stable protein
can be substituted for our cytochrome b5 domain, including
recognition protein-like single-chain antibodies of the VHH
family. In the case of very unstable protein domains, an alter-
native assembly procedure under kinetic control remains
possible using, for example, DNA hairpin or loop motifs as
programmable units.*"** A combination of kinetic and thermo-
dynamic control can also be used to direct self-assembly pro-
cesses by engineering intra- and interparticle DNA hybridiza-
tion.>*

PDNAs potentially offer many advantages when self-assem-
blies on surfaces are targeted. The protein domain can be used,
for example, for the recognition of surface chemical or physical
features using material specific affinity domains.** This also
applies to redox active proteins (like cytochrome bs), for which
electron transfer properties at surface interfaces can be modu-
lated by the conformation of the DNA scaffold, thus constituting
biosensors. Analysis by rapid-scan AFM clearly evidenced lateral
diffusion properties of PDNA assemblies on surfaces. SPR
experiments demonstrated that such structures can be sequen-
tially built by stepwise extension from a matrix-bound primer"”
or by self-organization of tiles attached to membranes (this
work). However, the progressive yield decrease during construc-
tions resulted either from surface saturation or, as shown by HS-
AFM, from the presence of surface defects able to anchor laterally
diffusing PDNA molecules. A possible turnaround to build
defect-free surfaces would be the use of phospholipid vesicles
as assembly frame. This work illustrates that the fairly limited
stability of the attachment of PDNA to NTA-modified phospho-
lipids is a limitation, which could be somewhat overcome when
several protein modules are bound to the same vesicles. Alter-
natively, multiple-head NTA constructs can be used to increase
affinity."*'**°3* However, the fairly rigid structure of large
PDNA—DNA supramolecular assemblies was found to conflict
with the strong curvature of small (50—100 nm) vesicles and
more importantly can reciprocally induce an unwanted phase
transition of the support phospholipid structures, leading to
uncontrolled organization.

Formation of transient end-to-end concatemers was evi-
denced by HS-AFM upon lateral diffusion of PDNA assemblies
on the surface. Similar behavior was observed when DNA was
substituted with PDNA under the same experimental conditions.
The phenomenon was clearly related to the presence of ssDNA
extensions on constructs that can form short stretches of paired
bases (four to six bases) and was not observed with fully dsDNA.
Interaction energies deduced from modeling of the concatemer
distribution appeared to be ~4-fold smaller than calculated
values in solution, which is consistent with the much lower salt
concentration used under AFM imaging conditions. Formation
of these transient structures while they are reversible competes
with true hybrid formation during assemblies slowing the process
on surfaces. The phenomena could be enhanced by the presence
of surface defects that efliciently trap diffusing PDNA assemblies
and by the observed topological cluttering on the surface (AFM
and SPR experiments). These three effects combine in reducing
the self-assembly efficiency of surface-bound objects.

While high-speed AFM opens a new dimension for the
analysis at the single-molecule level of nucleic acid assemblies,
difficulties could arise from the relative values of scan rate and
object dynamics. Our data evidence that the small b5 domain
(13 kDa) was not visible when attached to highly dynamic
structures, whereas it was clearly imaged when bound to much
larger DNA exhibiting a lower mobility. Thus, it seems that some
compromise has to be found between resolution and dynamic
analyses, particularly when very small objects are involved. While
dynamic AFM observation of a fairly small protein (calmodulin,
17 kDa) bound to a streptavidin crystal was recently reported,*’
our results go further than previous reports*® by visualizing for
the first time a small protein domain (13 kDa) linked to isolated
DNA molecules in solution.
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Section 1. DNA tile sequences and matches.

Tiles Sequence (5'- - 3') Bases

A---A’  CCGTAGGGTCTCCATTTTGA---AGCGAAGTCACACTGTACA 39
B---B" GTCCATATGCAAGTCAGCGT---CAGTGTACAGICACGTCAG 39
a--b  TCAAAATGGAGACCCTACGG---CTGACGTGACTGTACACTG 39
b---& ACGCTGACTTGCATATGGAC---TGTACAGTGTGACTTCGCT 39

a-m TCAAAATGGAGACCCTACGG---GTAAAACGACGGCCAG 36
b--m ACGCTGACTTGCATATGGAC---GTAAAACGACGGCCAG 36
M---a CAGGAAACAGCTATGAC---TGTACAGTGTGACTTCGCT 36

M---b’ CAGGAAACAGCTATGAC---CTGACGTGACTGTACACTG 36

N - A A B B’
Matching tilemoietiesare — &~ <= &
a a’ b b’
BB’ sequence was synthetized in three versions: without, with a 3" amino-linker and with an
internally amino-linker coupled thymidine base (underlined). In the case of the AA’ sequence,
only the unmodified and 3 amino-linker versions were used. The amino-linker modifications

were used for protein derivatization in PDNAS.

Section 2. Schematic for the synthesis of protein-DNA (PDNA) structures.
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Section 3. Synthesis of protein-DNA (PDNA) structures.

Genetic Engineering of Cytochrome b5: A human microsomal cytochrome b5 cDNA
(GenBank accession number L39792) has been previously engineered to substitute the 26 C-
termina residues constituting the hydrophobic membrane anchor tail by the -NGHHHH-
COOH sequence (16) encoding an His-tag. Engineered cDNA was subcloned into pCR®2.1-
TOPO® cloning (Invitrogen) and the Sphl-BamH1 fragment was ligated into the
corresponding sites of digested pUHE25-2 expression vector giving pUHE-[Hb5-(HIS,)C-
term]. This construction includes an additional Leu codon inserted immediately after the
normal Met initiation codon. Site directed mutagenesis of plasmid was performed with
QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) to introduce a Ser-24-Cys aa-
sequence change. This brought a unique solvent accessible thiol-containing residue at the
surface of the b5 globular domain. Mutation has been checked by sequencing resulting in the
PUHE-[Hb5-24C-(HIS;) C-term] expression plasmid.

Protein expression and purification: XL1-Blue E. coli cells transformed by pUHE-[Hb5-24C-
(HISy)C-term] were transferred in 50 mL liquid Luria-Bertani containing 100 pg/mL
ampicillin and grown over-night at 37°C, 160 rpm. 45 mL of this culture were transferred into
1 L of Terrific Broth (TB) containing 100 pg/mL ampicillin and bacteria were grown at 28°C
for 24 hrs. 1 mL aliquotes of the culture were stored at -80°C in 1X Hogness. Protein
expression was induced with 0.5 mM IPTG and 0.5 mM 3-ALA added with 500 mL of TB
and occured at 28°C for 24 hrs with shaking at 160 rpm. Cells were harvested after 10
minutes 8500 x g centrifugation at 4°C, washed 2 times with 50 mL 20 mM Na/K phosphate,
0.5 M NaCl, pH 6.5 in the presence of 1 mM PMSF, and suspended into the same buffer with
anti-protease cocktail. Cells lysis was performed by repeated sonication following treatment
with 1.25 g/L lysozyme , 50 mg/L ribonuclease A and 50 mg/L DNAse |. After removal of
cell debris by centrifugation at 18500 g for 10 min, the supernatant was applied onto a 1.5 x 6
cm column of imminodiacetate immobilised on agarose (Sigma) equilibrated successively
with 0.05 M NiCl, in 0.1 M KAc, 0.4 M KCI adjusted to pH4.5, with HCI, washed with the
same buffer without NiCl, and finally equilibrated with 50 mM Na/K phosphate buffer pH 7.4
(buffer A). For elution, column was washed with buffer A containing increasing NaCl
concentrations (0.1 M to 0.5 M) until OD_g; of the eluate was lower than 0.3. The protein was
eluted with 30 mM L-histidine solution in buffer A containing 1 mM PMSF. 5 mM EDTA
was added to fractions containing the protein before loading onto a DEAE-Sephacel column
(1.5 x 9 cm) equilibrated with buffer A. The column was washed with buffer A supplemented



with 0.1 M NaCl. The protein was eluted with buffer A containing 0.35 M NaCl. Fractions
were pooled and dialysed against 1 L of 20 mM Na&/K phosphate, 1 mM DTT pH 6.5. Eluate
was concentrated using a Vivaspin 10000 MWCO device (Vivascience) before loading on a
gel filtration column (Superdex 75 prep grade Amersham Biosciences) 1.6 x 50 cm
equilibrated with 20 mM Na/K phosphate pH 6.5 and eluted at 2 mI/min. Concentration of the

purified protein was determined by spectrophotometry using €412nm=118 mM™.cm™.

Linker coupling to sssDNA: the SPDP reagents (Pierce) are heterobifunctionnal cross-linkers
(SI Section 2A). Succinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio) propionamido]hexanoate (LC-SPDP) is
a 15.6A long spacer arm which can form, on one side an amid bond with the 3’ -amino-
modified oligonucleotide and, on the other side a disulfide bond with the engineered protein :
Hb5-24C-(His;)Cterm. Poorly soluble in agueous buffers, LC-SPDP was first dissolved in
DMSO (90 mM) before al dilution. The 39 mers 3'-amino-modified ss-DNA (S| Section 2B)
were coupled to the bifunctional linker in 50 mM Na/K phosphate buffer pH 8, using 15 mM
LC-SPDP for a DNA concentration ranging between 50 uM to 100 pM. The reaction
occurred at room temperature. The coupling efficiency was checked by ion-pairing reverse
phase chromatography on a Waters XTerra MS C18 column (3.5 puM, 4.6 x 100 mm)
equilibrated with 0.1 M triethylamonium acetate pH 7.4 in water and eluted at 1 mL/min
using a linear gradient between the aqueous buffer and acetonitrile (0 to 21.4% by val. in 10
min). Coupled ssDNA (Sl Section 2C) were purified from excess of reagent and of hydrolysis
subproducts by chloroform extractions prior loading onto an 0.6 x 2 cm anion exchange
column (DEAE Sephacedl) equilibrated with 50 mM Na/K phosphate pH 7.4 (buffer A). After
washing with 0.25 M NaCl in buffer A, DNA was eluted with 1 M NaCl in buffer A. DNAs
were desalted against water using Float-A-Lyzer (Fisher) @5 mm, MWCO 35 K and
concentrated by speed vacuum without heating (concentrator 5301, Eppendorf).
Concentrations of coupled oligonucleotides were calculated from their absorption spectra and
were stored at -20 °C.

Hb5-24C(HIS), coupling with LC-SPDP-DNA: To prevent a high level of spontaneous
dimerisation of Hb5-24C(HIS),4, the protein was reduced and the monomer separated from
DTT excess by gel filtration on G25 sephadex column equilibrated in 10 mM Tris-HCI pH 8
1ImM EDTA under anaerobic conditions (SI Section 2D). LC-SPDP-oligonucleotides were
coupled for 24 h at room temperature with 1.5 molar excess of reduced engineered b5 in a
hermetic flask filled with argon. Coupling products were analyzed by ion pairing reverse
phase HPLC.



Protein-DNA complex purification: Combined chromatographies were used to separate the
complex from non-coupled DNA and non-coupled engineered b5. The reaction mixtures were
loaded separately onto a 0.5 x 1.5 cm nickel chelate column equilibrated with buffer A.
Column was washed with buffer A to remove uncoupled oligonucleotides (SI Section 2E) and
pyridine-thiol subproducts until Az absorbance was no more detectable. The his-tagged
proteins were eluted by a solution of 30 mM histidine in buffer A. DNA-coupled and non-
coupled protein fractions (Sl Section 2F) were pooled based on the 413 nm absorption spectra
and were treated with 5 mM EDTA in order to disrupt potential nickel-proteine complexes.
Fractions were applied onto a 0.5 x 3 cm DE52 anion exchange column equilibrated with
buffer A. Following a wash step with 0.35 M NaCl in buffer A to elute protein which is not
coupled to oligonucleotide (SI Section 2G), the PDNA complex (H) was finally eluted with 1
M NaCl in Buffer A. The concentrations of PDNA complexes were determined by
spectrophotometry at 260 and 413 nm and the purity checked by reverse phase HPLC for
chemical contaminants and by reducing and non-reducing SDS-PAGE gels for protein
contaminants. Both controls demonstrated the absence of any detectable DNA, protein or

chemical contamination.

Section 4. Contribution of building blocks to apparent size in gel filtration and
electrophoresis.

Methods Unit ssDNA®* | sssDNA® | ds-DNA Prot
(base) (base) (bp) (unit)
G filtration® | kDa(bp) | 0.30(0.50) | 0.30(0.50) | 0.70(1.00) | 6.6 (10)
SDS-PAGE® | kDa(bp) | 0.28(0.46) | 0.28 (0.46) | 0.36 (0.51) | 15.0 (25)
Agarose gel®*® | kDa(bp) | 0.36(0.60) | 0.94 (1.55) | 0.70 (1.00) | 16.5(25)
Agarose gel®® | kDa(bp) | 0.42(0.69) | 1.08(1.78) | 0.73 (1.04) | 17.5(26.5)

Coefficients were calculated from the |least square adjustment of calculated to experimental

values.

Contribution per base for m and M sss-DNA extensionsin protein free constructs

“Contribution per base for m and M ss-DNA extensions in protein containing constructs
Calibrated with ds-DNA standards standards assuming an average of 330 Daltons per
base.’Calibrated with protein standards. °Simple assemblies of PDNA and DNA from Figure
6. “Data from Figure 8.



Section 5. Experimental and simulated profiles for PDNA copolymers.

Scan (line 1 on the next Figure) of the experimental PDNA gel profile from Figure 8A and its
deconvolution using an optimized expansion factor of 1.5 (line 2) and regular resolution for
ds-DNA (line 3). Simulations using parameters defined in SI Section 6 with (line 4) or
without (line 5) taking into account the SIC value. Regular ds-DNA gel resolution was used

for reconstruction.

Relative quantities
(fluorescence equiv.)

529 393 261 127
Equivalent base pairs

Section 6. Parameter sets for simulations.

All simulations were performed and parameters defined as described in (21) and take into
account the environment and length modulation of rate constants (with RL =19 bases), and
the J-Factor table PT2 of the same paper. For rapid—mixing experiments (Figure 7) final
concentrations used were 0.28 uM of [AA’PDNA-ba DNA] and [BB'PDNA-ab' DNA]
hybrids (panel A) and 0.35uM of [AA’-ba DNA] and [BB’-ab’ DNA] hybrids (panel B). For
simulation of agarose gel profile in SI Section 5, concentrations were AA’b5 (0.7), BB'b5
(1.1), &’ (0.95), ba' (0.85), Ma (1.54), Mb’ (1.5), am (1.74), bm (1.38) uM. Rate constants
used for simulation are given in the following table. Others parameters, for rapid-mixing
experiments simulation, were hypochromic factors (Hf) of 11.3 and 10.4 % for PDNA and
DNA, respectively. For the simulation of agarose gel profiles visualization parameters were
SSEH = 0.5, DSEQ: yes, DSSS =1, DSDS =1.05 and DSCS =1. A vaue of 0.09 uM for SIC

parameter was only used for curve 4 in S| Section 5.



Rate constants | PDNA | DNA | PDNA | DNA
(UM minh)
Typel Type 2
A’ld 5.6 7.0 88 | 111
Ala 3.7 3.7 5.8 5.8
B'/b’ 4 34 6.3 5.4
B/b 55 4.1 8.7 6.5

Type 1 corresponds to the hybridization of ss-regions flanked by ss-regions. Type 2 refersto

the hybridization of the ss-regions flanked by ds-regions.

Section 7. Cytochrome b5 and phospholipid concentration dependence for the formation of

protein-lipid complexes.

A, saturation curve for the association of cytochrome b5 to liposomes using a total

phospholipid concentration of 700 uM and variable b5 concentrations. B, same experiment

using a constant b5 concentration of 10 uM and variable phospholipid concentrations. Freshly
extruded (DOPC, DMPC, DOGS, 45: 45: 10, by mol.) phospholipids (0.7 mM) were
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incubated for 10 min a 24°C with
different concentrations of cysteine-
containing protein (1.2, 2.3, 4.6, 9.2, 185
and 37 uM). The mix (70 pL) was diluted
to 400 puL with 1 x PBS buffer, before
loading onto a nickel-charged IMAC
column (0.5 x 1 cm). The column was
washed with 2 x 400 uL buffer. Spectra
were recorded on each eluted fraction and
the amount of unbound materia
calculated by deconvolution of the
cytochrome b5 spectra. The procedure
was repeated using variable
concentrations of phospholipids and a
fixed concentration of cytochrome b5.



Section 8. Purification of the DNA and PDNA assemblies described in the paper

Bi-block construction (AA’/ba, BB'/ab’, AA’-b5/ba’, BB’-b5/ab’). Corresponding tiles
(PDNA or/and DNA) 1-20 uM (depending on experiment) were hybridized in 1x PBS buffer
for 1h at 42°C, then centrifugated prior purification by HPLC gd filtration performed at 0.3
ml/ minin 0.25 M NaCl, 0.15 M NaKPO4 buffer at pH 6.8 using a 4um UHR SEC, 4.6 x 300
mm column (Waters). When PDNA and DNA were hybridized together a slight molar excess
(1.2 x) of the DNA tile was used to improve yield.

Tri-block construction (AA’/ba/ab’, BB’/ba/ab’, AA’/BB’/ab’, AA’-bS/ba/ab’, BB’-
bS/ba /ab’, AA’-b5/BB’-b5/ab’). The procedure was formaly the same than for diblock
synthesis except that three tiles were used.

Penta-block construction (AA’/BB’/ba /ab’/ba’, AA’-b5/BB’-b5/ba /ab’ /ba’): suitable HPLC
purified di-block and tri-block (see previously) were mixed and let to hybridize at 42°C for 60
minutes prior purification by HPLC gel filtration.

Framework bound PDNA (Figure 11): The [Mb’-ba -ab’-ba -ab’-reverse of m] sequence
block was cloned on the M13 minus strand orientation (see Sl Section 1 for letter codes) in
the PCR cloning site of pCR2.1 (Invitrogen) using standard molecular biology techniques. A
513 bp fragment of the plasmid was amplified by 30 cycles of unsymmetrical PCR using a
10:1 molar ratio of primes 5-CTGTTGGGAAGGGCGATCG-3 and 5'-
ACAGCTATGACCATGATTACGCC-3, respectively. The PCR product was purified from
protein by phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation. Following quantification,
the PCR product was heated for 3 min a 100°C and frozen in liquid nitrogen. 1.5-
stoichiometry of 3'-end grafted AA’-b5 and internally grafted BB’-b5 PDNAS (taking into
account the presence of 2 binding sites for AA’ and 3 for BB’ on the matrix) were added to
the frozen tube and let to warm to room temperature. Following incubation for 30 min at
42°C, resulting hybrids were purified by HPLC size exclusion chromatography. While
asymmetric PCR mostly generates ss-matrix, the construct might contain small amount of re-
hybridized double stranded matrix contaminating the expected PDNA-framework hybrid due
to the impossibility to discriminate large DNA structures by gel filtration.






3.4. Données complémentaires

3.4.1 Analyse par microscopie de force atomique (AFM)
3.4.1.1 AFM a I’air

Equipement : le microscope utilisé est le Nanoscope Multimode 8 avec un scanner présentant
une plage de balayage maximum latérale de 15 pum. Les pointes spécifiques des conditions a
I’air sont des sondes en nitrure de silicium (référence Bruker : Scan Asyst ou DNP-S). Les
leviers présentent une constante de raideur variant de 0.3 a 0.4N/m et une fréquence de
résonnance f=20-30 kHz.

Les conditions d’imagerie enregistrées par des sondes de température et d’humidité relative
(Farnell ST-321) étaient variables, allant de ~22°C +/-0,4 avec 33,5% +/-0.4 d’hygrométrie
pour les jours les plus humides a 28°C+/- 0.2 avec une humidité relative inférieure a 5% pour
les jours les plus secs.

Dépdt des échantillons : Les échantillons ont été déposés sur deux micas différents : le mica
« japonais » et le mica « dijonnais » en utilisant un protocole classique : clivage du mica;
traitement aux cations, rincage a I’eau milliQ de I’exces d’ions; dép6t des échantillons
incubés quelques minutes a quelques dizaines de minutes & 4°C ou température ambiante
selon les échantillons et leur stabilité; rincage de I’excés de matériel adsorbé et des sels;
séchage avant observation. La difficulté pour obtenir des images exploitables avec le
protocole de préparation précédent nous a amenés a développer des chimies de surface sur le
mica a base d’époxy-silane ou d’amino-silane dont les principes sont présentés Figure 47.

Silanisation avec un époxysilane :

La chimie epoxysilane (EPS) implique la modification de surface par la molécule 3-glycido-
trimethoxysilane (GPTS), qui réagit avec les fonctions hydroxyles de la surface. Des liaisons
Si-O-Si, qui se forment entre les chaines adjacentes, stabilisent la couche (Figure 47-1). La
séguence suivante a été mise en ceuvre : Clivage du mica; incubation 20 min (20°C) sous
azote avec 5% de saturation d’eau; incubation 14 heures (95°C) sous azote saturée par de la
vapeur de toluéne et de GPTS (1ml toluene + 0.1 ml de GPTYS) ; balayage de 15 min (20°C)
par de I’azote pur et 1 heure (20°C) par de I’air a 35% humidité relative.

Fonctionnalisations Mono-NTA et bis-NTA :

Le bis-NTA a été synthétisé a partir du Na,Na-Bis(carboxymethyl)-L-lysine hydrate (mono-
NTA). Les fonctionnalisations au mono-NTA ont été réalisées en incubant les supports de
mica préalablement fonctionnalises avec I’EPS comme décrit précédemment. Une solution de
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500 mM de mono-NTA amine dans un tampon aqueux carbonate de sodium pH 9, durant 1 h
a 20°C. Les surfaces ont été lavées a I’eau milliQ, traitées avec une solution de 0.1 M de
NiCl, pendant 3 min, puis a nouveau lavées a I’eau afin d’éliminer I’excés d’ions. Les
fonctionnalisations au bis-NTA ont été réalisées en suivant les étapes du protocole précédent,
mais avec une solution de 10 mM de bis-NTA amine.
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Figure 47 : Chimies de surface développées sur mica.

1, Fonctionnalisation a base d’époxy-silane: a, silanisation du support, b, époxy-silane hydrazine, c, acide
nitrilotriacétique (NTA). 2, fonctionnalisation & base d’amino-silane: a, silanisation du support, b, chimie
carboxylate.
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Figure 48 : Fonctionnalisations mono- et bis-NTA.
A, mono-NTA. B et C, complexe bis-NTA-Ni-His

3.4.1.2 AFM en phase liquide

Les expériences en phase liquide ont été réalisées sur un microscope AFM a haute vitesse qui
est un prototype dont la technologie repose sur celle de I’équipe japonaise du Pr. T. Ando
(Laboratoire de Biophysique, Université de Kanazawa, Japon). Les leviers Olympus BL-
ACI10EGS-A2 ont été utilisés, avec des sur-pointes, de 2 a 3 um, déposées par faisceau
d’électrons par (SEM) microscopie électronique a balayage (JEOL 6500) au laboratoire a
Dijon. Les forces d’interaction en mode contact intermittent étaient de I’ordre de 30 pN en
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considérant un facteur de qualité Q égal a 2, une amplitude d’oscillation Ad de 0.2 nm et une
constante de raideur K de 200 pN/m : F~kxAd/Q.

Des leviers Nanoworld USNMCB présentant une longueur de 7um, une largeur de 3um, une
épaisseur de 100nm, et une constante de raideur plus élevée de 0,6 N/m, ont aussi été utilises,
mais, dans ce cas, les forces d’interactions voisines de 600 pN/m ; ne sont plus négligeables.

Les échantillons ont été imagés soit dans 2 mM de MgClI, dilué dans de I’eau bi-distillée soit
dans un tampon 10 mM Tris (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 10 mM NaCl.

3.4.2 Echantillons de PDNA utilisés

3.4.2.1 Structures définies de PDNA

Des structures définies (dimere et trimeres) ont été formeées puis purifiées par gel
filtration ou sur colonne échangeuse d’ions avant d’étre hybridées ensemble (Figure 49). Les
échantillons (pentameres-PDNA) et (pentamere-contrdle) proviennent respectivement de
I’hybridation des diméres et des trimeres.

b'-a .
477' Dimere  pentameére-PDNA
< < <
——————— b 10
a-b b-a AA' BB
4 € Trimére
BB’ O . .
Pentameére-Controle
< < <
AA BB’

Figure 49 : Structures définies de PDNA.

Le PDNA est schématisé comme indiqué dans I’encart en haut a gauche, avec une fleche qui représente I’ADN simple
brin et le cercle qui représente le domaine protéique. Les séquences d’ADN sont semi-complémentaires et permettent
de former des dimeéres ou des triméres selon les blocs de construction utilisés. Les diméres et triméres sont purifiés
avant d’étre & nouveau hybridés entre eux pour donner la structure pentamérique (a droite). La pentameére controle
(en bas a droite) constitué de cing blocs d’ADN, ne présente aucune protéine.

3.4.2.2 Polymeéres de PDNA

Trois types de polyméres ont été construits en utilisant 2, 4 ou 5 blocs de construction (Figure
50). Les polymeres obtenus sont soit des polymeres ordonnés de séquences connues, soit des
polyméres aléatoires.
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Figure 50 : Copolymeres de PDNA ordonnés et aléatoires.
1, La polymérisation de deux briques semi-complémentaires (PDNA=AA’b5 et ADN=aa’) génére une association

ordonnée de séquence A. 2, La polymérisation de quatre briques semi-complémentaires (2 PDNA=AA’b5 et BB’b5,
2ADN=ab’ et ba’) génere des polymeres ordonnés de séquence AB. 3, La polymérisation de cing briques (2 PDNA et 3
ADN) donne naissance a des copolymeres aléatoires divers.

3.4.2.3 Utilisation d’un brin matrice d’ADN simple brin obtenu par clonage.

L’objectif est ici d’obtenir des assemblages relativement longs de structures totalement
définies. Pour cela, un brin matrice est créé par construction de biologie moléculaire et
clonage ou par synthése chimique. Le bloc de séquence [Mb’-ba’-ab’ba’-ab’-complémentaire
de m] a été cloné sous forme double brin dans le vecteur pCR Il (Invitrogen) dont la carte est
présentee sur la Figure 51. Ce vecteur permet la génération de simple brin grace a son origine
de réplication f1 (spécifique du phage M13 monobrin).
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lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Spf Promoter ¥
CAG GAA ACA GCT ATG ACIC ATG ATT ACG CCA AGT ATTTAEBTGQCACTATA%
GIC CTT TGT CGA TAC THGTAC TAA TGEC GET TOG ATA AAT CCA CTG TGA TAT

Hsluil .l-lﬂ.ndlll Kpnll Sac;l EIEI'THI 2
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA COG AGC TOG GAT COCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCOG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TOG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG
BsiX| EcoR EcoR | EcoRV

| e i'\-l i~ = !
GCC AGT GTG CTG l';JAA TIC GEC TT PCR Product A GOC GAA TTC TGC AGA TAT

OG5 TCA CAC GAC CTT AAG COG AR TT CE5 CTT AAG ACG TCT ATA

Bsf | Mot Xho Nsi | Xba | Apal

| | | [ |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|COC TAT
GGET AGT GTG ACC GOC GGEC GAG CTC GTA CGT AGA TCT COC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GIC GTT TTA ClAA CG
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |[GAC OG5 CAG CAA AAT TT GC

Comments for pCREN
3971 nucleotides

LacZo gene: bases 1-587

M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

T7 promoter: bases 404-423

M13 (-20) Forward priming site: bases 431-446
f1 origin: bases 588-1025

Kanamycin resistance ORF: bases 1359-2153
Ampicillin resistance ORF: bases 2171-3031
pUC origin: bases 3176-3849

Figure 51 : Carte et caractéristiques du vecteur pCR 11 (Invitrogen).
http://www.genomex.com/vector_maps/pcriitopo_map.pdf

Un fragment de 513 paires de bases a éte amplifié par PCR asymeétrique de 30 cycles en
utilisant les amorces 5-CTGTTGGGAAGGGCGATCG-3’ et 5’-
ACAGCTATGACCATGATTACGCC-3’ en proportion molaire de 10 :1. Le produit de PCR
a été purifie par extraction au phénol-chloroforme puis précipitation a I’éthanol. Apres
quantification, les produits de PCR ont été dénatures 3 min. a 100°C et directement congelés
dans de I’azote liquide. Les PDNA AA’b5 et BB’b5 ont été ajoutés au tube congelé qui a été
ramené a température ambiante sous agitation puis incubé pendant 30 min. a 42°C. Les
produits hybrides ont été purifiés par gel filtration sur HPLC, permettant d’éliminer les PDNA
non hybridés. Méme si la PCR asymetrique génere majoritairement une matrice simple brin, il
est possible que certains fragments d’ADN se soient hybridés entre eux contaminant la
préparation d’assemblages ADN-PDNA. Les échantillons attendus sont schématisés sur la
Figure 52.
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Figure 52 : Hybrides PDNA-fragment d’ADN de 500 pb.
Un long fragment d’ADN d’environ 500 bases, présente une séquence nucléotidique sur laquelle maximum 5 PDNA
peuvent s’hybrider (Echantillon 6).

3.4.3 Résultats des caractérisations par AFM

3.4.3.1 AFM a I’air

1 polymeres ordonnés 3 polymeres aléatoires
AV AT AS AW A —'—V—'—b—'—'
A B A B A A
2 polyméresordonnés € e G G G G
A® O A0 oY

Figure 53 : Schémas des copolyméres de PDNA ordonnés et aléatoires.

1, copolyméres de PDNA ordonnés faisant intervenir deux blocs de construction (AA’b5 et aa’). 2, copolymeéres de
PDNA ordonnés réalisés a partir de quatre blocs de construction (AA’b5, BB’b5, ab’ et ba’). 3, copolymeres aléatoires
réalisés a partir de cing blocs de construction (AA’b5, BB’, ab’, ba’ et aa’).

Les copolyméres de PDNA de la Figure 53 ont été polymérisés (0.5 uM dans 10 mM PBS) a
22°C avant d’étre déposés sur différents supports de mica fonctionnalisé.
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Figure 54 : Images AFM des copolymeéres de PDNA incubés & 22°C, déposés sur mica époxy-silane bis-NTA.
A, copolymeres de PDNA ordonnés 1, réalisés & partir de deux blocs de construction.

B, copolymeres de PDNA ordonnés 2, réalisés a partir de quatre blocs de construction.

C, copolyméres de PDNA aléatoires 3, réalisés a partir de cing blocs de construction.

Les images AFM de la Figure 54, montrent une densité élevée d’objets sur les
supports de mica qui rend difficile la distinction des copolymeres de PDNA. On remarque des
alignements de sphéres sur I’image A qui pourraient correspondre aux protéines. Aucun
filament d’ADN n’est visible. L’orientation des objets pourrait étre due a un peignage des
échantillons lors de I’étape de séchage par flux d’air avant observation. Les images B et C
sont difficilement interprétables du fait de la saturation de la surface. Une gangue de sels
recouvre les objets (image C). La disparité des qualités d’images peut provenir de différents
facteurs tels que la chimie de surface multi-étapes non contrélée, le protocole de dépét des
échantillons ou encore la nature des échantillons déposés.
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Figure 55 : Images AFM des copolymeres de PDNA aléatoires incubés a 22°C, déposés sur mica époxy-silane mono-
NTA.

A, copolyméres de PDNA aléatoires incubés a 22°C. B, schéma des copolyméres de PDNA aléatoires. C,
Agrandissement correspondant au cadre blanc de I’image A. D, section correspondant au cadre blanc de I’image C.

Les images de la Figure 55 qui correspondent aux copolymeres de PDNA aléatoires
incubés a 22°C déposés sur mica époxy-silane mono-NTA, illustrent également des
alignements, observés pour les copolymeres de PDNA ordonnés Figure 54A). Un
agrandissement (image C) et une section (image D) montrent un pas de 12 a 24 nm entre deux
« sphéres ». Ceci est compatible avec les distances attendues égales a 12, ou a un multiple de
12 nm, dans la conception d’un copolymere aléatoire, dont le schéma est présenté en Figure
55B.

Une autre expérience a consisté a incuber les copolymeéres polymérisés a 22°C a des
températures de 45 puis 55°c pendant 10 minutes pour chaque température.
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Copolymeéres de PDNA ordonnés (4 blocs)
Post-incubation a 45 et 55°C

z=-2.3a 4.4 nm z=-724.9nm

Figure 56 : Images AFM de copolymeres ordonnés de PDNA post-incubés a 45 et 55°C.

Les copolymeres de PDNA ordonnés, réalisés a partir de quatre blocs de construction, ont été incubés a 22°C puis a
45°C pendant 10 minutes et a 55°C pendant 10 minutes. Les échantillons ont été déposés sur le mica fonctionnalisé
Epoxysilane.

Les images présentées sur la Figure 56 ont été obtenues a partir des copolymeéres
ordonnés faisant intervenir quatre blocs de construction (schéma Figure 56). Les échantillons
ont été déposés sur mica epoxysilane. On observe de trés longs filaments orientés (B et D)
probablement pour les raisons de peignage des structures évoquées précédemment. L’image A
laisse percevoir un filament ténu et quelques surbrillances alignées sur le filament. Une
section a ce niveau ne confirme pas la structure attendue (12 nm entre chaque protéine pour
les copolymeéres ordonnés) car la distance qui sépare les objets est irréguliere. Les
surbrillances pourraient aussi correspondre a des amas de sels restés agrégés, par endroit et
non aux protéines.

Les images B, E révélent des structures branchées alors qu’on s’attend a ce que les
briques de PDNA polymérisent de maniére linéaire. L’agrandissement de I’image F montre
une jonction trois voies, qui n’est pas le résultat de la superposition ou du croisement de
plusieurs molécules car il n’y a pas d’augmentation de hauteur au niveau de la fourche. Ces

Structures hybrides PDNA Page 131



phénomeénes rappellent les observations similaires faites sur les polyméres a base d’ADN
seuls (partie 1).

La caractérisation a I’air des copolyméres de PDNA n’a pas permis d’observer
simultanément les ADN et les protéines. Ces résultats sont inattendus puisque le couplage
covalent de la partie ADN au domaine protéique garantit la présence des deux composants
dans les PDNA.

3.4.3.2 AFM a haute vitesse (HS-AFM)
Structure de pentamére-PDNA associant trois blocs d’ADN et deux blocs de PDNA

Nous commencons par les échantillons les plus simples, les pentameres de PDNA, qui
impliquent deux blocs de PDNA et trois blocs d’ADN, tandis que le pentamere controle
implique cing blocs d’ADN comme présenté sur la Figure 57. Ces objets présentent une
longueur maximale de 36 nm avec 78 paires de bases en double hélice encadrées par 20 bases
d’ADN simple brin, a chaque extrémité. Les contrles correspondants sans protéine, ont
également été fabriqués et imagés par HS-AFM afin d’étre en mesure de comparer les objets
sans ou avec protéines. Les domaines protéiques de 13 kDa, correspondent a un domine
globulaire de 2 nm de diamétre incluant la partie hémique prolongée en C-terminal par une
extension peu ou pas structurée. Dans la forme la plus étirée de cette derniere partie, la
dimension de la protéine peut atteindre environ 4 nm.

Pentameére de PDNA Contrdéle sans protéine
ﬁ q
AN BB’O AA BB’

Figure 57 : Schémas du pentamere de PDNA et du contréle ADN.
Le pentamére implique deux blocs de PDNA et trois blocs d’ADN, le contrdle n’implique que des ADN.
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Images HS-AFM du pentameére de PDNA

Figure 58 : Images HS-AFM du pentamére de PDNA.
La vitesse de balayage est de 10 images par seconde. Les objets sont trés mobiles sur la surface. On observe I’ancrage

des molécules sur des nanoparticules. Les molécules forment une structure dynamique telle une pince, qui s’ouvre et
se ferme alternativement.

Les images (Figure 58) du pentamére de PDNA montrent la grande mobilité des
objets. Des molécules de différentes tailles révélent des interactions entre les extrémités
simple brin des éléments de 36 nm. On observe des nanoparticules (boules) qui pourraient
correspondre a des amas d’impuretés capables de piéger les objets. Les molécules ancrées
sont capables de mouvoir leurs extrémites libres qui peuvent interagir entre elles pour former
une structure en forme de pince, ou encore interagir avec des molécules avoisinantes non
piégées par une nanoparticule. Nous n’observons pas sur ces images la présence des protéines
alors que la liaison covalente, de la molécule d’ADN au domaine protéique par un adaptateur
synthétique, garantit la présence des deux composants du PDNA.
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Figure 59 : Images HS-AFM du pentamére de PDNA.
La dynamique des interactions entre molécules élémentaires est illustrée sur cette séquence d’images. Les objets
s’associent et se dissocient de facon transitoire.

Les images de la Figure 59 illustrent les associations et dissociations transitoires des
molécules sur la surface, donnant des tailles d’objets différentes selon I’image considéree. A
nouveau, de nombreuses nanoparticules sont observées, mais cette fois, les molécules ne sont
apparemment pas bloquées par les particules, semblant méme tourner autour. Comme
précédemment, nous ne discriminons pas la présence attendue du domaine protéique tous les
12 nm sur les brins d’ADN.

Controle ADN du pentameére

Images HS-AFM du pentameére contrdle (ADN)

Figure 60 : Images HS-AFM du contrdle du pentamere ADN.
Séquence d’images ADN avec 800 ms entre deux images successives.
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La séquence d’images de la Figure 60 concerne le contréle ADN de I’échantillon 1. La
densité des objets est un peu élevée, si bien qu’il est difficile de discriminer les objets
élémentaires des objets en interactions par les extrémités simples brins ou par encombrement
de la surface. Malgré cela, un comportement semblable peut étre décrit, avec certaines
molécules qui s’associent et se dissocient transitoirement. Les nanoparticules sont également
observées dans cet echantillon sans protéine, ce qui confirmerait que les nanoparticules sont
issues du traitement de la surface, notamment des impuretés provenant des solutions de
chlorure de nickel qui sont filtrées avec un seuil de 0.22 um.

Il ressort de I’étude du pentamére de PDNA et de son contréle par HS-AFM, les points
suivants :

- On observe la dynamique des objets,

- Les molecules interagissent entre elles par leurs extremités simple brin, générant une

dispersion de taille des objets a la place de la longueur définie, attendue a 36 nm,

- On ne voit que la partie dynamique des ADN mais pas celle des protéines,

- Les interactions semblent similaires entre les échantillons PDNA et DNA.
L’absence de visualisation des protéines par HS-AFM peut étre due, soit a une mobilité de la
protéine relativement élevée par rapport a la vitesse du balayage, soit a I’absence d’interaction
entre la protéine et la surface ne permettant pas a la pointe de la sonder.

Etant donnée la difficulté rencontrée pour observer les protéines, nous avons construit
des échantillons présentant d’autres organisations afin de les comparer et de les discriminer
par imagerie HS-AFM. La polymeérisation de quatre briques de construction (2 PDNA et 2
ADN) aboutit a la génération de copolymeres de PDNA ordonnés dont la distribution des
longueurs est aléatoire. Néanmoins, ces structures présentent toutes, sous une forme étendue,
une périodicité de 12 nm entre protéines (Figure 61).
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Figure 61 : Schémas des copolymeéres de PDNA ordonnés a partir de quatre blocs.
La longueur des copolymeres varie avec le degré de polymérisation des quatre blocs de construction (2 PDNA : AA’b5
et BB’b5 et 2 blocs d’ADN : ab’ et ba’).
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Copolymeére de PDNA ordonné a partir de quatre blocs de construction.

Images HS-AFM des copolymeéres de PDNA e — — —_—
£ ’ A BO A

Figure 62 : Images HS-AFM des copolymeéres de PDNA ordonnés, impliquant 4 blocs de construction.
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Figure 63 : Sections d’image de copolymeres de PDNA.

1, section de hauteur dans le filament d’ADN entre deux spheres en position 1 sur I’'image HS-AFM. 2, section dans
une sphére en position 2 sur I’'image HS-AFM. 3, Section d’un objet en position 3, dont la taille avoisinant 2 nm
correspondrait a la hauteur attendue du domaine protéique.
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Figure 64 : Images HS-AFM des copolyméres de PDNA.

Les lignes supérieures et inférieures présentent une image des copolyméres dans laquelle une section indiquée par le
trait blanc a été réalisée. Les profils de distance des sections sont présentés sur la partie droite de la figure.

Les images révelent des structures tres différentes du pentamére de PDNA avec
plusieurs « spheres » qui semblent reliées par un filament. Celui-ci, modérément visible selon
les images, présente une hauteur de 1,7 nm qui est compatible avec la hauteur attendue pour
des ADN double brin (Figure 63).

On peut noter que la hauteur des spheres est supérieure a celle attendue pour la partie
globulaire de la protéine (~4 nm et plus au lieu de 2) sur la Figure 63 et sur la Figure 64.
Néanmoins, I’extension C-terminale non structurée peut dans une forme étendue atteindre des
dimensions compatibles. Des objets trées dynamiques qui ont I’air de se détacher de
I’ensemble et de s’y ancrer transitoirement montrent des hauteurs (2 nm) compatibles avec la
taille attendue du domaine protéique, toutefois, on n’observe pas clairement de brin d’ADN
(Figure 62). Il est délicat de conclure car I’ensemble des travaux montre que la visualisation
simultanée n’est pas toujours observee.
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Pour lever I’incertitude provenant de la taille aléatoire des polymeres, nous avons
concu d’autres échantillons constitués d’un brin d’ADN de taille connue, qui autorise
I’hybridation de 5 PDNA maximum. Le double avantage de cette construction est sa taille
définie (~500 bp soit ~130 nm) et le nombre fini de PDNA pouvant se fixer.

Ces échantillons ainsi que leur contrdle purement ADN sont présentés sur la Figure 65.

5 PDNA sur un long brin Contrdle ADN

d’ADN matrice g :
6 o—% 0—% © %w-

Figure 65 : Schémas de I’hybride 5 PDNA sur le brin ADN matrice et son controle.

Le monobrin d’ADN obtenu par clonage autorise la fixation de maximum cing blocs de PDNA.

Images HS-AFM de PDNA sur un brin matriciel d’ADN

6 o—% 0—§ ©

Figure 66 : Images HS-AFM de PDNA hybridés sur un brin d’ADN matrice.

A, image montrant le brin d’ADN avec les domaines proteiques. B, image montrant d’autres objets hybrides PDNA-
brin d’ADN matrice. Des sections numérotées 1 et 2 sont indiquées par les traits sur I’image. Le profil de section est
présenté a droite de I’image B. Ligne inférieure, trois images consécutives du méme échantillon.
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Les images A et B de la Figure 66, permettent d’observer, de maniére claire, des
domaines protéiques régulierement espacés sur le filament d’ADN. Les sections réalisées
montrent des hauteurs d’environ 1,4 et 2,3 nm, qui sont compatibles avec les hauteurs
attendues pour I’ADN et le domaine globulaire du cytochrome b5. Les protéines sont
espacées d’environ 10 a 12 nm sur le fragment d’ADN de grande taille immobile sur cette
série. La ligne inférieure des images de la Figure 66, obtenues a partir du méme échantillon
mais sur un autre dép6t, ne permettent plus de distinguer les protéines, démontrant une non
reproductibilité des conditions d’imagerie. En particulier, les films montrent une beaucoup
plus grande mobilité des objets dans la seconde série.

Controle purement ADN de la construction précedente

Contréle ADN %\‘_

= . 04s

Figure 67 : Images HS-AFM du contrdle du brin d’ADN matrice sans protéine.

Les images (Figure 67) de I’échantillon contr6le montrent les filaments d’ADN
réguliers dans différentes configurations, soit repliée du fait d’une partie de la séquence
complémentaire, soit allongée en forme de zigzag. Conformément a ce qu’on attend, on
n’observe pas la présence de surbrillance réguliere Dans cette série d’images, les objets sont
relativement immaobiles rappelant la situation rencontrée dans le panel supérieure de la Figure
65 ou les domaines protéiques étaient visibles.
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Conclusion sur les observations des échantillons par HS-AFM
Reproductibilité des conditions d’imagerie

Malgré I’association covalente entre les domaines proteiques et nucléiques au sein des
PDNA, la plupart des images d’AFM dynamique ne conduit qu’a la visualisation de la partie
ADN. Ceci est le cas pour le pentamere de PDNA, ou I’on observe une grande mobilité de la
partie nucléique sans distinguer les protéines, mais ceci est vrai aussi pour certaines séquences
d’images des hybrides PDNA-brin d’ADN matrice, ou selon les conditions d’imagerie, on
voit, ou non, des objets qui pourraient correspondre aux protéines. A I’inverse, d’autres
images (Figure 62 a 66) révelent la présence simultanée des protéines et de I’ADN.

Ces différences peuvent étre expliquées soit par les conditions d’imagerie ou une
variabilité de la surface du mica (clivages, dopage ionique). En fait, les domaines protéiques
et nucléiques peuvent interagir trés différemment avec le support et la pointe : I’ADN est
chargé négativement lorsqu’il est nu mais les ions divalents neutralisent partiellement cette
charge selon leur densité a la surface. La protéine est beaucoup plus faiblement chargee et
n’interagit probablement significativement avec les ions nickel qu’au niveau de son étiquette
C-terminale. Quand le complexe PDNA s’attache a la surface et si la densité d’ions divalents
est suffisante, il est probable que I’interaction implique majoritairement la partie ADN. Dans
ces conditions, les domaines protéiques peuvent rester libres en solution « flottant » au dessus
de I’ADN du fait de la flexibilité du lien protéine-ADN. Ces domaines peuvent alors interagir
seulement faiblement avec la pointe et conserver une grande dynamique méme si la partie
ADN est relativement immobilisée. Dans ces conditions, ils peuvent étre « invisibles ». 1l est
possible d’imaginer a I’inverse, que dans d’autres conditions, ce soit les étiquettes des
protéines qui interagissent principalement avec le substrat conduisant a les immobiliser et a
les rendre visibles alors que I’ADN est rejeté en solution, posé de maniére lache sur les piliers
de protéines, et devient invisible. La dynamique des objets sur la surface au sein d’une série
d’images est illustrée sur la Figure 68.
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Figure 68 : Images HS-AFM illustrant I’hétérogénéité des mouvements des objets.
A, images successives a 1 seconde d’intervalle montrant la dynamique des objets. B, codage couleur de I’intensité

moyenne (calculée sur 154 images consécutives) révélant les parties statiques et mobiles des objets sur la surface.

Les mouvements inhomogenes sont probablement dus & deux phénoménes. L’un,
visible sur les images successives, est lié a la présence de nanoparticule sur la surface qui peut
ancrer les polymeres sur des points fixes. L autre, peu visible sur les images dynamiques, peut
étre facilement percu lorsque I’on moyenne de nombreuses images consécutives. Le codage
couleur de I’intensité moyenne révele des segments immobiles qui apparaissent en rose
intense quand les segments plus mobiles apparaissent comme des aires diffuses en rose clair.
L’ explication la plus simple repose sur I’hétérogénéité des propriétés de la surface de mica,
soit en concentration ionique, soit au niveau de la teneur ionique et des défauts du feuillet
cristallin du mica.

Afin de s’affranchir de ces phénomenes, il faudrait envisager une expérience dans
laquelle, on observe en méme temps les échantillons assemblés d’ADN seuls et de PDNA,
chacun marqué difféeremment. Par exemple, il faudrait marquer les échantillons ADN seuls a
la biotine, permettant une décoration a I’avidine, qui serait absente des PDNA. On pourrait
également imager les échantillons avant puis aprés ajout d’anti-b5, qui décorerait la protéine.
La conception d’une expeérience ou I’on est capable de distinguer les deux objets imagés sur le
méme support constitue une solution pour résoudre les problemes de manque de
reproductibilité rencontrés.

Propriétés dynamiques hétérogénes entre domaine protéique et nucléique des PDNA

Deux conditions semblent étre nécessaires, mais pas forcément suffisantes, pour
observer simultanément les domaines protéiques et nucléiques. L’ADN doit étre
suffisamment immobilisé par interaction avec la surface, et la partie protéique ne doit pas étre
trop mobile par rapport a I’ADN pour pouvoir étre captée dans I’interaction pointe-
échantillon.
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La Figure 69 illustre la structure et la dynamique des objets hybrides sur la surface.

Domaine Protéique
~13k Da ‘\ f

Adaptateur flexible
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Surface de mica

Figure 69 : schéma illustrant les propriétés dynamiques hétérogenes des ADN et protéines sur mica.

Les groupements phosphate des ADN, qui permettent d’ancrer les molécules, créent
une interaction d’autant plus forte que la longueur des fragments est grande, réduisant leur
dynamique au dessus d’une taille critique.

Les protéines, de petite taille (13 Kda), attachées aux séquences d’ADN par un
adaptateur flexible ne sont pas forcément en interaction avec la surface. En effet, I’adaptateur
synthétique de 1,5 nm autorise (si on considere la distance du centre de la partie globulaire du
cytochrome b5 a I’ADN) la protéine a parcourir un cercle d’environ 3 nm de rayon. Ceci
revient a ce que la protéine puisse occuper aléatoirement toutes les positions sur une surface
d’environ 30 nm?. En absence d’interaction spécifique avec le substrat, la dynamique de la
protéine est alors la somme de sa dynamique intrinséque et de celle de I’ADN.

Les propriétés dynamiques hétérogenes des objets hybrides impliquent donc des
conditions différentes d’imagerie avec un compromis a trouver entre I’observation de la
structure des objets et leur dynamique. L’analyse structurale nécessite des conditions
d’immobilisation fortes qui aboutissent a I’observation des deux composants uniquement dans
le cas ou la protéine est également captée par la pointe. Ces conditions ne sont pas
compatibles avec une analyse dynamique qui requiert des interactions avec la surface
beaucoup plus faibles.

Vitesse relative balayage-échantillon

Les problématiques de résolution des structures mobiles soulévent la question de la
vitesse de balayage. Celle-ci doit étre supérieure a la vitesse de déplacement des objets pour
étre en mesure de les imager sans artefacts. La faible reproductibilité de visualisation des
protéines pourrait aussi s’expliquer par une mobilité des protéines trop élevée pour étre
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détectée aux vitesses de balayages utilisées (de I’ordre de 160 ms jusqu’a la seconde entre
deux images) pour une surface de 256 x 256 pixels. Une expérience visant a diminuer la
mobilité des protéines par exemple en augmentant la viscosité du milieu pourrait constituer
une solution. Toutefois, cela impliquerait des contraintes difficiles a gérer avec I’appareillage
actuel, la viscosité du milieu ayant une influence sur I’amortissement de I’oscillation de la
pointe.

On pourrait également concevoir une expérience ou I’ancrage des molécules sur la
surface est assuré par la partie protéiqgue comme dans le cas des membranes supportées.
Néanmoins la faible durée de vie des complexes Ni-NTA imposerait de developper une
approche covalente liant la partie C-terminale de la protéine au phospholipide modifié. La
mobilité des structures serait alors définie par la diffusion des phospholipides au sein de la
membrane, ce qui pourrait étre contrélé par des variations de température induisant une
transition de phase vers une forme cristalline figée. Toutefois la réalisation de membranes
supportées reste une technique délicate du fait de leur sensibilité a I’air qui déstructure la
double couche lipidique.

3.5. Discussions complémentaires

L’AFM a haute vitesse s’est montré un outil trés intéressant pour étudier les
interactions faibles entre objets sur une surface. Notamment, nous avons pu analyser la
dynamique des échantillons de pentamére de PDNA qui interagissent entre eux par
I’intermédiaire des courtes extensions simple brin de 20 bases présentes a leurs extrémités.
Alors que ces extensions ne sont pas complémentaires, elles peuvent néanmoins former de
courts segments d’appariement de bases avec des énergies d’interaction en solution prédites a
quelques kcal/mol (Figure 70). Celles-ci, qui sont insuffisantes pour former des complexes
stables, sont malgré tout assez grandes pour initier des interactions significatives capables de
générer la formation de complexes transitoires entre les polymeres, au travers d’un
attachement entre extrémités.

b a a b AG= —7a5’/l?c'al/mol
e g T
[T
3TCGCTTCAGTGTGACATGT]

b/b

a b b a
AG= -7.8 kcal/mol
U U 5'|ACGCTGACTTGCATATGGAC |
SIIE
3" |CAGGTATACGTTCAGTCGCA|

Figure 70 : Schéma des hybridations possibles entre échantillons PDNA 1.
Le schéma présente les extensions simple brin dépassant b et a’ ainsi que les énergies d’interaction prédites en
solution entre les séquences b/b et a’/a’.
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Les energies d’interactions entre blocs sur la surface ont été caractérisées par analyse
de la distribution des longueurs des polymeéres formes par les associations transitoires entre
blocs de PDNA. Pour ce faire, une population d’une centaine d’objets a été analysée sur des
images a faible résolution et la distribution de longueur a été mesurée en utilisant le logiciel
Image J. La distribution expérimentale des longueurs de polymeres a été simulée en utilisant
un modeéle qui prend en considération les interactions entre les extrémités similaires des
monomeres. Différentes énergies d’interactions ont été testées jusqu’a ce que la distribution
simulée corresponde a la distribution expérimentale. Les énergies d’interactions déduites se
sont révélées beaucoup plus basses que celles prédites en solution. Ceci peut étre expliqué par
les conditions expérimentales utilisées en HS-AFM ou les forces ioniques sont plus faibles
qu’en solution et vont aboutir & une augmentation de la répulsion électrostatique entre les
groupements phosphate de I’ADN.

Les conditions d’imagerie imposées par la technique HS-AFM soulevent la question
de la pertinence des événements observés. En effet, les phénomeénes observés dans des
conditions de concentration de sels différentes des conditions physiologiques, ne seront pas
forcément représentatifs de la réalité physiologique. Par ailleurs, le fait d’observer des
systémes biologiques sur une surface implique une mobilité des objets contrainte en 2D. Cette
contrainte peut également introduire un biais d’interprétation des données du fait des
conditions d’observation. La projection dimensionnelle d’objets créés en solution sur une
surface peut aboutir a des défauts lors du placage des objets constituant un frein potentiel a
I’utilisation cette technique pour I’analyse d’assemblages de grande taille.

L’HS-AFM peut s’appliquer a I’étude des mécanismes biologiques dans la limite ou la
dynamique intrinseque des objets ou événements est inférieure a la vitesse de balayage du
microscope. Ceci peut étre atteint en mettent en place des conditions d’expérience qui
réduisent la mobilité intrinseque du systéme biologique par rapport a la vitesse de balayage.
Toutefois, les problemes d’analyse rencontrés dépendent fortement du matériel observe.
Plusieurs cas peuvent étre considerés et presenter des problématiques différentes :

- (i) les réseaux organiseés, tels que les cristaux a 2D, ou les objets au sein de la matrice
sont relativement immobilisés. On peut citer I’exemple de la caractérisation AFM a
haute résolution d’un cristal 2D de protéines membranaires (les aquaporines) [410], et
de I’imagerie de leurs changements de conformation lors de I’addition de substrats ou
d’inhibiteurs dans le tampon d’observation [411].

- (i) les moteurs moléculaires ou les molécules uniques, plus ou moins dynamiques, se
déplacent sur un axe, ajoutant une dimension supplémentaire. C’est le cas de la
myosine V marchant le long du filament d’actine [412]. Ces objets relativement gros
(~100 kDa la chaine lourde) présentent une forte interaction pointe-échantillon et une
plus plus petite dynamique intrinseque que de petits objets.
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- (iii) Pétude d’objets isolés de petite taille (~10 kDa) pose plus de difficultés de
détection du fait d’une plus faible interaction pointe-échantillon et d’une plus faible
trainée hydrodynamique (résistance de frottement et de forme).

La taille des objets ainsi que leur mode d’ancrage constituent les points clé pour suivre
les états différentiels des molécules. Plus la masse des objets est petite, plus la difficulté de
détection est grande.

En conclusion, I’'HS-AFM constitue un outil d’investigation des mécanismes et
systéemes biologiques trés prometteur du fait de développements techniques tels que
I’acquisition sub-seconde, et la résolution spatiale, qui font toujours I’objet d’évolution. Le
développement de supports d’observation est également en plein essor, avec la construction
de supports biocompatibles, ou de supports nano-structurés...

4. Conclusion

Le couplage covalent des domaines protéiques et nucléiques en un bloc de
construction unique constitue une alternative intéressante aux complexes non covalents
utilisés dans la construction de structures hybrides. Le concept de PDNA constitue une
solution adaptée pour les procédés d’assemblage multi-étapes utilisés en nanofabrication. Ces
complexes synthétiques permettent de résoudre le probleme de la fragilité des protéines qui
impose des conditions d’assemblage douces. La caractérisation physico-chimique des PDNA
fournit des informations précieuses qui peuvent aider a mieux comprendre le comportement
de complexes nucléoprotéiques naturels. L’influence de la protéine dans les mécanismes
d’hybridation et sur les propriétés hydrodynamiques des complexes a été mesurée. Bien que
I’influence de la protéine soit significative, elle ne nuit pas a I’assemblage des structures, les
PDNA exhibant des propriétes d’hybridation similaires aux ADN. Les PDNA synthétisés font
intervenir le domaine protéique du cytochrome b5 et une séquence d’ADN simple brin. Les
PDNA étant des systéemes modulaires, ils autorisent, a priori, I’association de toute protéine a
tout acide nucléique. La technologie PDNA dépend toutefois de la possibilité de réaliser un
couplage spécifique et régio-sélectif entre un résidu de la protéine et une sequence d’acides
nucléiques. Cette nécessité et les multiples étapes de purification associées peuvent constituer
un frein (néanmoins contournable) a son utilisation en nano-fabrication.

La microscopie de force atomique a haute vitesse constitue un nouvel outil de
caractérisation, a I’échelle de la molécule unique, offrant une approche a la dynamique des
objets biologiques. La pertinence des résultats obtenus par rapport aux comportements en
solution reste cependant posée, du fait des perturbations liées aux interactions avec la surface.
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AUTO-ASSEMBLAGES MULTIPLEXES SUR PUCE

Les assemblages d’ADN et de PDNA ont été réalisés et caractérisés en solution
homogenes et sur des surfaces. En nanofabrication, I’assemblage des nano-objets se fait de
préférence sur une matrice solide. Ceci nous a amenes a étudier les mécanismes d’assemblage
dans un milieu confiné.

Les micro- et nanotechnologies ont permis I’émergence dans les années 1990, de
laboratoires sur puce, avec des applications dans le diagnostic clinique et la recherche
pharmaceutique. Des systémes, incorporant des dispositifs de micro-fluidique et autres
miniaturisations, ont permis la création de micro-laboratoires capables, par exemple, de
séparer des mélanges de molécules ou de synthétiser des structures complexes. La technologie
des biopuces a ouvert la voie au criblage a haut débit avec I’analyse simultanée de multiples
molécules et I’analyse des interactions entre composants biologiques.

Divers substrats (verre, silicium, or, mica...) présentant différentes propriétés physico-
chimique de rugosite, hydrophobicité, groupements réactifs..., ont nécessité le développement
de stratégies de fonctionnalisation variées. Celles-ci, selon la chimie de surface mise en
ceuvre, permettent la fixation des molécules, soit en deux dimensions pour des systemes
mono- et multicouches, soit en trois dimensions dans le cas des systémes de matrice poreuse.

La fixation des composants biologiques en 2D, est adaptée au concept de puces a
haute densité, et a I’avantage d’étre reproductible. Néanmoins, la difficulté majeure est la
fixation des molécules qui peut aboutir a leur inactivation du fait de problémes d’orientation,
d’organisation structurale ou de déshydratation. L’utilisation de matrice 3D, autorise une plus
grande densité de fixation et supprime les contraintes d’interaction avec la surface. Toutefois,
d’autres facteurs, tels que les barrieres de diffusion, peuvent perturber les assemblages.

1. Présentation de l'article 4 : “Modeling and validation of multiplex
proteo-nucleic self-assemblies monitored by Surface Plasmon
Resonance Imagery”

La technique d’imagerie de résonance de plasmon de surface par (SPRi) a été choisie
pour mesurer les vitesses d’assemblage des blocs d’ADN et de PDNA au sein d’une matrice
poreuse. La SPR, présente I’avantage de pouvoir suivre en temps réel et sans marquage les
interactions moléculaires qui se produisent au voisinage de la surface. La SPRI, du fait de
I’imagerie offre des capacités de multiplexage absentes de la SPR conventionnelle. Nous
I’avons déja utilisée pour aborder I’assemblage des PDNA sur un support a deux dimensions,
constitue d’une double couche lipidiqgue ou d’une monocouche fusionnée sur une SAM
(monocouche auto-assemblée, Self Assembly Monolayer). Toutefois, nous avons rencontrés
plusieurs difficultés liées a :
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- la rugosité du substrat d’or qui conditionne le succes et la qualité de la fusion
membranaire et génére des soucis de reproductibilité,

- I’intensité du signal qui décroit, au fur et a mesure des étapes d’assemblage, du fait
d’un encombrement de la surface,

- I’inhomogénéité de la surface, qui rend difficile la comparaison entre différentes zones
de la puce et rend le choix des points de contrble délicat.

L’ensemble de ces considérations nous a amenés a envisager I’utilisation d’une
matrice poreuse plus facile a maitriser. Le dextran est un polymere (a-D-glucopyranose)
neutre et hydrophile, produit par la bactérie Leuconostoc. Les unités glucosyle sont liées
majoritairement en a-(1,6) dans la chaine principale et avec une proportion variable de
branchements en a-(1,2), a-(1,3), a-(1,4) (Figure 71). Le pourcentage de ramification, leur
arrangement spatiale ainsi que la masse molaire (105 a 109 Da) des polymeres produits varient
selon la souche productrice.

Figure 71 : Biopolymere dextran.

La fonctionnalisation d’une matrice dextran par I’avidine autorise la réalisation d’une
puce multiplexée en utilisant diverses amorces d’oligonucléotides biotinyles. Dans ces
conditions, nous avons pu analyser, en paralléle, différentes conditions de polymérisation des
assemblages en tenant compte de la séquence, I’ordre, I’orientation et la nature des briques
moléculaire injectées.

La matrice dextran n’est toutefois pas exempte de défauts, puisque sa structure peut
affecter les interactions moléculaires, notamment au travers de I’accessibilité des amorces et
du fait de restriction des phénomeénes de diffusion. Nous avons développé un modele qui
prend en compte ces mécanismes au sein de la couche de dextran ainsi que les mécanismes de
transport et de diffusion dans la phase aqueuse. Ce modéle nous a permis de comparer les
résultats expérimentaux et simulés et de définir les corrections nécessaires pour prendre en
compte ces phénomenes.

Nous avons également comparé différentes approches pour le calcul des vitesses
d’hybridation entre les blocs DNA et PDNA. L’utilisation de ces méthodes couplée aux
données de simulation, a permis d’extraire des traces expérimentales les parametres
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macroscopiques impliqués dans I’assemblage. Les méthodes d’analyse ont permis de mettre
en évidence les parametres qui étaient plus ou moins impliqués dans I’écart entre les
observations expérimentales et les parameétres en solution.

L’approche SPRi multiplexée sur puce génére des données volumineuses qui ont pu
étre traitées rapidement, grace au deéveloppement d’un logiciel. Celui-ci s’appuie sur des
analyses statistiques permettant de normaliser, corriger, filtre, de comparer et d’analyser plus
extensivement les données, mais aussi, d’obtenir des profils automatiques des expériences
réalisées. Les méthodes de classification développées sont applicables a n’importe quelle
technique d’imagerie résolue dans le temps.
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Hybridization based stepwise assembly of proteo-nucleic blocks to form hybrid linear structures was
monitored by surface plasmon resonance imagery (SPRI). The multiplex approach involved the parallel
extension on the chip of primers giving rise to assemblies differing by sequence, order and orientation
of building blocks. Statistical analyses of reflectivity profiles following data filtering, normalization and
corrections, illustrated that automated sorting of structures is feasible and that reproducible building of
complex assemblies was achieved onto the dextran matrix. In order to characterize the influence of matrix
environment, relations between kinetics of reflectivity changes and hybridization parameters measured
into solution were investigated. A global model taking into account of transport and diffusion mechanisms
into the aqueous phase and accessibility and hybridization mechanisms into the dextran layer, was set and
numerically solved. The model was used to define critical assembly parameters and to derive the relations
between microscopic and observable events in the experimental SPRI conditions. Different computing
approaches for extracting rate constants from more or less noisy and truncated experimental traces were
tested and validated. Finally the best processing methods were exploited, in association with simulation,
to extract kinetic parameters. ANCOVA analysis of data was confirmatory of observations in solution
concerning the influence of proteo-nucleic block orientation and the hybridization of DNA segments.
However, interaction of protein domain with matrix within the dextran micro-environment was found
to enhance hybridization rates of PDNAs as compared to DNA. In contrast, vicinity of hybridizing segments

to dextran attachment decreased it.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Surface plasmon resonance (SPR) allows label-free real-time
analysis of molecular interactions occurring in the vicinity of a
surface [1-3]. In classical designs, like the Biacore system, average
refractive index variations in a channel are measured by monitor-
ing changes in the angle of resonance. SPR imagery approach (SPRI)
differs in measuring at a fixed angle reflectivity changes associated
with the shifts of plasmon curve [4,5]. SPRI offers the high multi-
plexing capabilities associated to imaging [6] but is generally found
less sensitive than resonance angle monitoring [7]. Moreover, large
imaging surfaces are more complex to handle from the fluidic and
homogeneity points of view than the thin channels used in classical
SPR [8]. Several turnarounds, such as surface nanostructuration
[7,9,10], use of colloidal-gold nanoparticles [11,12] or of nanostruc-
tured digital microfluidics [13], have been developed to improve

* Corresponding author at: IMM-LISBP, UMR CNRS/INSA 5504, 135, Avenue de
Rangueil, 31077 Toulouse Cedex 4, France. Tel.: +33 5 61 55 94 01.
E-mail address: denis.pompon@insa-toulouse.fr (D. Pompon).

0925-4005/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.snb.2011.09.067

SPRI sensitivity. However, most of commercial SPRI instruments
involve uniform functionalized gold layer placed into a fairly large
fluidic cell. While extensive studies were dedicated to investigate
factors limiting time response in micro-channel based instruments
[14-16], much less was documented concerning spatial and
temporal resolution of SPRI systems [17]. Particularly, transport
and diffusion mechanisms within the aqueous or polymer layer
might significantly differ between the micro-channel and large
fluidic cell set-ups [18]. Fluidic and matrix heterogeneities within
cell can affect kinetic behaviors and interfere with automated
identification of molecular interactions, thus limiting multiplexing
power of imaging. Several surface chemistries were developed
aiming at effective probe immobilization and avoiding non-specific
binding [19-21]. Carboxy-methyl dextran matrix remained the
more classical due to its high versatility and easy regeneration
[19]. However, when formation of large biological assemblies is
considered, it can be questioned how geometrical interactions
with the matrix could interfere. The power and limitation of SPRI
for the multiplex kinetic characterization of large self-assemblies
were addressed using as model the multi-step hybridizations
of proteo-nucleic (PDNA) building blocks. PDNAs are synthetic
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Fig. 1. SPRI experiment set-up and data processing. Upper left, flow chart of the experiment. S1, S2, H1, H2, H3 and H4 refer to the series of single and hybridized DNA probes
spotted on the sensor biochip. Labels 1-8 refer to the subsequent injections. Each colored arrow corresponds to a different DNA sequence (PDNA for smile). Bottom left, raw
SPR sensorgram (reflectivity) for individual spots as a function of time. Bottom right, salt jump calibration signal before (left) and after (right) normalization. Upper right,
processed SPR sensorgram following normalization, background subtraction and smoothing of traces. The grey bars correspond to time cuts and curve joining to remove

junky data (bubbles).

structures encompassing protein and nucleic domains in a unique
covalent structure [22-24]. The protein domain can bring a wide
range of functions while the nucleic domain acts similarly to sim-
ple oligonucleotide governing self-assembly mechanisms. Such
assemblies feature fairly large size, multiple (protein and nucleic
acids) components and were recently characterized in detail in
solution [25]. They thus constitute an ideal model to address the
effects of SPRI setting parameters on assembly mechanisms in
supported matrix-based conditions.

2. Materials and methods
2.1. Materials, surface chemistry and spotting

Reagents and oligonucleotides are described in Supplementary
data (SD) 1 and Table 1. Gold treatment, surface chemistry and
spotting of DNA probes are described in SD2.

2.2. SPRimaging

The surface plasmon resonance imaging (SPRI) system was
described previously [20,26] and involved imaging (17.6 or
32.6images/min) at 660 nm, with a CCD camera (1280 x 1024 pix-
els), a Teflon microfluidic cell (diameter 0.9 cm) with an average
thickness of 125 wm and a total volume of ~10 wl driven by a flow
rate of 56 wl min~!. Probes (SD Table 2) were spotted in replicates
onto the streptavidin functionalized dextran. The device was set-
up on the SPRI apparatus and let to equilibrate with running buffer
(1x PBS) for 1 h. Eight subsequent injections of DNA and PDNA lig-
ands were performed as described in Fig 1 legend and detailed into
SD3 using an open circuit geometry before flow recycling after full
stabilization of concentrations. Following each injection, cell was

flowed with buffer until trace stabilization. Calibration injections
(1.25x PBS) were inserted at two points in the series.

2.3. SPRI data processing

Dark-field image was subtracted from raw image sequences
and TM intensities divided by corresponding TE values. Integra-
tion areas were chosen to avoid overlapping with border regions of
spots. Response coefficients (AR/An) of individual spots were nor-
malized based on salt injections (from 1x to 1.25x PBS) that result
into a refractive index change equivalent to 1.6 ng/mm? of protein
or nucleic acids on the surface. Time-shifts associated with spot
positions in the cell were corrected by modeling peak shape and
calculating a suitable time offset by least square regression. Base-
line correction was performed by subtracting traces from reference
regions surrounding spots. For clarity, irrelevant events (bubble,
electric spike, etc.) outside of kinetic traces were masked (and
marked in figure) by deleting disturbed sequences and offsetting
curves to reestablish continuity. Finally, polynomial curve smooth-
ing, averaging of replicates and global offsetting were performed
to facilitate trace comparisons. All described processing as well as
statistical analyses and rate calculations were automated using the
MagicPChip home-made software.

2.4. Modeling approaches

The SPRI cell was modeled as a biphasic system involving
a mobile aqueous layer covering a static and porous dex-
tran phase in which ligand diffusion occurred only from liquid
interface. Flow rate was assumed to follow a classical laminar
regime above the water-dextran interface. The SPR response
coefficient (AReflectivity/ AConcentration) was considered to be
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independent of the z position in the dextran layer assuming that
dextran thickness is not large as compared to half-decrease length
of the evanescent field. The density of binding sites within the
dextran phase was supposed to be constant. However, consis-
tency with experimental traces required modulating accessibility
of binding sites in the matrix as a function of its saturation. An
arbitrary but convenient function was defined as Fsat(F(t))=1 —
v/ (Cmax — C(t))/Cmax in which Cnax and C(t) are the saturating and
actual concentrations of bound ligand at a given reaction time,
respectively. Fsat stands for the ratio between the second order
rate constant for hybridization in the dextran phase at a given lig-
and saturation and the corresponding constant in free solution. The
function is normalized to 1 in the ligand free matrix and to O for
full saturation. This describes that upon increasing saturation, pos-
sible access routes to binding sites become more crowded, thus
decreasing apparent rate constant. Model parameters (SD Table 3)
were adjusted to fit experimental conditions. Linear flow velocity
was deduced from reflectivity change propagation within the cell
following injection of high salt solution. Dextran total thickness
was taken as 70 nm, flow rate 56 wlmin—!, cell diameter 0.9 cm,
average cell thickness 125 wm, and saturating concentration of lig-
and for dextran layer 0.3 pmole/mm?Z. Diffusion coefficients in the
aqueous phase for hybridizing DNA or PDNA were calculated from
literature tables and length dependence law [27]. Default values
used were 12nm for the length of hybridizing DNA (or PDNA)
and 4 wM~1 min~! for second order rate constant for hybridization
[25,27]. In the dextran phase, these coefficients were assumed to
be reduced about 5-fold [28,29]. Equation solving involved model
gridding (20 and 10slices for water and dextran, respectively)in the
z axis (distance from gold surface) and 5 slices of 10 um in the y axis
(distance from the spot border in the flow direction). The resulting
set of differential equations was solved by finite element methods.

2.5. Methods for rate constants calculation

Three different approaches were tested to evaluate rate con-
stants. The first is the least-square fitting based multi-exponential
decomposition. Depending on experimental trace shape, one to
three exponential components were taken and resulting rate
constants (KFAST method) used as such or as an average value
calculated from the ratio between fitted initial rate and total
amplitude (IRTA method). The two other methods are two step
procedures involving smoothing of experimental traces followed
by alternate methods of rate calculation. Mechanism aware
smoothing takes into account the relaxation nature of observed
phenomenon. It involves non-negative least-square algorithm
(NNLS) [30], aiming to solve multi-linear decomposition on
function series by a least-square approach subject to the added
constraint that coefficients do not include negative elements.
Algorithm always converges requiring no cutoff parameter. We
used two types of function series of exponential nature that
differ by their monotonous or bimodal nature. The NNLS: series
F(t) = Ao — A x S | eXp(—fmin x f01) x (t — o)) is constituted
of rising exponential functions with regularly spaced rate con-
stants. The NNLS+ series F(t) = Ag + A; x ZL(_l ) x eXp(—fmin X
FU1 5 (¢ — to)) with £ = exp((10g(fmax) — 10g(fmin)) + (N = 1))
derives from the NNLS: series by switching the sign of function
between each consecutive member of the series. NNLS; decom-
position is formally equivalent to multi-exponential fitting with
automated adjustment of the number of exponential terms. In
contrast, NNLS+ decomposition is more similar to wavelet decom-
position and is formally equivalent to a Fourier transform filter
with a sliding frequency window.

Provided of good complexion of experimental traces, NNLS; fit-
ting generally allows safe estimation of slopes and amplitudes and

can be used similarly to classical multi-exponential decomposi-
tion to calculate rates by the IRTA method. In contrast, the NNLS+
method, which performs the best within the range of experimental
traces, is frequently divergent outside fitting range and thus is not
recommended for evaluation of extrapolated amplitudes. In such a
case, the global apparent rate method (GAR) is better suited. GAR
does not require full amplitude evaluation and aims to evaluate
a single exponential law that shares with experimental trace its
initial rate as well as partial amplitude and slope at a second time
characterized by the fact that the experimental rate reaches a given
fraction of the initial one. This fraction can be chosen equal to 50%,
90% or 98% (GAR 50 to 98) depending on the available extend of
experimental traces. For calculation, let take t1 as the time where
the derivative of the experimental trace (or of its fit function) F(t)
equals ((1 —m) x Smax) where Sis the larger derivative value (and tg
corresponding time) of the fit function within observation interval.
The apparent rate constant is then calculated as a ratio between
the larger derivative of the function and the value of expression
[(F(t1)—F(to)) = m].

2.6. Automated sorting of hybridization behaviors

Traces associated to individual or groups of spots were auto-
matically sorted using principal component analysis (PCA), multidi-
mensional scaling (MDS) and hierarchical clustering (HC) analyses.
Concerning PCA analysis, data were first restricted to the analysis
time range and traces offset to zero at the initial time before calcula-
tion of PCA vectors and sorting by decreasing statistical significance
[31]. Let define x;, X+1, Xi+2 as the projections on three consecu-
tive vectors of the ranked PCA components. Values x, y and z are
calculated as x =x;/(abs(x;) + abs(xj+1)), ¥ = Xi+1/(abs(Xj+1 ) + abs(X;+2)),
z=abs(x;) +abs(x;+1) +abs(x;+;) and represent each spot on a 2D-
map by a circle of coordinates x, y and of diameter z. For the
representation given in Fig. 2, i was chosen as i = 2 but other choices
can be more relevant depending on cases. Concerning HC, the
projections on the first five principal vectors were used for hier-
archical clustering and the results visualized using the TreeView
software on the rectangular cladogram representation. Concerning
MDS analysis, the distance matrix derived from the time profile of
reflectivity for each spot was submitted to dimensional reduction
[32] specifying an order of 5 for the dimensional space. To build false
color images, two RGB coded images were built by concatenation in
Image] software of differential images for injections 1-2-3 (R, G, B
channels), and for injections 4-5-6 (R, G, B channels), respectively.
The images were added using Photoshop following color shift of
the second image to give the presented composite image.

3. Results and discussion

3.1. SPRI analysis of the sequential assembly of nucleic and
proteo-nucleic structures

Multiplex SPRI analysis of the stepwise assembly of DNA and
PDNA tiles to form complex linear structures was performed as
described in Fig. 1. Multiple replicates of the different priming
structures were spotted onto a gold-chromium sensor chip cov-
ered with an avidin functionalized dextran layer. The different
priming structures, including or not double-stranded (ds) DNA
spacers between the terminal biotin and the hybridizing sites, were
attached to the matrix through biotin-avidin interaction. Extension
of primers was performed through stepwise hybridizations of ss-
DNA or PDNA blocks (19-20 bases). Tiles design was performed in
order that each hybridization generates a new priming sequence.
Depending on cases, extension occurred either on the 3’- or on the
5'-free extremity. To address the specific influence of the protein
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Fig. 2. Statistical analyses of SPRI data. Upper left, RGB reconstructed SPR image summarizing the whole experiment. Reflectivity changes resulting from each injection were
color coded. Thin lines are connecting spot replicates on the chip. Labels refer to Fig. 1 coding. Down left, graphical representation of multidimensional scaling analysis of
SPRI traces. Colored areas enlighten replicates. Bottom right, graphical representation of principal component analysis of the same data. For easier presentation, the distances
between clusters were reduced by cuts (dotted lines). Upper right, cladogram of the hierarchical clustering of PCA vector projections. Branches are individual spots on the

chip.

domain on the process, assembly of DNA and PDNA tiles featuring
identical nucleotidic sequences were compared. Eight sequential
injections of reactants (detailed in SD3) were used to cover a wide
range of situations addressing influences of matrix, chain length,
tile size and protein domains on hybridization processes.

Raw SPRI describing differential reflectivities (AR) of spot sur-
faces as a function of time (Fig. 1, down-left) were submitted
to several pre-processing: (i) a normalization to correct the fluc-
tuation of the response coefficients (AR/AC) on chip surface;
(ii) time shift of traces to compensate position-dependent flu-
idic delays; and (iii) subtraction of the signal of control regions
to reduce thermal, electrical or optical drifts. Replicates averag-
ing, polynomial smoothing, curve offsetting and deletion (marked)
of accidentally disturbed time sequences were applied to gener-
ate more readable sensorgram as illustrated in Fig. 1 (top-right).
Following each injection, multi-exponential shaped signals were
observed for responsive spots. Considering the number of subse-
quent injections required to cover the full set of tested conditions,
it was not manageable to allow each reaction to reach a final state.
Therefore, reactions were quenched (buffer wash) when slopes of
reflectivity changes reached 10% of initial values. As illustrated
(Fig. 1, right), masses captured on spots during sequential injections
diverged from expected stoichiometries. Experimental quenching
of reactions before their completion is expected to account only
for a minor part of observed divergences. However, this effect

could be under-estimated when the relation between the resid-
ual slopes of reactions and site saturation become non linear due
to changes in the accessibility factor. Stoichiometry defects sig-
nificantly attenuated after the first injections. This suggests that
poorly accessible hybridization sites on the matrix might rapidly
become non-competent for further reaction due to incomplete
extension during initial steps. Remaining unhindered sites can thus
be extended in later steps mostly independently of size, leading to
yields approaching stoichiometry.

3.2. Automated analysis of reaction sequences associated to each
spot

Image stacks corresponding to experiment of Fig. 1 were time
segmented and differential images for each injection color coded
(Fig. 2, top left). Replicas can be visually identified as spots of
similar composite color, suggesting fairly good reproducibility of
assemblies. However, automated identification on rational crite-
ria remains a major goal for biochips. Three statistical approaches
were tested. principal component analysis (PCA), which assumes
that observed behaviors, can be decomposed into linear combi-
nations of standard behaviors. Multidimensional scaling (MDS) is,
in contrast, a non-linear dimensional reduction approach, while
hierarchical clustering (HC) acts more as a non-metric classifica-
tion method. Fig. 2 illustrates that the three approaches basically
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gave rise to the similar spot classification with reliable identifica-
tion of replicates independently on their position, shape or size. H1
and H2 groups are poorly differentiated by all methods, the same
applying to H3 and H4 groups. H1 and H2 probes hybridize the
same first and third reactants AA’'b5 and BB’b5, respectively, but
differ only by the distal and proximal orientation of the PDNA pro-
tein domain relative to the hybridizing site. The same situation is
observed for H3 and H4 groups. This suggests that the orientation of
protein domain is weakly interfering with respective hybridization
reactions consistently with behaviors observed in solution [25]. S1
and S2 groups are expected to correspond to H1 and H2 groups
following injections 1 and 2, respectively. S1 and S2 which cor-
respond to constructs differing by the first injection in addition
to their orientations are well differentiated by all the methods
of analysis. S1 and H1 (reciprocally S2 and H2) also appear well
differentiated while differing only by their behavior during the
first injection. S3 and S4 groups (not presented in Fig. 1), which
correspond to different constructs featuring identical behaviors
during allinjections are consistently not differentiated by any of the
three methods. In conclusion, reliable identification of hybridiza-
tion behaviors was achieved and is consistent with expected
patterns.

3.3. Modeling of SPRI response of functionalized dextran biochip

Models were designed to predict effects of experimental param-
eters on the relations between apparent rates measured on the
chip and microscopic hybridization parameters deduced from
experiments in solution. This knowledge is of importance to quan-
titatively interpret changes in observed hybridization signal during
the different steps of constructions. The global model (GM) illus-
trated in Fig. 3A takes into account cell properties as well as the
diffusion mechanisms, density of grafting and the hybridization
kinetics. It was set using experimental parameters of Figs. 1 and 2
and solved using finite element simulation approaches. The model
was found to allow good fit of the rapid phases of experimental
traces without parameter adjustment. However, accounting for the
slow phases of traces required suitable definition of the accessibil-
ity function (see Section 2). This function describes the dependence
on matrix saturation of the ratio between actual hybridization rate
constants in the dextran matrix and corresponding values in solu-
tion. Satisfying results were achieved with the given empirical law.
Reflectivity changes and reaction progress courses were deduced
from simulation of the GM using different microscopic hybridiza-
tion rates (from 0.25 to 8 wM~! min—1), all other parameters being
the experimental ones (Fig. 3B, insert). A “simplified model” (SM)
was also designed which involves the same “accessibility function”
but assumes the diffusion and transport phenomena to be non-
limiting. The ratio between simulated reflectivity traces deduced
from the two models was calculated (Fig. 3B). This ratio charac-
terizes the influence of transport and diffusion mechanisms while
minimizing effect of “accessibility function”. The figure illustrates
that transport and diffusion layers significantly affected only the
first 10-20% of the reaction progress for actual hybridization rates
lower than 0.5uM~!min~! but that the differential reflectivity
ratio remains low during at least 80% of the reaction progress when
actual hybridization rates were in the 4-8 pM—l min~! range, mak-
ing corrections necessary.

The relation between the apparent values for hybridization
rate constants deduced from simulated reflectivity changes and
the corresponding microscopic values in models is illustrated in
Fig. 3C. For actual hybridization rates lower than ~0.5 wM~! min—1,
the curve tends to a straight line with identical fitted and actual
values. However, for the considered DNA and PDNA these rates
are within the 4-8 uM~!min~! range [25]. Therefore in these
conditions, apparent rate constants deduced from reflectivity
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Fig. 3. SPRI modeling. (A) Schematic of the model used in simulations. AL stands
for aqueous layer. Arrows symbolize flow rate profile close to the surface. DL stands
for dextran layer including targets for DNA hybridization. (B) Ratios of respective
simulated reflectivity traces for the full model of panel (A) and for a model assuming
an infinite rate of diffusion and transport in the aqueous phase. Values are plotted
as a function of reaction completion (% of saturation of the hybridization site in
the dextran layer) using the same accessibility function for the two models. Insert,
plot of reaction completion vs. time for the global model. Curves (a)-(f) correspond
to hybridization rate constants of 0.25, 0.5, 1, 2, 4 and 8 wM~! min~!, respectively.
Other parameters are unchanged. (C) Calculated apparent first order rate constants
(IRTA method in Section 2.4) using simulation global model as “experimental” data.

courses are expected to diverge from microscopic values by
~3-4 fold.

3.4. Extracting hybridization rates from experimental SPRI traces

As illustrated by simulations, minimizing effect of accessibility
function required to preferentially analyze the initial part of reflec-
tivity traces. In contrast, minimizing influences of mass transport
and diffusion phenomenon would require preferentially working
with the late parts of kinetics. Different methods were evaluated
to define the best way to manage this problem. All approaches
need first optimal noise filtering. Fig. 4A illustrates fitting error
and corresponding standard deviations for a typical reflectivity
curve using bimodal and monotonous NNLS filters (see Section 2
for detail). Efficient filtering but significant systematic deviations
on the early and late phases of reflectivity traces were observed for
monotonous NNLS and bi-exponential fitting. In contrast, bimodal
NNLS filters removed noise without introducing any systematic
deviation provided of suitable choice of the frequency window. Fits
remained excellent even when traces significantly diverged from
classical exponential aspects or exhibit lag phases. The fitted alge-
braic representations of reflectivity curves were used for further
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Fig. 4. Comparative methods of data filtering and rate constant calculations. (A) A
noisy SPRI experimental trace was fitted using either bimodal exponential NNLS
fitting (high frequency cut MF=10, 1, 0.1 min~!) or a monotonous exponential fit-
ting (MF=10min~'). Low frequency cut was always 0.01 min—"'. Fit residuals are
illustrated and standard deviations (RSD) indicated. (B) Apparent first order rate
constants were calculated using simulated reflectivity traces as data (Global Model
with 12 and 96 nm long ligands). Biexponential (a and f) and NNLS (b-e) based fit-
ting with bimodal (c and e) and monotonous (b and d) function sets. Rate constants
were calculated as the KFAST (a) or the GAR50 (b and c), 98 (d and e), 100 (f) ratio
methods (see Section 2.4).

evaluation of rate constants as detailed in Section 2. The classical
KFAST method, which is based on predefined multi-exponential
regression, was found unable to manage satisfyingly the lag phase
frequently present on traces and suffers from the strong covariance
of determined rate constants upon fit of multiphasic traces. A more
consistent and generally applicable method to focus on the early
part of traces while avoiding lag phase perturbations was defined.
This uses the NNLS function to determine the maximal rate of
reflectivity change and full amplitude estimation based on the time
dependence of the slope of signal. When experimental trace reaches
complexion, rate evaluation using the IRTA method is accurate. In
the contrary, the GAR method is of interest for truncated kinetics
that do not generally allow safe access to total reaction amplitudes.
The calculation can be performed by taking into account a variable
part (50% or 90%) or the full experimental trace and does not require
trace extrapolation over experimental range.

In order to validate performance of the different methods,
realistic Gaussian noise was added to computed reflectivity traces
for a model simulating hybridization of 12 and 96 nm long DNA
tiles on a dextran linked target (Fig. 4B). For traces reaching com-
plexion, KFAST method gave results slightly closer to microscopic
parameters used in the model than NNLS methods, while IRTA
method following biexponential fit was the worst. However,
when more realistic truncated kinetics were considered, NNLS
methods were the sole to remain performing, while bi-exponential
decomposition frequently diverged. Results also illustrated that
restricting analysis to the initial part of traces (NNLS+GAR50)
slightly improves results, while in a marginal way. Interestingly,
values of apparent rates extracted by the best described methods
(1.2-1.3 wM'min~1) nicely compared with model prediction
(~1.25 M-I min~! Fig. 3C) for the same experimental condi-
tions. This means that combination of described methods for rate
evaluation with correction curves resulting from simulation
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Fig. 5. Parameters modulating apparent hybridization rates on the dextran matrix.
Apparent rate constants (SD Table 4) for the reactions described in Fig. 1 were calcu-
lated using the bimodal NNLS fitting and the GAR90 methods. ANCOVA analysis was
performed on these rates using the MW of ligands as quantitative explicative param-
eters and PDNA or DNA nature (PDNA/DNA), the proximity of hybridization site to
dextran matrix (far/near) and the distal/proximal orientations during hybridization
as qualitative explicative parameters. Error bars correspond to the 95% confidence
interval.

allow exact determination of the microscopic hybridization
parameters.

3.5. Context dependent modulation of hybridization constants of
DNA and PDNA building blocks during multistep assembly

Apparent rate constants for the hybridization steps of experi-
ment described in Fig. 1 were calculated using methods described
in Fig. 4 and finally converted to microscopic rates constants
using simulation of model and curves of Fig. 3 (SD Table 4).
Results were further analyzed for modulating factor using ANCOVA
analysis. Fig. 5 illustrates that hybridization rates are not signif-
icantly influenced by the size of the dextran bound probes even
if the concentration of accessible hybridization sites decreases
during construct elongation. Surprisingly enough, PDNA reactants
hybridize significantly faster than corresponding DNA of identi-
cal sequences, contrasting with the reported situation in solution
[25]. This suggested that the PDNA protein domain might inter-
act with the functionalized dextran matrix leading to increased
local concentrations of the ligands. However, the effect appeared
to be dependent on the relative orientations of the probes and
interacting ligands during hybridization. Hybridization rates were
found significantly higher when PDNA protein domain was distal to
hybridizing segment. This observation is consistent with previous
observations in solution. Finally, hybridization rates were found to
be affected when the reaction occurred in vicinity of the dextran
matrix as evidenced by the ANCOVA analysis and the effect of a
spacer sequence. In all cases, apparent hybridization rates deter-
mined by SPRI are significantly smaller than the ones measured
in solution based on hypochromic effect monitoring. However,
if we take into account the correction deduced from the model
presented in Fig. 3, corrected values generally appeared in close
agreement with microscopic values deduced from experiment in
solution. Nevertheless, corrected values for hybridization of PDNA
tiles with a geometry where protein domain is distal to hybridiza-
tion site were found significantly larger than expected confirming
some interaction with the matrix.

4. Conclusions
Corrections and statistical analysis routines adapted to multi-

plex SPRI were developed allowing automated sorting of complex
assemblies such as self-assembled proteo-nucleic structures.
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Determination of microscopic hybridization constants and analysis
of modulating parameters were performed by combining suitable
datamodeling and simulation. Experimental device was found to be
convenient to determine hybridization rates under 0.5 puM~! min~!
without correction and up to 8 WM~ min—! using microfluidic cell
modeling. Functionalized dextran layer was found to marginally
interfere with hybridization of pure nucleic acids compared to reac-
tion in solution but to affect reaction rates when proteo-nucleic
structures were involved. Dextran matrix prevents non-specific
binding and provides high immobilization capacity for proteo-
nucleic structures. However, uneven site accessibility was observed
during stepwise elongation of assemblies leading to multiphasic
and incomplete reactions. This raises the question to develop more
adapted matrixes when quantitative solid phase synthesis is tar-
geted. Developed data analysis and modeling tools adapted to SPRI
can be of general usage to build up highly multiplex biochips with
automated data analysis.
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SD1: Materials.

11-Mercapto-1-undecanol, 1x phosphate buffer saline (PBS, Sigma P4417), bis-2-
methoxyethyl ether (diglyme), epichlorohydrine, dextran (425-575 kDa), bromo-acetic acid,
N-hydroxysuccinimide (NHS), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’ -ethylcarbodiimide
hydrochloride (EDC), streptavidin and solvents used to prepare reagent and buffer solutions
were purchased from sigma Aldrich (France). Oligonucleotides and probes are described in
SD Tables 1 and 2. PDNAs were synthesized by coupling covalently a 3'-amino-linker

modified oligonucleotide to an engineered cytochrome b5 protein as previously described [1].

SD2: Surface chemistry onto gold surface and spotting

Glass dide (BK7, refractive index= 1.515) covered with an extra-thin layer (2.5 nm) of
chromium on which a 47 nm gold film was vapor deposited was used as substrate. This gold
thickness was chosen in order to maximize the SPR signal. The gold layer was cleaned by
immersion and gentle sonication in extemporaneously prepared hot acidic “Piranha’ solution
(equal volume of 30% hydrogen peroxide and pure sulfuric acid). The surface was extensively
rinsed with MilliQ water and stored in HPLC grade acetonitrile until use. The dextran
chemistry procedure was performed as described [2-4] except that streptavidin (20uM) was
dialyzed against 50 mM phosphate buffer pH 7.5 prior a 4 h coupling to the NHS and EDC
activated surface. Excess of streptavidin was removed by washing with 1 x PBS buffer
followed by water and the surface minimally air dried, before immediate spotting with
biotinylated probes. DNA probes (SD Table 2) diluted at a concentration of 4 uM in 1 x PBS,
10 % glycerol solution were spotted in an 8 x 8 matrix onto slides using home-made coated

glass pins and a Qiagen 8000 robot.



SD table 1. DNA sequencesinvolved in assemblies.

Name Sequence (5'- 3) Bases

A-A’ CCGTAGGGTCTCCATTTTGA-AGCGAAGTCACACTGTACA 39
B-B© GTCCATATGCAAGTCAGCGT-CAGTGTACAGTCACGTCAG 39
ab  TCAAAATGGAGACCCTACGG-CTGACGTGACTGTACACTG 39
b-a ACGCTGACTTGCATATGGAC-TGTACAGTGTGACTTCGCT 39
c-b’ ACGACCATGTTGTTGGGATC-CTGACGTGACTGTACACTG 39
b-c ACGCTGACTTGCATATGGAC-ACGACCATGTTGTTGGGATC 40

B GTCCATATGCAAGTCAGCGT (3 -biotin) 20
B’ CAGTGTACAGTCACGTCAG (5 -biotin) 19
C GATCCCAACAACATGGTCGT (3 -biotin) 20
C* GATCCCAACAACATGGTCGT (5'-biotin) 20

DNA sequences A, A’, B, B’ and C (or C*) are inverse complementary to a, &, b, b’ and c,
respectively. The 5'- and 3'- biotin modifications are involved in the binding of probes to the
streptavidin functionalized dextran matrix. AA’ and BB’ sequences were synthesized with
and without the 3" -amino-linker modification which is involved in PDNA building blocks for
protein attachment. Oligonucleotides (Eurogentec) were purified, when necessary, by ion-

pairing reverse phase chromatography.

SD Table 2: Probes attached to the biochip by streptavidin-biotin interaction.

Probe Structure Orientation ~ Spacer
S1 Biotin-B free5'- no
S2 Biotin-B’ free 3'- no
S3 Biotin-C free5'- no
A Biotin-C free 3'- no
H1 Biotin-B/b-a free5'- yes
H2 Biotin-B’/al’ free3'- yes
H3 Biotin-C/cb’ free5'- yes
H4 Biotin-C/bc free3'- yes

"Hybridizing segment is separated to matrix dextran by double-stranded DNA region.



SD Table 3: Model parameters

Parameter Values Description

Rise Time 11.2 s Salt jump rise time (SPR signal, at center of cell)

Cell thickness | 125 um Average cell thickness

Cell section 9 mm Cell section at cell center

Flow rate 56 pl/min Flow rate through the cell

Ligand size 12 or 96 nm Depends on simulations

MaxTime 600 s Simulation time

NStep 150 Number of time steps (plotting)

NSlice 10 Number of layers (dextran phase)

NSlice 20 Number of layers (agueous phase)

LayerSizew 25 um Limit layer thickness (aqueous phase)

DLayerSize 70 nm Dextran layer thickness

TargetC 0.3 pmole/mm? Probe concentration in the dextran layer

Hc 0.25to 8 uM™. Min™" | Used hybridization constants (solution)

MatxDif 0.2 Ratio of diffusion coefficient of ligand in the

dextran phase compared to solution

DifC 6/( I2_igandSi ze 0.59) | Diffusion coefficient of ligand in solution
Hm-°.s

CelLen 1um Length of adlicein the flow vector direction

CelNum 5 Number of dicesin the flow vector direction




SD3: Details of injection sequence for Figure 1 experiment.

All DNA and PDNA solutions were dialyzed against running buffer to avoid artifact linked to
change in salt concentrations. The following sequence of injection was used: ba DNA (2
pUM), ab’ DNA (2 uM), AA’-b5 PDNA (0.5 uM), BB’-b5 PDNA (0.5 uM), ba’ DNA (2 uM),
ab’ DNA (2 uM), BB’-b5 PDNA (0.5 uM) and AA’-b5 PDNA (0.5 uM). Therefore, upon
injections 1 and 2, ba’ and ab’ DNA hybridized through their (b) and (b’) part on spots S1 and
S2, making them equivalent to H1 and H2. Upon injection 3, AA’-b5 PDNA hybridized onto
S1, S2, H1 and H2 spots, whereas (BB’ -b5 PDNA) on injection 4 hybridized onto H3 and H4
spots. The protein domain of PDNAs was proximal to the hybridizing site for S1, H1 and H3
gpots and distal for S2, H2 and H4 spots. Upon injections 5 and 6 (ba and ab’ DNA,
respectively) S2, H2, H3 and S1, H1, H4 spots were targeted, respectively. Following,
injections 7 and 8 (BB’-b5 and AA’-b5 PDNAS, respectively) S1, S2, H1, H2 and H3, H4
spots were targeted, respectively. Each injection was separated from the next one by running
the cell with 1x PBS buffer until signal stabilization.

SD Table 4: Apparent and corrected rate constants from SPRI.

Probes size (kDa) 6 18 42 54
Injections * land 2 3and4 5and 6 7and 8
Hybridizing segment Apparent rate constants (UM ™. min™)
A - 213+09 1.36%0.2 2.04 +0.2
A’-b5 - 1.66+0.7 1.06+0.1 1.65+0.3
B 06103 271+£01 14502 2.20£0.17
B’-b5 - 0.50+0.01 0.52+0.04 0.58+0.09
B’ 0.34 +0.03 - - -
Corrected rate constants (UM ™. min'%)
A - >8 49 >8
A’-b5 - 7.8 3 77
B 1.20 >8 57 >8
B’-b5 0.51 0.85 0.9 11

* DNA tileswereinjected ininjections 1, 2, 5 and 6 while PDNA tiles were injected in
injections 3, 4, 7 and 8. See Figure 1 for the flow chart of the experiment and SD3 for details
of injections.
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3. Discussion complémentaire de I'article 4

3.1. Avantages et limitations de la SPRi

Les avantages de la technique de résonance des plasmons de surface (SPR) sont :

- I’absence de marquage des molécules qui simplifie la préparation des
échantillons et s’affranchit des biais potentiels induits par le marquage.

- le suivi en temps réel des interactions moléculaires qui permet d’obtenir des
informations dynamiques sur des complexes formés lors de I’interaction. Notamment la SPR
permet de caractériser des interactions de faible affinité qui échapperaient a des mesures
statiques réalisées en point final.

- L’imagerie SPR offre, en outre, la possibilité de réaliser des analyses
multiplexées de plusieurs dizaines (voire centaines) d’assemblages en parallele sur une méme
puce.

Les proprietés fluidiques des capteurs SPRi sont liees a la géométrie de la cellule
(diameétre 0.9 cm et épaisseur de 125 um) et different du systéme micro-fluidique des
appareils de SPR classique, de type Biacore. L’analyse de données de SPRi nécessitent des
corrections, notamment pour pouvoir comparer différentes zones de la puce.

Une difficulté est le développement d’une chimie de fixation des objets qui permet
d’optimiser le signal dans des conditions ou les interactions non spécifiques sont
minimalisées. Cet objectif implique de contrbler la densité et I’orientation de fixation des
objets tout en conservant leur activité. Les chimies de surface peuvent étre classees en deux
groupes correspondant a des supports en deux ou trois dimensions. Nous avons utilisé ces
deux environnements pour suivre I’assemblage hiérarchique de blocs de construction ADN et
PDNA, dans les différents articles (2, 3 et 4).

Supports 2D / 3D

Les supports 2D facilitent les mesures quantitatives des interactions moléculaires, du
fait de I’absence de matrice limitant la diffusion, mais correspondent a des sensibilités plus
faible car la densité d’objets fixés est moindre que dans un environnement en trois
dimensions. Nous avons utilis¢ des membranes supportées qui optimisent la spécificité
d’interaction, mais rend difficile le contr6le de la saturation de la surface. Une valeur trop
élevée de celle-ci interfére avec les assemblages et une valeur trop faible limite la sensibilité.

Les supports 3D sont avantageux en termes de sensibilité du fait de leur capacité de
fixation plus élevée pour un niveau équivalent de contrainte sur I’élongation des structures.
Nous avons cependant observé une hétérogéneite d’accessibilité des amorces dans la matrice
poreuse et des phénomenes de barriére de diffusion qui perturbent les steechiométries et créent
des biais dans le calcul des vitesses d’interactions. Dans ces conditions, il est nécessaire

Auto-assemblages multiplexés sur puce Page 155



d’appliquer des corrections sur les données expérimentales afin de compenser ces
phénomenes.

Inhomogénéité des surfaces

Le support 3D telle que la matrice poreuse permet également de compenser en les
masquant par une couche d’interface, I’inhomogénéité du substrat a laquelle les approches 2D
sont plus sensibles. Les fluctuations de la rugosité, de I’hydrophobicité et les contaminations
de surface sont des sources d’hétérogéneité qui sont déterminantes pour I’assemblage de la
couche active.

- L’hydrophobicité de I’or a pour conséquence sa contamination par de nombreuses
substances chimiques de I’environnement et tends a fixer les nanoparticules. C’est
pourquoi une étape préalable de nettoyage est nécessaire avant toute
fonctionnalisation.

- La rugosité de I’or est également une source d’inhomogénéité de la surface qui va
influencer I’organisation des couches supérieures pouvant créer des micro-domaines.
Des protocoles de recuit de I’or peuvent étre réalisés pour tenter de générer des
surfaces d’or cristallines.

- Une autre source d’inhomogénéité de I’or peut provenir de la diffusion de la couche de
chrome qui est utilisée comme accroche de I’or sur le support en verre. Le dép6t d’or
en I’absence du chrome a abouti & une couche tres instable difficile a gérer.

Nanostructuration vs matrice POoreuses

Deux méthodes sont utilisables pour augmenter la sensibilité donc la densité: la
nanostructuration des surfaces pour augmenter leur surface spécifique ou la construction
d’une matrice poreuse en 3D.

Dans le cas des matrices poreuses, les facteurs a prendre en compte dans le choix d’un
polymere sont : (i) I’hydrophilicité, (ii) les charges, (iii) I’épaisseur dans le but d’obtenir le
moins d’interactions non spécifiques. La «chimie dextran » est une fonctionnalisation
largement utilisée, mais elle présente des problemes d’hétérogénéité qui proviennent du
mangue de controle des étapes multiple de fonctionnalisation et des propriétés du polymere,
telles que son epaisseur, la largeur de ses mailles, etc. Nous avons vu que le dextran, qui est
un polymeére hydrophile neutre, adsorbe plus les PDNA que les ADN. Ceci suggére que ces
effets sont probablement dépendants des points isoélectriques des protéines considérées.
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Figure 72 : Potentiel électrostatique du cytochrome b5.

A, vue du dessus par rapport a I’héme (en vert), B, vue longitudinale. Le potentiel électrostatique du cytochrome b5 a
été calculé a I'aide du logiciel APBS (module Pymol), en utilisant les conditions standards de solvant (tampon PO, 20
mM, pH 7.4). La surface (Connolly) du cytochrome b5 a été calculée en utilisant un rayon de 2,4 A (molécule d'eau).
La variation de potentiel appliquée sur la surface est représentée par un gradient allant du rouge (potentiel négatif,
maximum -5 kT/e) a bleu (potentiel positif, +5 kT/e), d’aprés Gilles Truan.

Il est possible d’envisager d’autres polymeres que les dextrans, tels que le
polyethylene glycol (PEG), qui est largement reconnu pour ses faibles propriétés d’absorption
des molécules biologiques [413, 414]. Toutefois I’état de charge adéquate pour limiter les
interactions varie selon la molécule considérée (lipide, acides nucléiques ou protéines), et
reste a déterminer pour les objets hybrides. Les mailles du polymére et son épaisseur
constituent également des facteurs critiques dans la capacité de fixation des objets et la
présence de phénomenes de restriction de la diffusion.

Le développement de surfaces nano-structurées pourrait constituer une solution
alternative pour augmenter la capacité d’immobilisation des assemblages sans créer
d’encombrement. Par ailleurs, cette approche présente le double avantage d’augmenter la
sensibilité du signal SPR du fait de I’exploitation de la modulation spatiale du champ
électromagnétique a I’échelle nanométrique. La difficulté est cependant de maitriser les
procédés de structuration sur or aux dimensions nanometriques.

Fluidique

4

Le nombre de Reynolds (Re = % = dTV) avec p la masse volumique du fluide (kg.m’

%), d la taille caractéristique du systtme (m), V une vitesse caractéristique (m.s™), n la
viscosité dynamique du fluide (kg.m™.s™), v la viscosité cinématique du fluide (m2.s™) est une
grandeur sans dimension utilisée pour appréhender les caractéristiques d’un régime
d’écoulement. Dans les systemes microfluidiques, certains phénomeénes physiques deviennent
prépondérants (la capillarité) quand d’autres deviennent négligeables (la gravité) par rapport
aux phénomenes macroscopiques.

L’écoulement qui dépend des tailles caractéristiques du systéme et de la viscosité du
fluide, peut étre laminaire ou turbulent. Dans un systeme de SPR avec des micro-canaux, un
écoulement laminaire (petit nombre de Reynolds) est attendu avec des lignes de courant bien
dessinées et une vitesse qui dépend de la distance aux parois. Dans la configuration SPRi que
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nous avons utilisée, les flux ne sont pas homogénes et les volumes relativement élevés, ce qui
impose de circulariser I’échantillon pour limiter les quantités nécessaires. Des travaux
présentent une methode pour canaliser un fluide entre deux fluides « guides » de flux
laminaire dans une cellule [415, 416], quand d’autres dispositifs ont été développés pour
homogénéiser le contenu des microcellules, par exemple dans le cas de I’hybridation des
puces a ADN [417]. Un compromis doit étre trouvé entre homogénéité fluidique et volume de
la cellule.

Nous avons travaillé en collaboration avec I’équipe de C. Khan Malek sur le
développement de systémes microstructurés incorporant des canaux microfluidiques (Figure
73) comme solution alternative. La conception en chapelet des détecteurs reliés par des
microcanaux permet, dans ce cas, d’augmenter la dynamique de détection par capture
successive des analytes dans les différents micropuits. Ce type de dispositif est multiplexable
grace a I’imagerie SPR et permet de réduire le volume d’échantillon.

-

Canal30 um 100 pum
D Détecteur SPR unique

Figure 73 : Prismes microstructurés.

A, vue globale du prisme ou I’on discerne les pistes d’or horizontales qui relient les quinze plots d’or. Les lignes
convergent vers un cercle d’or de part et d’autre des motifs. B, grossissement du prisme. C, image plasmonique de la
puce en tampon PBS. D, schéma des plots d’or reliés par le canal et leurs dimensions.

Des expériences préliminaires ont été réalisées sur ces dispositifs et néanmoins mis en
évidence la difficulté a gérer les probléemes de capillarité dans ces systemes et a éviter la
formation de microbulles pouvant s’opposer au flux. L’utilisation de détergents permet
partiellement de résoudre ce probleme.
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Limites de la modélisation

Nous avons développé un modele (voir article 4) qui considére la cellule SPRi comme
un systeme biphasique avec une phase aqueuse mobile qui couvre une phase poreuse,
statique : la matrice de dextran. La diffusion des objets est considérée étre contr6lée par des
coefficients de diffusion différents dans la phase dextran et la phase aqueuse.

- Notre modele prend en compte le dextran comme une couche homogene, ce qui n’est
probablement pas vrai compte tenue que la chimie de couplage immobilise les chaines
au voisinage de la surface.

- La vitesse du flux est considérée comme nulle au sein de la matrice, ce qui représente
une approximation.

- Nous considerons une fluidique laminaire homogene et avec des flux paralleles dans la
phase aqueuse avec un nombre de Reynolds petit, or la géométrie de la cellule et les
irregularités de surface peuvent perturber ce régime (Figure 74).

Figure 74 : schéma de fluidique de la cellule SPRI.
A, régime laminaire avec des flux paralléles, B, régime turbulent.

Malgré ces simplifications, nous obtenons des simulations de qualité avec un bon
ajustement des courbes d’hybridation dans leur phase rapide. Le modeéle permet de définir les
limites expérimentales dans lesquelles on peut travailler sans avoir recours a des corrections.
Ceci est le cas des interactions moléculaires dont les constantes de vitesse de second ordre
sont inférieures & 0.5 pM™.min™. Les corrections sont donc nécessaires dans nos conditions
expérimentales ol ces constantes atteignent des valeurs de 4 & 8 pM™ .min™. Le modéle
permet de définir les corrections a realiser, ainsi que les parameétres sur lesquels nous pouvons
agir.

4. Conclusion

Les systemes SPRi actuels travaillent avec des flux relativement lents qui n’empéchent
pas la formation de barriére de diffusion, rendant I’approche peu adaptée a I’étude des
cinétiques ayant un demi-temps caractéristique inférieur a la minute. En ce qui concerne les
réactions plus rapides, les systémes sont exploitables & condition d’apporter des corrections
aux données observées. Une voie qui parait prometteuse pour élargir les applications de la
SPRIi est le développement de puces microstructurées qui permettent d’ameéliorer le contréle
de la fluidique. La nanostructuration du support est une approche pour augmenter la
sensibilité.
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MOTIF-1, UNE STRUCTURE PARTICULIERE DE L'ADN
CONTROLABLE PAR LE PH

Le travail présenté dans les chapitres précédents reposait sur I’auto-assemblage de
différents systémes en utilisant les propriétés organisationnelles de I’ADN B. L’objectif de
réaliser des nanostructures fonctionnelles nous a conduits a choisir une stratégie d’assemblage
compatible avec la fragilité de composants biologiques tels que les protéines. L’assemblage
dans des conditions irréversibles, loin de I’équilibre thermodynamique, a permis de réaliser
des structures définies a base d’ADN et de PDNA sans altérer la fonction des protéines.
Toutefois, lors de I’assemblage de plus longs polymeres ou de structures complexes, des
produits intermédiaires, non désirés, ont été générés.

Nous avons vu dans la partie introductive que la conception des assemblages sous
contréle cinétique implique des modéles complexes difficiles a généraliser. Finalement, c’est
la mise en ceuvre de systemes réversibles qui permet le mieux de s’affranchir des erreurs
d’assemblage. La réversibilité est atteinte dans le cas des ADN B par un cycle thermique
(fusion a ~90°C puis lent refroidissement au cours duquel les structures se réorganisent).
Toutefois, ces conditions sont rarement compatibles avec la stabilité des protéines, aussi il est
nécessaire de trouver d’autres systemes qui permettent de controler I’assemblage dans des
conditions plus douces. L’utilisation de séquences riches en cytidines, dont la protonation
autorise I’assemblage, a été retenue.

Génération et structure de motif-i

A pH légérement acide, les paires C.C* formées par les cytidines neutre et protonée
(Figure 75A) induisent I’association des oligonucléotides riches en C en des duplex paralleles
(partie B, gauche). Ces duplex hémi-protonés sont de courtes durée de vie, mais leur
intercalation mutuelle, en orientation téte-béche, conduisent a la formation de tétrameéres (B,
droite et C) extrémement stables, appelés motif-i [147]. La structure en motif-i présente
I’originalité d’impliquer I’intercalation systématique des bases appariées. La remarquable
symétrie du tétramére provient de I’association des quatre segments identiques dans la
structure.

A rivose B C Grandsillon Petit sillon
. C2
Ho o C1 C1
| C H _H
3. 4 N
H "V ~H, N _-H
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pky=4.3 7y H|C2 C2
ribose

Figure 75 : structure particuliére de I’ADN : le motif-i.
A, paire hémiprotonée CeC+ formée par des cytidines neutre et protonée. B, gauche, représentation schématique d’un
duplex parallele hémiprotoné de CC ; B, droite, tétramére de motif-i de CC. Le tétramére est stable tandis que le
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duplex est une structure de courte durée de vie en échange rapide avec le monomere CC. C, structure RMN haute
résolution du motif-i [CC], [418]. La vue de gauche est perpendiculaire au grand sillon et la vue de droite est
perpendiculaire au petit sillon. Les résidus de I’arriere plan sont dessinés en trait fin.

Le mécanisme de formation des motifs-i a été analysé et, selon les sequences
d’oligonucléotide utilisées, il peut impliquer (Figure 76) :
- quatre oligonucléotides identiques riches en C [419]. C’est le cas du tétramere de
motif-i.
- deux structures en épingles a cheveux, chacune portant deux segments cytidine [420],
dans le dimére de motif-i.
- un seul brin replié qui présente quatre segments de cytidine dans le monomére de
motif-i [421].
La topologie de I’intercalation est sensible a la séquence des liaisons qui connectent les
segments de cytidines.

A B
2
c2
C1 Cl
Cl1
C1
2
Cc2
T15
[d(CCN 4 [d(SmCCTTTACC)] 2 |d(5SmCCTTTCCTTTACCTTICC)
4 séquences | 2séquences | 1séquence repliée

Figure 76 : Représentations schématiques de motifs-i.

A, motif-i impliquant 4 séquences (CC) [418], B, motif-i constitué de 2 séquences [420]. C, 1 seule séquence est repliée
[422]. D, deuxieme exemple de motif-i, un peu plus long, constitué des 4 séquences (CCTCC) [146].

Découverte et étude des propriétés d’auto-assemblages des motifs-i en nanofils.

L’équipe de Krishnan découvre, en 2007, la capacité des motifs-i a s’auto-associer
pour former des nanofils [213]. A partir de motifs de C;, les structures partiellement
intercalées présentant des cytidines libres ont pu s’assembler en des structures plus stables et
plus longues jusqu’a former des nano-fils pouvant atteindre des longueurs de quelques pm
avec un diameétre de 2 nm [213]. Les chercheurs ont ainsi exploré le potentiel des motifs-i en
tant que briques rigides pour la construction de structures a une dimension, a I’échelle
nanomeétrique.

En 2009, I’étude cinétique du chemin de formation des tétraméres de motifs-i conforte
la possibilité d’assembler des motifs-i en nanofils-i [423]. L’étude a montré que plusieurs
especes, différant par la topologie d’intercalation des oligonucléotides TC,, étaient formées a
des vitesses comparables. Le principe d’élongation des motifs-i de C; en fils est présenté sur
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la Figure 77. L’intercalation incompléte de deux duplex hémi-protonés (A) va former une
structure tétramérique partiellement intercalée (B) qui peut servir de point d’ancrage pour un
duplex. Le produit formé (D) est constitué de trois duplex, dont les extrémités libres peuvent,
a nouveau, servir d’ancrage. Des additions ultérieures de duplex vont mener a la formation
d’un fil. Les tétrameéres totalement intercalés (C), incapables de s’élonger, constituent des
piéges cinetiques.
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Figure 77 : Vue schématique du principe de formation des fils i a base de la séquence C.

Les séquences C; sont capables de s’auto-assembler pour former des nano-fils, qu’en
est-il des autres sequences ?

Cette question a été abordée en collaboration avec Jean-Louis Leroy, chercheur a
I”ICSN (Institut de Chimie des Substances Naturelles) au CNRS de Gif-sur-Yvette. Une étude
a conduit a mesurer les vitesses d’association et de dissociation des structures
supramoléculaires de motifs-i. L’influence des parametres physico-chimiques (température,
pH, force ionique et concentration des oligonucléotides) a aussi été mesurée.

1. Présentation de lI'article :

“’[C,GC,4]4 association into supra molecular i-motif structures’’

Nous avons développé un modele, a base de sequences C,XC, (m différent de n), plus
adapté selon nous, a la formation de structures supramoléculaires que le modele a base de
séquences C;. Les oligonucléotides consistent en des segments contenant m et n cytidines,
séparées par un residu central X qui peut étre une adenine, une thymidine, une guanine ou
bien une autre molécule faisant un lien chimique. Les longueurs m et n des segments peuvent
étre identiques mais elles sont préférentiellement différentes.
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Les deux hypothéses qui peuvent expliquer la lenteur de I’élongation des motifs-i en
structures supramoléculaires sont :
- la formation de dimeéres de motif-i, qui sont des structures piége de longue durée de
vie, ne pouvant s’élonger.
- la formation de tétraméres de motif-i totalement intercalés, qui empéchent toute
intercalation entre différents motifs.

L’idée du modele proposé CXC, est de géneérer des blocs de motif-i « centraux »
avec des extrémités pendantes qui permettraient aux motifs de s’associer entre eux, selon le
mécanisme supposé, présenté sur la Figure 78. La premiere étape est la formation du
tétrameére Te (voir schéma). Le résidu central « non-cytidine », qui ne participe pas a la
formation du motif-i, devrait empécher I’intercalation totale des segments en un unique motif-
i. Le résidu central favoriserait donc la formation de tétraméres symétriques, partiellement
intercalés, avec les blocs de motif-i réalisés a partir des segments de régions en C les plus
longues se terminant par des extrémités libres des segments les plus courts (Te). Apres I’étape
de nucléation, les associations successives par appariement et intercalation des extrémites des
segments C libres de 2 blocs Te conduisent a la formation du bloc Te2, la plus courte des
structures supramoléculaires. La symétrie du motif-i génére, au cours de I’assemblage de
plusieurs blocs, les mémes terminaisons de segments de cytidines non-appariées propices a
I’élongation. Selon ce schéma, I’élongation des structures supramoléculaires génere des
assemblages linéaires de type nano-fils ou batonnets plutét rigides dont la microscopie de
force atomique devrait nous permettre d’observer la distribution en taille.

C7 X C4 .
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Figure 78 : Mécanisme postulé de I’assemblage de motifs-i C7XC4 en structures supramoléculaires.

Le tétrameére Te, intercalé sur les 7 bases du segment long, qui présente le cceur de motif-i le plus stable parmi toutes
les topologies d’intercalations possibles, est en équilibre avec toutes les formes de tétrameres.

Les oligonucléotides 5’C,XC,3’, présentés dans le Tableau 2, ont fait I’objet d’une étude
préliminaire afin de déceler les structures favorables a la formation de fil et les problemes
empéchant I’élongation. L analyse par chromatographie d’exclusion a montré que toutes les
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séquences (hormis CgTCs) sont capables de s’auto-assembler en structures supramoléculaires.
Nous avons défini arbitrairement comme structure supramoléculaire toute structure dont la
taille, en chromatographie d’exclusion, est supérieure a la taille du tétramere de motif-i.

Tableau 2 : séquences de nucléotides synthétisés.

Séquences C m X C

>

C 7 AC 4
C7 T C 4
C7 G C 4
c7 - C 4
Cc 4 T C 7
c 4 G C 7
c7 T C 3
c 6 T C 3
Cc 5 T C 5
c 7

c 8 T C 5

Toutes les séquences, sans exception, forment des dimeres de motif-i plus rapidement
que le tétramere. Or les dimeres participent a un piégeage cinétique. Ces diméres, d’autant
plus stables que les oligonucléotides sont longs, vont avoir une influence majeure sur la
géneération des fils et leur vitesse de formation. Si on considére CgTCs, les dimeres sont
tellement stables qu’ils vont empécher la formation de fils. Pour les autres oligonucléotides,
les diméres les plus facilement dissociés vont accélérer la formation des fils. Ainsi, il serait
préférable de choisir des oligonucléotides plus courts de type C¢TC3 afin de minimiser le
piége cinétique dd aux dimeéres. Toutefois, les structures supramoléculaires a base de
segments courts sont moins stables que celles a base de segments longs. Aussi notre choix
s’est porté sur les séquences de type C;XC,. Les séquences C;GC, et C;TC,4 ont été plus
extensivement étudiees. L’article présente I’analyse de C;GC, et les données relatives a la
séquence C;TC, sont présentées dans la partie « données complémentaires ».

Trois techniques de caractérisation ont été utilisées :

- lachromatographie d’exclusion en HPLC,
- larésonance magnetique nucléaire (RMN),
- lamicroscopie de force atomique (AFM).

Le tamisage moléculaire, qui donne acces a la distribution de taille des molécules, est
la technique principale sur laquelle a reposé I’approche physico-chimique. La
chromatographie d’exclusion a permis de mesurer les cinétiques de formation et de
dissociation des motifs-i et les différents parameétres de température, pH, concentration et
force ionique. Deux colonnes couvrant des gammes de tailles complémentaires ont éte
calibrées a partir d’ADN plasmidique double brin, d’ARNt, de structures de motifs-i connues
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et de thymidine. La relative linearité des courbes de calibration permet d’analyser les
distributions de taille obtenues, une différence d’organisation tridimensionnelle des structures
supramoléculaires pouvant toutefois apporter un biais d’interprétation.

La RMN en phase liquide permet d’accéder a la structure des motifs-i et a leur
dynamique. C’est un trés bon outil de caractérisation pour les motifs-i de séquences courtes.
La RMN corrobore la formation de structures supramoléculaires, toutefois son utilisation est
limitée par la taille des objets ainsi que leur homogénéité. Les spectres et signaux RMN sont
peu resolutifs pour des objets de grande taille et/ou des populations d’objets présentant
plusieurs conformations.

L’AFM a I’air apporte des informations structurales complémentaires de la RMN
puisque des objets de grande taille peuvent étre observés. Toutefois les conditions a I’air
peuvent aboutir a des observations ne correspondant pas a la réalité des structures en solution.
L’AFM présente les contraintes d’immobilisation des objets sur une surface ainsi que de
diminution de la force ionique. Deux phénomenes peuvent avoir lieu lors du dépét des
échantillons sur le substrat :

- soit les structures formées en solution sont capturées sur la surface de mica,
- soit des structures peuvent se former principalement au contact de la surface et ne
représentent pas I’état en solution.
Les resultats obtenus en imagerie AFM sont présentés dans la partie «données
complémentaires » suivant I’article.

L’article réalisé a partir des résultats obtenus est présenté dans I’appendice 5. Le
travail démontrant I’influence de la base centrale sur les assemblages a fait I’objet d’un dép6t
de brevet étendu a I’international, les structures supramoléculaires de motif-i pouvant avoir
des applications spécifiques en nanotechnologie et nano-médecine.
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ABSTRACT

The self-associative properties of cytidine-rich
oligonucleotides into symmetrical i-motif tetramers
give to these oligonucleotides the capacity of
forming supramolecular structures (sms) that
have potential applications in the nanotechnology
domain. In order to facilitate sms formation, oligo-
nucleotides containing two cytidine stretches of
unequal length (C,XC,,,) separated by a non-cytidine
spacer were synthesized. They were designed to
associate into a tetramer including an i-motif core
built by intercalation of the C-C™* pairs of the longer
C stretch with the two dangling non-intercalated
strands of the shorter C stretch at each end.
Gel filtration chromatography shows that the
non-intercalated C-rich ends give to this structure
the capacity of forming extremely stable sms. Using
C,GC, as a model, we find that the sms formation
rate varies as the oligonucleotide concentration and
increases at high temperature. Competitively with
the tetramer involved in sms elongation, C,XC,,
oligonucleotides form i-motif dimers that compete
with sms elongation. The dimer stability is strongly
reduced when the pH is moved away from the
cytidine pK. This results in an equilibrium shift
towards the tetramer and in the acceleration of the
sms formation rate. The chromatograms of the sms
formed by C,GC, indicate a broad distribution.
In a 1.5 mM solution incubated at 37°C, the equilib-
rium distribution is centered on a molecular weight
corresponding to the assembly of nine tetramers
and the upper limit corresponds to 80 tetramers.
The lifetime of this structure is about 4 days at
40°C, pH 4.6.

INTRODUCTION

At slightly acid pH, the hemiprotonated C+C" pairs
formed by neutral and protonated cytidines induce the
association of cytidine-rich oligonucleotides into parallel
duplexes. These duplexes are short-lived elusive species,
but the tetramers built by head to tail intercalation of
two duplexes are extremely stable. This structural arrange-
ment, called i-motif is exceptional in that it involves sys-
tematic base-pair intercalation (1). The i-motif structure
may include four identical C-rich strands, two hairpins
each caring two cytidine stretches or a folded strand
caring four cytidine stretches (2,3). The remarkable
symmetry of i-motif tetramers is a consequence of the
equivalence of the four strands associated in the structure.
Face to face intercalation of thymidine in i-motif struc-
tures is generally unfavorable (4,5) and purine intercala-
tion seems to be sterically hindered (6,7). A recent kinetics
investigation shows that i-motif tetramers with partial or
full intercalation topology are formed at comparable rates
and that the predominance at equilibrium of the fully
intercalated species is due to its longer lifetime (8).

The self-associative properties of C-rich stretches
give to i-motif tetramers the potentiality of forming
supramolecular structures (sms) by mutual intercalation
of the non-paired cytidines of tetramers built by partially
intercalated duplexes. This property has been reported
in a recent study revealing the association of C7 oligo-
nucleotides into linear repetitive structures that could
have biotechnological applications (9).

In order to understand and control the formation
process of i-motif sms, we examine in the present paper
how temperature, strand concentration, ionic strength and
pH influence the sms formation and dissociation rates.

Oligonucleotides of the C,XC,, series were designed to
improve the assembly of i-motif tetramers into sms. They
are composed of two cytidine stretches of unequal length
separated by a non-cytidine residue i.e. by A, T, G or
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Scheme 1. Postulated association pathway of C;GC, into i-motif sms.
The monomer is in equilibrium with one or several hairpin dimer(s) (cf.
Scheme 2) and Te, the tetramer formed by full intercalation of the C;
stretches. Association and mutual intercalation of the C4 stretches of
two Te building blocks result in the formation of the Te, species. The
i-motif symmetry gives to the assembly of several building blocks the
same elongation capacity than that of the building blocks themselves
and allows the association of preformed Te, and Te,, species into struc-
tures including (n + m) building blocks.

a diol-spacer. They were synthesized with the longer
C stretch either at the 5'- or the 3’-end. The non-cytidine
spacer that cannot intercalate into the i-motif was
intended to prevent intercalation of both cytidine stretches
into a single i-motif core. It was expected that the
spacer would enforce the formation of a tetramer (Te in
Scheme 1) including the i-motif core built by the C-C™
pairs of the longer cytidine stretch and at each end the
non-intercalated cytidines of the shorter stretch.

Gel filtration chromatography shows that these
oligonucleotides associate into sms. The stability, the for-
mation and dissociation rates of the sms formed by
oligonucleotides differing by the C stretch length and the
nature of the spacer were qualitatively compared. The rel-
atively fast formation rate and the good stability of the
sms formed by C;GC,4 prompted us to select this sequence
as a benchmark model to investigate the effect of pH,
strand concentration, temperature and ionic strength on
the sms formation and dissociation kinetics. The influence
of the C stretch length and of the nature of non-cytidine
spacer on the sms stability, formation rate and structure
will be examined in separate publications.

MATERIALS AND METHODS
Oligonucleotide synthesis and sample preparation

The oligonucleotides were synthesized on a 2 or 10 uM
scale, purified by chromatography on an anionic DEAE
column according to procedures already described and
extensively dialyzed (5). After dialysis, the oligonucleotide
solutions were lyophilized and dissolved in water to make
0.5-1mM stock solutions. The C,GC,; concentration

was determined using the A% values, 89600 M 'cm !,

computed according to a nearest neighbor model (10).

Formation and dissociation rate measurements
of i-motif sms

Except otherwise stated, all the measurements were
performed in 0.4M NaCl, 10mM Na acetate and
10mM Na phosphate, a solution designed as the NAP
buffer. During sms formation and dissociation, the
samples, typically 50-200pul, were incubated in a
mastercycler Eppendhorf® PCR incubator whose lid tem-
perature was set 5°C above that of the samples in order to
avoid condensation on the cap of the Eppendhorf tubes.

To study the sms formation kinetics, the samples were
initially melted at 100°C and rapidly cooled at the temper-
ature of the incubator. For sms dissociation time measure-
ments, a solution containing only sms was prepared
by pooling the species eluted on a GPC 100 column
with a molecular weight larger than that of a tetramer.
Afterward, this solution was diluted in the NAP buffer
in such way as to allow complete dissociation of the sms
at equilibrium. The measurements started right after
dilution.

Gel filtration chromatography

During sms formation and dissociation, the sample com-
position was measured at room temperature by gel filtra-
tion chromatography (11) on GPC 100 and GPC 1000
columns (250 x 4.6mm 1.D.) provided by Eprogen®.
Aliquots took off the incubated samples were injected in
the column immediately after dilution to 25 pl (the volume
of the injection loop) in the NAP buffer. They were eluted
with the same buffer at a flow rate of 0.4mlmin .
Systematic addition of thymidine at a final concentration
of about 5 uM in the injected sample provided a reference
marker on the chromatograms. The elution times ranged
from 4 to 8.5 min. (Supplementary Figure S1). The elution
buffer pH was generally 4.6. However, when the evolution
of the sample composition during elution on the column at
pH 4.6 was not negligible, the elution buffer pH was
adjusted to the value of the sample pH. The GPC-100
column whose exclusion limit correspond, according
to the manufacturer to an oligonucleotide containing
about 300nt was calibrated using tRNA, thymidine,
C-rich non-structured oligonucleotides, C-rich i-motif
monomers and tetramers. The GPC-1000 column was
calibrated with double-stranded plasmids containing
from 800 to 16000 nucleosides, the i-motif tetramer of
T,CgT,, tRNA and thymidine. The GPC-1000 calibration
shows that oligonucleotides containing 50 and 10* residues
are eluted, respectively, in the permeation and exclusion
limits. The calibration curves displayed in Supplementary
Figure Sl establishes the reasonable linearity of the
measured elution times with the log of the molecular
weight of reference oligonucleotides. The dispersion of
the data points of the calibration curves suggests that
the relative error on the estimated molecular weights is
<0.5. The sizes of the sms were characterized by the
mass center, M., of the sms distribution. M, was
computed according to M. = ZTA(M)* N(t)/] X A(b),



where A(t) is the absorbance of the solution and N(t) the
number of tetrameric units in the sms eluted on the
chromatogram at time t. N(t) was obtained from the cal-
ibration curve of the GPC 1000 column (Supplementary
Figure S1). The dimer and tetramer stoichiometries were
also routinely measured by the slope of the log—log plot of
the multimer versus monomer equilibrium concentrations.
In pH and temperature conditions favorable to sms for-
mation, an opalescence characteristic of the formation of
extremely large structures was observed in concentrated
samples (>1mM) incubated during times much longer
than the sms formation time constant. Correlatively
with the development of the sample opalescence, the
chromatogram of these samples showed a reduction (up
to 50%) of the integrated area of the eluted species
indicating that a fraction of the sample composed, pre-
sumably of the largest sms, was trapped in the column.
In that case, the oligonucleotide fraction retained on the
column was estimated by comparison with the chromato-
gram of an identical melted sample and included in the
sms fraction. However, in order to have a direct control
of all the species formed, we generally restrained the
oligonucleotide concentrations and incubation times to a
range of values allowing detection of all the species on the
chromatograms.

NMR method

The NMR experiments were performed using a 500 MHz
Varian Inova spectrometer with the jump and return
sequence for water suppression (12). The spectra were
accumulated with a repetition time longer than the relax-
ation times to avoid saturation. The spectral intensity was
multiplied by a 1/sin function in order to correct the dis-
tortion introduced by the jump and return excitation (13).
The spectra collected during the sms formation were
normalized using the methyl proton peak of the acetate
buffer.

Multimer dissociation constants

The dissociation constant of a multimer may be expressed
as a function of oy, the monomer equilibrium fraction
of an oligonucleotide solution at concentration [My]
by: Kgis = S Mo /(1- Qeq) Where s is the multimer
stoichiometry. %Ve will characterize the multimers stabil-
ity by Fi, a parameter whose dimension is independent of
the stoichiometry which is equal to the free monomer con-
centration for which a.q = 0.5. Fi is related to the
multimer dissociation constant by: Fi = (Kg;s/s)"/¢™
and it will be designated as the reduced dissociation
constant.

RESULTS

Chromatographic evidences for the formation of i-motif
supramolecular structures

Immediately after melting and fast cooling, a 3 uM C,GC,
sample at pH 6.2 injected into a GPC 100 column is
mainly eluted as a monomer (Figure 1). The chromato-
grams recorded at different times during incubation at
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Figure 1. Association of C;GC, into i-motif multimers and supra
molecular structures (sms) in the NAP buffer. The samples were ini-
tially melted. Left panel: GPC-100 chromatograms recorded after incu-
bation during the times indicated. The elution times expected for
a monomer (M), a dimer (D) and a tetramer (Te) are indicated.
(A) the chromatogram of a 3 uM solution, pH 6.2 injected right after
melting shows a 20/80 dimer/monomer mixture. The chromatograms
recorded after incubation at 20°C show that the dimer is formed with
a time constant of about 1.5h. The monomer and dimer concentra-
tions at equilibrium correspond to the reduced dissociation constant
Figimer = 2uM. (B) The chromatograms of a 0.15mM C,GC4
solution at pH 4.63 collected after melting and incubation at 50°C
during the times indicated on the figure show that the dimer is
slowly converted into tetramer and supramolecular structures. Right
panel: evolution of the sms (red), tetramer (blue) and dimer (green)
fractions as a function of the incubation time at 50°C.

20°C reveal that a dimer is formed with a time constant
of about 1.5h. At equilibrium, the dimer and monomer
concentrations correspond to a reduced dissociation
constant Fi = 2 uM. It has been shown that the formation
rate of i-motif dimers increases with the nucleotide con-
centration and when the solution pH is shifted near 4.4,
the value of the cytidine pKyz (8). This explains that
about 1min after melting, an aliquot of a 0.15mM
C,GC, solution, pH 4.6 is cluted as a dimer (Figure 1).
The chromatograms of samples incubated at 50°C show
the appearance of two peaks, one corresponding to a
tetramer and the other to unresolved heavier species that
will be designed as sms.

The evolution versus time of the dimer, tetramer and
sms fractions is displayed in Figure 1. After 0.5h, the
tetramer fraction reaches a maximum value corresponding
to about 12% of the oligonucleotide concentration. The
sms increase with a time constant of 1 h toward an equi-
librium level corresponding to 65% of the oligonucleotide
concentration. The dimer fraction decreases with a com-
parable time constant. The sms molecular weights
were estimated using a GPC-1000 column. The chromato-
grams of aliquots taken from a 1.5mM C;GC, solution
incubated at 37°C, pH 4.6 are displayed in Figure 2A. The
dimer and the tetramer are eluted together in the perme-
ation volume of the GPC-1000 column. The sms half
formation time is 1h and the oligonucleotide frac-
tion associated in sms at equilibrium is about 75%
(Figure 2D). The average size of the sms increases as a
function of the incubation time (Figure 2B). After
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Figure 2. Association of C;GC4 into sms as monitored by NMR and gel
exclusion chromatography on GPC 1000 column. The oligonucleotide
concentration was 1.5mM. The NMR spectra and the chromatograms
were recorded after melting and incubation in the NAP buffer, pH = 4.6
at 37°C during the times indicated. (A) The tetramer and the dimer are
eluted together in the GPC 1000 chromatograms. The chromatograms
collected as a function of the time show the formation of sms. The
upper scale shows the elution times expected for sms including the
indicated number of tetrameric repeats. Note that one tetramer contains
48 nucleotides. On each chromatogram, an arrow indicates the mass
center of the sms distribution. (B) the number of tetramer repeats at the
center of the sms distributions is plotted as a function of the incubation
time. At equilibrium, the mass center of the sms distribution corresponds
to the association of nine tetramers (i.e. 432 bases). The top 15% of
the sms distribution includes structures that are five times larger.
(C) exchangeable and aromatic proton regions of NMR spectra collected
during sms formation. The line broadening (about 40 Hz) and the reduc-
tion of the signal intensity observed as a function of the time reflect the
formation of large structures. (D) oligonucleotide fractions included in
sms as determined from the chromatograms of panel A (open circles) and
from the intensity of the NMR peaks of the spectra of panel C (black
circles). The time constant derived from the chromatography measure-
ments, 1 hour, concerns the formation of structures heavier than a
tetramer, whereas that derived from the NMR experiments, 20h, is
related to structures too large to be detected on the NMR spectra.

incubation over 4 days at 37°C, the sms exhibit an
extremely broad distribution centered around 430
residues, a size corresponding to the association of nine
tetramers. The elution time of the largest species, 4.5 min,
is that expected for a structure including about 4000
residues, i.e. 80 tetrameric units (Figure 2A).

sms formation monitored by NMR

Right after melting and fast cooling at 0°C, the NMR
spectrum of C,GC4 shows three broad clusters of

D
50 X

X X %

Scheme 2. Plausible structures of the C;XC,4 dimer (X = A, T or G).
The number of intercalated CeC™ pairs in each structure is optimal.
The narrow (n) and wide (w) grooves are indicated in structure (A).
One residue is enough to make a loop across the i-motif narrow groove
(6) and three residues allow loop formation across the wide groove (5).
For each loop topology, the hairpins may be in parallel (A, C) or in
head to tail orientation (B, D). Many other topologies can be imagined
by changing the intercalation order of the CeC+ pairs and the number

of residues in the loops. The poor resolution of the NMR spectrum of
C;GC, suggests that several dimers coexist.

exchangeable protons at the positions characteristic of
the imino and amino protons of C+C* pairs (14). The
poor spectral resolution suggests the presence of multiple
conformations (Supplementary Figure S2). The 10.3 ppm
chemical shift and the fast exchange rate, about 40 ms, of
the G imino proton establish that the guanine is not
H-bonded to the cytidine N3. The number of cytidine
imino protons around 15.5ppm estimated by reference
to the guanosine imino proton peak is consistent with
the number of C+C™ pairs (seven to nine C+C™" pairs
for two guanosine imino protons) expected for the
i-motif dimers displayed in Scheme 2.

Sms formation was followed by NMR in the same
experimental conditions ([C;GC4] = 1.5mM, pH 4.6,
T = 37°C) than the gel filtration experiments described
just above. At 37°C, the guanosine imino proton peak is
broadened out by exchange with water (Figure 2C). The
NMR spectra recorded as a function of the time after
melting show a broadening of about 40 Hz and a reduc-
tion of the intensity of all the NMR peaks indicating the
formation of large structures with a slow tumbling rate.
The initial intensity is fully restored after heating at 100°C.
At equilibrium, the reduction of the spectral intensity
(~75%) is comparable to the oligonucleotide fraction
found associated in sms by chromatography, but the
intensity of the NMR peaks decreases with a time
constant 20 times longer than that measured by chroma-
tography (Figure 2D). The discrepancy of the time con-
stants measured by chromatography and NMR is merely
related to the difference of the species that are taken into
account by each method. The time constants derived from
the chromatographic investigation are related, according
to the definition given to sms, to the formation of struc-
tures whose molecular weights are larger than that of a
tetramer whereas the time constants derived from the
NMR experiments correspond to high molecular weight
structures whose proton spectra are broadened out.
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Figure 3. Effect of pH on dimer and tetramer stability at 20°C.
(A) Reduced dissociation constants versus pH of the dimer(s) of
C;GC4 (black circles) and of [C;T]s (open circles). C;T that do not
associate into dimer or sms was used as a model to evaluate the sta-
bility of the tetramer of C;GC, (Te in Scheme 1), the structure assumed
to be the building block of the sms elongation pathway. (B) Computed
monomer (black), dimer (green) and tetramer (blue) fractions in a
0.3mM C;GCy4 solution assuming that the tetramer of [C;GCg4l; has
the same reduced dissociation constant than [C;T]4. Due to the greater
sensitivity of the dimer stability to pH, the tetramer fraction increases
by two magnitude orders between pH 5.5 and pH 6.

Competition between dimer and tetramer formation

The concomitance of the evolution of the dimer and sms
fractions (Figure 1) suggests that sms formation is con-
trolled by dimer dissociation. In order to understand how
the dimer and the tetramer of C;GC, interfere with sms
formation, we measured their reduced dissociation
constant at different pH. The chromatograms of C;GC4
solutions recorded as a function of the time after melting
and incubation at 20°C show the following systematic
features: the first multimer formed is always a dimer.
When the oligonucleotide concentration is sufficiently
high, one observes that a tetramer is formed at a slower
rate. Tetramer formation is always followed by the
appearance of sms. The dimer reduced dissociation
constant, Figijner, measured from the dimer and
monomer equilibrium concentrations is plotted vs. pH in
Figure 3. Figimer i8 close to 2 10 M between pH 3.5 and
5.5 and increases sharply when the solution pH is moved
away from this range of values. The C,GC; monomer
concentration, which is controlled by the monomer—
dimer equilibrium, is extremely small in the range of
oligonucleotide concentrations allowing tetramer forma-
tion and for this reason the tetramer—reduced dissociation
constant is experimentally inaccessible. Assuming that the
tetramer of C;GCy is formed by pairing and intercalation
of the seven consecutive cytidines, we considered that its
reduced dissociation constant should be comparable to
that of any i-motif tetramer formed by intercalation of
C; stretches and we used C,;T as a model to evaluate its
reduced dissociation constant. The chromatograms of C;T
show two peaks at the positions expected for a monomer
and a tetramer. The reduced dissociation constant, Fiieirq,
of [C;T]4 derived from the tetramer and monomer

Nucleic Acids Research, 2010, Vol. 38, No. 11 3821

100

Tasso(h‘)

0‘1 1 1 1 1
3 32 3.4

1000/T

Figure 4. Sms half formation times vs. temperature of C,GC,4 (black
circles) and C4GC; (open circles) 0.3mM solutions in the NAP buffer
at pH 4.6. The activation energies related to sms formation, 143 + 40
and 110 £+ 25kJ/M are comparable.

equilibrium concentrations is displayed versus pH in
Figure 3. Between pH 4 and 5.5, the tetramer reduced
dissociation constant, Figa, 1S about 200 times larger
than that of the C;GC,4 dimer. Due to the lower sensitivity
of Fia to pH, the dimer and tetramer reduced dissocia-
tion constants are comparable around pH 6.5.

Effect of temperature on the sms formation time

We measured by chromatography on GPC 100 column
the sms formation times in 0.3 mM C;GC, solutions, pH
4.6 versus temperature. Figure 4 shows that the sms half
formation time varies from 0.15h at 55°C to about 90 h.
at 20°C with an activation energy of 143 + 30 kJ/M.

Effect of the oligonucleotide concentration on sms
formation

Figure 5 shows that the sms half formation time decreases
as the inverse of the oligonucleotide concentration. The
oligonucleotide fraction associated at equilibrium in sms
increases from 13% in a 28 uM C,GC4 solution to about
80% in 0.6mM solution. The oligonucleotide fraction
in tetrameric structures, about 10%, depends weakly on
the oligonucleotide concentration. The monomer concen-
tration is always negligible in the concentration range
explored.

Effect of pH on the sms formation time

[-motif formation involves association of neutral and
protonated cytidines. For this reason, the i-motif half for-
mation time is minimal when the product, [fc] [fc ], of the
neutral and protonated cytidine fractions is maximal,
i.e when the pH is equal to the cytidine pKyns (8). On
the contrary, the sms formation time is maximal when
the pH is close to the cytidine pKys (Figure 6). It is
quite puzzling to note that the effect of pH on the sms
formation kinetics (shorter sms formation time when
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Figure 5. Effect of the oligonucleotide concentration on the sms half
formation time at 42°C, pH 4.6, NAP buffer. (A) Half formation time
of the sms of C;GC, (black circles) and C4TC5 (open circles) versus the
oligonucleotide concentration. The slope of the lines drawn through the
data points is -1. (B) Dimer (green), tetramer (blue) and sms (red)
equilibrium fractions versus the oligonucleotide concentration. The
monomer fraction is negligible in this range of concentrations.
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Figure 6. Effect of pH on sms formation in 0.3 mM C;GC; solution at
37 (black circles) and 50°C (open circles) in the NAP buffer. (A) sms
half formation time versus pH. The sms formation time is maximal
when the pH is equal to the cytidine pKys. (B) C;GCy fraction incor-
porated at equilibrium into sms at 37 and 50°C versus pH.

the pH is shifted away from 4.4) is opposite to that
observed for the i-motif formation kinetics (longer
i-motif formation time when the pH is shifted away
from 4.4). At equilibrium, the oligonucleotide fraction
incorporated in sms is maximal around pH = 4.4. The
equilibrium sms fraction at pH 4.4 depends weakly on
the temperature, as shown by the similarity of the sms
proportions measured at 37 and 50°C.

Effect of the NaCl concentration on sms formation

Sms formation was examined in 0.3 mM C7GC4 solutions
at 42°C, pH 4.6 as a function of the NaCl concentration in
a buffer containing 10 mM sodium phosphate and 10 mM
sodium acetate. The sms half formation time, 100 + 25h
in the absence of added NaCl decreases rapidly to
3+0.5h in 0.4M NaCl. It decrecases more slowly at
higher NaCl concentration and reaches about 1h in 2M
NaCl. The C7GC4 fraction associated in sms structures
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Figure 7. Dissociation of the sms of C;GCy4 at 40°C, pH 4.63 in the
NAP buffer. (A) The oligonucleotide concentration is 3 pM. The
chromatograms recorded as a function of the time show that sms dis-
sociation first results in the formation of monomer (M), tetramer (Te)
and Te,, a species whose elution time corresponds to that expected for
the assembly of two tetramers. At last the chromatograms show the
formation of a dimer (D). Note that the dimer fraction increases with
an initial zero slope. (B) Evolution of the Te (blue), D (green), M
(black) and sms (red) fractions as the function of the time.

incubation time (h.)

increases from 10% in the absence of added NaCl to 70%
in 0.4 M NaCl solution and decreases slowly to 50% in
2M NaCl.

sms dissociation kinetics

Figure 7 shows the evolution versus time of the chromato-
grams recorded during sms dissociation. The sms fraction
decreases exponentially with a time constant of 0.46h at
40°C, pH 4.6. At equilibrium the residual sms fraction is
negligible. The chromatograms recorded during the first
30 min of the experiment show the formation of a tetramer
(Te), of a species (Te,) whose molecular weight is about
twice that of a tetramer and of monomer. The monomer
half formation time, 0.5 h., is close to the sms dissociation
time. At last, the chromatograms show the formation
of a dimer. The initial zero slope of the plot of the
dimer fraction versus time suggests that the dimer is not
directly generated by sms dissociation but results of
monomer dimerization. The monomer and dimer equilib-
rium concentrations correspond to a reduced dissociation
constant Fi = 2.5 10 °M for the dimer at 40°C, pH 4.6.

Effect of pH and temperature on the sms dissociation time

Figure 8 shows that the sms lifetime is maximal around
pH 4.4 and decreases at higher and lower pH. The activa-
tion energy related to sms dissociation, E,. = 255 + 20kJ/
M, seems nearly independent of pH (Figure 8, lower
panel). The sms lifetime around pH 4.4 is extraordinary
long. The extrapolation of the values measured between
42 and 60°C indicates a lifetime of about 10 years at 20°C.

Other oligonucleotides

All the oligonucleotides of the C;XC,4 family, where X is
either A, T, G or an ethane-diol spacer, as well as C4GC5,
C4TC,, CcTC5, C;TC; and CsTCs associate into sms. The
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Figure 8. Effect of pH and temperature on the sms lifetimes in the
NAP buffer. (A) Half dissociation time of the sms of C,GC,; versus
temperature at pH 4.6 (black diamonds), pH 4.3 (black circles), pH
3.58 (open circles), pH 5.3 (black squares), pH 3 (open squares), pH
6 (black triangles) and pH 6.6 (open diamonds). (B) Lifetimes at 40°C
versus. pH of the sms of C;GC,4 (open circles) and C; (crosses). The
sms lifetimes are maximal when the pH is equal to the cytidine pKys
and decrease symmetrically at lower or higher pH.

sms molecular weights, formation and dissociation rates
and the oligonucleotide fractions associated into sms at
equilibrium depend on the length of the C stretches
and on the nature of the X spacer. All the C,XC,,
oligonucleotides examined form preferentially a dimer
rather than a tetramer. The dimer may be the thermody-
namically stable multimer, as this seems to be the case for
C,GC, (Figure 3) or it may be kinetically trapped during a
time exceeding experimental investigations. We also
observed the assembly of C; into sms as originally
reported by Yamuna Krishnan and collaborators (9).

C,GC;. The reduced dissociation constants of the dimer
of C4GC; is comparable to that measured for the reference
C;GC4 oligonucleotide. The formation and dissociation
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rates of the sms of C4GC; (Figure 4 and Supplementary
Figure S4) are very similar to the rates measured for
C,GCy.

C7TC4, C4TC7 and C5TC5. At pH 46, the reduced disso-
ciation constants of the dimers formed by these
oligonucleotides are at least 10 times smaller than that
of the reference C,GC, oligonucleotide. This shows that
the nature of the non-cytidine spacer contributes to the
dimer stability and therefore interferes with sms forma-
tion. The half association times of the sms of C;TC,4 and
C4TC; are 20 and 5 times, respectively longer than that of
C,GC4. At 42°C, pH 4.6 the formation rate of the sms of
CsTCs is about 100 times slower than that measured for
the reference C,GC, oligonucleotide. After incubation
during 5 days, in condition close to equilibrium, the
chromatogram of a 5SmM CsTCs solution shows that
the dimer, tetramer and sms fractions are 60, 20 and
20%, respectively.

C7. By comparison with C;GC,, the association rate of
C; into sms is faster but the lifetimes of the sms of C;
measured at different pH is much shorter (Figure 8).

DISCUSSION

A good knowledge of the factors that influence the sms
growth is essential to control the assembly of C-rich
oligonucleotides into structures with specific applications
(16). The detail of the sms formation pathway is beyond
the scope of this article; nevertheless some indications
on the sms growing process may be derived from the
experiments presented above.

In summary, we have shown that all the C,XC,,
oligonucleotides investigated associate into sms. The sms
formation rates and equilibrium proportions depend on
the C stretch length and on the nature of the spacer.
It is interesting to note that the influence of temperature
and pH on the sms formation kinetics is quite different
from the effect of these factors on the i-motif formation
kinetics (5). In contrast with the formation time of i-motif
tetramers, which increases as the power of —2 of the
monomer concentration (5), the sms formation time
increases as the power of —1 (Figure 5). Moreover, we
have observed that sms disruption releases short sms frag-
ments, among which only Te, may be resolved on the
GPC-100 column, and tetrameric structures (Te) that in
turn dissociate into monomer. The similarity of the time
constant for sms dissociation and monomer formation
together with the exponential character of the evolution
of these species indicate that tetramer dissociation is not
limiting.

Competition between i-motif dimers and tetramers

A constant property of C,XC,, oligonucleotides is their
capacity to form stable i-motif dimers. It must be
noticed that these dimers are certainly not parallel
hemiprotonated duplexes. There is no experimental indi-
cation in the literature in favor of the existence of stable
C-rich hemiprotonated duplexes in oligo-C solutions and
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recent attempts to enforce their formation led to the con-
clusion that these species must be considered as short-lived
precursors of i-motif tetramers in fast exchange with the
monomer (7).

Two families of i-motif dimer have been described
(2,6,17). One is formed by the parallel arrangement of
two hairpins whose loops are on the same side of the
i-motif core, the other by two hairpins in head to tail ori-
entations (Scheme 2). Many conformers may coexist in
each family, depending on the loop position with respect
to the narrow and wide grooves, on the intercalation
topology of the C+C ™ pairs and on the loop composition.
If one considers the structures displayed in Scheme 2, it is
hard to imagine that they could induce or contribute to
sms formation. It is therefore tempting to regard the dimer
as a dead-end way in the sms formation pathway.

Several examples have been reported showing that
formation of i-motif dimers is kinetically favored by com-
parison with tetramer formation. The thermodynamically
stable multimer of T,CgT, (14), SmCCTCTCC (5) and
SmCCTCTCTCC (7) are tetrameric. Nevertheless, after
melting and fast cooling these oligonucleotides are
kinetically trapped into hairpin dimers and it is observed
that the dimer/tetramer conversion is extremely slow.

The formation time of i-motif multimers should
increase in proportion with the number of the steps
leading to the stable final structure. It is therefore reason-
able to assume that this is the difference of the formation
order of dimer and tetramer, 2 and 3, respectively (6,8),
that accounts for the faster dimer formation rate.

Dissociation of [C,XC,,], dimers is the limiting step
of sms elongation

The study of C;TC4 and C4TC5 gives indirect arguments
suggesting that the dimer stability and the sms formation
rate are correlated. The slow formation rate of the sms of
these sequences may be a consequence of the stability of
the dimers formed by these oligonucleotides. It may
be also noticed about the stability of the dimers with a
T spacer that the loop topology of the structure of Scheme
2C allows the formation of a cross-loop T+T pair (5) that
could account for the enhanced stability of the duplexes
with a thymidine spacer.

If one supposes that the competition between dimer and
tetramer hinders sms growing, it is predictable that the pH
and temperature conditions favorable to tetramer forma-
tion should accelerate the sms elongation. The simulations
displayed in Figure 3b indicate that in response to the
effect of pH on the stability of the dimer of C;GCy, the
tetramer fraction increases between pH 5.3 and 6.3 by
more than two magnitude orders and suggests that the
acceleration of the sms formation rate observed in this
pH range (Figure 6) results of dimer dissociation.

Figure 4 shows that the sms formation time decreases
when the temperature is raised (E,. = 143kJ/M for the
sms of C;GCy4, Figure 4). By contrast, the i-motif tetramer
formation times increase with temperature (E,. = —197
and -306kJ/M for [TC;]y and [TCsly, respectively (8).
The lengthening of the formation time of i-motif tetramers
at high temperature has been ascribed to the reduction of

the proportion of an intermediate dimer or trimer species
(8). By analogy with the interpretation given above to the
effect of pH on the sms formation rate, the acceleration of
the sms formation rate at high temperature may be a con-
sequence of the preferential dimer dissociation at high
temperature.

By contrast with the formation time of i-motif tetramers
that varies as the power of —2 of the monomer concentra-
tion, the sms formation time varies as the power of —1 of
the concentration (Figure 5). This indicates that the sms
formation kinetics is not directly controlled by the forma-
tion rate of the i-motif building blocks (Te in Scheme 1).
This argues also against an sms growing process involving
successive addition of monomer units to a tetrameric
nucleus whose rate should be strongly dependent on the
oligonucleotide concentration.

A model for sms formation

The sms formation pathway displayed in Scheme 1 is in
part inspired by that proposed to account for C; associa-
tion into i-wire structures (9). All the arguments developed
above together with the similarity of the time constants for
sms formation and dimer dissociation suggest that dimer
dissociation is the limiting step of the sms formation
pathway. According to Scheme 1, it is noteworthy that
since dimer formation is faster than tetramers formation
(i.e. kongjmer > konera), the dimer concentration should
decrease at a rate k = kofgmer X KONeqa/(kONgimer +
koniea) which is slower than the dimer dissociation
rate, kofg;mer-

As shown in a recent study of the formation pathway of
i-motif tetramers, structures with partial or full intercala-
tion topologies are formed at comparable rates and the
species with optimal intercalation topology prevails at
equilibrium due to its longer lifetime. The X spacer was
inserted in the C,XC,, sequence to prevent intercalation
of the m + n cytidines into a single i-motif core.

The tetramer formed by intercalation of the longer C
stretch (Te in Scheme 1) is expected to be the thermody-
namically stable species and we postulate that it is the
building block of the sms growing process. We assume
that after the nucleation step, association by pairing and
intercalation of the terminal C, stretches of two Te
building blocks initiates sms formation. The i-motif
symmetry gives to the assembly of several building
blocks the same overhanging C, terminations than the
building block itself. This allows sms elongation by asso-
ciation of preformed Te, and Te,, assemblies into struc-
tures including (n + m) building blocks (Scheme 1) or by
successive association of Te blocks.

The lifetime of i-motif tetramers increases strongly with
the number of intercalated C+C ™ pairs (8). It is therefore
predictable that the connecting i-motif blocks formed by
the C, stretches should be the weak sms links. However, it
is interesting to note that the lifetime of the sms of C;GCy,
about 100 h at 40°C, pH 4.5 (Figure 8), is about 600 times
longer than that of the i-motif tetramer of TCy (8). This
suggests that the i-motif block formed by intercalation
of the C,4 stretch is stabilized in the sms by staking



interactions with the outer C*C* pairs of the i-motif
sections built by the C; moiety.

The structure of supramolecular i-motif assemblies

C-C" intercalation into i-motif structures requires an
extension of the helical rise at the C-C steps up to 6.3 A,
a value close to the maximum accessible without base-pair
disruption (18). Due to this extreme helical stretch and
compactness, the i-motif should be an unbendable struc-
ture and it is predictable that the i-motif sms should look
like extended stiff structures.

We have little information at this time about the struc-
ture of supramolecular i-motif assemblies. The formation
pathway proposed just above, supposes implicitly that
the sms formed by C,XC,, oligonucleotides are linear
structures. Preliminary AFM investigations indicate that
the structures seem markedly influenced by the nature of
the X spacer. AFM images of C;TC, samples deposited
on mica show bent structures as long as micrometer
with unexpected 120° bifurcations, those of C4AC7 and
C4GC7 form rigid rods whereas the structures formed by
of C;GC4 look like aggregated shapeless pellets. It is clear
that further investigations are required to give a reliable
description of the supra molecular formed by C,XC,,
oligonucleotides.

NMR is obviously not appropriated to structural
studies of large sms. Nevertheless, the long sms lifetimes
should allow purification of tetramer assemblies short
enough to be accessible to structural investigations by
NMR methods. It should be specially interesting to deter-
mine the arrangement of the X spacer in the structure
(Te,, Scheme 1) formed by association of two building
blocks.

It is noteworthy that regardless of their structural
differences, the G-quartet (19-21) and i-motif tetramers
have similar formation pathways (8,15) and associate
into supramolecular structures. While it is assumed that
i-motif sms are generated by the association of
incompletely intercalated preformed tetrameric building
blocks (9), G-wire elongation is described as a process
involving association of parallel duplexes to an out-
of-register G-quadruplex matrix (22).

The lifetimes of partially matched G-quadruplexes and
i-motif multimers may be extremely long (6,8,23). For
this reason, the formation of both tetramer families is
conditioned by the evolution of species that are kinetically
trapped (8,15). It is therefore predictable that as observed
for the supramolecular assemblies of i-motif, the kinetic
trapping of mismatched species is also a crucial limitation
to the elongation of G-wire structures.

The excellent yield of automated chemical DNA synthe-
sis together with the availability of a large variety of arti-
ficial residues with functional specificities make DNA
oligonucleotides an attractive building material for sms
(24-28). The DNA supramolecular assemblies based on
Watson-Crick pairs or on G-quartets must be heated at
melting temperature to be dissociated. In contrast, the
extreme i-motif sensitivity to pH allows dissociation of
i-motif sms by a mild pH change from pH 6 to 7. This
property may be extremely interesting in assemblies

Nucleic Acids Research, 2010, Vol. 38, No. 11 3825

including standard DNA and i-motif sections by
allowing a conformational change triggered by pH.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Figure S1. Calibration curves of the GPC 100 (left panel) and GPC 1000 (right panel)
gel filtration columns used to determine the sms molecular weight and the multimer
stoichiometry of C,XC, i-motif assemblies. The GPC 100 column was calibrated with
tRNA, thymidine, C-rich i-motif monomers, non-structured C-rich oligonucleotide (black
dots) and i-motif tetramers characterized in previous NMR investigations (open dots).
The data points corresponding to structured or non-structured oligonucleotide families do
not show significant deviation indicating a marked influence of the oligonucleotide

structure. The GPC 1000 column was calibrated with double stranded plasmids.
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Figure S2. Exchangeable and aromatic proton region of a 1.5 mM C7GC4 solution pH
4.6. The spectrum was recorded at 0°C about 2 minutes after melting and fast cooling.

The area of the imino proton peak is about 4 times larger than that of the G imino proton,

avalue consistent with the structures displayed in scheme 2.
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Figure S3 . GPC 1000 chromatogram of a 4.4 mM C,GC; solution pH 4.6 incubated at
42°C during 68 h. 90 % of oligonucleotide is associated in sms. The center of the sms
distribution is indicated be an arrow. It corresponds to a molecular weight equivalent to
that of 25 tetramers (i.e. 1800 résidus). About 5% of the sms include more than 90

tetramers.
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Figure $4. C4TC; association into sms at 42 °C, pH 4.6. L eft panel: Chromatograms of
0.3mM (B) and 3 mM (A) solutions recorded after incubation during the times indicated
on the figure. The elution times expected for the dimer and tetramer of C,TC; are labeled
D and Te. Right panel: Evolution of the dimer (green), tetramer (blue) and sms (red)
fractions as a function of the incubation time. At equilibrium, the oligonucleotide

fractions associated in sms are 60 % and 80 % in 0.3 mM and 3 mM solutions

respectively



L article apporte des informations sur les facteurs clés qui influencent la formation des
structures supramoléculaires de motif-i, et propose une hypothese sur le mécanisme de
formation des structures supramoléculaires. Ces connaissances sont cruciales pour contréler
I’assemblage des structures en vue d’applications spécifiques en biotechnologie.

Les séquences du Tableau 2, hormis CgTCs, forment des structures supramoléculaires.
Les vitesses de formation et les proportions de fils a I’équilibre varient en fonction de la
longueur des segments de cytidines et de la nature du résidu central, ce qui souligne le role
crucial de ces parametres dans les mécanismes d’élongation. La formation de dimeres de
motif-i, qui ne peuvent pas s’intercaler, constitue I’étape limitant la polymérisation des
structures. La stabilité des dimeéres, qui est d’autant plus élevée que la séquence est longue,
bloque I’élongation des motifs-i. La séquence CgTCs constitue la limite de longueur a partir
de laquelle les dimeres de motifs-i plus rapidement formés que les tétraméres sont
suffisamment stables pour empécher la formation de structures supramoléculaires.

La durée de vie des structures (TCCCC), incluses dans les structures
supramoléculaires C;GC, est 600 fois plus longue (~100h a 40°C, pH4.5) que celle du
tétramere de motif-i (TCCCC), isolé [423]. Cette particularité pourrait s’expliquer par le fait
que les blocs de C4 intercalés au sein des structures supramoléculaires sont protégés par les
bases adjacentes, avec I’énergie d’empilement qui stabilise la structure. A titre de
comparaison, la durée de vie du tétramere de (TC,)4 présente un facteur 100 avec celle du
tétramere de (TCg3)4, alors qu’une seule base différencie les deux séquences incluses dans le
motif-i. Dans le cas des structures supramoléculaires de C;GC,, les énergies d’interactions
non covalentes, ainsi que la distribution statistique prévisible de I’étendue d’intercalation des
motifs-i, paraissent des explications insuffisantes pour justifier une telle différence de durée
de vie avec (TC,)s. Ceci souleve la question de savoir s’il existe un mécanisme unique
d’élongation des structures supramoléculaires ou si plusieurs mécanismes coexistent en
proportions variables selon la nature des sequences et la taille des polyméres.

La structure des assemblages supramoléculaires de motif-i abordée dans I’article va
étre illustrée par les images obtenues en microscopie de force atomique dans la partie
« Données complémentaires ».

3. Données complémentaires

3.1. Caractérisation par microscopie de force atomique.

Nous allons présenter dans cette partie I’étude structurale des assemblages
supramoléculaires de motifs-i. Les formes les plus stables seront plus propices pour
I’imagerie a I’air de I’auto-organisation des polymeres. Selon les séquences, les échantillons
qui polymérisent ont une consistance de gel, avec une distribution de taille non controlée.
L’objectif de I’analyse par AFM est d’observer la structure et distribution des grands

Motif-i, une structure particuliere de ’ADN contrélable par le pH Page 171



polymeres, qui n’ont pu étre caractérisées par les methodes de filtration sur gel et RMN
employees dans [I’approche physico-chimique, mais aussi d’observer les structures
intermédiaires d’assemblage afin de comprendre les mécanismes de polymeérisation.

L’AFM a I’air, en mode contact intermittent, réalisée sur le modéle C,XC, a conduit a
I’observation de différentes structures selon la séquence considérée (longueur des brins m et
n) et la nature de la base centrale. Les structures supramoléculaires de motifs i observées
peuvent se décliner en deux groupes :

- Des amas non organises ou des images ne montrant pas de formes définies pour
C;GC,4. Ces mémes échantillons ont pourtant été caractérisés en tant que structures
supramoléculaires par filtration sur gel.

- Des structures organisées a longue distance pour C;TC,4. Différentes conditions
d’expérience ont été réalisées pour cette séquence afin de mieux caractéeriser les
structures impliquéees dans les mécanismes de polymérisation.

Concernant les séquences CgTC3 et C;, aucune image n’a permis de classer les
structures dans I’'une des deux catégories, tandis que pour C,AC, une image a montré des
structures linéaires, en formes de batonnets rigides.

Equipement :

Le microscope utilisé est le Nanoscope 8 Multimode avec un scanner présentant une plage de
balayage maximum de 15 pum.

Les pointes de type Scan Asyst Air (Bruker) ont été utilisées. La constante de raideur était
K=0.4 N/m pour une fréquence de résonnance f=70 kHz

3.1.1 Observations des structures supramoléculaires de C4AC;.

Les séquences de type C4AC; dilués dans la solution d’acide acétique 0.5 mM pH4.5 ont été
déposées sur le mica prétraité puis séchées avant observation. Tous les échantillons
nécessitent d’étre dilués avant observation, le dép6t sur surface ne faisant qu’accentuer la
concentration locale des structures qui risquent de se superposer.
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Figure 79 : Image AFM de C7ACA4.
A, image de phase. B, image de hauteur avec un différentiel de 40 nm avant et aprés la marche du réseau cristallin.
Une seule image a pu étre obtenue a partir de la séquence C;AC,. De longs fragments
linéaires orientés par la marche cristalline du mica sont visibles sur la Figure 79. Ces
structures en forme de batonnets rigides correspondent aux structures supramoléculaires
attendues a partir des données structurales connues des motifs-i. Il est a noter que ce sont les
seules structures linéaires qui ont été observées et uniquement dans ces conditions spéciales
d’irrégularité de surface du mica. La structure annotée présente une longueur de 600 nm pour
une hauteur de 1,7 nm relevée sur I’image de hauteur, tres contrastée du fait de la marche du
réseau cristallin.

Figure 80 : Images AFM de C7GC4.

Les images obtenues a partir de la séquence C;GC, ne montrent pas de structure
définie, parfois en réseau, parfois en amas en forme de boules de coton.

3.1.2 Observation des structures supramoléculaires de C;TC,

Des solutions de C;TC, de différentes concentrations a I’équilibre ont été imagées par
AFM.
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Figure 81 : images AFM de structures de C7TCA4.
A, unités élémentaires. B, structures qui suivent le réseau cristallin. C, formes linéaires. D, marge de réseau en

croissance. E, briques intermédiaires du réseau. F, structure définie avec différentes épaisseur de brins. G, Réseaux
avec quelques superpositions et de maillage de tailles diverses. H, réseaux trés régulier d’épaisseur réguliere. I,
réseaux imbriqués.

Les images de la Figure 81 illustrent diverses organisations des structures supramoléculaires
obtenues a partir de la séquence C;TCy:

- des structures élémentaires linéaires et des structures elémentaires branchées (jonction
3 voies) sur I’image A,

- des structures de type fractales, qui suivent le réseau cristallin du mica sur I’image B,

- des structures filaires longues, telles des « spaghettis », qui se branchent en quelques
endroits sur I’'image C,

- un réseau en croissance, ou a la marge du reseau des fragments élémentaires et
intermédiaires sont présents sur I’image D,
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- des structures intermédiaires dans la formation des réseaux (image E),

- des structures définies dont les différentes épaisseurs suggeérent des interactions entre
les brins sur I’image F du « scorpion »,

- des réseaux présentant des superpositions et des maillages de taille variable (image G),

- des réseaux réguliers, comme des filets, qui couvrent I’ensemble de la zone observée
et qui sont homogenes en termes d’épaisseur (image H),

- des réseaux imbriqués hétérogenes (image I).

Nous avons I’impression d’observer des structures qui ont subi des historiques
différentes. Certaines images illustrent des structures (fils) probablement formées en solution
et qui auraient été plaquées sur la surface, telles que les longues structures filaires et les
réseaux imbriqués et probablement certaines structures élémentaires (images C, F, G ?, I). Les
structures en réseau présenteraient aussi la possibilité de se réorganiser au contact de la
surface par interactions des extréemites libres, non intriquées. D’autres images (A, B, D, E, H)
indiguent que les structures dynamiques se seraient formées et organisees au contact de la
surface. C’est le cas des structures qui semblent s’orienter selon les mailles cristallines du
mica et des grands réseaux reguliers & longue distance qui, tout en couvrant la totalité de la
surface observée, présentent une homogénéité d’épaisseur sans superposition apparente dans
les réseaux des images B, D, H.

Les évenements de placage de structures préformées en solution et de structures qui
s’organisent au contact de la surface en étant guidée par elle, ne sont pas exclusifs. Nous
pouvons observer leur cumul, ce qui rend délicat I’interprétation des images pour expliquer
les phénomenes impliqués dans la polymeérisation des structures. Toutes les organisations
hormis les formes filaires sont totalement inattendues d’aprées les connaissances structurales
du motif-i.

La formation de réseaux sur les surfaces et non en solution peut étre la conséquence
d’un ordre cinétique élevé de la réaction de couplage entre bloc avec existence d’un « seuil »
de concentration qui ne serait dépassé qu’apres concentration par plaquage sur la surface des
monomeres ou de courts polymeres.

3.1.3 Observations de structures supramoléculaires de C;TC, apres tri en taille par
tamisage moléculaire dans des tampons de pH croissant:

Afin d’identifier les différentes unités élémentaires et intermédiaires impliquées dans
le mécanisme de polymerisation, nous avons séparé par taille par tamisage moléculaire des
superstructures a I’équilibre de C;TC,4 qui ont été préalablement prétraitées dans des tampons
de pH croissant. Les échantillons C;TC,4 ont été dilués soit dans un tampon a pH 4.6 (fractions
J1 & J5, répertoriees dans le Tableau 3), soit dans un tampon a pH 6.8 (fractions K1, K2), soit
dans un tampon a pH 7.9 (fractions L1 a L3) avant injection sur la colonne de tamisage
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moléculaire GPC 1000 (Eprogen, 250 x 4.6 mm DI) a 400 pl/min en tampon 10 mM
NaH2PO4 400mM NaCl pH4.6.

Les fractions J1 a J5, K1-K2 et L1 a L3 correspondent respectivement a des structures
de taille décroissante, comme indiqué dans le Tableau 3.

Chacune des fractions a été imagée par AFM sur mica muscovite vert prétraité au
NiCl, [10 mM], puis rincé avec la solution d’acétate [0.5 mM - pH 4.6]. 20 ul d’échantillon
C7TC4 d’une fraction sont déposés et incubes pendant 20", puis rincés avec le tampon acétate
avant d’étre observés.

Tableau 3 : récapitulatif des fractions de C7TC4 éluées sur colonne de filtration sur gel.

La colonne de filtration sur gel a été calibrée avec des ADN double brin, les équivalences de tailles attendues des
structures sont précisées dans la colonne 3. Les temps de rétention des structures sur HPLC s’échelonnent de 4,25 a
6,5 minutes.

Dilution Taille équiv. en
avant  Taille équiv. ADN B db nm40 bp ~12 nm

injection paire de bases Tube
1260 380 J1

pH 4.6 912 270 J2
602 180 J3
323 95 Ja
169 50 J5
549 165 K1

pH 6.8 251 75 K2
501 150 L1

pH 7.9 316 95 L2
208 60 L3

Seules quelques images sont présentées sur la Figure 82 pour illustrer les structures
obtenues. Si celles-ci sont différentes d’une fraction a I’autre, elles ne suivent pas la
distribution de taille attendue par rapport a la caractérisation en tamisage moléculaire. Nous
avons obtenu quelques structures de diverses tailles (50 a 300 nm) pour une fraction ou nous
attendions des structures avoisinant 380 nm, et a I’inverse nous observons la formation d’un
réseau avec de nombreuses superpositions pour la fraction J3 (image B) ou nous attendions
des structures de tailles autour de 180 nm. Les structures les plus inattendues présentant un
imbroglio de brins sont observées pour la fraction L3.
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Figure 82 : Images AFM de structures de C7TC4 fractionnées sur tamisage moléculaire.

Premiere ligne, images issues du fractionnement de C7TC4 dilué dans le pH acide avant injection sur la colonne de
tamisage en tampon a pH 4.6. A, image obtenue a partir de J1, B et C, images obtenues a partir de J3.

Deuxieme ligne, suite ligne 1, C et D, images obtenues a partir de la fraction J4. E, image obtenue a partir de la
fraction J5.

Troisieme ligne, images issues de C7TC4 dilué dans une solution a pH 6.8 avant injection sur la colonne a pH 4.6.

F, et G, images obtenues a partir des fractions K1 et K2, respectivement.

Quatrieme ligne, images issues de C7TC4 dilué dans une solution a pH 7.9 avant injection sur la colonne a pH 4.6.

H, image obtenue a partir de la fraction L2. | et J, images obtenues a partir de la fraction L3.
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Il ressort de ces images :

- Des structures segmentées isolées présentant des domaines de linéarité de 25 a 200 nm
avec des points de branchement plus ou moins fréquents.

- Des réseaux plus ou moins étendus formés des structures segmentées précédentes.

- Des structures enchevétrées de hauteurs hétérogenes.

La taille des objets observés ne correspond pas aux tailles déduites de la calibration du
tamisage moléculaire. Le gradient de taille attendue en fonction des fractions de tamisage
n’est pas non plus observé, méme s’il existe une certaine corrélation. Ceci suggeére soit que la
calibration des colonnes n’est pas applicable aux structures de motif-i, soit que des
évenements de re-polymérisation ont lieu sur la surface et que les images ne représentent donc
pas I’état en solution.

Le taux de branchement semble correspondre & une fréquence d’environ 1%, par
rapport au nombre de jonctions lineaires, en considérant une longueur moyenne de segment
d’environ 100 nm, soit environ 160 nucléotides en considérant une distance de 6 A entre deux
bases.

Nous observons donc, a nouveau, la superposition d’objets probablement formés en
solution avec des objets qui se re-polymeriseraient au contact de la surface. Cette conclusion
est confirmée par le fractionnement aprés incubation & pH élevé qui montre des structures
polymériques qui auraient da étre détruites a ces pH.

Ainsi, I’AFM permettrait de distinguer trois types d’éléments :

- les éléments de petites tailles pour lesquels nous observons des structures qui
s’assemblent de maniere caractéristique sur le mica, du fait de leur orientation suivant
les mailles cristallines.

- Des éléments de grosses tailles pour lesquels nous observons les structures réelles
formées en solution puis déposées sur la surface.

- L’observation de plages de croissance des réseaux semble suggérer un mécanisme ou
des motifs-i élémentaires s’assembleraient en solution pour former de petites
structures supramoléculaires linéaires qui se colleraient sur la surface de mica et se
coupleraient pour former des réseaux.

3.2. Discussions complémentaires

D’apres les caractéristiques structurales de RMN et de cristallographie, nous nous
attendons a ce que le motif-i soit une structure rigide en forme de batonnet. En effet, les
oligonucléotides riches en C sont étirés avec une distance d’empilement de 6,1 A afin de
permettre I’intercalation des bases dans le motif-i. Cet étirement maximal, au-dela duquel une
cassure du brin est attendue, ne permet pas une torsion des bases comme dans la double hélice
d’ADN B. L’optimisation de I’empilement par la torsion et I’inclinaison des bases de la
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double hélice permet de protéger les bases du solvant, sans contraindre le sucre qui serait
énergétiqguement plus colteux a positionner. Dans le motif-i, qui peut étre représenté comme
deux échelles dont les barreaux seraient intercalés, c’est la configuration des sucres qui est
modifiée (du 3’ endo en 2”) pour permettre de protéger les bases du solvant.

Les images obtenues en AFM, et ce uniquement a partir de la séquence C;TC,,
montrent des structures totalement inattendues par rapport a ce que I’on connait du motif-i,
caractérisé comme un batonnet rigide. Nous observons sur les images AFM:

- des branchements a trois voies,

- des doubles épaisseurs qui suggérent I’association de tétrameéres accolés latéralement,

- des franges de croissance en fractales qui semblent conditionnées par le réseau
cristallin du mica,

- laformation de réseaux réguliers a longue distance.

Les longs fils courbés ne sont pas forcement incompatibles avec le modele de
polymerisation des motifs-i. Les structures courbées observées ne sont pas non plus en
contradiction si on considére qu’elles peuvent étre un ensemble de segments linéaires
articulés. Néanmoins la dualité entre observation de structures formées en solution et sur le
support rend difficile les conclusions quant a la structure des polymeéres en solution.

Nous pouvons émettre deux hypotheses :

- soit les structures observées sont des structures a base de motif-i, et il faut
trouver les mécanismes qui peuvent expliquer la formation de structures branchees.

- soit les structures observées ne sont pas des structures de motifs-i. Cela pose
alors le probleme de définir un modéle compatible a la fois avec des extensions linéaires et
des branchements a trois voies.

3.2.1 Auto-assemblage de motifs-i sous contrdle d’un substrat

La concentration des objets au voisinage de la surface peut favoriser la polymérisation
de structures élémentaires trop diluées en solution pour pouvoir interagir entre elles. Des
interactions objet-substrat pourraient contraindre I’orientation des objets tout en les
concentrant et favoriser la formation de jonctions trois voies, du fait de la présence de brins
pendants ou de défaut dans la formation des motifs-i.

La formation des structures branchées nécessite I’ouverture du motif-i. Le role joué
par la base centrale, qui ne participe pas au motif-i, dans la forme des structures suggére son
implication dans le processus de branchement. Deux schémas de jonction a trois voies sont
proposeés sur la Figure 83 a partir des séquences C;et C;TC,.
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Figure 83 : schémas hypothétiques de jonction a trois voies.

A, jonction trois voies formée a partir d’oligonucléotides C7. Chaque brin C7 est codé par une couleur différente, les
lignes noires indiquant la face 5’ des bases et les fleches I’extrémité 3’ des oligonucléotides. L’association décalée des
brins au sein des duplexes paralléles peut contribuer a la formation d’une grande diversité de jonctions branchées. B,
jonction trois voies formée a partir d’oligonucléotides C7TC4. Avec la séquence C7TC4, les décalages ne sont
possibles que si les résidus T sont ouverts, ce qui autorise a reproduire une jonction trois voies comme avec C7. On
peut aussi imaginer que certains segments ne s’apparient pas, auquel cas on peut former une jonction trois voies
comme présentée en B.

Dans le cas des oligonucléotides C;, I’assemblage des structures branchées peut
entrainer des agrégats en trois dimensions et la précipitation des oligonucléotides. Dans le cas
de C;TC,, il est possible que du fait de leur apparente compacité structurale, I’énergie de
formation des nceuds compense la perte des empilements de bases stabilisant les motifs-i. La
formation de nceuds nécessite une forte courbure des chaines d’ADN qui implique
impérativement la rupture de la régularité du motif-i. Ce type de structures a trois voies est
thermodynamiquement moins stable que des formes totalement appariées, mais elles peuvent
étre cinétiqguement piégées pendant des temps trés longs qui empéchent d’atteindre I’équilibre.

3.2.2 Réle du résidu central

Nous avons observé diverses organisations de structures supramoléculaires selon la
base centrale. Les structures en fils longs et peu branchés ont été observées uniqguement avec
les sequences C;TC, et dans des conditions de concentrations et de force ionique particuliéres.
L’image du « scorpion » révéle des hauteurs récurrentes de 1,7 nm et 3,4 nm, ce qui pourrait
correspondre respectivement a la présence de 4 brins et de 8 brins d’ADN. Les structures de
3,4 nm de hauteur pourraient résulter de I’empilement paralléle de deux superstructures en
motif-i. L’énergie nécessaire a cette association pourrait &tre médiée par une conformation
ouverte des bases thymidines qui pourraient alors échanger des liaisons hydrogenes soit entre
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elles, soit entre une base et le squelette en motif-i, en formant des liaisons inter-tétrameres.
Nous avons observé, avec la base centrale G, des amas en forme de boulettes de coton, tres
différentes des structures en nano-fils attendues. La base G centrale qui ne participe pas a la
formation du motif-i, est forcément positionnée a I’extérieur de la structure, du fait de son
encombrement qui ne permet son intercalation au sein des duplex. L’ orientation de la guanine
en dehors du motif-i pourrait donner lieu a des appariements aléatoires de type Watson-Crick
entre les guanines et les cytidines libres de segments pendants qui conduiraient a des
structures dénuées de toute régularité. Lorsque la base centrale est un A dans la structure
C;AC,, des structures linéaires rigides et sans branchement ont été observées mais dans des
conditions ou une marche cristalline du mica a pu jouer un role de guide. L’absence de
branchements étant observée uniquement dans ces conditions, nous pouvons réciproquement
supposer que la présence de branchement est aussi d’une fagcon ou d’une autre sous le contréle
de la base centrale. Malgré les schémas présentés Figure 83, le mécanisme impliqué dans ce
contréle reste non élucide, en particulier, il appartiendra de comprendre comment la base
centrale peut influencer I’organisation des extrémités des motifs tétramériques.

4. Conclusion

Le motif-i constitue une brique de construction intéressante du fait de ses propriétés
d’auto-organisation alliées a ses propriétés de réversibilité d’assemblage par modification de
pH. Cette sensibilité des motifs i permet de contourner la nécessité de cycles de température
pour I’assemblage sous contrdle thermodynamique de I’ADN B. Ainsi, I’utilisation du motif-i
représente un outil intéressant pour notre objectif de création d’auto-assemblages fonctionnels
incluant la présence de molécules fragiles telles que les protéines.

Les motifs-i s’assemblent en des structures supramoléculaires dont I’AFM a révélé
diverses organisations. Néanmoins, I’assemblage de structures supramoléculaires a base de
motif-i ne permet pas la création de géomeétries facilement contrdlable. Ils ne peuvent donc
étre utilisé seuls pour la nanofabrication de structures fonctionnelles. Nous pouvons envisager
trois voies pour rendre leur utilisation pilotable.

Une voie consisterait a guider I’assemblage par une structuration ou un dopage de la
surface. Nous pourrions nano-structurer la surface ou y imprimer une fonctionnalisation
chimique contrélant I’assemblage, par greffage d’une base ou d’un composé qui interagirait
avec le résidu central ou simplement par greffage ionique capable de modifier la
concentration locale des briques. Une autre voie, cette fois pour contrdler I’assemblage en
solution, pourrait impliquer la mise en ceuvre d’un autre composant (protéine ou ADN)
capable d’organiser la structuration des motifs-i. Ceci pourrait consister en des structures
hybrides alliant des segments en ADN B et en motif-i. Alternativement, la fusion aux motifs-i
de domaines peptidiques d’oligomérisation capables de s’assembler en structures diverses (
cage, filament, membrane...) [107] peut étre considérée. Une derniere voie serait de
concevoir des protéines artificielles capables de reconnaitre les structures en motif-i. Ces
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structures pourraient étre sélectionnées par « phage display », une technique de présentation a
la surface de phages filamenteux qui constitue un outil puissant de sélection de domaines
d’affinité. L approche impliquerait la création et le criblage de banques combinatoires de
molécules de reconnaissance telles les chaines lourdes d’anticorps, ou de peptides ou de
protéines [111].
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

L’objectif de mon travail était de concevoir des nanostructures qui utilisent les
propriétés d’auto-assemblage des acides nucléiques et, permettent d’incorporer la
fonctionnalité de protéines. Parmi les approches menant a la fonctionnalisation de squelette
ADN, les PDNA qui, incluent sur une méme molécule, un domaine nucléique et un domaine
protéique par I’intermédiaire d’un adaptateur synthétique constituent un outil intéressant. En
effet, le couplage covalent, faisant intervenir une cystéine unique, permet de s’affranchir des
problemes de dissociation qui peuvent étre rencontrés dans les complexes protéine-ADN non
covalents et d’obtenir des complexes homogénes avec une stcechiométrie et une régio-
sélectivité garanties. Les PDNA, qui peuvent étre purifiés & homogénéité, sont plus facilement
caractérisables par diverses techniques physico-chimiques et sont utilisables dans la
fabrication de nanostructures multi-étapes.

Le concept de PDNA, pouvoirs et limitations

La technique de couplage utilisée dans notre approche est restrictive car dépendante de
la présence d’une cystéine unique, ce qui peut nécessiter une ingénierie, parfois délicate,
lorsque les protéines comportent naturellement plusieurs de ces résidus. La restriction liée a
I’utilisation du couplage par une fonction thiol peut étre contournée en faisant appel soit a des
techniques relativement délicates a mettre en ceuvre comme le couplage par des intéines ou
I’incorporation d’acides aminés non naturels [424], soit a un systéme plus universel ou un
anticorps couplé a I’ADN va reconnaitre un tag spécifique attaché a la protéine d’intérét. Dans
ce cas, les PDNA pourraient inclure des mini-anticorps mono-chaine appelés VHH (« variable
heavy-chain of antibody »). Les VHH présentent les mémes propriétés de reconnaissance que
les anticorps communs (150-160 kDa), mais ils ont I’avantage d’étre de petite taille (12 a 15
kDa) et d’étre plus thermorésistants et stables envers les agents dénaturants. Les PDNA a base
de VHH pourraient reconnaitre le tag d’une protéine ou plusieurs tags si plusieurs protéines
sont ciblées. Ce systéme permettrait de créer une boite a outils présentant un nombre illimité
de PDNA, capables de s’auto-assembler potentiellement & n’importe quelle protéine.

En effet, la sélection de domaines VHH capables de reconnaitre une gamme
pratiquement illimitée de cibles implique une approche par « phage-display » a partir de
banques naives naturelles ou synthétiques. L’approche est relativement universelle dans la
mesure ou I’introduction de la cystéine unique, nécessaire au couplage, peut étre faite au
niveau de la construction du squelette de la banque combinatoire et ne demandera donc pas
d’autres opérations apres I’étape de sélection par affinité sur la protéine cible.
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Plateformes multifonctions

Les PDNA pourraient étre organisés pour former des plateformes intégrées « lab on
molecule » développées en vue d’applications en nanomédecine (ex. thérapie génique), en
diagnostique et dans le domaine des interfaces homme-machine et des «humains
augmentés ». D’un point de vue biotechnologique, elles permettraient le dessin de plateformes
moléculaires pour le tri fonctionnel a haut débit utilisé pour I’ingénierie des protéines ou la
découverte de médicaments. Ces plateformes pourraient impliquer différentes fonctions de
reconnaissance, d’action, de visualisation et de transport organisées sur un support a base
d’acides nucléiques, dont une illustration est présentée sur la Figure 84.

Visualisation

Reconnaissance -
Action \ /®

1
Squelette nucléotidique Transport

organisation spatiale des différentes fonctions

Figure 84 : schéma de concept de nanomachine protéonucléique a fonctionnalités multiples.

La connectique au sein de telles plateformes pourrait, du fait des dimensions
nanomeétriques, étre assurée par confinement diffusionnel et non plus par une microfluidique
« cablée ». De plus, de tels systemes peuvent avoir des comportements dynamiques (du fait de
I’organisation spatiale des composants ou de leur déplacement sur des chemins ou circuits
d’ADN) [425]. La fonction de reconnaissance de la plateforme peut concerner des sequences
nucléotidiques ou des protéines en faisant intervenir des structures de doigt de zinc, des
fragments d’anticorps ou des aptameéres. Des actions de type catalyse, recrutement,
signalisation, réparation... peuvent étre ciblées. Nous pourrions concevoir des nanomachines
impliquant des méganucléases capables de reconnaitre des séquences d’ADN spécifiques et
de les remplacer, supprimer ou modifier [426, 427] jouant, par exemple, le r6le de détecteur et
d’inhibiteur de virus [428]. Couplées a des fonctions de visualisation par ancrage de
composants fluorescents (boite quantique, fluorophore) ou de composants de contraste (billes
d’or) sur le squelette nucléotidique, les nanomachines pourraient étre détectées et suivies dans
le milieu. L’association de ces fonctions sur un méme support nucléotidique nécessite
d’optimiser la stratégie d’auto-assemblage.

La notion de plateforme analytique peut également étre envisagee dans un systeme de
bio-détection de type « chevet du malade ». L’approche peut aussi étre utile pour aborder des
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problémes fondamentaux comme I’influence de I’organisation spatiale des différents modules
de transport d’électrons. L’objectif est alors la construction de Véritables « circuits
moléculaires » ou le chemin de transfert d’électrons se fait par sauts entre centres redox
organisés de maniére spatiale. Le contrdle du chemin est ainsi basé sur les distances entre
centres (limitées par les effets de tunneling) et la chaine de potentiel créée. Un exemple
pourrait étre la structuration de chaines spatialement organisées de cytochromes b5 de
potentiel redox rendus variables par I’utilisation de différents centres métalliques ou de
porphyrines modifiées.

Approches alternatives d’assemblage

Nous avons vu que I’assemblage des structures a base d’ADN B realisé au voisinage
de I’équilibre thermodynamique est relativement simple et permet de générer, a volonte,
diverses formes géométriques. Néanmoins ces conditions d’assemblage restent drastiques et
les structures générées sont figées. A I’inverse, les techniques d’assemblage sous controle
cinétique permettent d’assembler les séquences d’ADN dans des conditions plus douces
pouvant presenter, de plus, un caractére dynamique par la mise en ceuvre de mécanismes
d’invasion de brins. Toutefois, ces systémes sophistiqués restent complexes a maitriser et ne
permettent pas de générer n’importe quelle forme. Nous avons envisagé I’assemblage de
structures a base des formes particulieres de I’ADN, les motifs-i, dont la formation est
dépendante du pH. Les motifs-i présentent I’avantage de générer des auto-assemblages,
partiellement controlables par la base centrale, qui donnent des structures organisées
différentes. Ce systeme simple, est facile a mettre en ceuvre, mais les formes des structures
restent limitées et la maniére de coupler le motif-i @ une protéine reste a définir. La solution
permettant de contourner les limitations préceédentes consisterait a combiner toutes les
approches pour aller vers des systéemes hybrides qui associent ADN B et motif-i, les ADN B
permettant alors d’organiser des structures dynamiques de motifs-i. Nous pourrions également
envisager des hybrides avec des parties peptidiques qui permettraient d’organiser les ADN
entre eux, telles que la glissiere a leucine (leucine zipper).

Le dilemme structure-dynamique

Selon le principe d’incertitude de W. Heisenberg, on ne peut connaitre simultanément
la vitesse et la position de particules subatomiques, ainsi les mesures effectuées n’expriment
pas des certitudes mais seulement des probabilités. De maniére paralléle, la microscopie de
force atomique a haute vitesse se heurte a la problématique de visualiser simultanément la
dynamique réelle des objets et leur structure réelle. Cette difficulté s’accroit pour des
molécules uniques hybrides impliquant divers composants moléculaires qui présentent
probablement des propriétés dynamiques héterogénes et des interactions avec la surface
variables. Le choix de conditions favorables a la visualisation d’un composant n’est pas
forcément adéquat pour les autres composants. Il reste délicat d’allier dynamisme et précision,
et les comportements des objets sur la surface peuvent ne pas correspondre a la réalité en
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solution, du fait des perturbations dues aux interactions avec la surface. La SPRi constitue une
technique complémentaire qui donne I’information sur la dynamique globale d’une population
d’objets. La RMN apporte des informations complémentaires de structure et de dynamique,
avec I’acces aux facteurs dynamiques mais est limitée a I’étude d’objets relativement petits.
La microscopie confocale apporte des informations a I’échelle de la molécule unique avec une
résolution ne permettant pas d’analyser des architectures plus petites que 250 nm. La
cryomicroscopie électronique donne accés aux informations structurales mais ne permet pas
d’accéder a la dynamique des objets qui sont figés dans la glace.

L’ensemble de ces techniques reste necessaire pour caractériser les nanostructures
fabriquées. Parmi elles, I’AFM-HS, constitue une approche originale conciliant résolution
nanométrique et dynamique.
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ANNEXES
Annexe 1

Parametres thermodynamiques des séquences d’ADN.

AG (kcal/mol) pour la formation d’hétéro-dimeéres entre les demi-séquences des briques
d’ADN.

Demi- A A B B’ a a’ b b’ M m
séquence
A * * * * 39 * 8 * * *
A’ 7.5 * 10.5 * 32 8 8 * *
B 8 * 8 8 37 * * *
B’ 7.5 * 8 * 28 * *
a * * * * * 8
a’ 7.5 * 10.5 * *
b 8 * * *
b’ 7.5 * *
M * *
m 9.3

AG (kcal/mol) pour la formation d’hétéro- ou d’homo-dimeres entre les briques completes.

Tiles AA’ BB’ ba’ ab’ Mb’ am Ma’ bm
AA’ 7.5 10.5 32 39 8 39 32 8.4
BB’ 8 37 30 30 8 14 37
ba’ 13 10.5 10.5 * 13.4 8
ab’ 7.5 10.5 * 10.5 *
Mb’ 8 * 10.5 *
am 11 * 9.3
Ma’ 13.4 *
bm * 9.3

Les calculs sont réalisés avec le calculateur en ligne en considérant les concentrations de 150
mM NaCl et de 1 uM ADN (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer)
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We report the realization of a polarimetric surface plasmon resonance imaging system capable of dynami-
cally resolving a change in the optical anisotropy of biochemical films. Anisotropies as small as 10~3 refrac-
tive index unit on nanometer-thick samples can be resolved. As an example, we present here the dynamical
anisotropy obtained by the electrical patterning of a film consisting of a self-assembled monolayer deposited
on gold, covered with a phospholipid hemimembrane. © 2009 Optical Society of America

OCIS codes: 240.6680, 310.6860, 110.5405.

Surface plasmon resonance (SPR) biosensors are be-
ing increasingly used in laboratories as sensitive bio-
chemical transducers for several applications such as
genetic diagnostics [1], kinetics of interactions analy-
sis [2], or food analysis [3], for example. They rely on
the coupling between oscillating bound-free electrons
present in a metallic thin-film (the surface plasmons)
and an incident TM-polarized light wave. A modifica-
tion in the refractive index of the surrounding dielec-
tric medium will change the coupling between the
plasmon waves and the incident light. Monitoring the
reflectivity of such a system enables the detection of
minute changes in the refractive index of the sur-
rounding medium. Surface plasmon resonance imag-
ing (SPRI) allows parallel monitoring of multiple in-
teractions dynamically [4].

The polarimetric surface plasmon resonance imag-
ing (P-SPRI) system demonstrated here is based on
the Kretschmann—Raether configuration [5], using
two orthogonal SPRI arms both capable of capturing
TM-polarized images of the biosensor’s surface, fol-
lowing two orthogonal planes of incidence, as shown
in Fig. 1. Each sensor arm can act as a completely in-
dependent SPRI system. Compared to approaches
based on coupled plasmon-waveguide resonance
spectroscopy [6], or more classical ellipsometric
methods [7], the P-SPRI system developed is capable
of dynamical measurements on label-free films.

The reflectivity variations in the image measured
in each direction (x and y) of the surface of the bio-
sensor, shown in Eq. (1), are proportional to the
variations in the effective refractive indices (An, and
An,) probed by the propagating plasmon wave, as
well as the thickness (Ad) of the biological thin-film
(typically 1-50 nm thick) deposited on the biosensor
surface,

AR), « An,Ad, k={x,y}. (1)

Variations in the relative mean anisotropy An of
the covering dielectric medium are measured by sub-
tracting the signal of one arm from the other. In bio-

0146-9592/09/233634-3/$15.00

chemical systems consisting of long chains, like the
self-assembled monolayer (SAM), the birefringence is
given by the intrinsic anisotropy of the molecule and
the order parameter of the assembly. The latter can
be characterized by its azimuth ¢ and zenith 4. An
(arbitrary) 1-nm-thick equivalent layer of dense bire-
fringent rod-shaped molecules with an intrinsic an-
isotropy of ~0.1 (n;,,~1.45 [8]) tethered to gold and
oriented parallel to the surface (#=90°), and one of
the system’s axes (¢=0°) will yield a maximal rela-
tive mean effective anisotropy of An= +0.1 as mea-
sured by our system. Taking for reference a layer ori-
ented along the surface normal (6=0°), the rotation of
the molecules from “up” to “laying flat” will give rise
to a simulated maximal reflectivity difference
AR,,iso,=AR,~AR, of about *+3%. In real applica-
tions, the signal measured will be reduced owing to
smaller 6 variations and an arbitrary azimuth.

For each orthogonal sensor arm, the incident light
(an LED at 670 nm, FWHM of 25 nm) is first colli-
mated, TM-polarized, and reflected off a motorized
rotating mirror before being coupled to the metallic

, z
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Fig. 1. Schematic representation of the P-SPRI system. (a)
Top view. (b) Side view.
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sensor layer through the use of an afocal system and
the SF11 pyramid. On the opposite face of the pyra-
mid, the reflected light passes through a similar afo-
cal system and is collected by a CCD camera (Cooke
Pixelfly QE). Using an afocal optical system (magni-
fication of 1X) and a rotating mirror limits the angles
of incidence to a +=5° region around the central angle
(53° with respect to the base of the pyramid), hence
limiting the range of measurable bulk refractive in-
dices from 1.294 to 1.386. For dielectric layers (n
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=1.45) deposited on gold and immersed in water (n
=1.33), it restricts the measurements to thin films
(<50 nm).

The combined reading of both arms is shot-noise
limited as in more traditional SPRI systems. We de-
termined that our P-SPRI setup yields a noise of less
than 102% using spatial averaging (400 um
X400 um), while keeping dynamical capabilities (1 s
integration for 16 images averaged).

The anisotropy figure measured for each pixel of
the resulting differential SPR images can only make
sense if the P-SPRI system is calibrated so that iso-
tropic samples do not appear as anisotropic. To dem-
onstrate the normalization technique used, we car-
ried out an experiment using a SF11 glass-slide
covered with gold squares (1 mm?). The squares were
deposited using lift-off UV lithography and vacuum
evaporation techniques. They are composed of a
7-nm-thick Ti adhesion layer and a 47-nm-thick Au
sensing layer. Index-matching oil was deposited be-
tween the base of the pyramid and the biosensor. The
system was finally covered with a flow-cell.

At a fixed incidence angle (the maximum slope of
the angular reflectivity curve), a dynamical SPRI
measurement was performed simultaneously on nine
gold squares (using 400 um X 400 um spatial averag-
ing) under a constant flow of water. After approxi-
mately 2 min, water was replaced with a mixture of
1% volume per volume (v/v) glycerol in water. After 6
min, water was injected and circulated until reaching
a steady state. A second mixture of 1.5% (v/v) glycerol
was injected after approximately 10 min.

Figures 2(a) and 2(b) show the reflectivity varia-
tions (AR, and AR,) induced by the injection of glyc-
erol, averaged over nine gold squares. They corre-
spond to bulk refractive index increases of,
respectively, An=1.4X10"3 refractive index unit
(RIU) for 1% glycerol and An=2.1x 1073 RIU for 1.5%
glycerol. The resulting signal is equivalent to a thin-
film deposition as in biosensing applications. Using
the extended Rouard method [9], we determined that
the response to 1% glycerol would give a signal simi-
lar to the deposition of about 2 nm of a dielectric ma-
terial (n=1.45) on the gold surface.

To account for small differences in reflectivity
slopes between the two arms, reflectivity variations
are normalized by the mean 1% glycerol plateau. The
dynamical SPR anisotropy signal (AR,,;s,) can then
be determined by subtracting arms x and y signals.
The result for our glycerol experiment is depicted in
Fig. 2(c). As expected, no artifactual anisotropy is
found outside the injection and washing regions
(materialized by dashed lines in the figure). In this

0.44
0.2

0.44

ARaniso. (%)
S o

0 2 4 6 8 10 12 1 16
time (min)
Fig. 2. Corrected mean dynamical reflectivity variations
induced by the injections of 1% and 1.5% glycerol in water.
(a) Arm x. (b) Arm x. (¢) “Anisotropy” of the bulk liquid.
Dashed lines represent fluidic transitions. Right axes, cor-
responding bulk An.

particular experiment, the residual noise is mea-
sured below AR,,;.,=1072%, which would translate
into a minimal detectable bulk anisotropy of An,,;,
=107% RIU or into a minimal anisotropy of 10~2 RIU
for 1 nm of biomolecules (n;,,=1.45) tethered onto the
gold surface. Using our model of a dense layer of bi-
refringent rod-shaped molecules with an intrinsic an-
isotropy of ~0.1, angular variations as small as 5° of
a 1-nm-thick equivalent layer can be discriminated.

To illustrate applications of such a system, the an-
isotropy resulting from the patterning of a surface
consisting in a SAM and a phospholipid hemimem-
brane was determined dynamically using our P-SPRI
setup. The biochip was divided into three different
regions depicted in Fig. 3(b). Regions A and B were
connected to a potentiostat capable of applying an
electrical potential difference between these elec-
trodes and the buffer solution. The REF region was
acting as a reference for the electric cycles, and re-
gion C was used as a control and thus isolated from
the surrounding electrodes.

Prior to the experiment, a layer of alkanethiols was
allowed to self-assemble on the gold surface, covering
all regions of the biochip. A fusion of phospholipid
liposomes was then realized on the SAM, resulting in
a supported hemimembrane [10]. During the experi-
ment, several electrical cycles were realized between
the A and B regions. Each cycle consisted into a 1 min
square profile, applying a potential of =1.5 V to the
region. The mean dynamical SPR anisotropy
(AR,,;s,) signal of the regions was captured using the
P-SPRI system and is given in Fig. 3(a), showing par-
allel measurements on regions A (dots) and C (line).
Spatial averaging (area of =400 um X400 um) was
used again in order to reduce the noise, and the sig-
nal resulting from the REF region was subtracted
from the curves.

It can be clearly observed that region C stays iso-
tropic throughout the experiment with a residual av-
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Fig. 3. (Color online) (a) Dynamical P-SPRI signal of a

SAM-supported hemimembrane system. Dots, anisotropic
response of electrode A. Line, response of electrode C (con-
trol). (b) Diagram of the biochip areas. (¢) Image of the dif-
ferential SPR anisotropy observed.

eraged SPR anisotropy of <1072% (or a bulk aniso-
tropy of less than 107?), while region A becomes
anisotropic after the first cycle of the electric poten-
tial and gains anisotropy as more cycles are applied
to the region. The sharp drops observed between
steady state anisotropy levels are due to the electri-
cal cycles themselves. As the potential applied
changes polarity, the change in the orientation of the
surface-bound molecules is believed to be maximal.
At the end of the experiment, region A exhibits an av-
eraged SPR anisotropy of —0.6%, yielding a bulk an-
isotropy of An=-9Xx10° RIU or approximately
1072 RIU for 1 nm of a dielectric material (n=1.45)
deposited.

The image of Fig. 3(c) is obtained by subtracting
the differential SPR images at t=1.5 and 13.5 min.

OPTICS LETTERS / Vol. 34, No. 23 / December 1, 2009

We can clearly observe that the region where electric
potential cycles were applied gained a pattern, while
the control region is still homogeneous at the end of
the experiment. We believe that this patterning effect
is responsible to some extent for the anisotropic sig-
nal observed.

A P-SPRI biosensor capable of resolving the dy-
namical anisotropy of biochemical films has been de-
veloped. The system is found to be limited by photon
noise, while yielding a reading noise of less than
1072%, enabling the characterization of dynamical
anisotropy of samples with a sensitivity on the order
of 1072 RIU on nanometric biological layers. A dy-
namical anisotropy measurement has been carried
out on a biochemical film patterned by cycles of ap-
plied electrical potential, leading to a SPR signal of
—0.6% or 1072 RIU for 1 nm of a dielectric material
(n=1.45) deposited.

The authors acknowledge the support of the Na-
tional French Research Agency (ANR) through the
National Program for Nanosciences and Nanotech-
nologies (PNANO) of the European Network of Excel-
lence Photonics4Life (FP7) and the help of A. Aide on
the mechanical design.
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Résumé :

La these a pour objet I’analyse de mécanismes d’assemblage permettant la création de structures auto-
assemblées a base d’ADN, fonctionnalisées par des protéines. Les PDNA sont des molécules
synthétiques associant de maniere covalente une séquence d’ADN et un module protéique. Basés sur
le domaine hemique du cytochrome b5, les PDNA présentent des propriétés d’absorption optique
dépendant de I’état d’oxydoréduction. Pour comparer leurs propriétés d’assemblage a celles des ADN
correspondants, différentes briques ont été assemblées en ensembles finis ou ouverts. Un premier
chapitre développe des approches expérimentales et de modélisation pour caractériser les paramétres
contrblant ces assemblages dans le cas des ADN. Un second chapitre transpose ces approches aux
assemblages de PDNA afin de mettre en évidence I’influence des domaines protéiques. Dans les deux
cas, les travaux sont menés a la fois a un niveau macroscopique et de molécule unique par AFM
classique ou a haute vitesse. Une troisieme partie vise a comprendre comment ces assemblages
peuvent étre multiplexés sur des puces au sein de matrices poreuses de dextran. Nous avons modélisé
I’influence de la matrice sur I’assemblage et utilise ces modéles pour définir les relations entre
observables et paramétres microscopiques. Une derniére partie vise a lever les limitations (pieges
d’assemblages) mises en évidence dans les réactions sous contrdle cinétique. Nous avons développé
des assemblages dans des conditions douces et controlées par le pH impliquant des structures ADN en
motifs-i. Leur mécanisme de formation et de polymérisation en suprastructures a été étudié en
combinant biochimie et analyse structurale par AFM.

Mots clés : Auto-assemblage, Hybridation, Nanostructures, Protéo-nucléiques, Modélisation,
High-Speed AFM, ADN non conventionnels

Abstract

The work aimed at the analysis of assembly mechanisms allowing the creation of DNA-based self-
assembled structures functionalized with proteins. PDNA are synthetic molecules covalently
associating a DNA strand to a protein domain. The ones based on the heme binding domain of
cytochrome b5 feature optic properties that depend on oxydoreduction state. In order to compare self-
assembly properties of PDNA and corresponding DNA, different building blocks were assembled into
converging or open ensembles. A first part develops experimental and modeling approaches to
characterize parameters controlling such assemblies of DNA blocks. A second part extends these
approaches to PDNA assemblies, bringing in evidence the influence of the protein domain on nucleic
parts. Studies were both performed at macroscopic and single molecule levels using conventional and
high-speed AFM. A third part describes how chip multiplexing of those assemblies onto a porous
dextran matrix influences behaviors. Modeling the matrix influence on assembly allowed defining
relations between experimental and macroscopic parameters. A last part aims at bypassing bottlenecks
related to the formation of trapped structures when reactions are kinetically driven. We developed i-
motif based DNA structures that can be assembled into mild, pH controlled conditions. Their
mechanism of formation and polymerization into supramolecular structures were studied combining
physico-chemical and structural analyses using AFM.

Keywords: self-assembly, hybridization, nanostructures, proteo-nucleic, modeling, high-
speed AFM, non conventional DNA
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