culaire la plus stable en fonction de
la longueur de I’ADN, de sa séquence
de bases et de la fagcon de I'étirer. Nous
avonssimulé I'étirement d'ADN ayant
des séquences simples et répétitives
(par exemple, GCGCGCGC... ou ATA-
TATAT...). Notons tout d'abord que,
selon les extrémités des brins que
I’'ontire, lamolécule peut se déformer
differemment. Ainsi, si I'on étire deux
extrémités n’appartenant pas au méme
brin, les paires de bases s'inclinent dans
la direction de ces extrémités. Les
extrémités des brins sont notées 5’ et
3’ selon I'orientation des sucres,
comme indiqué dans la figure 4.
Puisque les deux brins de I’ADN sont
antiparalléeles, chaque bout de la molé-
cule comporte une extrémité 5’ et
une extrémité 3’

Quand on étire I'ADN par les deux
extrémités 3', I'hélice s'allonge prin-
cipalement en se déroulant, et les paires
de base se séparent le long de I'axe
de la molécule. Pendant I'étirement,
les bases restent quasi perpendicu-
laires a I’axe de la double hélice, et la
conformation finale ressemble & une
échelle droite, avec les paires de base
au centre, et les bords formés par les
brins désoxyribose-phosphate. Au-
dela d'une extension supérieure a
2,1, les brins ne peuvent plus s'allon-
ger et les liaisons entre les paires de
base cédent.

Quand on étire I'ADN par les deux
extrémités 5', la déformation de la
double hélice résulte principalement
d'une réduction de diameétre, en raison
d'une forte inclinaison des bases. L'ADN
ainsi étiré ressemble a une fibre mince,
la déformation rapprochant les deux
brins désoxyribose-phosphate sur le
coté du petit sillon de la molécule et
exposant les bases du c6té du grand
sillon. Elle conduit égalementalarup-
ture progressive des liaisons entre les
paires de base et, comme dans le cas
de I'étirement par les extrémités 3',
les paires de bases sont compléte-
ment séparées au-dela d'une extension
d'un facteur supérieur a 2,1.

Enfin, quand on étire les deux
extrémités d'un méme brin, ou les
deux brins simultanément, la confor-
mation finale ressemble soit a la
conformation obtenue par traction sur
les deux extrémités 5', soit a la confor-
mation obtenue par traction sur les
extrémités 3', selon la séquence des
bases. Quelle que soit la fagcon d'éti-
rer I'ADN, lamodélisation confirme que
I'extension est principalement associée
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au repositionnement relatif des deux
brins de la double hélice. Le change-
ment de conformation interne des brins
résulte de deux phénomeénes : une aug-
mentation de certains angles que font
les liaisons entre les atomes de carbone,
d’oxygene et de phosphore ; une rota-
tion autour de la liaison entre le sucre
et la base (angle glycosidique) qui per-
met la réorientation des bases par
rapport au brin.

Du point de vue énergétique, I'éti-
rement par les extrémités 5' semble plus
facile que I'étirement par les extrémi-
tés 3', car il conserve mieux I'empile-
ment des paires de bases.

La superhélicité

Nos études de la superhélicité de I’ADN
s'inspirent, enfin, de celles de C. Bus-
tamante, mais avec la possibilité d'ajou-
ter une torsion a la molécule. Elles
apportent, par ailleurs, des améliora-
tions qui en étendent et simplifient
I'analyse, permettant I'acces direct au
diagramme force-extension, sans cali-
brage des forces.

Lamolécule d'ADN étant ancrée par
une de ses extrémités a une surface,
I'autre extrémité est tirée par une micro-
bille magnétique (I’ancrage est ici
réalisé en plusieurs points, de sorte que
I’extrémité ancrée ne puisse pas tour-
ner par rapport a la surface). En pré-
sence d'un aimant, la bille est soumise
a une force magnétique d'autant plus
grande que l'aimant est
plus prés. Toutefois la
microbille se comporte
comme une boussole :
on peut lafaire tourner
en faisant tourner I'ai-
mant. A I'aide du sys-
téme représenté sur la
figure 7, on peut alors
tirer etenrouler simul-
tanément I'ADN. On
peut alors étudier
I'élasticité de la molé-
cule aprés Il'avoir
enroulée d'un nombre
de tours déterminés.

En utilisant des
billes de diverses gros-
seurs et des aimants
qui focalisent le
champ magnétique
sur les billes, on peut
exercer des forces
comprises entre 0,005
et 100 piconewtons,
gamme qui permet

d'étudier I'élasticité de la molécule
aussi bien dans son régime entropique
que dans son régime élastique. On
mesure alors la force appliquée a la
bille en observant le mouvement
brownien de celle-ci : plus la force
de traction sur la molécule d'ADN
estgrande, plus le mouvement brow-
nien est de faible amplitude. En enre-
gistrant les fluctuations thermiques
de la bille grace a un ordinateur, on
réalise une mesure de force sans
contact.

Cette technique a plusieurs avan-
tages : comme il suffit d'observer, on
peut étudier des échantillons fer-
més, a l'abri de toute contamination
(celle de I'expérimentateur, notam-
ment), et comme la force est inverse-
ment proportionnelle au carré des
fluctuations, elle permet une tres large
gamme de mesures. Le seul inconvé-
nient est la durée des mesures : pour
estimer précisément les fluctuations,
il faut enregistrer le mouvement brow-
nien pendant plusieurs dizaines de
minutes.

Ces études révelent la dépendance
de I'élasticité entropique d'une seule
molécule d'ADN en fonction de I'en-
roulement. Comme notre expérience
quotidienne avec des cordons de télé-
phone le montre, une molécule sur-
enroulée ou sous-enroulée est plus
rigide que la méme molécule quand
elle est relaxée. Lorsque la force de trac-
tion atteint 0,4 piconewton, indépen-

7. ON TORD ET ON ETIRE L’ADN dans une cellule ot la molé-
cule est fixée a sa base au fond de la cellule et liée, a I'autre
extrémité, a une bille magnétique sur laquelle agit un champ
magnétique. On détermine I’élasticité de la molécule d’ADN
en étudiant le mouvement brownien de la bille.
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damment du degré d'enroulement de
la molécule, I'ADN sous-enroulé s’al-
longe brusquement. Cette transition
reflete sans doute la formation de
régions d'’ADN dénaturé (ce que nous
nommons des bulles) dans la struc-
ture double hélice standard, dite forme
B, en raison d’une dissociation des paires
de bases. En absorbant le déficit d'en-
roulement, ces bulles permettent la
relaxation torsionnelle du reste de la
molécule. A des forces supérieures (au-
dela de un piconewton), I'extension de
lamolécule estsimilaire acelle d'un ADN
relaxé.

On observe un comportement
qualitativement similaire pour une
molécule d'ADN surenroulée, mais a
des forces d’intensité supérieure. La
molécule d'ADN étant chirale (enrou-
Iée comme une vis), on s'attend bien
adesdifférences selon qu'on I'enroule
dans le sens de I'hélice (surenroule-
ment) ou dans le sens inverse. De fait,
a partir d'une force critique de trois
piconewtons, environ, la molécule
surenroulée s'allonge brusquement.
Comme précédemment, cette transi-
tion révele la présence de zones qui
absorbent I'exces de surenroulement,
probablement par la formation d'une
forme plus enroulée que la forme B
naturelle ou par dénaturation par-
tielle de la molécule (formation de
bulles).

Ces expériences indiquent qu'une
molécule d'ADN enroulée et soumise
a des tractions relativement faibles
peut modifier localement sa struc-
ture afin de réduire ses contraintes
de torsion. Elles sont en tres bon accord
avec une théorie récente due aJ. Marko
et E. Siggia, de I'Université Cornell.
Celle-ci décrit I'ADN comme un fil,
caractérisé par des modules de flexion
et de torsion, en équilibre thermody-
namique avec la solution environ-
nante. Les brusques transitions
observées dans nos expériences sont
bien décrites par les différences d'éner-
gie entre la forme B de I'ADN et ses
autres structures.

Autrement dit, nous disposons
d'un systeme expérimental dont la
compréhension théorique nous per-
mettra d'aborder des phénomenes plus
complexes, telle I'interaction de I'ADN
et de certaines protéines, notamment
les enzymes topo-isomérases qui assu-
rent la relaxation des contraintes de
torsion dans I'ADN, lors de la trans-
cription de la molécule en ARN et de
sa réplication.

L'ensemble des résultats présentés
ici montrent le réle considérable que
peuvent jouer les propriétés élastiques
de I'ADN. Dans les prochaines années,
on s'efforcera de comprendre le role
physique de la superhélicité dans les
phénomeénes cellulaires aussi fonda-
mentaux que l'initiation de la trans-
cription ou le démarrage de la
réplication, et aussi le role de I'extensi-
bilité de la molécule dans les phéno-
meénes de reconnaissances mutuelles
entre acides nucléiques, par leurs
séquences.

Un des aspects fondamentaux de
la mécanique cellulaire réside dans
I'interaction des protéines et de I'ADN.
Les biologistes disposent aujourd’hui
de tous les outils permettant de
connaitre I’agencement chimique des
molécules, mais peu de moyens sont
a leur disposition pour aborder la
dynamique de ces protéines. Quelques
belles expériences ont été réalisées
récemment : notamment Hong Yin
et ses collegues de I'Université Bran-
deis ont utilisé des pinces optiques
pour mesurer la force que peut déve-
lopper la polymérase en se dépla-
cantsur I’ADN. Gageons que I’'apport
des techniques physiques fines a ce
domaine de la biologie jouera un
r6le important dans I’avenir.
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