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Sommaire

Dans le cadre du programme international d'analyse du génome humain, nombres d’efforts
sont actuellement déployés pour augmenter le nombre de bandes qui peuvent étre lues par
expérience d électrophorése. Ici, nous étudions comment le fait d*ajouter une grosse protéine
neutre (la streptavidine) 2 un des bouts des molécules d’ADN va modifier leur dynamique quand
on en fait 1'électrophorése dans un gel. Un modele analytique basé sur une équation de diffusion
a é1é développé et montre des résultats qui sont en accord qualitatif avec les simulations
numériques et avec les expériences. Ce modgle est le seul qui permet d’étudier le coefficient de
diffusion, ce gui nous permet d"évaluer le facteur de résolution. En plus de ce modgle théorique,
des simulations ont été effectuées et nous ont permis de mieux comprendre comment les
processus de piégeage et de dépiégeage vont influencer la dynamique du systéme en champs
constants et en champs pulsés. Nous prévoyons ainsi certains effets anomaux qui pourront &tre
vérifiés sous peu. De plus, les résultats de nos simulations nous suggerent de nouvelles méthodes

pour augmenter I’efficacité de 1'électrophorése de piégeage.



Chapitre 1

Introduction

Depuis 1984, I'utilisation de champs pulsés [1] pour I'électrophorése sur gel a men€ a une
augmentation spectaculaire (d’un facteur 200) de la taille des molécules d" ADN qui peuvent €tre
s¢parées sur un gel d'agarose (de 40 kbp (pour kilobasepairs) a 8000 kbp, approximativement;.
Par contre, aucune amélioration majeure n’a été signalée, durant cette période, dans le nombre
de bases d"ADN qui peuvent étre séquencées sur gel de polyacrylamide (environ 500). Parce que
le séquengage de I’ADN est maintenant la "plaque tournante” du projet du génome humain, les
chercheurs tentent de développer des méthodes pour améliorer I'électrophorése sur gel de
polyacrylamide [2,3); d’autres tentent plutdt de développer de toutes nouvelles techniques de
séquengage, non basées sur I'électrophorése [4].

Parce que 1’électrophorése demeure une méthode simple et accessible, il serait avantageux
d*améliorer ses performances dans des buts de séquengage. Malheureusement, I'utilisation de
champs pulsés n’est pas trés efficace pour un gel de polyacrylamide. La difficulté du séquengage
consiste en ce que nous devons séparer des centaines de molécules avec une résolution d’une

seule base. La vitesse V dépend de 1a taille moléculaire M (en nombre de bases) de la fagon
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suivante: V(M)<LM, quand M est inférieure 2 une taiile critique (dépendante du champ
électrique et du gel utilisé), et V(M)=constante quand M est supérieure 2 cette taille critique [S].
11 peut étre démontré que ce type de relation vitesse-Imasse ne peut mener a la séparation de
molécules dont Ja tailie est de 1'ordre du kilobase. Nous devons donc meodifier le processus de
sorte que Ja vitesse V(M) décroitra beaucoup plus rapidement avec la taille M qu’en temps
normal, spécialement pour M>500 (la présente limite).

Une suggestion innovatrice, proposée par Ulanovsky, Drouin et Gilbert (UDG) [6], est
d’ajouter une grosse protéine neutre, la streptavidine, & un bout des molécules d’ADN a
séquencer (figure 1.1). La molécule modifiée, ayant plus ou moins lallure d'un fléau d’armes,
sera soumise au piégeage, car la grosseur de la streptavidine est supérieure 2 la grosseur des
petits pores du gel. Voici un apergu des résultats de UDG:

Nous voyons, sur la figure 1.2, que la vitesse (mobilité) décroit trés rapidement avec la
taille M pour une plage (malheureusement trop) restreinte de tailles moléculaires, et que V(M)—U
au deld de cette plage. UDG ont aussi utilisé des champs pulsés pour élargir la zone ol la
relation V(M) est utile (nous étudierons les champs pulsés au chapitre 4 et nous y discuterons
alors des résultats de UDG).

Slater et Villeneuve (SV) |7] ont développé un algorithme pour simuler la migration du
complexe streptavidine-ADN (S-ADN). Leurs résultats corroboraient (qualitativement) les
mesures de UDG. De plus, les simulations de SV ont permis d’observer, pour la premiere fois,
comment évolue le coefficient de diffusion en fonction de la taille moléculaire. En fait, SV ont
pu observer une avgmentation dramatique du coefficient de diffusion. Le chapitre 2 nous

permettra de mieux comprendre la physique qui explique les résultats de Sv.



S

Figure 1.1- Représentation schématique du complexe streptavidine-ADN. La grosse boule

représente la streptavidine qui est liée a la chaine d’ADN et les points noirs représentent

les fibres du gel,
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symboles noirs pour le complexe streptavidine-ADN, Trois champs électriques ont €té

étudiés (30, 59 et 100 V/iem).
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En plus des expériences de UDG et des simulations de SV, un modele analytique pour
la migration du complexe streptavidine-ADN (S-ADN) a été développé par Défontaines et Viovy
(DV) [8,9]. Ce modele prédit le méme type de décroissance de la vitesse que celle observée par
UDG et SV. Par contre, ce modele est inexact pour des champs électriques faibles et ne prédit
rien en ce qui a trait au coefficient de diffusion. Un nouveau modele analytique sera présenté

dans le troisiéme chapitre.

Le modele de reptation

Dans le modgle de reptation [10,11], utilisé pour comprendre la dynamique des solutions
de polyméres, la chaine de polymere a seulement deux degrés de liberté: (i) La chaine bouge
dans un tube formé par les contraintes topologiques de 1'environnement: le mouvement net de
la molécule se fait donc le long de I’axe du tube, car tous les mouvements transversaux sont
rapidement arrétés par les obstacles. Ce mouvement Brownien unidimensionnel est biais¢ quand
on applique un champ électrique si le polymére est chargé. (i) La téte de la molécule, qui trouve
son chemin 2 travers les obstacles pour créer une nouvelle section de tube a chaque saut, a I'autre
degré de liberté (en fait ceci représente deux degrés de liberté, car le segment a deux degrés de
liberté angulaire).

La chaine, modélisée ici (figure 1.3) [12] comme une série de N segments vectoriels r
(1<i<N), doit donc se déplacer parmi les obstacles qui en limitent le mouvement transversal; ces
obstacles sont les fibres du gel de polyacrylamide. A chaque unité de temps T=1,=a72D,, ol a
est la grosseur moyenne des pores et D_ est le coefficient de diffusion curvilinéaire dans le tube

topologique, la chaine (et donc le tube} effectuera un saut de Jongueur a. L’équation du
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Figure 13- Représentation schématique de la chaine dans son tube. La chaine est constituée
de N+1 billes jointes par N segments vectoriels r; (1<i<N) qui pointent dans la direction
arbitraire "+" du tube. Quand le mouvement Brownien force le segment ry (ou r,) a quitter
le tube dans la direction + (ou -), une nouvelle section de tube orientée comme ry =r, (ou

r,=r.) est créée, et la section r; (ou ry) disparait au bout - (ou +) du tube,
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mouvement, en 1" absence de champ électrique, pour de tels sauts est la suivante:

ri{t+t) =

[14(0] rp () + % [1-CO) To () (1)

R

ol {(t) est une variable stochastique qui prend des valeurs {=+1 (pour un saut vers avant (+)
ol le segment ry quitte le tube) et {=-1 (pour un saut vers 1'armri¢re (-) ol le segment r; quitte
le tube). Ces sauts se font de facon aléatoire en absence de champ électrique, i.e. la probabilité
de faire un saut vers 'avant p[{(t)=+1]=p,=12 est égale & la probabilité de faire un saut vers
Iarriere p[{(t)=—1]=p_=12. 1] est & noter que |r;|=a, i.e. ]a longueur des sauts est constante.
Quand on applique un champ électrique, la dynamique est modifiée (p,#p., T#Tg). Les
détails concernant ces deux probabilité (p, et p_}, le temps requis pour effectuer un saut (1) et

I"orientation des segments ajoutés seront décrits dans le prochain chapitre.
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Chapitre 2

Régimes anomaux transitoires’

2.1 Introduction

La diffusion et Ja migration dans un environnement aléatoire montrent souvent des effets
complexes. Par exemple |13]. le déplacement moyen {x(t)) peut augmenter preporiionnellement
3 1%, oii t est le temps et odt I'exposant a<1: d’autre part, la dispersion (AXO)=R()—~(x (1)) peut
augmenter comme t* avec B21. Dans des conditions "normales”, on rerouve o=p=1. Nous
présentons dans ce chapitre les tésultats de simulations numériques ol les effets anomaux (o
et/ou B1) prédominent. Ici, I'environnement aléatoire est créé par les différentes conformations
moléculaires accessibles au polymére et non par 1'environnement lui-méme (i.e. le gel), ce qui
en fait un cas inusité. Puisque le nombre de telles conformations est grand, mais fini, les effets

anomaux sont transitoires méme s'ils peuvent étre de trés longue durée. De plus, puisque que le

'es résultats de ce chapitre ont été publiés dans: C. Desruisseaux et G. W. Slater, Physical
Review E 49, 5885 (1994).
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champ électrique influe directement sur les conformations du polyélectrolyte, des séries d'effets
anomaux (dépendants de la valeur du champ électrique) pourront €tre observées pour de grandes
tailles moléculaires (pour lesquetles il y a un grand nombre de conformations fortement piégées).
Ces régimes peuvent &tre directement reliés & la distribution de temps écoulé entre deux pieges
consécutifs, si nous comparons le processus piégeage/dépiégeage & une marche dirigée sur un
réseau périodique de piéges ayant une large distribution de temps de sortie [13,14]. Finalement,
nous discuterons de la pertinence de ces effets transitoires anomaux pour le systeme expérimental

correspondant.

2.2 Reptation du complexe S-ADN: simulations

Comme nous I’avons mentionné précédemment, Slater et Villeneuve (SV) |7} ont
généralisé le modele de reptation biaisée pour I’électrophoreése de I’ADN sur gel [15,16] et ont
pu ainsi simuler numériquement 1’électrophorese de piégeage. Voici en bref cet algorithime que
nous utiliserons.

Le complexe S-ADN se déplace en "reptant” entre les obstacles du gel. Les forces
électriques biaisent le sens du mouvement 2 I'intérieur du tube de reptation ainsi que |'orientation
moyenne de ce tube. Chaque déplacement curvilinéaire de longueur +a (a est la taille moyenne

d’un pore) est de durée [16]:

tanh{3(h,)]

, (2)
3(h)

t(h) = tg x

ol h, est la distance d’un bout a I'autre de ia molécule d’ADN dans la direction (x) du champ

glectrique E, Ty=a¥(2 D,) est le temps Brownien pour le cas non biaisé (i.e. champ E={}), D, est
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Je coefficient de diffusion curvilinéaire (i.e. le long de I’axe du tube), d=tch/a est le facteur de
biaisuge, e=qE#2k,T est le champ €lectrique réduit, et q est la charge nette d'un segment
primitif de reptation de Jongueur a. Notons que D, dépend de la taille moléculaire N (nombre de
segments de reptation): en effet, D =k TE(N+at), ol § est le coefficient de friction par segment
d'ADN et o le coefficient de friction (relatif) de la streptavidine. Les sauts (+ ou -) ont lieu avec

les probabilités [16]

1

1+ e*“("x) ?

p,h) = (3)

ol le & désigne la direction du mouvement 2 l'intérieur du tube (sauts de loﬁgueur ta). Une
nouvelle section de tube est créée aprés chaque saut de durée t(h,). Si la nouvelle section de tube
est créée par le bout chargé de la chaine, son orientation, qui est biaisée par le champ électrique,
suit une fonction distribution de Boltzmann exp[ £ cos(8) ], ol 8 est I'angle entre cette nouvelie
section de tube et 1'axe du champ électrique (x) [15]. Les sections de tube créées dans la
direction du bout neutre (le bout ol se trouve la streptavidine) sont orientées aléatoirement, car
fa charge portée par la streptavidine est négligeable,

Le modele de reptation biaisée peut étre modifié de fagon a tenir compte du piégeage qui
a lieu quand la streptavidine ne peut passer dans une ouverture trop étroite. Une fraction f«1 des
passages entre deux pores sont choisis "trop étroits" pour laisser passer la streptavidine. Tous les
suuts qui feraient passer la streptavidine a travers un tel passage sont rejetés, mais la durée T de
ce saut est pris en compte. Quand la streptavidine est bloguée par un passage étroit, le dépiégeage
requiert que la molécule recule sur une distance curvilinéaire égale a Na, ol N est le nombre de

segments d’ ADN formant la molécule. Ce processus de dépiégeage est un de ceux suggérés par
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UDG et DV, et est le seu] permis par le modele de reptation [7]. Puisque le facteur de biaisage
d=¢h 4 dépend du champ électrique réduit € et de la distance d’un bout a ["autre du polymere
(h,), le processus de dépiégeage devient trés improbable pour de forts champs ou de longues
molécules orientées (une grande valeur de & indique qu'un saut dans la direction de la
streptavidine est peu probable). Ce phénoméne est couplé aux fluctuations de h,(t) et au fait que
le champ a tendance 2 aligner le tube (ce qui augmente h,) [15,16]. Comime nous le verrons, cela
engendre des séries de régimes transitoires compliqués.

Les simulations ont éié effectuées sur des SUN 10-41, SUN-LX et sur un IBM
RISCA000-320 3 1'aide d’un code Fortran. Au total, les simulations présentées dans ce présent
chapitre ont demandé environ 5 mois de CPU. Nous décrirons les résultats obtenus pour une
gfosse molécule de S-ADMN (on a choisit une molécule pour laguelle N=30, une taille ol les effets
anomaux étaient prédominants) avec un faible champ (on choisit un champ faible €=0.05 pour
pouvoir observer a la fois une région ol le piégeage est faible et une autre pour laquelle le
piégeage est important) dans un gel ol la fraction de pores trop étroits est de f=0.001. Nous
avons choisit f<I/N de sorte que les pieges soient bien séparées dans I'espace. La position
moyenne {x(t)), la dispersion moyenne {Ax*(t)), la forme de la bande (formée par un grand
ensemble de molécules identiques), et les statistiques du temps passé entre deux pieges
consécutives ont été étudiées. Les résultats des simulations sont donnés en unités de a (pour les

distances) et de 1,(N=30) (pour les temps).
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2.3 Résultats des simulations

La figure 2.1 nous montre 1'évelution du rapport "vitesse", défint par (x(t)y4, en fonction
du temps. On y distingue nettement trois régimes différents. Pour des temps courts, on observe
un plateau, Ce plateau correspond & la vitesse V, obtenue en I"absence de pidges (i.e. pour f=0;
résultats non montrés). Le fait que ce plateau n’est pas strictement plat peut s’expliquer ainsi:
méme en 1’ubsence de pigges, il faut un certain temps pour atteindre 1'¢tat stationnaire. Le temps
requis pour atteindre le plateau-V, (ou I'état stationnaire dans le cas ou f=0) est de I'ordre du
temps requis pour entrer dans le premier pi¢ge (ce qui diminue le rapport vitesse) pour ce cas
particulier. Dans le régime des temps courts, les molécules n’ont donc pas encore rencontré de
piége et se déplacent librement. Pour des temps trés longs, (t>10°%), on observe aussi un plateau
qui définit la vitesse dans I'état stationnaire. Dans cette limite, les molécules ont €té piégées
plusieurs fois et Jeur vitesse netie est donnée par V,.=dA1)=10"7, ot d est la distance moyenne
entre deux pieges et (T) est le temps moyen passé entre deux piéges. Finalement, pour des temps
intermédiaires, le rapport {x(t)Y4 décroit progressivement: le piégeage réduit la vitesse nette des
molécules. Ce dernier régime, que nous appelierons le régime anomal, s’étend sur plusieurs
décades sur 'axe des temps.

La figure 2.2 nous montre I'évolution du rapport "diffusion”, défini comme (AX}(1))2t, en
fonction du temps. Pour des temps courts (i.e. t<10%), ce rapport augmente réguli¢rement (parce
que nous avons commencé la simulation avec une distribution piquée de type delta). Le rapport
atteind une valeur plus ou moins constante qui correspond au coefficient de diffusion Dy=10""",
caractéristique de la diffusion sans piégeage. Ici aussi, le plateau n’est pas totalement plat parce

que le temps requis pour atteindre un plein plateau-D, est de 1’ ordre du temps requis pour entrer
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Figure 2.1- Rapport vitesse (x(1))/t vs temps t pour £=0.05 et f=0.001, obtenu par simulation.
Notons que I’ensemble varie de 12000 particules pour des temps courts 2 30 pour des
temps longs (d’od les petites discontinuités). Le temps est en unités de T5(N=30) et le rapport

vitesse en unités de a/t(N=30) .
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Figure 2.2- Rapport diffusion (Ax*(t))/2t vs temps t ol le rapport diffusion est en unités de
a*/1,(N=30). Voir figure 2.1 pour détails. Le coefficient de diffusion a Pétat stationnaire
D_=10"* montré ici a été confirmé entre 10 et 10" 1,(N=30) pour un ensemble de

particules qui décroissait continuellement de 40 a 4 (non montré ici).
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dans le premier piege. Le coefficient de ditfusion passe lui aussi par un régime transitoire ou
(Ax*())2t augmente substantiellement, ce qui indique clairement que le piégeage augmente la
dispersion. Enfin, aprés un temps suffisamment long (t=107%), I'état stationnaire est obtenu et le
rapport {Ax*(t)¥2t atteint un plateau qui définit le coefficient de diffusion a 1'état stationnaire
D, ~10"%

La figure 2.3 montre I'évolution temporelle du rapport {(x(t)AAx*(1)) (i.e. le nombre de
plagues théoriques tel que défini en chromatographie). Dans les conditions normales (i.e. (x(1))e<t
et {Ax*(t))e<t) nous observerions une droite de pente unité. Ici, ce comportement linéaire est
observé pour des courts temps (t<10%), dans une région ol le piégeage commence & peine et ne
domine pas encore la dynamique du systéme. Pour des temps plus grands (10*<t<10%), la pente
de la courbe est négative, ce qui veut dire que la dispersion domine le mouvement des moiécules.
Pour des temps intermédiaires (t=10"7), nous observons un quasi-plateau (le rapport varie de
moins de 26%, tandis que le temps augmente par un facteur 100) qui indique que la bande
électrophorétique est alors en train de s'élargir et de se déplacer au méme rythme! On remarque
aussi que (x(1)HAAx*(1))=10°" dans cette région; c’est donc le piégeage et non la vitesse
électrophorétique qui domine la dynamique pour des temps t<10”. Les conditions normales se
retrouvent seulement pour des temps trés longs t2t, >10*" i.e., le temps ol I'état stationnaire est
obtenu pour la vitesse et la diffusion 2 la fois, et pour t<10° (ce qui définit le temps requis pour
rencontrer le premier piége).

La figure 2.4 montre la forme de la bande p(x.t) (i.e., la fonction densité de probabilité

pour la position) pour un temps t=10, ce qui correspond 2 Ia fin du plateau observé sur la figure

2.3. On constate que, méme pour un temps trés long, un grand nombre de molé€cules sont encore
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prés de 1'origine. Le nombre de pigges trés profonds (i.e.. avec de trés grands temps de sortie)
est donc loin d'éwe négligeable, ce gui explique pourquoi le temps requis pour atteindre 1'état
stationnaire (t,,) est si long.

La figure 2.5 nous montre Ja fonction densité de probabilit¢ P(t) pour le temps T écoulé
entre deux piégeages consécutifs (comprenant le temps requis pour entrer dans un nouveau piege,
T,, €t le temps requis pour sortir de ce méme piege, Ty on obtient presque exactement le méme
résultat en tragant la densité de probubilité pour T, car ,;»T,). Nous notons que P(t) atteint un
maximum pour t=1(%, et on trouve aussi que {t)=10**. La queue de cette distribution décroft
essentiellement comme une loi de puissance P(t)e<t™® pour 10**<t<107* et comme une autre
loi de puissance P(T)ect™* pour T>10™% L'état stationnaire est alors obtenu seulement quand

environ tAt)=10710**<10" pieges ont été visitées.

2.4 Discussion: étude semi-quantitative

Dans nos simulations, le gel est un réseau aléatoire de pieges, et la distance entre deux
pitges n’est pas strictement constante. La présence du champ €électrique fait que les "sauts" d'un
piege & I'autre se font la plupart du temps dans la direction du champ électrique. Si nous
négligeons le fait que les sauts ne sont pas toujours exécutés dans la méme direction et ne sont
pas de longueur constante, notre modéle peut €tre comparé & une marche dirigée [13,14] sur un
réseau périodique de pidges qui ont un espacement constant et égal a d (d est Ia distance
moyenne entre deux pieges consécutifs), mais od la probabilité qu'un temps de sortie sur un site
donné soit compris entre T et T+dT est simplement P(T)dt.

De tels systemes sont reconnus pour leur propriétés anomales de transport quand la
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fonction P(T) 4 une décroissance lente. Les régimes anomaux observés plus ot peuvent &tre
compris semi-quantitativement comme suit. Aprés M piéges, une molécule (dont la position est
simplement donnée par Md) a visité des pigges dont les temps de sortie T sont compris entre 1=()
et 1=T,_(1), le temps de sortie maximal renconté jusque-la. La probabilité d’avoir choisi ce

temps de sortie maximal T,,,(1) est alors approximativement égal & /M, de sorte que:

[ Paoyde L. d (4)
1f(t) ™ M x®

2

Nous nous intéressons aux piéges qui influent fortement sur la dynamique du systeme, ie.,
celles pour lesquelles on a T=1,,,(0=t. Si la queue de la distribution P(1) décroit lentement, x(t)
sera directement relié & Ta forme de cette queue. Par exemple, si la densité de probabilit€ P(7)
décroit comme une loi de puissance P(t)e<t™**, Ia position va augmenter elle aussi comme une
loi de puissance puisque:

-1

| [ L, )
=y (©

gl

ce qui s'applique évidemment seulement pour O<p<] (p=0 donne une vitesse nulle et p=1 aucun

effet de piégeage). Pour un tel systtme, Bouchaud et Georges [13] nous donnent les expressions
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suiviantes pour la dépendence temporelle de la position {x(t)) et de la dispersion {Ax* () pour

différentes valeurs de 1'exposant p:

(e = t*,  {(Ax¥(e) < t*  pour O<p<l; (6)

2
- (7

k()= t, Ax¥) =t pour i<p<2 ;

Q) = t, {(Ax*() =t pour p>2 . (8)

Comme on le voit sur la figure 2.5, P(t) décroit approximativement comme T avec
O<p<1 pour 10°<1<10™%. Les droites tracées sur les figures 2.1, 2.2 et 2.5 correspondent a
(x(1))oct™, (AX3(1))ec ™% et P(T)ee T, respectivement, en accord avec I’équation 6. La figure
2.5 indique aussi que P(T)eet™"*" avec p>2 pour T>10"% ¢’est pourquoi les conditions normales
({x)~t et {Ax*)~1) sont retrouvées et un état stationnaire est éventuellement atteint pour t>t, (voir
équation R).

Bouchaud et Georges [13] nous donnent aussi des expressions pour la forme de la bande
électrophorétique p(x,t). Selon ces expressions, dans le régime ol O<p<l, la largeur de la bande
augmente comme 1 et la probabilité p(0,t) d’étre encore 3 I'origine aprés un temps t décroit
seulement comme t™. Les résultats que nous avons obtenus en utilisant la forme de la bande pour
des temps de 10°%,10° et 107, montrent que p(0,t) décroft approximativement comme t°* et que
la largeur de la bande augmente approximativement comme 1”7, ce qui est en accord avec le fait

que p=0.65. Une autre conséquence de la décroissance en Joi de puissance approximative de P(T)
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est yue p(x.t) décroft pour des grands x comme une exponentielle allongée exp[- (/%)) ol
x, est une fonction du temps. La figure 2.6 nous montre In[p(x.t)] en fonction de x"¥ pour un
temps de t=107 ( & la fin du régime transitoire) et pour p=0.65. On notera que I'on obtient bien

une droite, en accord avec la théorie des marches dirigées anomales.

2.5 Conclusion

Pour une expérience typique d’électrophorése dans un gel de polyacrylamide, nous
estimons que To(N=30)=3 msec et que a=10" cm. Par conséquent, le régime pour lequel on
observe une loi de puissance, tant pour la position que pour la dispersion, correspond 2 des
temps expérimentaux de 5 min<t<8 h. Pendant cette période, le déplacement moyen du pic est
de ~0.1mm et la largeur de la bande augmente elle aussi de ~0.1mm. On note aussi qu'il est
impossible d'atteindre 1'état stationnaire dans un temps raisonnable (t,=10"‘=138 jours).

La forme de la bande apparait comme le facteur limitatif de 1'électrophorése de piégeage.
En fait, 1"étirement du front de diffusion est tellement grand et la vitesse si petite qu’il est
impossible d*améliorer le séquengage de I’ADN en utilisant I'électrophorése de piégeage pour
des valeurs de N ou € trop grandes. Un autre facteur dominant est le fait que le régime transitoire
dure beaucoup plus longtemps pour la diffusion que pour la vitesse. La forme de la bande ne
redevient gaussienne que pour des temps >,

Ce large étirement du front de diffusion est aussi observé pour de plus grandes valeurs
de N, et la queue de la distribution P(t) décroit de plus en plus lentement lorsque N angmente.
L'inefficacité de I'électrophorése de piégeage [6] est sans doute liée au fait que, pour de grandes

tailles moléculaires N, la distribution de temps de sortie est trop large. Afin de réduire ]a largeur
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de P(1) et de diminuer les effets anomaux observés pour les grands N, nous devons accélérer le
processus de dépiégeage, en utilisant par exemple des champs pulsés (inverser la direction du
¢hamp pendant une courte période de temps forcerait les molécules a sortir des piéges), comme
suggéré par UDG. Ceci est le sujet du chapitre 4.

Nous avons aussi étudié les effets transitoires pour d"autres valeurs de la taille moléculaire
N et d autres intensités du champ électrique €. Ces effets deviennent moins importants pour de
plus petites molécules ou de plus faibles champs. Par exemple, dans le cas ot €=0.05, le rapport
vitesse {x(t)t ne montre aucun régime anomal pour N<22, tandis que le rapport diffusion
(Ax*(1))2t nous montre des régimes anomaux seulement pour N>15. On explique ce phénomene
par le fait que la fonction distribution de probabilité P(t) décroit approximativement comme
T avec p>2 pour N<l15, et l<u<2 pour 16<N<22 (voir équations (6-8)). Pour le champ
£=(.05, I"exposunt p est donné grossiérement par u=(N23)%

En conclusion, notre étude nous montre que 1'état stationnaire de I'électrophorése de
piégeage peut étre précédé par un régime transitoire anomal de longue durée ot la diffusion
domine le déplucement. Ce régime anomal peut étre compris en terme d'une marche dirigée dans
un réseau périodique de pidges ayant une large distribution de temps de sortie. Cette migration
anomale des molécules dans le gel peut avoir un effet important quand des champs pulsés sont

appliqués, car la migration pourra alors &ire anomale durant chague pulse [14).
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Chapitre 3
L’¢lectrophoreése de piégeage:

Un modele analytique’

3.1 Introduction

Défontaines et Viovy (DV) [8,9] ont été les premiers & présenter un modéle analytique
de la migration électrophorétique du complexe S-ADN. Leur modéle est basé sur une version
légerement modifiée du modele de reptation biaisée [17] et contient les modes d’¢tirement
moléculaire intra-tube. Ce modele prédit une décroissance rupide de la mobilité pour des masses
supérieures 3 une masse moléculaire critique N°, et cette masse critique dépend du champ
électrique. Ce résultat est en bon accord qualitatif avec les expériences de UDG. Slater et
Villeneuve (SV) [7] ont étudié ce probléme en utilisant un algorithme de simulation numérigque
basé sur le modéle de reptation biaisée (MRB). Leurs résultats montrent €galement une
décroissance exponentielle de la vitesse, mais ils observent en plus un accroissement trés

important du coefficient de diffusion. De plus, dans la limite ol le modele de DV se réduit aux

*Les résultats de ce chapitre seront soumis 2 la revue "Electrophoresis” en octobre 1994.
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cimulations de SV. les simulations montrent une décroissance beaucoup plus rapide de 1a mobilité
quand la taille moléculaire ou le champ augmentent. Finalement, on a montré dans le chapitre
2 gue les effets anomaux (expliqués par Ja largeur de la distribution P(1)) entrainent une
augmentation du coefficient de diffusion D, et du temps requis pour atteindre 1’état stationnaire

Dans ce chapitre, nous présentons un nouveau modéle analytique pour 1’électrophorese
de piégeage du complexe S-ADN. Ce modele est basé sur celui de reptation biaisée, car il est le
seul qui donne des équations et un modele analytique simples et, de plus, le MRB s'est montré
adéquat pour décrire les expériences de séquengage de 1'ADN sous des conditions normales [5].
Notre modéle décrit le processus de dépiégeage par une équation de diffusion avec des conditions
frontieres uppropriées. Ceci nous permet d’obtenir des résultats qui sont valides méme pour de
faibles champs électriques. De plus, notre modéle nous permet de calculer le coefficient de
diffusion. Nous montrons gu'il augmente exponentiellement avec la taille moléculaire. Cet effet
réduit considérublement 1'utilité de 1'électrophorése de piégeage du complexe S-ADN en champ
constant. Finalement, nous discuterons de la nature des cycles piégeage/dépiégeage qui peuvent
mener 2 de fortes propriétés de transport anomales pendant des temps qui sont de I'ordre des
temps expérimentaux (tel le temps d'un pulse en électrophorése en champs inversés, FIGE), en

accord avec les résultats du chapitre 2.



3.2 Les résultats de DV

Dans la limite ol le polyélectrolyte n'est pas extensible, i.¢. on suppose que la longueur
du tube de reptation du MRB est de longueur constante et égale a Na, le modele de DV [9] prédit

que le temps moyen de dépiégeage est donné par:

(9

» 2\ 1 2112
7€ \N) - & feNAY - <hx>4 eXPK hx) N

T B(N) T B(N) EE 4a’

ol N est le nombre de segments de reptation (qui est proportionnel  la taille moléculaire M de
I’ADN), a est Ia taille moyenne d'un pore dans le gel de polyacrylamide, h, est la distance bout-
a-bout de la molécule d’ ADN dans la direction du champ (x), e=qEa/2kT est le champ électrique
réduit (E est le champ électrique et q la charge d’un segment de reptation): finalement,
Tx(N)=2*/2D(N) est le temps brownien relié au coefficient de diffusion curvilinéaire
D.(N)=k, T/E(N+a), ol § est le coefficient de friction par segment d’ADN et a le coefficient de
friction relatif de la streptavidine (a=1; P. Mayer et G. Drouin, non publi€). La moyenne notée
par les crochets {...) veut dire que nous moyennons sur toutes les conformations moléculaires
possibies. i.e., sur la fonction de distribution de la distance bout-a-bout h,. Pour une conformation

aléatoire pour laquelle (h,")=Na’/3, I'équation (9) donne:

5
feN) = N* expt Ef} (10)

Ces calculs supposent que la fraction f de pores qui peuvent piéger la streptavidine est trés faible,

i.e. f<1/N. Dans ce cas, la molécule rencontre un seul pidge 2 la fois. La migration
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du complexe S-ADN est donc composée de cycles de piégeage/dépiégeage. La mobilité nette est

alors simplement donnée par:

V,(e.N)
W(eN) = —-—-—-—1 Y (11)

7o(erN)

ol T,(e.N) est le temps moyen écoulé entre deux événements de piégeage (temps de migration
libre), T,(e.N) le temps moyen écoulé dans un pigge, et V, la vitesse moyenne de la molécule
entre Jes pieges. L'équation (11) prend simplement en considération le temps "perdu” dans les
pieges. En utilisant les équations (10) et (11), DV prédisent que dans la limite ot la molécule
n'est pas extensible, la vitesse électrophorétique devrait décroitre exponenticllement comme
Veeexp|—eN"3/(12)'7), en accord qualitatif avec les résultats expérimentaux de UDG.

Le modzle de DV méne aussi & une variété d'autres régimes intéressants quand la
molécule sétire 3 cause du champ électrique {ceci correspond & un accroissement de la longueur
du tube). Par contre, I'équation (9) n’est pas valide dans la limite ot Je champ électrique est
tellement faible que le processus de dépiégeage se fait simplement par diffusion Brownienne [&].
Dans ce chapitre, nous supposons que le champ électrique est faible et que Ia molécule ne s'étire
pas (dans le langage commun du modgle de reptation, nous assumons que la longueur du tube
de reptation L=Na est constante). Nous ferons les moyennes sur la distribution de distances bout-
a-bout h, d'une fagon qui est fondamentalement différente de celle utilisée par DV. Finalement,
nous calculerons non seulement la mobilité, mais aussi le coefficient de diffusion du complexe

S-ADN, ceci afin de pouvoir prédire a résolution de la séparation.
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3.3 Le processus de dépiégeage

Dans le modele de reptation biaisée [8,17,18], le mouvement de la molécule d"ADN est
Testreint 2 un tube de reptation formé par les contraintes que les fibres du gel imposent au

mouvement de la molécule. La vitesse longitudinale (selon I'axe du tube) de la molécule d"ADN

est donnée par :

e h,
T B(N)

On note que V. est une fonction de la valeur instantanée de la projection de la distance bout-a-

Vmbe(ey N! hx) = (12)

bout h, dans la direction du champ électrique. La valeur de h, fluctue rapidement dans le temps.

La force longitudinale gardant la molécule a I'intérieur d’un piege est donc:

e E(N+a) h,
TB(M

Cette force est une fonction de h,(1); conséquemment, les différents pieges peuvent avoir des

F

piége = E(N+a) Vm = (13)

profondeurs trés différentes selon la valeur de h.(t). Ceci est similaire & ce qu’on obtient lors de
la diffusion (et migration) dans un environnement constitué de piéges ayant des profondenrs
aléatoires (suivant une distribution donnée).

La figure 3.1 montre un scénario possible de dépiégeage ol la molécule se déplace queue
(i.e. le bout avec la streptavidine) premiére dans la direction du champ, pour former un systéme
de type poulie. 11 est i noter que la molécule va souvent reculer pendant un certain temps pour
se piéger 4 nouveau, mais avec une différente conformation. Ceci va la plupart du temps accroitre
la valeur de h, en fonction du temps. DV ont obtenu 1’équation (10) pour le temps de dépiégeage

1,(e,N) en utilisant I’approximation de Kramer et le type de scénario décrit sur la figure 3.1.
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,_direction of migralion

Figure 3.1- Représentation schématique du scénario de dépiégeage o la molécule se déplace
queue premiére dans la direction du champ pour former un systeme de type poulie. Ce

scénario est celui utilisé dans le modéle analytique de Défontaines et Viovy (DV).
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Duns notre modele, nous supposons plutdt que h, demeure constant pendant le dépiégeage,
tel que schématisé sur la figure 3.2. Nous utilisons cette approximation pour deux raisons: (i) le
probléme peut ainsi étre résolu analytiquement; (ii) il n'y a aucune raison de croire que la
streptavidine va se déplacer dans la direction du champ (comme pour le scénario décrit a la
figure 3.1), car elle est neutre. Par contre, les deux approches négligent les fluctuations de h,
pendant le processus de dépiégeage. Ces fluctuations peuvent jouer un rle majeur, mais rendent

le probleme trés difficile & traiter analytiquement.

3.4 Equation de diffusion

Si nous assumons que la molécule se dépiege suivant le scénario décrit sur la figure 3.2,
le probleme de la chaine dans son tube devient similaire & celui du probleme unidimensione!
d’une particule située sur un mur réfléchissant 3 s=0 (elle est alors piégée) essayant d’atteindre
un mur absorbant situé & s=—Na=-L (ol elle devient libre} avec une vitesse constante
(ds/dt)=s"(0)>0 donnée par 1'équation (12) et un coefficient de diffusion donné par
D.(N)=k,T/E(N+x). L'équation de diffusion pour le temps moyen d’absorption (temps de

dépiégeage) T,(s) pour ce processus est:

c

ot

aztd(S) + [@) e ir.d(_s) +1 =0 (14)
os? -0 as

oli s est maintenant la position initiale de la particule entre les deux murs. 1l est a noter que la

vitesse demeure constante (égale 4 la valeur 2 t=0) parce qu’on suppose que la valeur de h, est
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Figure 3.2- Représentation schématique du scénario o1 la molécule sort de son piége en
gardant la valeur de sa distance bout-a-bout h, constante. C’est le type de scénario que nous

utilisons dans notre modéle analytique.
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constante durant le processus de dépiégeage. Les conditions frontieres sont:

[a"d(s)) -0 (15)
a oo
tfs=-L) = 0 (16)

L"équation (15) décrit le fait que la particule (molécule) est réfléchie (pi€gée) quand elle
atteint le mur situé 3 s=0 (la streptavidine rencontre le mur & nouveau). L'équation (16) décrit
I'absorption de la molécule par le mur absorbant, i.e., la fin du processus de dépiégeage.

La solution des équations (14-16) est donnée par:

c wle P - D, (17)

e

Ls! 5570
D ©) _ 55 ))

" [(L+s .
o) [s’(O))

s”(0)
Pour les conditions initiales s=0 (qui définit le début d’un événement de piégeage), h,>0,

et une vitesse curvilinéaire donnée par 1'équation (12), on obtient, & partir de I'équation (17):

.td(_e’_h_x'-_’..N._}z—-_N._q.q- az x(e ax_l] (18)
TB(N) ehx ZEzhﬁ

Ceci est le temps moyen de dépiégeage pour une valeur fixe de h,, comme décrit plus haut. Le

terme exponentiel qui domine ressemble a celui de 1'équation (9), mais le reste de I’expression
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est différent. En particulier, on note que cette équation donne la bonne expression dans la limite

des champs faibles:

lim tfe, N, k) = N? 15N) «N? (N+a) (19)
e-0

Ceci est le résultat obtenu pour la simple reptation avec un o supplémentaire, di a la présence
de la streptavidine. Notre approche donne donc des temps de dépi€geage qui sont bons ¢gpalement
duans la limite du faible piégeage.

11 est aussi possible de calculer Ia variance At (e.N,h,) du temps moyen de dépiégeage

(voir appendice de la thése de maitrise de Hong L. Guo, Université d'Ottawa, 1994):

Atge, N, b))  ¢*Ne.i402M(1 2N)-aN5-5 20)
3N 4(Nb)*

ol d=eh/a>0 est le facteur de biaisage du mouvement de reptation (voir équation 2). Nous
verrons plus tard que la déviation standard du temps moyen de dépiégeage est comparable a
T,(e.N.h,) lui-méme. Ceci va jouer un rdle important.

Dans la prochaine section, nous discuterons de la moyenne sur h, de ces temps de
dépiégeage, de maniére 3 calculer la vitesse ainsi que le coefficient de diffusion du complexe 3-

ADN i I'état stationnaire.
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3.5 Résultats

Pour une taille moléculaire N donnée. on a:

N2 < Td(E’N’hx) < ez‘mE

21
tg(N) 2e2N? el

Les valeurs typiques pour N et € sont N=2-20 et £=0.1-3.0 pour ce systéme. La borne supérieure
pour T,(€.N.h,) est donc typiquement plus grande que la borne inférieure. De plus, si nous
remplagons h, par sa valeur moyenne en champ nul, ¢h,*)"*=(Na%3)"*, dans I'équation (18). nous
obtenons des temps de dépiégeage "typiques”, i.e. des temps de dépiégeage pour des molécules
dont Ja distance bout-i-bout n’est pas perturbée par le champ électrique; ce temps est beaucoup
plus court que ce qui a été trouvé pour la borne supérieure de I'équation (21). 11 y a donc une
distribution de temps de sortie trés large, quoique non infinie. Cette derniére remarque a trois
conséquences: (i) Nous devons étre trés prudents en faisant la moyenne de I'équation (18) sur
les valeurs de h, parce que les grandes valeurs de h, peuvent avoir un effet énorme. (ii) Le temps
de dépiégeage le plus long peut &tre supérieur au temps expérimental. Dans ce cas il est
impossible d'atteindre 1'état stationnaire. (iii) La largeur de la distribution de temps de sortie

possibles est beaucoup plus grande que le temps de dépiégeage moyen. Nous discuterons de ces

trois facteurs ci-bas.

3.6 L’état stationnaire

Comme mentionné plus haut, les grandes valeurs de h, jouent un role important dans la

dynamique du complexe S-ADN, car le temps de sortie 7,(e,N,h,) augmente exponentiellement
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avec h,. En conséquence, remplacer h, par sa valeur moyenne dans 1'équation (18) n’est pas une
bonne approximation. Nous suggérons plutdt I’approche suivante.

Les seuls cas d’intérét sont ceux pour lesquels la vitesse moyenne est non négligeable,
i.e. ceux pour lesquels le temps de dépiégeage n’est pas trop grand. C’est le cas quand 1'argument
de 1'exponentielle de I'équation (18) est petit. Ceci requiert que la distance bout-2-bout h, reste
aussi petite que possible, car nous devons éviter 1orientation moléculaire qui est typique a
I"électrophorése des polyélectrolytes. Comme mentionné par DV, les molécules d’ADN gardent
leurs conformations aléatoires si €<3N', ce qui est le seul cas intéressant. Les simulations
numériques de SV montrent que les molécules orientées ont une vitesse négligeable. Alors, nous
ferons le moyennage de 1'équation (18) en utilisant une distribution gaussienne non biaisée pour

la distribution des distances bout-a-bout h,:

2
(22)

(h,) = exp-| —=
Pty = exp 2Na?

Cette approche est raisonnable du point de vue physique et ¢lle nous permet aussi

d'obtenir des résultats analytiques simples. 1l est & noter que seulement des valeurs de h,>0

correspondent 2 des piéges. De ce fait, la moyenne d’une fonction f(h,) est définie comme:

[f )t )dh,
fihy = 2— (23)

[p(h)dh,
0
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Pour de faibles tailles moléculaires telles que A=(2N)Y“e<l, nous pouvons remplacer les

exponentielles des équations (18) et (20) par leurs expansions en série pour obtenir:

tdeN) _ feNhY) . (A A,

— Ll (24)
Nig®) Ny f27m 72
ArgeN) (AtgeNh) 2  gn 1142, (25)
N4AN) N3Ny 3 15/3n 270
Dans la limite ot 5<A<(9N/2)"%, nous obtenons simplement:
T LeN) =('l:d(EJ\UIJ,))== 12 2exp (_{\_2], (26)
N2igN) NigN) (A? 12
2 2 4
ATHeN) (AtyeNi) ==8[ 3 ] exp [_Aj) 7
NN N4y (A ’

Pour A>(9N/2)'%, qui correspond a Ne>3/4, les grandes valeurs de h, (i.e. h,=N) dominent dans
les intégrales et la distribution gaussienne devient inadéquate. Par contre, dans ce cas, nous ne
pouvons plus présumer que la longueur du tube est encorc constante. L 'équation (21a) de la
référence [9] indique en effet que si h,=N, Ne>1/2 et ¢i=1, on obtient L>Na (le tube de reptation
s"étire). Nous n’étudierons donc pas cette limite.

Les équations (24-25) montrent que les effets du champ €lectrique sont seulement une
perturbation pour des tailles faibles telles que A<1, tandis que le piégeage induit par le champ
domine clairement la dynamique pour A>5. Dans ce dernier c¢as, on note que

T,(e.N)cexp(2N’e*/3); par conséquent 1’équation (26) nous dit que T (e.N) augmente
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beaucoupplus rapidement avec la taille moléculaire (N) que ce que prédisait 1'équation (10). Ceci
est dii au fait que {exp(h,/a)y>exp({h,)/a). Méme si la décroissance prédite de V(N) est plus
rapide (en utilisant 1’équation (i1)), la région de recoupement entre les régimes de faible et de
fort piégeage est encore obtenue pour une taille critique donnée grossiérement par N'e<e™”, tout
comme DV 1'avaient prédit. Finalement, on remarque que (A7,%)'” devient supérieur a Ty quand
A augmente; ceci veut dire que nous pouvons avoir une distribution de temps de dépiégeage tres

large dans ce systeme. Nous discuterons de ce fait plus tard.

3.7 La limite du piégeage faible

Avec une concentration de piéges f<lI/N, la chaine doit se déplacer sur une distance
curvilinéaire moyenne d,~a/f avant de rencontrer un piége. Sachant que la chaine a une vitesse

curvilinéaire V,,,, donnée par 1'équation (12), le temps moyen entre deux piéges est:

do - TB(N) = TB(N) (28)
Vase Jelhjal) feoNBm

ol nous présumons, comme précédemment, que Ia chaine garde une conformation al€atoire avec

TQ(E’N) =

{|h, |)=(2N/31)*", Le régime des champs faibles est obtenu quand le temps entre deux piéges est
supérieur au temps de dépiégeage. En utilisant T,~N°1,(N), comme suggéré par I’équation (24)
dans cette limite, nous trouvons que T4/T~fNA/(12r)"*. Puisque que fN<I, nous voyons que le
temps de dépiégeage est toujours faible en comparaison du temps requis pour migrer entre les

pieges dans la limite des champs faibles ol A<l. Nous pouvons donc réécrire les équations (11)
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et (24) comme:

Vo&:N)-VieN)  fNA
V&)  /Tax

L équation (29) montre que méme si le changement relatif de vitesse est fortement dépendant de

=fN2e<l (29)

la taille moléculaire N, il est d’une intensité trop faible pour étre d’une quelconque utilité pour

la séparation électrophorétique visée.

3.8 La limite du piégeage fort

Le piégeage fort a lieu quand le temps de dépiégeage devient plus grand que le temps de
dérive entre deux pieges, i.e. quand T,>T,. Ceci ne peut arriver que quand Asl; les équations

(11}, (26) et (29) donnent alors:

B A N ENT 2N (30)
72 N 12) f 3

Nous prédisons alors une décroissance wés rapide de la vitesse en fonction de la taille

Siw

moléculaire. La dépendance exponentielle est en accord qualitatif avec UDG. L’argument de
I'exponentielle est le carré de ’argument de ’exponentielle prédite par DV, ce qui semble étre
en meilleur accord avec les résultats des simulations de SV.

Dans I'état stationnaire, le coefficient de diffusion pour le piégeage fort est donné par

[13]:

_ V¥at)
2d,

D (31)
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ot d,=V,T, est la distance entre les piéges. En I’absence de pieges, la vitesse électrophorétique
et le coefficient de diffusion pour la migration d’une molécule d'ADN, dans la limite oi A>1 et

Ne'<1, sont donnés par:

2
D~2" « ¢2Nj3n (32)
GTB
Dsi“_ (33)
3‘:3

En utilisant Jes équations (26), (27), (30}, (31), (32) et (33), on obtient:

£=(L)3ﬂ A2 . A =E31\15{«‘.3:“:9 2N352] (34)
D, \192) N2 \12] p 3

1l va de soi qu'une décroissance de la vitesse, tel qu'obtenu & I'équation (30), alliée 4 une
croissance exponentielle du coefficient de diffusion, donnée par la derniere équation, signifient
que le nombre de molécules qui sont effectivenent séparées est grandement diminué. Notons
également que nos résultats prédisent que le coefficient de diffusion va commencer & augmenter
avant (i.e. pour des molécules plus petites) que la vitesse ne commence a décroitre, cormnme 'ont
observé SV {(ceci est di au préfacteur dans chacune des expressions). La croissance de D est
aussi en accord quantitatif avec les résultats de simulations de SV.

Nous en concluons donc que les résultats expérimentaux de UDG et les résultats
numériques de SV peuvent &tre expliqués de fagon qualitative par le type de piégeage suggéré
dans ce chapitre et qu'un champ constant ne peut mener 3 une amélioration du séquencage de
I'ADN A cause de l'augmentation de la diffusion générée par le processus de

piégeage/dépiégeage.
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3.9 Le régime transitoire

Nous retournons maintenant a l'effet de la large dispersion At (€,N). Nous notans

premiérement que dans la limite du piégeage fort, on a:

j‘_fgzﬂexp[ﬁ],l (35)
T 8 12

Cette large distribution de temps de dépiégeage est typique du piégeage dans un systéme
désordonné. Ici, nous avons un cas unigue: le désordre est fourni par la large distribution de
distances bout-a-bout h, car h, est le paramétre qui mesure la "profondeur” d’un piége. De ce fait,
il sagit essentiellement d'un cas de désordre auto-induit relié a 'existence de 'entropie
moléculaire de la macromolécule.

Afin d’examiner les conséquences de cette large distribution, nous étudierons la

distribution P(1,)dt, pour le temps moyen de dépiégeage T4(h,). Nous pouvons calculer cette

fonction en remarquant que:

(h(zdr 4

P(h,)dh,=p d =P(zpdr, (36)
X

ol p(h,) est donné par 1'équation (22), dt,/dh, est obtenu & partir de 1’équation (18}, et h,(1,) est
obtenu en inversant I'équation (18). Par souci de simplicité, cette approche néglige la distribution
de temps de dépiégeage T,(h,) pour une valeur fixe de h,, bien que celle-ci ait été incluse dans
I’équation (27). Inverser 1'équation (18) ne peut se faire de fagon analytique et nous devons nous

restreindre & une méthode numérigue.

La figure 3.3 montre la fonction distribution P(t,)dT, pour différentes valeurs du parametre
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A=(2N)"¢. De fagon remarquable, nous obtenons essentiellement une distribution de type loi de

puissance

Pz pdrj=—2 (37)

et ce sur une grande étendue (plusieurs décades) de temps de dépiégeage. L'exposant n varie

approximativement comme Suit:

2<p Si A<7 (38)
1<p<2 si 7<A<ll (39)
O<p<l si A>11 (40)

On note que I'exposant p décroit quand A augmente. Il est clair que ces valeurs ne sont
qu’approximatives, car la distribution p(T,) ne suit pas exactement une Joi de puissance. Nos
calculs de la fonction distribution ne sont valides que dans 1’hypothése d’une fonction de
distribution de h, gaussienne, i.c. quand h, n’est pas trop grand comparativement & N**. Pour des
valeurs plus grandes de h,, et donc de t,, la fonction devrait décroire plus rapidement qu’on le
prédit ici. D’apres 1'équation (1R), cela indique que la décroissance de type loi de puissance n’est
valide que pour des temps de dépiégeage approximativement plus petits que:

fa Nops @D

g A

Pour des temps plus longs, la décroissance devrait &tre plus rapide. Selon la théorie de diffusion
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Figure 3.3- Densité de probabilité P(t,) vs temps de dépiégeage 1, pour des valeurs de A
égales 2 5, 8, 23 et 100 (de bas en haut sur la figure). La droite tragée sur Ja figure a une

pente de -2 {(correspondant i une valeur de p=1; on obtient des régimes transitoires pour

la vitesse et la diffusion quand p<1).
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anomale. un processus de piégeage, avec une distribution de temps de dépiégeage ayant une
queue avec une décroissance comme celle donnée par |'équation (37), méne a des phénomenes
de transport anomaux ol la position moyenne (x(t)) et la variance {Ax*(t)) (de la bande

électronhorétique) suivent des lois de puissance (voir aussi les équations 6-8) [13,14]:

x()et!;  (AxO)=t'  sip>2 (42)
@',  (Ax¥DNt¥*  si 2>p>l (43)
x@O)t?; (AxHOI<t?*  si 1>p>0 (44)

La raison de ce comportement anomal est simple: quand la distribution de temps de
dépiégeage décroit lentement, la particule tombe souvent dans un pi¢ge pour lequel le temps de
dépiégeage est plus long que le temps total depuis le début de la migration. Dans ce cas, c’est
le demier piége qui domine la dynamique du systéme et la position moyenne ainsi que la
dispersion de 1a bande sont directement reliées a la forme exacte de la queue de la distribution.
Par exemple, nous pouvons montrer (voir chapitre 2) que dans le régime ol 1>p>0, la position

moyenne est grossierement donnée par:

- -1
1]

Pour une décroissance de typs loi de puissance (voir équation (37)), ceci se réduit a
I'équation (44) si O<p<1. La figure 3.4 montre comment {x(1)) augrmente avec le temps quand les
équations (36) et (45) sont résolues numériguement pour A=23. Pour une situation normale, on

devrait obtenir une droite dont la pente est égale 2 1. Ici, nous trouvons plutdt une région ol la
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Figure 3.4- Position moyenne (x(t)) vs temps t pour le cas oii A=23 (N=30 et £=0.05 comme
au chapitre 2). La pente de la droite tragée est égale a environ 0.30, La distance et les ternps

sont en unités arbitraires (on s’intéresse seulement aux lois de puissance).
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position moyenne augmente comme {x(t)}e<t"*, Une droite de pente 1 (I'état stationnaire) est
éventuellement obtenue, mais comme expliqué plus tt, {’approximation gaussienne n’est pas
fiable dans cette région, car elle donne trop d’importance aux temps de dépiégeage les plus longs
de la gueue de la fonction distribution.

Ces résultats théorigues sont en bon accord qualitatif avec les résultats des simulations
présentés dans le chapitre 2, si nous considérons la panoplie d’approximations que nous avons
dii faire pour obtenir les résultats analytiques. Nous avions observé dans le chapitre 2 un régime
transitoire en accord avec 1°équation (44) avec p=0.65, et un temps de 10"'xT3(N=30) était requis
pour atteindre 1'état stationnaire aprés quoi, les effets anomaux disparaissaient. A la figure 3.4,
on voit que notre approche théorique prédit elle aussi des effets anomaux, par exemple, elle nous
donne pour A=23, un exposant p=0.3.

En conclusion, le processus inusité de piégeage du complexe S-ADN mene a des
propriétés de transport fortement anomales dans la limite ol la vitesse devient fortement
dépendante de la taille moléculaire, Ces régimes anomaux durent pendant de trés longues
périodes de temps et sont caractérisés par une vitesse lente et une forte dispersion, donc, en
pratique, 3 une perte de résolution. Ces effets rendent 1'électrophorese de piégeage en champ
électrique constant inutile pour accroitre les performances d'un systéme de séquengage de I'ADN.
Pour obtenir des résultats utiles, on doit réduire I'importance du piégeage, comme suggeré par
UDG. Une approche simple consiste 2 utiliser des champs €lectriques pulsés, ce qui aura pour
effet d"accélérer le dépiégeage. Tl doit &tre mentionné que les effets anomaux resteront importants

si des temps de pulse trés longs sont utilisés: nous étudierons ceci dans le prochain chapitre.



3.10 Discusstion

Nous avons dérivé un modele analytique, pour 1'électrophorése sur gel du complexe S-
ADN, qui donne des prédictions détaillées concernant 1'état stationnaire ainsi que la présence de
régimes transitoires de longue durée. Le modeéle est correct dans la limite ol €0, et donne un
croisement entre fort/faible piégeage pour N'=e**, tout comme le modele de DV |9]. Néanimoins,
la décroissance prédite de la vitesse avec N est beaucoup plus rapide que les prédictions de DV
pour I"état stationnaire ol A»1. Les résultats de simulations (SV et chapitre 2) sont en bon accor
avec toutes les prédictions faites dans ce chapitre. Un accord qualitatif avec les résultats
expérimentaux est aussi notable: par exemple, des cas ol {x(t)) et {Ax*(1)) ne sont pas
proportionnels & t' ont pu étre observés au cours d’expériences préliminaires (Drouin, non publi€).
Nous discuterons dans le prochain chapitre de simulations numériques de ce systéme en utilisant
es champs pulsés. Finalement, nous notons aussi qu'un piégeage et des effets anomaux
similaires peuvent &tre obtenus durant I'électrophorése de particules sphériques dans un gel (Hong

Guo, non publié).
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Chapitre 4

Dynamique moléculaire en champs pulsés’

4.1 Introduction

Inspirés par UDG [6], nous nous intéressons maintenant 2 la dynamique en champs
électriques pulsés. On veut comprendre ici ce qui va se passer si on inverse périodiquement le
champ électrique. On montre, sur la figure 4.1, le type de pulses que nous allons utiliser.

Supposons qu’une molécule est piégée 4 la fin d’un pulse avant (plus long). On inverse
ensuite le champ électrique et la molécule va tenter de sortir de son piege. Si la molécule sort
totalement de ce tube avant la fin du pulse inverse, elle sera alors libre. On dit alors qu’elle a €té
dépiégée électriquement. Si, par conwe, ¢lle ne sort pas totalement du piége: i) elle sera
contrainte par le pulse avant de retourner dans le piége ou, ii) elle sortira de ce piege par un
dépiégeage thermique supplémentaire.

Les deux types de dépiégeage (thermique et électrique) sont trés différents. De plus, il

existe, en champs pulsés, deux types de piégeage. Une molécule peut €tre piégée par rapport au

‘Les résultats de ce chapitre seront soumis pour publication dans les semaines qui suivent.
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£ pendant un temps t, pour ensuite prendre une valeur de -€ pendant un temps t,.
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champ avant (€) ou par rapport au champ inversé (-¢). Ces deux types de piégeage auront des

effets trés différents sur Ja dynamique du systéme.

4.2 Expériences de UDG

UDG [6] ont étudié expérimentalement 1’électrophorese de piégeage en champs pulsés.
Ils ont pu mesurer comment évolue }a mobilité (ou, en d’autres mots, la vitesse) en fonction de
la taille moléculaire, Tout comme pour I’électrophorése de piégeage en champ constant, ils ont
observé deux régimes que nous désignerons par les expressions "piégeage faible” (V(M)e<1/M)
et "piégeage fort" (V(M) descend plus vite que 1/M) (figure 4.2).

Ils ont également constaté que la masse critique indignant la transition entre ces deux
régimes était supérieure (a celle obtenue en champ constant) quand ils utilisaient des champs
pulsés.

En plus des expériences de UDG, un modele analytique a €1é proposé par DV [19,20].
Nous tenterons dans la prochaine section de souligner quelques-uns des points importants de ce

modele,

4.3 Le modé¢le analytique de DV

Le modele analytique de DV réussit a expliquer des effets similaires a ceux observés par
UDG. Ce modele analytique démontre comment les relations entre les différents temps
caractéristiques (i.e., la durée du pulse avant t,, ]a durée du pulse inverse t,, le temps requis pour

entrer dans un piége T, le temps de dépiégeage thermique T, et le temps de dépiégeage €lectrique
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Figure 4.2- Résultats expérimentaux de UDG pour la mobilité vs la taille moléculaire.

Quatre types de pulses et 2 rapports t./t, ont été utilisés.
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T,) menent i une grande variété de régimes. 11 faut noter que les trois derniers temps
caractéristiques dépendent de Ja taille moléculaire.

Malheureusement, ce modele analytique ne permet pas de tirer des conclusions sur le
coefficient de diffusion. De plus, le modéle analytique de DV est un modele trés complexe qui
tient compte de I’étirement intra-tube de 1'’ADN (que nous négligeons ici): ¢’est pourquoi nous
nous contenterons d'en donner les conclusions pertinentes plus Join, i.e. lorsque celles-ci seront
nécessaires a une bonne compréhension de la physique.

Duns le reste de ce chapitre, nous tenterons de démontrer comment nos simulations,
basées elles-aussi sur le modéle de reptation biaisée, font le pont entre les expériences de UDG
et le modele analytique de DV.

Nous pourrons aussi tirer certaines conclusions sur 1'influence des champs pulsés sur le

coefficient de diffusion, ce que ni UDG ni DV ne pouvaient faire.

4.4 Effet du temps de pulse inverse t,

Dans un premier temps, nous €étudierons ce qui se passe quand, en gardant le rapport
t/t,=4 (le rapport utilisé dans la plupart des expériences de UDG), on augmente la valeur de la
durée du pulse inverse t, (et conséquemment de t,). On étudiera le systtme en utilisant des
valeurs de t, comprises entre 5 et 10° une masse moléculaire N=30, un champ électrique de

=0.05, et enfin un gel dont la fraction de petits pores est f=0.001 (la mé€me qu’au chapitre 2,
pour pouvoir comparer).

La figure 4.3 montre comment varie la vitesse terminale (dans 1’état stationnaire) V,, avec

1. On observe ur plateau pour des valeurs de t, inférieures & 10°. Ce plateau correspond 2 un
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piégeage faible ob Ja molécule avance i une vitesse V, (la vitesse entre les piéges) pendant un
temps t,, pour ensuite reculer avec une vitesse V, pendant un temps 1. La vitesse nette de la

molécule est alors donnée par:

V= Vxla _ o6 v, (46)

MOA
L’équation (46) était une des prédictions du modele analytique de DV [19].

On observe ensuite une diminution de la vitesse lorsque le temps de recul augmente. Cette
diminution est causée par le piégeage. Plus le temps d’avance est grand, plus les molécules ont
de chances de rencontrer un piege: et plus elles rencontrent de piéges, plus elles ont de chance
de tomber dans un piége profond.

La figure 4.4 montre le comportement du coefficient de diffusion D,. Pour de faibles
valeurs de t,, on observe une diminution de Dy,. Cette diminution peut &tre expliquée ainsi: guand
t, augmente, le dépiégeage électrique devient plus important et le piégeage affecte moins D. De
plus, dans la limite ol t,—0, la molécule subit un champ électrique "moyen" égal a
e(1,—t, M1, +t,)=0.6¢; on se retrouve alors effectivement dans le cas de 1’électrophorise en champ
constant.

Pour des valeurs de t,=60, on a un minimum qui correspond approximativement a la
valeur du coefficient de diffusion en ’absence de piégeage D,. Le piégeage est donc tres faible
pour un tel pulse. Pour des temps de recul t, plus longs, on observe une augmentation du
coefficient de diffusion. Cette augmentation est due & 1'augmentation du temps d’avance t,. En
effet, quand t, est long, toutes les molécules ont Je temps de rencontrer un pi€ge et nous avons

une sitvation qui se rapproche de 1’électrophorgse en champ constant. Le coefficient de diffusion
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augmente moins rapidement pour de trés longs temps t; en fait, pour des temps extrémement
longs (assez longs pour atteindre 1'état stationnaire a 1'avance comme au recul, t,>t,>t ), la bande
s'élargira de la méme fagon pendant le pulse avant et le pulse arri€re, et nous aurons donc un

plateau:

limt ~on Dm, champs pulsés = Dss, champ constant (47)

Dans la prochaine section, nous étudierons ce qui se passe quand on fait varier t, en
gardant t, constant. Nous choisirons alors une valeur de t,=45, soit la valeur pour laquelle nous
avions la meilleure séparation, i.e. le plus petit rapport largeur/position (D,/'*/V,, relié au nombre

de plaques théorigues tel que défini en chromatographie, résultats non montrés).

4.5 Effet du temps d’avance t,

Le choix de t, est une opération délicate. En effet, t, doit étre suffisamment long pour
permettre aux molécules de progresser et suffisamment court pour ne pas se retrouver dans la
méme situation de fort pi€égeage que lorsque nous avions des champs constants,

En utilisant t,=45 (pour les raisons décrites dans la derniére section) et les mémes
parametres de pulse (N=30, e=0.05, f=(0.001) que précédemment, nous étudierons I'effet du temps
d’avance t, sur la vitesse et sur le coefficient de diffusion.

A 1a figure 4.5, on étudie comment varie la vitesse V,, en fonction de t,. On y observe
un maximum pour t,=1000. Pour des temps d’avance inférieurs 3 1000, on note qu’une chute
énorme de la vitesse a lieu quand on diminue t, (rappelons que t, est fixe ici). Cette descente est

facile & expliquer: plus le temps d'avance est court, moins la molécule avance. En effet, pour un
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temps d'avance trés court, ce qui implique en général que le piégeage n'est pas dominant, la
vitesse est donnée par 1'équation (46). La vitesse s’annule donc lorsque t,=t,=43.

Pour des temps supérieurs & 1000, on observe aussi une diminution de Ia vitesse. Cette
diminution est due au piégeage. Plus le temps d'avance est long, plus le pi€geage est important,
et plus la vitesse est faible. Cette diminution est asymptotique, et nous obtiendrons la vitesse en
champ constant (V ~10"") pour un temps d’avance trés grand (i.e. t >t >t).

En tragant V_(t+t,)/(t,—t,) en fonction du temps d’avance t,, on est en mesure d’éliminer
graphiquement les effets de pulse qui ne sont pas dus au piégeage. On observe alors (figure 4.6)
que plus t, est grand, plus le piégeage est important.

Voyons maintenant ce qu'il advient du coefficient de diffusion quand on fait varier t,. La
figure 4.7 montre que plus t, est grand, plus le coefficient de diffusion est élevé. Ceci est di au
piégeage important quand t, augmente. Ici aussi nous aurons, dans la limite asymptotique ol
ty—ree. la valeur en champ constant de D, (D ~10"%, voir chapitre 2).

Nous allons étudier, dans la prochaine section, ce qui se passe quand, pour un temps de
pulse donné, on fait varier la taille moléculaire N. Nous avons décidé d’utiliser un temps de pulse
qui minimise le rapport largeur/position (D, '*/V,) de la bande pour N=30. Ce minimum est
obtenu pour t,=300 lorsque t,=45. Donc, dans la prochaine section, nous utiliserons les parametres

de pulse suivants: t,=300 et t,=45.
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4.6 Etude en fonction de N: pulses courts

4.6.1 Effets transitoires

Examinons premiérement comment une petite molécule (N<30) atteint I'état stationnaire.
Pour ce faire, nous étudierons I’évolution temporelle des rapports vitesse {(x(t)4 et diffusion
{Ax*(t)Y2t. La figure 4.8 montre comment évolue le rapport vitesse avec le temps pour une
molécule N=10. On observe un quasi-plateau pour des temps courts (t<t,=300): ceci correspond
a la vitesse V, obtenu en I’absence de pieges (les molécules n'ont pas encore eu le temps de
rencontrer de piéges). La chute subite observée pour t=t, est expliquée par I'inversion du champ,
alors que les molécules se mettent subitement 2 "reculer”. On observe pour des temps longs un
plateau qui correspond 2 la vitesse i 1'état stationnaire V,=10""", 1l est intéressant de noter que
cette vitesse est obtenue essentiellement aprés un unique pulse! Ceci semble indiquer que le
piégeage est trés faible pour une si petite molécule (car peu d’effets transitoires sont observés).
La figure 4.8 montre aussi 1'évolution du rapport (Ax*(t)y2t en fonction du temps. Les mémes
commentaires que pour la vitesse s’imposent. L’état stationnaire est obtenu apres seulement un
pulse, et D_=10"%,

Voyons maintenant ce qui se passe pour une grosse molécule (N>30). La figure 4.9
montre comment évolue le rapport (x(t)Yt avec le temps pour une molécule de taille N=40. On
observe un quasi-plateau pour des temps courts (tSt,). Ce quasi-platcau correspond & la vitesse
V, obtenue en I'absence de pieges. On observe ensuite une série de chutes et de montées rapides
correspondant aux différentes inversions de champs. Pour de grands temps t>10**, on observe un

plateau correspondant % la vitesse & 1'état stationnaire V, =1072% Il est a noter que I'état
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stationnaire n’est pas obtenu aprés un seul pulse comme pour les petites molécules. En effet, un
régime transitoire de longue durée précéde 1'état stationnaire.

Voyons maintenant ce qui arrive dans 1’évolution du rapport diffusion {(Ax*(t)y2t quand
on utilise une grosse molécule. Nous observons, comme pour {x(t))4, un régime transitoire qui
précéde 1'état stationnaire (D,=10""). Nous pouvons donc conclure que plus la molécule est
grosse, plus le piégeage et Jes effets transitoires seront importants.

11 est aussi intéressant de noter que nous observons des effets transitoires qui ressemblent
beaucoup a ceux observés en champ constant. C'est-a-dire qu’a premiére vue, la descente de
(x()¥ et 1a montée de {Ax*(1))2t semblent suivre des lois de puissance, au moins sur un certain
intervalle de temps.

Etudions enfin comment évolue le temps nécessaire pour obtenir 1’état stationnaire t,, en
fonction de la taille moléculaire N. On observe sur la figure 4.10 que t, est plus ou moins
constant pour les petites molécules (N<30} et est de 1'ordre du temps d’un pulse. Pour de grandes
molécules, toutefois, t, augmente trés rapidement en fonction de N. Ce temps est plus petit qu’en

champ continu.

4.6.2 Relations vitesse-masse et diffusion-masse

Méme si les effets transitoires sont importants pour de grandes molécules, nous retrouvons

toujours un comportement normal de la forme:

<x(ty> =Vt (48)

pour des temps suffisamment longs. La figure 4.11 montre comment la vitesse (dans I'état
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stationnaire) V(N) varie avec la taille moléculaire N. Nous avons utilisé ici a=1 (Drouin et
Mayer. non publi€) pour définir le temps.

Nous observons un comportement semblable a celui observé par SV en champs constant.
Pour des petites molécules (N<30), on observe un comportement du type V(N)e<IN. On obtient,
pour des molécules plus grosses (N>30), une décroissance plus rapide de la vitesse en fonction
de la masse. SV avaient observé sensiblement le méme comportement, mais dans leur cas, la
transition entre les deux régimes était obtenue pour des molécules beaucoup plus petites (N=20).

Nous observons sur la figure 4.12, pour le coefficient de diffusion, des résultats qui
ressemblent eux aussi & ceux obtenus en champ constant par SV. Pour de petites molécules, on
observe une diminution lente, suivie d’une moniée rapide pour les grosses molcules. Le
minimum est trouvé pour N=25. Le minimum qu’obtenait SV en champ constant se situait autour
de N=12.

On en conclut donc que les champs pulsés ont pour effet d’amoindrir les effets du
piégeage et de déplacer les courbes vers les tailles moléculaires plus importantes. Ceci est en

accord qualitatif avec les résultats expérimentaux rapportés par UDG [6].

4.7 Etude moyenne sur un pulse court

La prochaine étape de notre étude consiste 2 étudier ce qui se passe, en moyenne, pendant
un seul pulse. Nous présenterons les résultats obtenus pour des molécules de faibles et de fortes
tailles (N=10 et N=60).

La figure 4.13 montre 1’évolution, durant le pulse, des paramétres suivants: position

moyenne {x), vitesse instantanée moyenne V=d(x)dt, dispersion {Ax"), coefficient de diffusion
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instantané D=d(Ax*Y2dt, étirement moyen (h,), et enfin fraction de la population piégée p
(comprenant les molécules piégées dans les directions avant ou arriére). Nous avons ici une petite
molécule de N=10 segments. On note que la position moyenne {x) a un comportement linéaire;
conséquemment, la vitesse V de la molécule est donnée par V,=0.015 pendant tout le pulse avant
et par V,=-0.015 pendant tout le pulse de recul. Cette molécule est trop petite pour avoir des
effets de piégeage importants et les vitesses V, et V, sont approximativement égales aux vitesses
obtenues en I'ubsence de piégeage (V, et -V, respectivement). La vitesse nette V, est donc
donnée par 1'équation (46). L'évolution de la largeur de la bande (Ax") a elle-aussi un
comportement linéaire. En effet, en 1'absence de piégeage, il n'y a aucune raison d’observer un
coefficient de diffusion qui dépendrait de 1’orientation du champ électrique. On observe donc une
valeur du coefficient de diffusion D qui est pratiquement constante. Pour une petite molécule, le

coefficient de diffusion est donc donné par:

D-=D, 49)

1.’étirement moyen {h,) a une valeur approximativement constante de 0.2 pendant le pulse avant.
L étirement décroit ensuite pendant le pulse arriére jusqu’a une valeur de -0.2. Ceci démontre
qu’il y a orientation de la molécule dans la direction du champ et que la molécule se "retourne”
pendant le pulse arriére (car la streptavidine, non chargée, forme la queue). Enfin, la fraction de
la population piégée p est trés faible. Environ 1% des molécules sont piégées en moyenne. On
remarque que p est maximale a la fin du pulse avant, ce qui ne surprendra personne.

Voyons maintenant, sur la figure 4.14, comment varient ces mémes parametres (soit (x),
V, {Ax®), D, (h,), et p) pour une grosse molécule (N=60). On remarque tout de suite que,

contrairement aux faibles tailles moléculaires, I’évolution de la position moyenne {x} est anomale
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durant chague pulse. Si on observe I'évolution de V, on remarque que la vitesse moyerne décroit
rapidement durant Je pulse avant. La dispersion (AX®) a, elle-aussi, un comportement anomal.
L évolution de la dispersion est trés complexe. 1l est intéressant de noter qu'il existe une région
ot la bande se rétracte sur elle-méme, ce qui correspond sur le graphique de D vs t 2 un
coefficient de diffusion instantanée négatif! Ceci s’explique comme suit: quand on inverse le
champ, une majorité de molécules qui sont piégées vont se mettre a reculer. Ces molécules vont
plus ou moins reculer par le méme chemin qu’elles avaient emprunté pour pénétrer dans le piége,
4 cause de V'information qui est conservée dans le tube de reptation. C'est un peu comme si on
inversait le sens du temps! Ce phénomene est aussi observé en |'absence de streptavidine {21].

L’étirement moyen (h,) varie entre des valeurs comprises entre 7.0 et 7.6 . La valeur
maximale de (h.) est obtenue 2 la fin du pulse avant. Ceci peut étre expliqué ainsi: c’est & Ia fin
du pulse avant que la molécule a le plus de chance d’&tre piégée: ¢'est donc a ce temps précis
yue le nombre de molécules fortement piégées est maximal. Une molécule est fortement piégée
si son étirement h, est grand. 1! est donc normal d’obtenir une valeur de ¢h,) qui est maximale
3 la fin du pulse avant. Il est intéressant de noter que la valeur de ¢h,) n’est jamais négative, 1l
n'y a donc pas une majorité de molécules qui ont le temps de se "retourner”. 1 devient alors
évident que la majorité des molécules ne pourront &tre dépiégées par la simple inversion du
champ pendant un temps t,, méme si cette inversion de champ accélere un peu le processus de
dépiégeage. La fraction instantanée de la population piégée p est élevée: environ 91% des

molécules sont piégées. On remarque étonnamment que p oscille trés peu.
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4.8 Etude en fonction de N: pulses longs

Nous avons étudié dans la section 4.5 'effet qu'a la durée du pulse (en gardant le rapport
tA, constant) sur une molécule de taille donnée (N=30). Le but de cette section est de voir
globalement ce qui se passe quand on utilise un pulse 4 fois plus long, mais avec le méme ratio
tA, que le pulse 300245 (i.e. un pulse pour lequel t,=1200 et ,=180}. Nous comparerons nos
résultats 2 ceux de la section 4.6.2.

La figure 4.15 nous montre la vitesse & ["état stationnaire, V, en fonction de la taille N
pour Ie puls: 300:45 (points noirs) et pour le pulse 1200:180 (points gris). Il est clair que le fait
d"avoir un pulse plus long repousse la transition entre les régions de faible et de fort piégeage.
De N=40 pour un pulse court, le croisement est jassé & N=70 pour un pulse Jong. Les petites
molécules (N<30)) ne sont pas affectées par la durée des pulses lorsque ceux-ci sont longs. En
effet, le piégeage est fuible pour ces molécules et on obtient approximativement les mémes
vitesses si on garde le rapport tA, constant.

La figure 4.16 montre comment évolue le coefficient de diffusion D, en fonction de N
pour un pulse long (point gris) et un pulse court (points noirs). Le minimum est obtenu pour
N=33 au lieu de N=25 pour le pulse court. Comme précédemment pour la vitesse V,,, nous
obtenons les mémes résultats pour des molécules de faible taille moléculaire. 11 est intéressant
de remarquer que nous obtenons une décroissance de D au-dela d’une masse critique (N=87).
Cette décroissance, bien qu’inusitée, peut s’expliquer assez aisément. Souvenons-nous en effet
des conclusions énoncées aux chapitre 3: i) une molécule est fortement piégée quand sa valeur
de h, est grande, ii) c’est une large distribution de temps de sortie T qui explique la forte

diffusion observée en champ constant. Nous avons calculé la valeur moyenne de 1'étirement (h,)
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pour une molécule de N=90 segments (une molécule située autour du maximum de D, sur la
figure 4.16) et nous avons obtenu (h)=6. Nous sommes donc en présence d’une molécule qui est
fortement orientée par rapport au champ avant. Par contre, plus h, est grand, plus la molécule va
“reculer” rapidement durant le pulse arriére. Sachant que la vitesse curvilinéaire est donnée par

gh/t,(N), nous pouvons calculer Ja fraction de la molécule qui arrive & sortir du piege:

Vﬂd?c tb _ € hx tb (50)

L 15N) N

Nous obtenons donc que la fraction moyenne de la molécule qui arrive a sortir du piége

pour N=90 segments est approximativement égale 4 20%. Cette fraction est considérable, surtout
si on considére que cette valeur est une valeur moyenne.

Nous en arrivons donc 2 la conclusion suivante: plus la molécule est orientée, plus elle
aura de la facilité 2 sortir pendant I'inversion du champ. Ceci aura pour effet de réduire le
piégeape et de diminuer la largeur de la distribution de temps de sortie T. Ce dernier effet se

raanifeste par une réduction du coefficient de diffusion.

4.9 Etude d’un pulse long ou t,>t,

Nous étudions finalement les résultats de simulations obtenus pour des conditions ou
1,=10000 et t,=100. Nous nous limiterons toutefois & une étude de la relation vitesse-masse pour
ce type de pulse ol 'on s’attend évidemment 2 un fort piégeage (1, relativement grand) et un
faible dépiégeage (t, relativement petit).

La figure 4.17 montre comment évolue V,, en fonction de la taille moléculaire N. On

remarque que pour ce pulse particulier, nous obtenons une inversion de bande, i.e., une région
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ob la vitesse V. augmente avec la taille moléculaire. Ce phénoméne avait été prédit par le
modgle analytique de DV [19]. Voici comment on peut expliquer ce phénoméne inusité:

Pendant le pulse avant, toutes les chaines plus longues qu'une certaine taille criique
rencontrent un seul et unique piége (trés profond) de telle sorte que la distance parcourue vers
I'avant n'est que trés faiblement dépendante de la taille moléculaire. Pendant le pulse arriere, les
chaines les plus longues vont se déplacer moins vite, parcourant en moyenne une distance plus
courte. Donc, la vitesse des grandes molécules est 1égérement plus élevée. Cette explication est
valide seulement si le dépiégeage électrique domine la dynamique de dépiégeage, ce qui cesse

ici d’étre le cas pour N>10%*

4,10 Conclusion

Nous avons étudié, par le moyen de simulations numériques, comment [’utilisation de
champs pulsés modifie la dynamique moléculaire du systeme S-ADN. En particulier, nous avons
montré comment les champs pulsés influent sur la vitesse et sur le coefficient de diffusion a 1"état
stationnaire. On a également effectué une étude moyenne Je ce qui se passe durant chaque pulse
pour comprendre }'impact des effets anomaux.

Nous obtenons des résultats en accord qualitatif avec les expériences de UDG [6] et le
modele analytigue de DV [19]: la vitesse des molécules faiblement piégées ne sera pas modifiée
de fagon significative par les champs pulsés. 11 suffit de muitiplier la vitesse sans pulses par le
facteur (t,—t,Mt,+t,): ce facteur ne prend seulement en considération que le fait que la molécule
recule pendant un temps t, 2 chaque pulse.

L'effet des pulses sur la vitesse des molécules fortement piégées est considérable. On
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observe (tout comme UDG et DV) une augmentation de la vitesse causée par le dépiégeage
¢lectrique. Tout comme UDG et DV. on observe aussi, pour certains pulses, une région ol la
vitesse ne dépend que faiblement de Ia taille moléculaire.

Nos simulations nous ont aussi permis de voir ce qu'il advient du coefficient de diffusion.
La diffusion n'est pas influencée par les pulses pour les petites molécules. Par contre, elle est
nettement réduite par ces mémes pulses (en comparaison a ce qu’on obtient sans pulses)} pour les
grosses molécules & cause de la diminution de la largeur de la distribution du temps de sortie
P(y).

Nous avons remarqué qu'un pulse était efficace seulement pour une plage de tailles
moléculaires données. 11 serait facile de vérifier, par le moyen de simulations, ce qu'il advient
si on utilise un champ pulsé dont la période des pulses augmente & chaque pulse (permettant a
toutes les molécules de subir & un moment donné un temps de pulse qui lui est favorable). Ceci
pourrait sans doute angmenter le nombre de bandes qui seront résolues. Ceci sera étudi€ dans les

mois qui suivent.
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Chapitre 5

Conclusion

Nous avons étudié le comportement électrophorétique d'une molécule d"ADN & laquelle
est attachée, & un bout, une protéine neutre (fa streptavidine). Lorsque 1'€lectrophorése est faite
dans un gel capable de retenir la protéine, de nombreux effets de piégeage sont observes, que ce
soit sous des conditions de champs électriques constants ou pulsés. Le chapitre 2 décrit nos
simulations en champ constant, tandis que le chapitre suivant présente un modgle analytique pour
les mémes conditions. Enfin, le dernier chapitre présente les résultats de nos simulations pour des
champs pulsés. Voici, en gros, les conclusions générales de ces trois études théoriques.

En premier lieu (chapitre 2), nous avons montré qu’il peut devenir impossible pour une
grosse molécule d'atteindre 1'état stationnaire dans un temps raisonnable a cause du piégeage
stérique. De plus, I’explosion du coefficient de diffusion observée par SV [7] a pu étre expliquée
avec le modele de la marche dirigée. En effet, nous avons démontré que cette explosion est liée
(indirectement) au fait que la queue de la distribution de temps de dépiégeage P(1) a une
décroissance lente (P(¥)~t"* dans le ca: étudié). Nous avons aussi observé des régimes
transitoires de longue durée pour la position moyenne (x(t)) et la dispersion {(Ax*(1)). Ici aussi,
les régimes s’expliquent par la forme de P(t). Pour améliorer 'efficacité du systéme, nous devons

donc A tout prix réduire la largeur de la distribution P(1); le moyen le plus facile pour atteindre



87

ce but est I"utilisation de champs pulsés, tel que suggéré originalement par UDG [6]. Inverser
périodiquement la direction du champ pendant une courte période de temps permet, bien siir, aux
molécules de sortir plus rapidement des pieges.

Un modele analytique du piégeage (différent de celui de DV [9]) a aussi été développé
(chapitre 3). Ce modele permet de calculer 2 la fois la vitesse et le coefficient de diffusion (et
par le fait méme le facteur de résolution de la séparation), dans la limite des faibles et forts
champs, ce que le modéle de DV ne permettait pas. Nous avons pu ainsi expliquer comment la
vitesse du complexe S-ADN lors de 1'électrophorése de piégeage sur gel est nettement réduite
a cause du piégeage stérique. Nous avons aussi montré comment ce type de piégeage augmente
substantiellement le coefficient de diffusion, ce qui rend 1'électrophorese de piégeage en champ
constant incapable d augmenter le nombre de bases pouvant étre séquencées. Finalement, pour
certains cas, des régimes anomaux sont prédits par ce modéle analytique, en accord avec nos
résultats numériques du chapitre 2.

Dans le quatriéme chapitre de cette thése, nous avons présenté des résultats de simulations
pour 1’électrophorése de piégeage du complexe S-ADN en champs pulsés. Nous avons €tudié
comment I'utilisation de champs pulsés modifie 1a dynamique du syst¢éme. En particulier, nous
avons montré I'influence d’un pulse sur la vitesse et sur le coefficient de diffusion. Alors que
Ieffet est marginal pour de petites molécules, les effets sur les grosses molécules sont beaucoup
plus importants. Ainsi, on a pu observer avec intérét une augmentation de la vitesse et
unediminution du coefficient de diffusion. Nos résultats sont en accord qualitatif avec les

expériences de UDG [6] et le modZle analytique de DV [19].
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Pour I' utilisateur, il serait intéressant de voir comment un pulse (e.g. 300:45) va influencer
la distribution des bandes sur un gel. Pour tracer le graphique représentant ce que nos €tudes
prédisent qu’un biologiste observerait sur son "scanner”, nous avons utilisé les résultats de
simulations de SV ainsi que ceux obtenus au chapitre 4. Les figures qui suivent montrent 1’allure
de bandes gaussiennes aprés un temps de 10° (assez long pour que toutes les molécules soient
dans 1'état stationnaire; ce temps est de ’ordre de 24 heures, donc tout a fait réaliste). Les
distances et les intensités sont en unités arbitraires. Méme si ces exemples ne représentent pas
parfaitement ce qui se passe en réalité, ils nous permettent d’obtenir des informations qualitatives
intéressantes.

La figure 5.1 montre le cas de I'électrophorese du complexe S-ADN en champ constant;
il est possible d’y lire environ 23 bandes (les bandes 1 & 6, nécessairement résolues, ne sont pas
montrées, car les données de SV n'étaient pas disponibles). Au dela de cette limite, il devient
impossible de lire quoi que ce soit. Les molécules plus grosses sont dispersées entre 1’origine et
la position de la mc!écule N=23.

La figure 5.2 nous montre la forme des bandes pour des pulses t,=1200 et t,=180. On
remarque que le pic correspondant & N=6 est situé a environ (t,~t,Mt,+t,)=74% de la distance
de ce méme pic en champ constant. Il est intéressant de noter une vaste zone o la vitesse semble
décroitre de fagon quasi-linéaire avec la taille moléculaire, cette zone correspondant aux
molécules 17<N<25. Le nombre de bandes résolues est nettement supérieur a celui obtenu en
champ constant: de 23 qu’il était, il passe & 37!

Nous avons étudié 1'électrophorése de piégeage en champ constant par le biais de

simulations et d"un modele analytique. 1.’électrophorése en champs pulsés permet manisfestement
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Figure 5.1- Prédiction pour lintensité mesurée sur le "scanner" vs position pour
I’électrophorése en champ constant du complexe S-ADN (e=0.05, f=0.001 et t=10° 7,(N=30)).
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d’obtenir une meilleure résolution. M&me si certains faits ont €t¢ compris et observés dans les
simulations, il reste beaucoup de travail pour optimiser les pulses a utiliser. Pour ce faive, il serait
intéressant de faire une étude des distributions de temps de dépiégeage P(z,,) et P(t,,) (similaire
a I’étude effectuée au chapitre 2) afin de mieux comprendre la physique sous-jacente. 11 va sans
dire que des vérifications expérimentales s’ imposent; celles-ci seront effectuées dans le cadre de
mes études doctorales. Il serait €également intéressant d’étudier un systéme ot le champ €lectrique
n’est pas uniforme dans le gel, i.e. un champ électrique fonction de la position (pour I'ADN et
pour le complexe S-ADN). 1l a déja été observé qu’un gradient de champ électrique pouvait
augmenter le nombre de bases qui peuvent étre lues par expérience d’électrophorese

(Mayer,Drouin et Slater, non publi€).
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