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Résumé

Ce travail porte sur l'étude expérimentale de deux mécanismes de translocations d'acides
nucléiques au travers d'une membrane lipidique : la translocation, forcée électrophorétique-
ment, d'oligomères au travers d'un pore d'alpha-hémolysine et la translocation passive d'un
ADN génomique hors de la capside du bactériophage T5.

La première partie de la thèse porte sur l'ouverture de molécules d'ADN double brin à
travers le nanopore d'alpha hémolysine. Les temps de passage individuels de molécules d'ADN
à travers le pore sont mesurés expérimentalement en fonction de la séquence, de la longueur
et de la force appliquée sur l'ADN. Les distributions obtenues sont confrontées à un modèle
décrivant le passage de l'ADN par la di�usion d'une fourche d'ouverture dans un paysage
énergétique unidimensionnel, déterminé par la séquence de la molécule.

La deuxième partie porte sur un systèmein vitro reconstituant les étapes initiales d'infection
du bactériophage T5. L'interaction de T5 avec son récepteur membranaire FhuA puri�é en
détergent, génère une séquence d'événements qui conduit à l'éjection du génome viral hors de
la capside : (i) �xation du récepteur ; (ii) activation conduisant à l'ouverture d'un canal d'ADN ;
(iii) éjection de l'ADN. La dynamique des trois étapes est mesurée à l'aide d'expériences en
population et en virus unique. La dernière étape est comparée à un modèle physique qui
révèle une dynamique fortement hors d'équilibre à l'initiation de l'éjection. En�n, FhuA est
reconstitué dans des vésicules lipidiques géantes a�n de suivre l'éjection par microscopie de
�uorescence et par électrophysiologie à travers une membrane lipidique.

Mots-clés bactériophage, virus, éjection d'ADN, infection, T5, FhuA, in vitro, relation
hôte/virus, récepteur membranaire, membrane lipidique, nanopore, alpha-hémolysine, translo-
cation d'ADN, ouverture d'ADN.





Summary

This work highlights two nucleic acid translocation mechanisms through a lipid mem-
brane : �rst the electrophoretically driven translocation of oligomers through alpha-hemolysin
nanopore, then the passive translocation of genomic DNA outside T5 bacteriophage capsid.

The �rst part of this thesis focuses on double-stranded DNA molecules unzipping through
the alpha-hemolysin nanopore. The translocation time of single molecules through the pore are
experimentally measured as a function of DNA sequence, DNA length and the applied force.
Distributions obtained are compared with a model describing DNA translocation as a di�usion
of an opening fork in a 1D energy landscape determined by the sequence of the molecule.

The second part deals with anin vitro system reconstituting the initial steps of bacte-
riophage T5 infection. The interaction of T5 with its detergent puri�ed membrane receptor
FhuA generates a sequence of events leading to the release of the viral genome out of the
capsid : (i) receptor binding, (ii) activation leading to the opening of a DNA channel, (iii)
DNA release. The dynamics of the three steps is measured using both bulk and single virus
assays. The DNA release step is compared to a physical model which exhibits a largely out
of equilibrium dynamics. Finally, FhuA is reconstituted into giant lipid vesicles to monitor the
ejection through a lipid membrane using �uorescence microscopy and electrophysiology.

Keywords bacteriophage, virus, DNA ejection, infection, T5, FhuA, in vitro, host/virus re-
lation, membrane receptor, lipidic membrane, nanopore, alpha-hemolysin, DNA translocation,
DNA unzipping.
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Liste des notations

Nous avons regroupé ci-dessous les principales notations employées dans les di�érents chapitres
du document. Dans la mesure du possible, nous avons tenté de conserver les mêmes notations
d'un chapitre à l'autre.

Notations générales

DMSO dimethyl sulfoxide
OG octyl � -D-glucopyranoside
LDAO, DDAO N,N-Dimethyldodecylamine N-oxide
pfu plaque forming unit
T 5st(0) mutant thermostable de T5
T 5amHA911 mutant conditionnel nickless T5
bp, kpb paire de base, kilo paires de base
E. coli Escherichia coli
SUV Petite vésicule unilamellaire (Small Unilamellar Vesicle)
GUV Vésicule unilamellaire géante (Giant Unilamellar Vesicle)
BLM Bicouche lipidique �noire� (Black Lipid Membrane)
LPS lipopolysaccharides
RICM Re�ection Interference Contrast Microscopy
cmc concentration micellaire critique
ED, ddH2O Eau distillée, eau désionisée



Chapitre 1

Introduction

J'ai e�ectué ma thèse dans le laboratoire Nanobiophysique de l'ESPCI ParisTech1, alors
nouvellement créé. Le laboratoire a béné�cié de �nancements provenant de l'ESPCI et de
l'Agence Nationale de la Recherche (ANR) via le programme �Physique et Chimie du Vivant�.
De multiples thématiques de recherche ont pu être abordées, dont les deux sujets présentés
ici.

Cette thèse est un travail essentiellement expérimental, et, le laboratoire étant jeune, une
partie conséquente du travail a consisté à mettre en place les montages expérimentaux ; depuis
l'achat du matériel jusqu'à l'écriture des programmes d'analyse de données, en passant par
l'intégration et l'interfaçage du matériel.

Une autre partie importante du travail fut l'apprentissage de certaines techniques de bi-
ologie moléculaire et de biochimie, dans un esprit �expériences en molécules uniques�. En plus
du savoir-faire du laboratoire, nous avons béné�cié d'un environnement privilégié grâce à la
proximité de nombreux laboratoires de biophysiques sur l'ensemble de la montagne Sainte
Geneviève.

Ma première année de thèse a été consacrée à des travaux sur les translocations de
molécules d'ADN dans l'� hémolysine, dont les résultats sont présentés dans la première
partie. Les deux années suivantes, ainsi que mon stage initial de M2, ont été focalisées sur
l'étude du bactériophage T5 ; elles constituent la deuxième partie de mon manuscrit. Le travail
sur T5 s'est e�ectué en étroite collaboration avec le laboratoire �virologie bactérienne� de
l'IBBMC 2.

Ces deux sujets de recherche paraissent relativement éloignés. Ils sont néanmoins proches
du point de vue expérimental, ce qui justi�e leur rapprochement puisque la partie expérimentale
est la plus coûteuse en terme de temps. L'ensemble des protocoles expérimentaux de ces deux
sujets sont regroupés dans la troisième partie du manuscrit.

Les résultats principaux obtenus dans le cadre de ma thèse ont mené aux conclusions

1. Ecole Supérieure de Physique et de Chimie Industrielles de la ville de Paris.
2. L'Institut de Biochimie et Biophysique Moléculaire et Cellulaire (UMR 8619) est une unité mixte CNRS-

Université Paris-Sud 11.
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suivantes :

Le travail sur l'ouverture des molécules d'ADN à travers le nanopore d'� -hémolysine a
permis de montrer la complexité d'un tel phénomène. Les modèles physiques simples publiés
jusqu'à présent expliquent partiellement la diversité des observations expérimentales, notam-
ment en ce qui concerne les e�ets de séquence, de longueur de l'ADN et de géométrie du
pore.

Le travail sur T5 a permis de décrypter la cinétique du processus d'éjection de l'ADN du
phage T5 in vitro. Nos résultats ont permis de remettre en cause un modèle de cinétique
d'éjection spéci�que à T5 et de comprendre l'éjection selon un schéma plus général, similaire
à ce qui a été observé pour le phage lambda.

En�n, nous avons mis en place un dispositif original de patch clamp planaire permettant
des mesures simultanées de courant électrique et de �uorescence sur des membranes lipidiques
planes. Des premiers résultats encourageants ont été montrés sur T5 et ce système devrait
pouvoir être exploité dans d'autres situations expérimentales.



Première partie

Translocation d'acides nucléiques au
travers d'un nanopore d'alpha

hémolysine



Présentation des travaux de la
première partie

L'acide désoxyribonucléique (ADN) est la molécule support de l'information génétique dans
le vivant. Il s'agit d'un hétéropolymère constitué de quatre bases azotées (Adénine, Thymine,
Guanine et Cytosine) liées de manière covalente le long d'une chaîne ribo-phosphatée chargée
négativement. Les bases azotées de l'ADN s'assemblent deux à deux, l'adénine (A) étant
complémentaire de la thymine (T) et la guanine (G) de la cytosine (C). Dans la nature
l'ADN est essentiellement présent sous la forme de deux brins complémentaires s'assemblant
de manière antiparallèle en double hélice. L'hybridation des brins est assurée via les liaisons
faibles (liaisons hydrophobes et liaisons hydrogènes) entre les paires de bases complémentaires.
La liaison A-T est plus faible que la liaison G-C car elle possède une liaison hydrogène en moins
(2 contre 3).

La molécule d'ADN peut être dénaturée de di�érentes manières, les liaisons faibles entre
brins d'ADN antiparallèles étant alors rompues.

La dénaturation peut être thermique. Il faut typiquement chau�er à 90�C pour séparer
deux longues molécules d'ADN dans des conditions standards. La température de fusion de
l'ADN, c'est-à-dire la température à laquelle les deux brins se séparent, traduit la stabilité de
leur association. Pour une solution donnée, les paramètres principaux a�ectant la stabilité des
molécules sont la longueur de la molécule et le rapport du nombre de paires en G-C par rapport
au nombre de paires A-T.

En 1997 des études [33, 9] ont permis de dénaturer mécaniquement la double hélice d'une
unique molécule d'ADN, en tirant chaque brin de part et d'autre à température ambiante.
Cette expérience a permis de révéler une force seuil de l'ordre de 12 piconewtons nécessaire
à l'ouverture de la double hélice. De même que la température de fusion donne une idée de
la stabilité de la molécule, le signal force longueur-mesuré lors de la dénaturation mécanique
est parsemé de creux et de bosses qui révèlent la stabilité locale de la molécule. Ce paysage
est dominé par la séquence de l'ADN : schématiquement, les zones riches en G-C créent des
points de blocages lors de l'ouverture.

Plus récemment [129, 54, 86, 117, 93], il a été démontré qu'il est possible d'ouvrir de
petites molécules d'ADN en les forçant à passer à travers un trou nanométrique de taille
intermédiaire entre l'ADN simple brin et l'ADN double brin. La molécule d'ADN chargée est
tirée par une force électrostatique, et la molécule se dénature a�n de passer au travers du
nanopore.
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La structure de l'ADN ainsi que les trois types de dénaturation sont résumés �gure1.1.

La dénaturation de l'ADN à travers un nanopore fait l'objet de la première partie de ma
thèse. Nous avons étudié l'in�uence de la séquence sur la dénaturation dans les nanopores.

Le chapitre 2 introduit les expériences sur les nanopores. Le principe de la technique
expérimentale est présenté. Le chapitre3 décrit les expériences de dénaturation de l'ADN
par translocation, antérieures à ce travail de thèse. Deux modèles théoriques d'ouverture sont
décrits, notamment un modèle théorique d'ouverture de longs brins d'ADN qui �xe le cadre
général vis à vis duquel nous avons conçu nos expériences. Le chapitre4 présente, à travers
deux articles, les principaux résultats que nous avons obtenus et qui remettent en cause le
modèle présenté précédemment. Le chapitre5, présente nos principales conclusions et donne
un aperçu de la complexité des phénomènes qu'il faudrait prendre en compte pour comprendre
le dézippage de l'ADN dans les nanopores.
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Figure 1.1 � Structure de l'ADN et trois techniques de dénaturation de la double hélice d'ADN ;
dénaturation thermique, dénaturation mécanique par application d'une force au bout
d'un brin d'ADN et par application d'une force électrostatique dans un nanopore.



Chapitre 2

Présentation des expériences de
nanopore

2.1 Les nanopores, des compteurs Coulter à l'échelle moléculaire

Un compteur Coulter est un appareil permettant de détecter électriquement le passage
d'un objet à travers un trou de taille semblable à cet objet. La détection s'e�ectue via la
mesure du courant électrique passant à travers ce trou. A potentiel constant, lorsqu'un objet
passe à travers le trou, la résistance électrique du circuit augmente brutalement, le courant
chute, signant ainsi le passage de l'objet.1

Bien que les dimensions soient extrêmement réduites, les expériences de nanopore suivent
en grande partie ce principe. Un pore unique formé par une protéine, l'� -hémolysine, est
inséré dans une bicouche lipidique, le tout baigné dans une solution saline concentrée (KCl à
1M). La membrane lipidique dans laquelle le pore est inséré est isolante électriquement. Une
di�érence de potentiel électrostatique (100mV typiquement) est appliquée de part et d'autre
de la membrane à l'aide d'électrodes d'argent, induisant un courant ionique de l'ordre de la
centaine de picoampères. Par électrophorèse, les molécules chargées di�usant à proximité du
pore, tels les acides nucléiques, sont entraînées à l'intérieur de celui-ci. Sur le schéma2.1 on
peut voir un duplex d'ADN (ADN double brin) se faire piéger dans le nanopore via une extrémité
simple brin dépassant du double brin. Le courant électrique chute de manière concomitante à
ce piégeage car la molécule d'ADN obstrue le pore. La di�érence de potentiel produit une force
sur l'ADN, qui est une molécule chargée. Si la force électrostatique est su�samment grande la
molécule d'ADN est dénaturée et passe à travers le pore. Le courant électrique revient ensuite
à son niveau initial.

Typiquement, au cours d'une expérience, des centaines de signaux de translocations de
molécules à travers le pore de ce type sont enregistrés puis analysés.

1. En biologie, de tels compteurs sont utilisés en routine a�n de dénombrer des cellules.
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Figure 2.1 � Principe des expériences de nanopore.
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Figure 2.2 � Structure de l'alpha-hémolysine.

2.2 Structure et propriétés de l'alpha hémolysine

Le nanopore d'alpha hémolysine (� -HL) a été le plus utilisé des nanopores dans les expéri-
ences de translocation de molécules uniques. C'est aussi celui que nous avons utilisé. Il s'agit
d'une protéine de 293 acides aminés qui s'auto-assemble en heptamère dans les membranes
cellulaires et synthétiques pour former un pore de 1.5nm de diamètre.In vivo � -HL est une
toxine du Staphylocoque doré qui �perce� les globules rouges et les vide de leur contenu.

La structure moléculaire de l'� -HL a été résolue par cristallographie aux rayons X [121].
La �gure 2.2 montre sa structure typique en champignon. Le domaine transmembranaire est
un canal composé de 14 brins en tonneau� ayant des résidus hydrophiles à l'intérieur du canal
et hydrophobes à l'extérieur.

Du compartiment cis (haut) vers le compartiment trans (bas), le canal est constitué d'une
entrée de 2.6 nm de diamètre, d'un vestibule large de 4.6nm de diamètre, puis d'un resserre-
ment d'1.5nm de diamètre suivi du domaine transmembranaire de 5nm de long et d'environ
2nm de diamètre. Deux anneaux de résidus chargés d'acides aminés sont présents, un chargé
positivement à l'entrée du domaine transmembranaire, l'autre négativement à sa sortie.

Le resserrement de 1.5nm permet à l'ADN simple brin de passer sans grande gêne stérique
[59, 87], tandis que l'ADN double brin doit être dénaturé avant de pouvoir passer complètement
à travers le pore.

2.3 Ordres de grandeurs du courant et des forces appliquées

Un rapide calcul permet de trouver l'ordre de grandeur du courant électrique mesuré et de la
force appliquée sur les molécules bloquées dans les nanopores. Compte tenu de la concentration
saline utilisée (1M KCl) dans les expériences, la longueur de Debye est extrêmement faible. La
di�érence de potentiel appliquée de part et d'autre de la membrane se trouve donc concentrée
au niveau du domaine transmembranaire du nanopore. Environ 100mV sont appliqués à travers
un trou de � 5nm de long. Le champ électrique localE dans le pore est de l'ordre deE =
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V =d = 2.107V .m� 1.

La conductivité électrique d'une solution de 1M KCl à température ambiante est de� =
10
 � 1.m� 1. Si l'on approxime le nanopore d'alpha hémolysine par un cylindre d'1nm de rayon
et de longueur 5nm où le champ électrique est uniforme, nous trouvons un courant électrique de
600 picoampères pour une di�érence de potentiel de 100mV2, valeur nettement plus élevée que
celle obtenue expérimentalement (130pA à 100mV). Cet écart s'explique par le con�nement
extrême des ions dans le pore (e�et de déplétion des ions et de la charge de surface du pore
cf [5, 106]).

Calculons maintenant l'ordre de grandeur de la force appliquée sur l'ADN, en supposant
que la charge e�ective de la portion d'ADN contenue dans la partie transmembranaire du pore,
là où le champ électrique est le plus intense, soit de quelques électrons.3 La forceF appliquée
vaut alorsQe� E = 1, 6.10� 19 � 2.107 � 4pN. Elle est donc de quelques pN pour une di�érence
de potentiel de 100mV.

2.4 En pratique

Le montage expérimental est décrit à la fois dans la partie protocole de la thèse (paragraphe
16.2) et dans l'article [130] qui est présenté dans le chapitre4. Pour l'utilisation de nanopores
biologiques, la première étape d'une expérience consiste à former une bicouche peinte isolante
(résistance supérieure à 1G
 ). Un nanopore d'alpha hémolysine unique doit être inséré dans
la bicouche lipidique. Cette insertion est e�ectuée en incubant la membrane avec une quantité
su�samment diluée d'� -HL. Une di�érence de potentiel constante est appliquée de part et
d'autre de la bicouche. L'augmentation brusque du courant électrique signe l'insertion d'un pore
dans la membrane. La caractéristique I-V du pore est alors mesurée pour véri�er l'insertion
correcte du pore. Notamment, la caractéristique I-V de l'� -HL est asymétrique (I(+ V ) 6=
I(� V )), ce qui permet de véri�er le sens d'insertion de la molécule dans la bicouche.

Le courant reste constant et stable tant qu'aucune autre molécule n'est ajoutée en solution.
Les premiers signaux de translocation apparaissent après l'ajout des molécules à caractériser
dans le compartiment cis de la chambre (voir �gure2.2). L'expérience consiste alors à mesurer
les signaux de courant lors du passage des molécules sondées. Une expérience peut durer une
heure et permettre d'enregistrer plusieurs centaines de signaux de translocation.

En général, l'analyse qui suit l'expérience consiste à caractériser les signaux de translocation
en mesurant le temps de translocation et le niveau du courant pendant que la molécule est
bloquée (durée et niveau de courant du blocage, voir �gure2.1). Il est important de souligner
l'aspect statistique de l'expérience ; un signal de translocation n'apporte que peu d'information,
mais les informations peuvent être extraites de l'analyse statistique de l'ensemble des signaux

2. Supposons que le champ est uniforme et est restreint à la partie transmembranaire du canal d'ADN (cf
[5]), alors I = U.� S=L = 0.1 � 10 � 3.10� 18=5.10� 9 = 6.10 � 10 = 600pA.

3. Environ 12 paires de bases peuvent s'accommoder dans la partie transmembranaire du pore. Comme
l'ADN est une molécule chargée (une charge négative par phosphate, donc par base), mais que ces charges sont
écrantées par des contre-ions et par les résidus polaires du pore, une charge e�ective de quelques électrons pour
12 paires de base est une approximation raisonnable. En électrophorèse libre en solution, la charge e�ective par
paire de base est de 0.2 à 0.4 électrons par base.
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de translocation. Les expériences et l'analyse de la distribution des temps de passage est
ensuite répétée pour di�érentes molécules (voir �gure2.3 pour un exemple) et éventuellement
à di�érents voltages.
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Figure 2.3 � Haut : représentation typique du résultat de la mesure des translocations de 5 molécules
d'ADN di�érentes. Chaque graphe représente les données d'une expérience pour un type
de molécule (hp1 à 5) à voltage �xé. Pour chaque molécule, un point représente la
translocation d'une molécule, caractérisée par son niveau de blocage, exprimé par le rap-
port du niveau de courant bloqué au niveau de courant ouvert (axe des ordonnées), et
par la durée de l'évènement (abscisse en échelle logarithmique). Bas : la distribution des
temps de passage est intégrée pour chaque molécule a�n de faire apparaître la di�érence
du temps de blocage caractéristique en fonction du type de molécule (le code couleur
est identique entre haut et bas). Dans cet exemple les distributions sont quasi exponen-
tielles ; l'axe des abscisses est logarithmique a�n de mieux percevoir les di�érences entre
molécules. Données issues de l'article présenté en4.4.



Chapitre 3

Expériences antérieures et modèles
d'ouverture de l'ADN à travers un
nanopore

3.1 Expériences antérieures de dézippage d'ADN à travers le
nanopore d'alpha hémolysine

3.1.1 Les courts hairpins (3 à 8 pb), sans poignée simple brin, s'ouvrent en
une étape correspondant à un saut d'énergie égal à l'enthalpie libre
d'appariement de l'ADN en solution

L'ADN double brin est trop large pour rentrer dans le canal transmembranaire de l'alpha
hémolysine. Toutefois, deux études publiées en 2001 ont permis de montrer que l'ADN double
brin peut passer au travers du nanopore s'il est dénaturé [129, 54]. Dans ces études, de courtes
molécules d'ADN double brin (hairpins de 3 à 8 paires de bases, totalement hybridées sans
partie simple brin) sont transloquées à travers l'hémolysine. La translocation de ces molécules
s'e�ectue en deux étapes (voir �gure3.1) :

� Dans un premier temps, une molécule di�usant à proximité du pore est piégée dans le
vestibule de l'alpha hémolysine. Le niveau de courant bloqué dépend de la taille de la
molécule : plus la molécule est grosse, plus le courant est faible.

� Après une durée variable, de quelques millisecondes à quelques secondes, un court pic
de diminution de courant est observé avant que le courant électrique ne retrouve son
niveau initial. Cette étape est interprétée comme la dénaturation de l'ADN suivie de la
translocation de la molécule sous forme simple brin à travers le canal transmembranaire
de l'alpha hémolysine.

Le temps de résidence de l'ADN dans le vestibule augmente avec la longueur d'appariement de
l'ADN. Ce temps est d'une milliseconde en moyenne pour les duplex de 3 paires de bases, et
de quelques secondes pour les duplex de sept paires de bases. Cette cinétique de dissociation
de courtes molécules d'ADN peut être décrite par une réaction à une étape, où le temps de
résidence correspond au saut à travers une barrière� G0 égale à l'enthalpie libre d'appariement
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des molécules d'ADN en solution.

Dans ces expériences, les molécules ne pénètrent pas dans le canal de l'alpha hémolysine,
elles restent dans la partie vestibulaire de l'alpha hémolysine (cf �gure3.1). Le courant élec-
trique permet de sonder le passage de la molécule, mais la di�érence de potentiel n'exerce
pas ou peu de force sur la molécule. L'accord entre les temps de dissociation calculés dans
les expériences et en solution [115, 133] suggère de plus qu'il n'y a pas d'interaction majeure
entre l'ADN et l'alpha hémolysine.

Il est di�cile d'ouvrir des molécules de ce type plus longues que 8 paires de bases : le
temps moyen de dézippage devient trop grand. En e�et, ces ADNs sont �coupés nets�, c'est-
à-dire qu'ils n'ont pas d'extrémité simple brin qui dépasse contrairement à ce qui est montré
�gure 2.1. Le potentiel appliqué n'est pas traduit en terme de force appliquée sur l'ADN. Dans
les expériences suivantes, une �poignée� simple brin dépasse des molécules d'ADN, ce qui
permet d'ouvrir des molécules plus longues et de contrôler en partie la force à l'origine de la
dénaturation de l'ADN.

3.1.2 La présence d'une poignée simple brin sur les hairpins permet d'exercer
une force électrophorétique qui facilite le dézippage de la molécule

Si l'on ajoute une poignée simple brin le long des duplex d'ADN, il est possible d'ouvrir de
plus longs duplex d'ADN [86, 117, 93]. La partie double brin de la molécule est coincée dans
le vestibule tandis que la poignée, généralement un complexe poly A de 30 paires de bases,
s'insère dans le canal transmembranaire de l'alpha hémolysine, là où le champ électrique est le
plus intense (voir �gure2.1). Une force mécanique est alors exercée sur le duplex via la force
électrophorétique exercée sur la poignée, comme montré sur la �gure2.1 en introduction.

Les cinétiques d'ouverture des duplex d'ADN peuvent être interprétées selon un modèle de
Kramers dont la barrière énergétique e�ective de dézippage� Ge� est biaisée par la di�érence
de potentiel appliquée de part et d'autre de la membrane. Il est nécessaire d'introduire un
coe�cient Qe� , qui représente la charge e�ective de la portion d'ADN �tirée� par la di�érence
de potentiel. Cette charge e�ective est de l'ordre de l'électron (1.13e, cf [86]). Si l'on suppose
que la force est appliquée uniquement sur les 12 paires de bases de la poignée simple brin d'ADN
située dans la partie transmembranaire du pore, là où le champ électrique est le plus intense,
nous trouvons une charge e�ective par paire de base de 0.1e. Cette valeur relativement faible
montre que la charge négative de l'ADN dans le canal est contrebalancée par des contre-ions
positifs et par les groupements polaires de l'alpha hémolysine.

3.2 Ouverture de courts duplex d'ADN : modèle de Kramers

La distribution des temps de passage est approximativement exponentielle dans toutes ces
expériences. Finalement, elles peuvent s'intégrer dans un modèle de Kramers modi�é, où le
temps de dézippage est le temps de passage d'une barrière d'énergie� G. Cette barrière est
réduite par le voltageU, proportionnellement à la charge e�ectiveQe� de l'ADN dans la partie
transmembranaire du pore d'alpha hémolysine. Le temps de dézippage moyen,< � unzip > ,
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Figure 3.1 � Signal de translocation typique observé dans [129] pour des molécules d'ADN sans
poignée simple brin. La molécule d'ADN est piégée dans le vestibule pendant une durée
variable. Si la molécule se dénature, elle passe à travers le nanopore sous forme d'ADN
simple brin, ce qui se traduit par une chute de courant rapide avant la remontée à son
niveau ouvert.
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s'écrit alors :

< � unzip > =
1
� 0

exp(
E � Qe� U

kbT
)

Avec :
� < � unzip > temps moyen de dézippage de la molécule
� U di�érence de potentiel appliquée de part et d'autre de la membrane
� E qui est une énergie est égale à l'enthalpie libre d'appariement du duplex d'ADN� G0,

lorsque la molécule n'a pas de poignée simple brin. En présence de poignée simple brin,
cette énergie est une énergie e�ective de dézippage de l'ADN.

� Qe� charge e�ective de l'ADN dans le canal d'alpha hémolysine ; elle vaut� 1e avec
une poignée simple brin. Elle est quasiment nulle sinon.

� � 0 fréquence d'essai moléculaire
Le processus décrit étant un processus en une étape, la distribution des temps de passage

est une simple exponentielle.

3.3 Ouverture de longs duplex d'ADN

Le modèle et les expériences précédentes suggèrent que l'ouverture de l'ADN s'e�ectue
en une seule étape. Les molécules d'ADN plus longues (> 15 paires de base) ne s'ouvrent
probablement pas en une seule étape. On s'attend à ce que la séquence in�ue localement sur
le processus de dézippage, de la même manière que les expériences de dénaturation mécanique
montrent des points de blocage ou des zones de faible stabilité le long de l'ADN.

Pour décrire ce phénomène, nous avons quanti�é les temps de premier passage à travers
l'alpha hémolysine de long duplexs d'ADN (>45 pb) munis d'une poignée simple brin. Nous
avons modélisé ce processus par la di�usion biaisée à force constante, d'une fourche d'ouverture
le long de la molécule d'ADN. Je présente succinctement le modèle de di�usion de la fourche
avant de présenter l'article dans lequel nous étudions le dézippage de deux molécules ayant une
stabilité globale identique, mais dont le paysage énergétique parcouru par la fourche d'ouverture
est très di�érent (cf �gure 5 de l'article du chapitre4).

3.3.1 Un modèle d'ouverture séquentielle de l'ADN à travers un nanopore

Notre groupe a décrit un modèle théorique [10] du processus d'ouverture pour de longues
molécules d'ADN à travers un nanopore.

Le dézippage est décrit dans le modèle par un processus de di�usion d'une fourche de
translocation (cf �gure 3.2) dans un paysage énergétique 1D déterminé par la séquence de
l'ADN. Le paysage énergétique est biaisé par le voltage appliqué. La distribution des temps
de translocation peut alors être calculée numériquement en fonction de la température et du
voltage pour un paysage énergétique donné, c'est-à-dire pour une séquence donnée.
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Figure 3.2 � Représentation schématique de l'ouverture d'ADN utilisée dans le modèle d'ouverture
séquentielle. Le fourche de translocation est située au niveau du pore. Elle délimite l'ADN
double brin du coté du compartiment cis ainsi que lesj bases simple brin de la partie de
molécule deshybridée, desj autres paires de bases situées dans le compartiment trans.

Pour calculer le paysage d'énergie, il faut d'abord calculerEj
duplex, fonction égale au travail

à fournir pour séparer les deux brins d'ADN de la paire de bases 1, première paire de bases
double brin, à la paire de basesj , dernière paire de bases ouverte et qui représente la position
de la fourche d'ADN. Dans le modèle, cette énergie est calculée à partir de la description
théorique de la di�érence d'enthalpie et d'entropie (� Hi et � Si ) correspondant à la formation
des di�érentes paires de bases. Cette description inclut l'in�uence des paires de bases voisines
et est basée sur des mesures expérimentales [115, 133].

Eduplex
j = � j

i =1 (� Hi � T � Si )

Le biais énergétique lié à la di�érence de potentiel est pris en compte en introduisant le
paramètreW , qui représente la di�érence d'énergie électrostatique entre deux bases liées du
côté cis de la membrane et deux paires de bases non liées, chacune d'un coté de la membrane.
Le paysage énergétique vaut alors :

Ej = Eduplex
j � Wj

W est le paramètre qui dépend de la di�érence de potentielU appliquée à travers la
membrane. Le plus simple est de supposer queW soit proportionnel àU, la constante de
proportionnalité étant la charge e�ectiveqe� d'une paire de bases1.

1. D'après Mathé et coll.[86], qe� � 0.1e.
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W = qe� U (3.1)

Cette simpli�cation est discutée en détail dans le deuxième article.

3.3.2 Une ouverture séquentielle des longues molécules d'ADN ? Conception
de l'expérience.

En prenant en compte explicitement la séquence de l'ADN, il devrait être possible de
mettre en évidence le fait que l'ouverture de longues molécules d'ADN ne se fait pas en une
étape. Notamment, deux molécules de stabilité globale identique ayant un paysage énergétique
di�érent, devraient s'ouvrir di�éremment si l'ouverture est séquentielle et de manière identique
sinon.

Nous montrons un tel e�et dans l'article qui suit. Nous avons produit deux molécules
d'ADN, appelées� -SLS et� -RLS, qui ont une région double brin de 45 paires de bases et une
poignée polyA simple brin de 30 paires de bases. Ces séquences ont étés choisies de manière à
obtenir une stabilité globale identique entre les deux molécules et un paysage énergétique très
di�érent :

� � -SLS présente un paysage énergétique relativement homogène
� � -RLS a un paysage �escarpé�. Notamment, une région riche en A-T précède une région

riche en G-C qui induit une bosse et un blocage probable de la fourche de translocation
à ce niveau.

� pour éviter un e�et dû à une di�érence lors de l'initiation de l'ouverture, les 8 premières
paires de bases du duplex sont identiques entre les deux molécules.

L'article qui suit décrit les résultats qui montrent qu'e�ectivement, si les données de stabil-
ité globale sont identiques, comme le montrent les données numériques obtenues par le serveur
mfold [133] et les courbes de fusion en solution, leur temps de dézippage à travers l'alpha hé-
molysine varie d'un facteur 3, en accord qualitatif avec le modèle d'ouverture séquentiel.

NOM SEQUENCE
� -RLS 5'-CCTGAACAGTGAGCGAAGCCCGGCGCGGACAAAATGCCGCAGCCTA30-3' 75pb

3'-GGACTTGTCACTCGCTTCGGGCCGCGCCTGTTTTACGGCGTCGGA-5' 45pb

� -SLS 5'-CGTAGTTCGTGCGTGGAGATCTGCCTCCGTGGCCTCGCGCAGCCTA30-3' 75pb
3'-GCATCAAGCACGCACCTCTAGACGGAGGCACCGGAGCGCGTCGGA-5' 45pb



Chapitre 4

Expériences et résultats

4.1 Article : Probing DNA base pairing energy pro�les using a
nanopore (Eur. Biophys. J., 2008)
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Abstract We experimentally show that the voltage
driven unzipping of long DNA duplexes by ana-hemolysin
pore is sensitive to the shape of the base pairing energy
landscape. Two sequences of equal global stability were
investigated. The sequence with an homogeneous base
pairing pro�le translocates faster than the one with alter-
native weak and strong regions. We could qualitatively
account for theses observations by theoretically describing
the voltage driven translocation as a biased random walk of
the unzipping fork in the sequence dependent energy
landscape.

Keywords Nanopore� a-Hemolysin� Unzipping �
DNA � Sequence energy landscape

Introduction

Determining the structures and the exchanges between
structures of molecules such as nucleic acids and proteins
is one of the keys to the understanding of their biological
functions. Single molecule force measurements using
either position or force clamp (Greenleaf et al.2007) have
been used to reveal the local heterogeneity of base pairing
energies (Bockelmann et al.2002; Collin et al. 2005),
the interchange between alternative folded structures
(Harlepp et al.2003; Li et al. 2007; Greenleaf et al.2008;

Garcia-Manyes et al.2007) as well as the mechanisms of
enzymatically mediated mechanical opening of dsDNA
(Larson et al.2008). Theses studies were carried out using
mostly optical traps or AFM. They rely on the direct
measurement of the instantaneous force involved in the
various above mentioned mechanisms. These techniques,
although extremely powerful, demand a large amount of
work and know-how in the preparation of the tethered
probed sample as well as a long time for data collection. In
addition they cannot be easily parallelized. In the past
decade, the electrophoretic threading of biomolecules
through a single nanopore (Kasianowicz et al.1996) has
emerged as an alternative time-ef�cient approach. The �rst
studies focused on characterizing and understanding the
passage of ssDNA and ssRNA through thea-hemolysin
(Akeson et al.1999; Meller et al.2000). Theses molecules
are small enough (1.3 nm in diameter) to translocate
through the pore. Transient ionic current blockades are
recorded. dsDNA with a helix diameter (2.2 nm) larger
than the pore size (1.5 nm) can also translocate, presum-
ably due to the mechanical action of the pore that either
opens (Sauer-Budge et al.2003; Mathe et al.2004; Tropini
and Marziali 2007) or stretch the paired structure (Zhao
et al. 2008). Hence, it has been suggested that nanopores
could be used to study the stem–loop structures of ssRNA
by their sequential opening during the translocation
(Bundschuh and Gerland2005).

To date, however, this technique has been limited by its
ability to measure only quantities that are averaged at best
over a single translocation event but more generally over the
distributions of all recorded events. Although a real time
analysis of the blocked current noise has been shown to
discriminate between different types of inserted molecules
(Vercoutere et al.2003), it is generally impossible to get
information on the actual position of the molecule in the pore
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during its translocation. There is one reported exception
though, for ssRNA sequences consisting in blocks of poly dA
and poly dC (Akeson et al.1999), where a current change
indicates the passage of the different molecule parts. The
lack of instantaneous information complicates the elucida-
tion of the unzipping process of dsDNA by a nanopore.
Indeed, while the translocation mechanism of unstructured
ssDNA or ssRNA is rather well characterized and under-
stood, the process by which a double stranded part can pass
through the nanopore remains to be studied. It has been
shown that the average translocation time of unstructured
homogeneous single stranded DNA or RNA scales linearly
with the sequence length, slightly depends on the sequence
composition and seem to vary quadratically with the applied
voltage (Meller et al.2000, 2001; Meller and Branton2002).
The translocation times of double stranded DNA are much
longer and were interpreted in terms of an unzipping event
followed by the translocation of the opened structure. This
mechanism was described as an activated process over the
effective energy barrier that corresponds to a partial opening
of the sequence. In the case of short blunt end duplexes
(Vercoutere et al.2001) (\ 8 mers) the energy barrier was
related to the bulk free enthalpyDGo of the entire hairpin.
The helix thermally opens and is then threaded into the pore
lumen. The applied voltage hardly biases the unzipping
process. In the case of longer duplexes [10 mers as in Mathe
et al. (2004) or 50 mers as in Sauer-Budge et al. (2003)] with
larger DGo, the spontaneous opening of all base pairs by
thermal activation is not probable enough to allow the
translocation. If a single stranded overhang is added at one
end, a mechanical force can be applied on the duplex. The
unzipping process is then biased by the applied voltage. The
effective energy barrier extracted from the experiments
corresponds to the opening of 3–5 bp but has not been related
to any speci�c part of the sequence. The barrier rather
accounts for a Kramers like behavior of the unzipping time
with the applied voltage. A multi step mechanism where
bases or groups of bases would sequentially open was also
suggested (Dudko et al.2007). In order to �t the experi-
mental results, a two-dimensional (2D) multi barrier
stochastic model (Lakatos et al.2005) and a microscopic
approach based on extended Kramers theory with one sup-
plementary free energy parameter (Dudko et al.2007) have
been proposed. To account theoretically for the nanopore
unzipping of long sequences ([ 30 mers), we recently sug-
gested a model (Bockelmann and Viasnoff2008) where the
actual sequence is explicitly taken into account. The unzip-
ping process is described as a discrete motion of the DNA
into the pore where each step is an activated process over the
energy barrier needed to open/close the �rst base outside the
pore and thread it in/out of the pore. The step length is equal
to the base size.

In order to further unravel the unzipping mechanism we
designed two sequences ofNb = 45 bp with the same total
base pairing enthalpies and entropies but with a different
energy landscape. We show that the existence of local
energy barriers located in the middle of the sequence
landscape slows down the translocation process. The
translocation time of long structures is found to depend on
the local base-pair arrangements and not only on the global
stability or the duplex length, which indicates that the
unzipping mechanism of DNA in nanopores is sequential.
Our model is able to predict the difference in translocation
time between both sequences.

Experimental results

Description of the sequences

We designed two different sequences of 45 bp coined
k-RLS for Rough Landscape Sequence andk-SLS for
Smooth Landscape Sequence. The details of the sequences
are given in the Supplementary Materials.k-RLS is the
sequence of the lambda phage from base 738 to 783. Its
total GC content is 64.4%. It presents an AT rich region
around base 18, and a GC rich region around base 28. We
designedk-SLS with a G–C content of 66.7% (1 additional
GC pair) evenly spread along the sequence. We used Mfold
(Zuker 2003) to estimate the base pairing enthalpies and
entropies of our sequences. We optimizedk-SLS such that
both its enthalpy and entropy match those ofk-RLS to
0.3%. The results are given in Table1. Both sequences
have (1) the same eight �rst bases in order to avoid any
difference in the unzipping time due to the nucleation of
the opening fork. (2) A 30 end with a single stranded
overhang of 30 adenines that serves as a handle to initiate
the threading.

Melting curves

We tested the global stability of the sequences by measuring
their bulk melting pro�les (Mergny and Lacroix2003).
Absorbance at 260 nm was measured as a function of tem-
perature in the following buffer: LiCaco 20 mM, KCl

Table 1 Mfold predicted values of the thermodynamical parameters
for both sequences at 25� C and 1 M monovalent salt

Seq DHo

(kcal/mol)
DSo (cal/mol
per K)

DGo

(kcal/mol,
T = 25� C)

k-RLS - 378.4 - 995.5 - 81.6

k-SLS - 379.3 - 998.5 - 81.6
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100 mM, pH 7.2. Figure1 shows that the melting curves
cannot be distinguished within experimental uncertainty.
The melting temperature is 82.6± 0.3� C. The clear overlay
of the pro�les indicates that both sequences have very similar
global stability. In addition the agreement of the Mfold
estimated melting pro�le with our experimental data is good.
Hence, we conclude that theDHo andDSo of our sequences
match their predicted values.

Nanopore unzipping

Then, we studied the distributions of translocation times of
both duplexes across a singlea-hemolysin pore embedded in
a suspended bilayer. The bilayer was formed on a 30l m hole
made in a Te�on cell mounted on an inverted microscope.
Figure2 depicts schematically our experimental set-up. The
blockade events are detected with a current ampli�er (Axo-
patch 200B). The blockade signals are �ltered at 10 kHz and
digitized at 20 kS/s. We worked atT = 24� C, pH 7.4, TBE
19 , 1 M KCl. Figure3a shows the distributions of blocked
current levels versus blockade durations fork-SLS at
250 mV. We distinguish fast translocating events corre-
sponding to non-hybridized ssDNA from long events
corresponding to the unzipping of dsDNA. The distribution
of fast events matches the distribution of ssDNA only (data
not shown). Theses events were subsequently withdrawn
from the analysis. The distributions of current levels are
identical for both duplexes. We callP(s) = $0

sp(t)dt the
integrated distribution of translocation timess, wherep(s) is
the distribution of blockade duration. Figure3b showsP(s)
for both sequences at 250 mV. We observe thatk-RLS

translocates more slowly thank-SLS. This observation
remains true over our accessible voltage range 180–350 mV.
The typical ratio of the passage times is around 3. Compar-
ison of the distributions at six different voltages are given in
the Supplementary Materials. Figure4a shows howP(s) of
k-SLS depends on voltage. We observe that the distributions
steepen and that the unzipping times decrease as the voltage
U is increased. Our distributions do not �t to the functional
form 1 - exp(- s/sK) expected from a Kramers approach
and observed for shorter hairpins (Mathe et al.2004). We
thus characterize the distributions by their median values1/2,
de�ned asP(s1/2) = 1/2. As demonstrated by Fig.4c, s1/2

diverges at low voltages and does not have the exponential
dependance on the applied voltageU expected from a
Kramers approach. At low voltage, both sequences tend to
have the same translocation time whereas at higher voltages,
k-RLS is always slower thank-SLS by a factor 2–4, even at
our highest achievable voltage of 350 mV.

Discussion

If we interpret our data as a single activated event, an
increase of the unzipping time by a factor of 2–4 corresponds

Fig. 1 The hybridized fractiona = (dsDNA)/[(ssDNA)? (dsDNA)]
of duplexes versus temperature [k-RLS (square) andk-SLS (circle)].
Buffer: LiCaco 20 mM, KCl 100 mM, pH 7.2, 0.2� C/min. The
measuredTm = 82.6 ± 0.3� C. The continuous linerepresents the
melting pro�le generated by the Mfold server ([DNA]= 1 l m,
[Na? ] = 120 mM). The predicted melting temperature isTm = 82.2� C

A

B

Fig. 2 aExperimental set-up. The bilayer is formed on a 30l m hole
in a Te�on septum 100l m above a glass slide. A singlea-hemolysin
pore is incorporated in the bilayer. We used 1 M KCl TBE 19
pH 7.4. b Typical translocation curve at 150 mV. We superimpose
the putative position of the DNA in the pore during the translocation
process. The pore and the DNA are drawn to scale
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to a rather small change in the effective activation energy of
about 1 kcal/mol. Translocation of our long DNA duplexes
are however very unlikely to happen in a single microscopic
activated event. It would imply an activation barrier of the
order ofDG0 = 135kT. In a simple Kramers approach,sK

would read sK ¼ 1
m0

exp½ðDG0 � QeffUÞ=kbT�: Using the
literature values forQeff = 0.1–0.2e- /bp, m0 should be
comprised between 1020 and 1040 Hz in order to account for
the observed values ofs1/2. Hence the activated state should
correspond to a partial opening of the DNA. Given that (1)
for dsDNA, the measurable unzipping times are between
10 ms and 10 s, (2) the applied voltage is of the order of
100 mV, (3) the average free enthalpy per base pair is around
3kbT and that typicals0 are around 10- 6 s, the number of
base pairs involved in the transition state is always between 4
and 8 when derived from the measurements ofs. In addition
the value of the effective barrier depends on on the actual
shape of the energy pro�le and may not be readily translated
into a number of involved base pairs. Hence the Kramers
approach is not suf�cient to understand the microscopic
mechanism of the unzipping and translocation of long DNA
duplexes. It also fails to describe the dependence ofs1/2

with U.

For long duplexes we rather think that the DNA �rst
nucleate an unzipping fork that progressively slide along
the sequence. Notice that due to the pore geometry, the
helix is shear open rather than pull open (as it happens with
optical tweezers). The number of base pairs sustaining the
mechanical force in a sheared DNA was theoretically
estimated (deGennes2001) to be 6. Since the �rst eight
base pairs are the same for both sequences, we believe that
the nucleation process is not responsible for the slower
translocation ofk-RLS. We propose to describe the trans-
location process of our sequences as the progressive
threading of the bases into the pore as they individually
unzip. We hypothesized that the observed discrepancy is
ascribable to the local probing of the sequence energy
pro�le by the pore. The energy pro�le differences between
both sequences is due to (1) the sequence dependence of
base pairing energies as measured in the �rst neighbor
model. (2) The difference of interactions of each base with
the pore. This last contribution is believed to account for
the sequence dependance of the translocation times for
single stranded DNA (Meller et al.2000; Luo et al.2007;
Gauthier and Slater2008). However, these interactions
involve changes in the translocation time of around 10–
100 l s. They thus seem too weak to explain the differences
(* 1 s) observed in this study. Furthermore the base con-
tent of both sequences being almost similar, we expect
their effects to be comparable in both sequences.

To explore the in�uence of the base pairing energy
landscape on the translocation process, we recently
developed a model (Bockelmann and Viasnoff2008) where
the unzipping process is described as a biased random walk
of the opening fork in a 1D energy landscape calculated
using the nearest neighbors model (SantaLucia1998). The
energy required to open the �rstj (1 \ j \ Nb = 45) bases
pairs reads:

Ebulk
j ¼

Xj

i¼1

DHi � TDSi ð1Þ

whereDHi andDSi are the bulk literature values for theith
base pair. We callWthe difference in electrostatic potential
energy between two bases paired on thecis side of the
membrane and two bases, unpaired, one on each side of the
membrane. We estimate the energy of the DNA strand with
j open and translocated bases as

Ej ¼ Ebulk
j � jW: ð2Þ

W has to be aboveDG0/Nb = 3kbT to favor the unzipping
process. We modeled the DNA translocation as the random
walk of the last open base in the sequence energy landscape
using a Monte Carlo simulation previously described
(Bockelmann and Viasnoff2008) and identi�ed the trans-
location time to the �rst passage time at base 45. The

A

B

Fig. 3 aEvent diagram showing the blocked current levels versus the
translocation durations fork-SLS at 250 mV. Two populations clearly
appear. The fast translocating events correspond to non-hybridized
molecules and are subsequently withdrawn from analysis.b Inte-
grated probabilityP(s) of the translocation times fork-RLS (open
square) and k-SLS (Þlled circle) at 250 mV. Notice thatk-RLS
translocates more slowly thank-SLS
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energy pro�les for both sequences atW = 3.5 are exem-
pli�ed on Fig. 5. Figure4b, d shows the predicted
distributions ands1/2 for both sequences. The experimen-
tally observed trends are well accounted by the model: (1)
k-RLS translocates about three times more slowly than
k-SLS due to longer trapping of the unzipping fork in the
energy well around base pair 18. (2) The translocating time
diverges faster than exponentially at lowW. The diver-
gence comes from the apparition of barriers increasing
either in number or height as the energy landscape is less
tilted. The ratio of the unzipping times of both sequences
converges to unity at lowW since the sequences have the
sameDG0. (3) The distributions steepen with increasing
voltage due to the vanishing number of local energy min-
ima resulting in a purely diffusive motion of the fork in a
‘�at’ landscape. (4) The order of magnitude of the pre-
dicted values for the translocation times is correct given a
typical attempt ratem0 = 106 Hz.

Interestingly, however, we �nd two main discrepancies
that prevent the �tting of the experiments with the theory
(1) the dependance ofW versusU is far from linear. Hence
Wcannot be writtenQeffU. The predicteds1/2 varies by �ve
decades for a 25% increase inW whereas doublingU only
leads to a three decades decrease of the observeds1/2. The
predicted divergence is too strong. One explanation may be

that the base pair opening involves some collective
unzipping. Taking theses effects into account fuels some
ongoing work. (2) The predicted shapes of the distributions
are not quite correct. At lowW, the theoretical distributions
become exponential since the unzipping process is domi-
nated by the activated jump over the highest barrier of the
landscape. In the low voltage regime the measured distri-
butions are larger than exponential. It can be that the
unzipping/translocation process is not a simple 1D process.
The position and bent of the helix and the open strand in
the pore can potentially induce several opening modes
involving different local energy barriers to unzip a few
bases. At highW the translocation boils down to a pure
diffusion process where the energy landscape plays a minor
role and the theoretical distributions become more gaussian
like. This high voltage region may not be experimentally
accessible. Despite theses discrepancies, our model is able
to qualitatively predict, without any ad hoc parameters, the
translocation behavior of the tested sequences.

Conclusion

In conclusion, we experimentally showed that two
sequences with similar global stability can unzip and

A

C D

B
Fig. 4 a Integrated distribution
of the translocation timesP(s)
for k-SLS at various voltages:
150, 180, 210, 250, 300,
350 mV increasing fromright
to left. The duration of events
lasting longer than 60 s was not
measured, but they were
nonetheless taken into account
in the normalization ofP(s).
About 400 events were typically
measured per distribution with a
minimum of 200 for the
smallest voltage.b P(s) for
k-SLS calculated from the
model. We used a typical
microscopic attempt frequency
of m0 = 106 Hz to set the time
scale of our Monte Carlo
simulation.c Characteristic rise
time s1/2 versus voltage for
k-RLS (open square) andk-SLS
(Þlled circle). The dotted lines
are guides to the eye. Notice the
strong increase ofs1/2 at low
voltages. Above 200 mVk-RLS
translocates between two and
four times slower thank-SLS.
d s1/2 VersusW as calculated
from the model atT = 24� C
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translocate through ana-hemolysin pore at different
speeds. This difference indicates that the translocation of
dsDNA involves a sequential unzipping process and that
the pore probes the local energy pro�le of the sequence.
The divergence of the translocation times at low voltages is
faster than exponential and their distributions cannot be
accounted by a jump over an effective energy barrier. We
showed that describing the unzipping process as 1D ran-
dom walk in the sequence dependant energy landscape can
qualitatively account for our observations.
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Supplementary Materials

DNA Sequences

¸ -RLS 5' AGGCTGCG GCATTTTGTC CGCGCCGGGCTTCGCTCACTGTTCAGG 3'
¸ -SLS 5' AGGCTGCG CGAGGCCACGGAGGCAGATCTCCACGCACGAACTACG 3'

The sequences have the same ¯rst 8 bases. They are hybridizedwith a 75 mer (ç -RLS
,c¸ -SLS ) composed of the 45 bases complementary sequence plus apolyA tail of 30
adenines at its 3' end.

c¸ -RLS 5' CCTGAACAGTGAGCGAAGCCCGGCGCGGACAAAATGC CGCAGCCT (A)30 3'
c¸ -SLS 5' CGTAGTTCGTGCGTGGAGATCTGCCTCCGTGGCCTCG CGCAGCCT (A)30 3'
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Comparisons of the distributions of both duplexes at all voltages
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Figure 1: Overlay of the measured distributionsP(¿) for both sequenceş -RLS (¤ ) and
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4.2 Discussion 31

4.2 Discussion

Les cinétiques de translocation de� -SLS et � -RLS obtenues s'accordent qualitativement
avec la théorie d'ouverture séquentielle de l'ADN. La molécule de� -SLS, ayant un paysage
énergétique homogène, transloque environ 3 fois plus vite que� -RLS qui présente un point
de blocage marqué. Cet e�et est présent à tous les voltages supérieurs à 200mV et s'estompe
à plus faible voltage. Nous avons une explication qualitative mais néanmoins le modèle n'est
pas quantitatif. Deux désaccords quantitatifs importants sont détaillés dans les paragraphes
suivants.

4.2.1 La distribution des temps de translocation est pluriexponentielle

Selon le modèle de Kramers, nous devrions obtenir des distributions de temps de passage à
travers le nanopore simplement exponentielles, pour une molécule et un voltage donné. Selon le
modèle d'ouverture séquentielle, la distribution des temps de passage est intermédiaire entre
une distribution gaussienne à fort biais (W > 3.5kbT ) et une exponentielle à faible biais
(W < 3kbT ) [10].

Dans les expériences, nous trouvons une distribution de temps de passage �plus large�
qu'une simple exponentielle. La présence de plusieurs temps caractéristiques ne peut s'expli-
quer ni dans le modèle de Kramers ni dans le modèle d'ouverture séquentielle. La distribution
s'élargit d'autant plus que les temps de translocation sont grands, comme on peut le voir aux
plus faibles voltages où les temps de translocation sont de l'ordre de la seconde. Les distribu-
tions à V=150mV (Figure 1 des supplementary materials de l'article précédent) s'étendent sur
quatre décades, tandis que les distributions théoriques (Figure 2 des supplementary materials)
s'étendent sur deux décades (voir aussi la �gure 1 de l'article suivant).1

4.2.2 Le modèle présente une dépendance en voltage beaucoup trop rapide
par rapport aux expériences

Si l'on suppose que le paramètre de contrôle des simulationsW (voir équation3.1) est
proportionnel àU, la dépendance du temps d'ouverture des molécules< � unzip > en fonction
du voltage est beaucoup plus prononcée dans la théorie que dans les expériences. En e�et,
dans le modèle d'ouverture séquentielle, il existe une valeur seuil deW située autour de
W = 3kbT pour laquelle le dézippage passe d'un régime énergétiquement favorable à un
régime énergétiquement défavorable. Pour des molécules de 45 paires de bases de long comme
celles que nous utilisons, ce seuil est extrêmement prononcé : le temps de translocation moyen
diminue de 5 décades en augmentantW de 12% (voir �gure 4 (d), de l'article précédent).
Dans les expériences, une modi�cation d'un facteur 2 de la di�érence de potentiel (de 150mV
à 300mV) réduit de seulement 2,5 décades le temps de translocation moyen. Il s'agit d'un
désaccord notable entre théorie et expérience. La dépendance au voltage de la translocation
est beaucoup plus molle expérimentalement que celle prédite par la théorie.

1. Bien qu'il ne soit pas explicitement signalé, cet e�et est aussi visible dans les études précédentes de
dézippage d'ADN [86].
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4.2.3 Une force �uctuante ?

L'article présenté dans le paragraphe4.4propose un modèle susceptible d'expliquer la faible
dépendance du temps d'ouverture en fonction du voltage. L'idée principale du modèle est que
la force appliquée sur la molécule serait susceptible de �uctuer. En se basant sur le modèle
d'ouverture séquentielle, il est possible de retrouver le comportement expérimental. Pour cela
on suppose l'existence d'une �uctuation d'ordrekbT du paramètreW corrélée à l'échelle de
la milliseconde. Ce modèle apporte aussi un élément de réponse concernant la distribution
pluriexponentielle des temps de passage.

Un développement de ce modèle est détaillé dans l'article suivant. Nous résolvons numérique-
ment l'équation de Fokker-Planck associée à la di�usion de la fourche dans un paysage �uc-
tuant (contrairement à la méthode de Gillespie utilisée dans l'article précédent), et précisons
le résultat analytique du modèle dans les deux cas extrêmes où le temps de corrélation deW
est très court ou très long devant le temps moyen de translocation de la molécule.

4.3 In�uence d'autres paramètres tel que l'élasticité de la molécule
d'ADN et les interactions pore/ADN

L'article qui suit présente une autre série d'expériences de dézippage d'ADN que nous avons
réalisées sur 5 hairpins ayant une région double brin de 18 paires de bases. Les molécules sont
munies d'une poignée simple brin polyA de 30 bases. Les 8 premières paires de bases sont
identiques pour toutes les molécules. Leur structure est présentée sur le tableau4.1. Le détail
de leur fabrication est précisé dans la partie protocole paragraphe16.1.2.

Quel que soit le modèle utilisé pour décrire la translocation (ouverture séquentielle, Kramers,
force �uctuante), nous devrions obtenir un temps de passage de ces molécules ordonné selon
la stabilité globale des molécules. Or, les expériences présentées dans l'article suivant mon-
trent de manière non équivoque que contrairement aux modèles théoriques, ces molécules ne
transloquent pas dans l'ordre de leur énergie globale d'appariement.

Le résultat le plus surprenant est obtenu entre la molécule hp1 et hp4. Hp1 est plus stable
que hp4 en solution : mfold prédit une di�érence de 4kbT de leur énergie d'appariement et
la mesure des températures de fusion montre une di�érence de 10�C entre ces deux molécules
(78�C pour hp1 et 68�C pour hp4). Contrairement à toute attente, hp1 passe à travers le
nanopore d'alpha hémolysine environ 10 fois plus vite que hp4 !

Une piste d'explication est proposée dans l'article. Si l'on suppose que les molécules sont
ouvertes par cisaillement, l'initiation du dézippage dépend de manière complexe de la réponse
élastique de l'ADN à cette contrainte. La réponse mécanique de l'ADN à une contrainte de
cisaillement n'est pas bien connue. Elle commence à être étudiée quantitativement, comme
le montre une expérience récente de micromanipulation par pince optique [128]. Parmi les
autres pistes à explorer, nous pouvons suggérer l'existence d'autres processus coopératifs ou
bien l'importance des interactions entre le pore et l'ADN.
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Table 4.1 � Structure et enthalpie libre d'appariement des 5 molécules d'ADNs testées.� G0 est calculé
par le serveur Mfold à 1M NaCl à 24�C.� G0 est exprimé enkbT (facteur de conversion :
1kT=0.592 kcal.mol)

hp1 hp2 hp3 hp4 hp5

Séquence
� G0 52.0 49.8 48.3 48.1 47.3

4.4 Article : Force �uctuations assist nanopore unzipping of
DNA (J. Phys. Condens. Matter, 2010)
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Abstract
We experimentally study the statistical distributions and the voltage dependence of the
unzipping time of 45 base-pair-long double-stranded DNA through a nanopore. We then
propose a quantitative theoretical description considering the nanopore unzipping process as a
random walk of the opening fork through the DNA sequence energy landscape biased by a
time-ßuctuating force. To achieve quantitative agreement ßuctuations need to be correlated over
the millisecond range and have an amplitude of orderkBT/ bp. SigniÞcantly slower or faster
ßuctuations are not appropriate, suggesting that the unzipping process is efÞciently enhanced by
noise in the kHz range. We further show that the unzipping time of short 15 base-pair hairpins
does not always increase with the global stability of the double helix and we theoretically study
the role of DNA elasticity on the conversion of the electrical bias into amechanical unzipping
force.

(Some Þgures in this article are in colour only in the electronic version)Q.1

1. Introduction

Proteinaceous and artiÞcial nanopores are under increasing
investigation as ways to efÞciently detect and count single
molecules. The transient blockade of the pore ionic current
concomitant to the translocation of a molecule of interest has
been studied to characterize the passage of single-stranded
DNA (ssDNA) [1, 2], proteins [3Ð5], neutral polymers [6]
or to study local chemical reactions [7]. Nanopores can also
be used as force transducers. The electrophoretically driven
translocation of molecules larger than the pore diameter can
be obtained at high enough bias provided that the molecules
deform to accommodate into thepore lumen. Double-stranded
DNA (dsDNA) [8Ð10], loosely folded proteins [4, 11] or
DNA-bound enzymes [12Ð15] can be forced to translocate by
application of a suitable voltage bias. In the case of dsDNA
the translocation process can be associated with unzipping of
the base-pair sequence if the pore is smaller than 2 nm. Force
spectroscopy [16, 17] or constant force unzipping [8, 9]
have been performed on rather short dsDNA (10Ð20 bp).
Unlike other micromanipulation techniques, such as optical
or magnetic trapping, nanopore unzipping does not allow the

1 Present address: School of Chemistry and Chemical Biology, University
College Dublin, Republic of Ireland.

measurement of the unzipping force nor of the position of the
DNA strand in the pore. Instead a controlled biasing voltage
is applied and the distributions of total DNA passage time
are measured. The electrophoretic drive plays the role of the
magnetic or optical force but cannot be directly measured. At a
Þrst approximation it can be related to the applied voltageV as
F = qeff � V

d , whered is the pore length andqeff is an effective
charge, the value of which ranges from 0.1 to 0.4eŠ / bp. This
approach was successfully used to explain unzipping of short
DNA hairpins under constant or ramped voltages. Several
studies tried to decipher the mechanism of DNA unzipping
in nanopores as a function of the pore size [18], sequence
length and base composition [8Ð10, 19, 20]. So far, the
theoretical descriptions of nanopore unzipping consider the
diffusion of the unzipping fork at constant force or constant
loading rate over a single effective energy barrier for short
hairpins [9, 21] or in a sequence-dependent energy landscape
for larger sequences [22, 23, 17, 21, 24]. All-atom molecular
dynamics simulations were performed to look at the unzipping
process of short hairpins in artiÞcial or proteinaceous pores
[25Ð27]. However, to date, all models fail to quantitatively
predict the translocation time of dsDNA in nanopores although
the same approaches accurately describe DNA unzipping using
optical or magnetic traps.

0953-8984/10/000000+11$30.00 © 2010 IOP Publishing Ltd Printed in the UK & the USA1
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Table 1. Hairpin and duplex sequences used in this study. Duplex sequences given here are hybridized to their complementary partattached
to a polyA moiety.

Hairpins
hp1 5� AGGCTGCGGCGTCGGATAGTTGTATCCGACGCCGCAGCCT (A)30 3�

hp2 5� AGGCTGCGATTCGTCCTGGTTGCAGGACGAATCGCAGCCT (A)30 3�

hp3 5� AGGCTGCGATCTGTTCGTGTTGACGAACAGATCGCAGCCT (A)30 3�

hp4 5� AGGCTGCGTTATCGGTTCGTTGGAACCGATAACGCAGCCT (A)30 3�

hp5 5� AGGCTGCGAAATGCTGTT GTTGAACAGCATTTCGCAGCCT (A)30 3�

Duplex
Dupl 5� AGGCTGCGGCATTTTGTCCGCGCCGGGCTTCGCTCACTGTTCAGG 3�

It was previously reported that the nanopore unzipping
process depends on the pore geometry [18, 28], the base-
speciÞc pore/DNA interactions [29] and local base-pairing
stability [20, 28]. In this paper we argue that considering
the base-pair stabilities alone is not enough to account for
nanopore unzipping experiments. Force ßuctuations and/or
local molecule elasticity may also play an important role. In
the Þrst part, we show that the voltage dependence of the
translocation of a 45-mer DNA duplex can be quantitatively
explained by the presence of correlated time ßuctuations
of order 1kBT/ bp in the unzipping force. In the second
part we show experimental evidence that 15-mer hairpins do
not always unzip according to their global stability. We
hypothesize that this behavior may partly originate from
cooperative opening of several bases due to local differences
in molecular elasticity. We provide an illustrative 1D model
of force spreading along a DNA molecule unzipped in a shear
mode.

2. Materials and methods

2.1. Hairpins and duplex

All DNA oligonucleotides were purchased PAGE puriÞed
from Eurogentec SA. The hairpins were slowly annealed after
thermal denaturation at 95� C. They were used at a Þnal
concentration of 2.5 µM. For the duplex, the amount of single-
stranded DNA in the solution was minimized by an agarose gel
puriÞcation (without staining) of the hybridized strands. The
sequences of the molecules are given in table1. Common
features of the sequences are highlighted in bold and loops
are hyphenated. Hairpin sequences are given in full. The
duplex sequence is complemented by the appropriate other
DNA strand with a polyA tail of 30 bases at its 3� end. We
used TE Buffer 1x, pH= 7.4 supplemented with 1 M KCl. All
experiments were carried out at 24� C.

2.2. Experimental set-up

We used a classical nanopore set-up already described in [20].
Black lipid membranes were formed on a hole of 30µm in
diameter, punctured in a Teßon septum. The DPhPC (Avanti
Lipids) bilayer was about 10µm in diameter with a lipid
annulus around. This conÞguration allowed the membranes
to resist voltages as large as 350 mV without rupture. Alpha
hemolysin was purchased from Sigma.

Melting curves were obtained by measuring the change
in absorbance at 260 nm of the DNA hairpins at 1µM. The

temperature was varied by 0.2 � C minŠ1 between 20 and 95� C.
The following buffer was used: LiCaco 20 mM, KCl 100 mM,
pH 7.2. The dissociation coefÞcients were extracted using the
standard protocol described in [30].

2.3. Numerical calculation of the Þrst passage time

We theoretically describe the translocation of DNA through a
nanopore by the biased diffusion of a Þctitious point particle
representing the unzipping fork in the energy landscapeE j

created by the unzipping of the Þrstj th bases. We coinedw the
mechanical and electrostatic energy differencew between two
bases paired on thecis side of the membrane and two bases,
unpaired, one on each side of the membrane. We assume that
it does not depend on the sequence. The bases are numbered
from 1 toN starting at the Þrst base after the poly A overhang.
We callE j the free enthalpy needed to unzip the Þrstj th bases.
The unzipping energy landscape then is

E j =
j�

i = 1

(� Hi Š T � Si ) Š j w (1)

where� Hi and � Si are the tabulated bulk melting values of
each base pairs according to the nearest-neighbor model [31].
The energyw linearly biases the energy landscape estimated
for DNA thermal melting in solution. Distributions of DNA
unzipping time are calculated from the distributions of the
Þrst passage time of the unzipping fork at baseN. In a
previous work [24] we solved the diffusion dynamics in this
landscape by thermally activated jumps from one to the next
base pairs using a Gillespie method [32]. This method is not
very efÞcient at calculating very long translocation times. In
order to compute Þrst passage times over 13 decades in time,
we adopt a more continuous approach by solving the FokkerÐ
Planck equation associated with the diffusion process. Let
f (x, t) be the probability of Þnding the unzipping fork at
positionx at timet . The time evolution off follows

� t f = � x

�
D

�
� x +

1
kBT

� x E j

�
f
�

. (2)

The equation was solved by matrix multiplications represent-
ing discrete spatial steps equal to one base. The diffusion
coefÞcientD is the only Þtting parameter. It sets the uni-
tary timescaleto as

�
Dto = 1 base. The boundary condi-

tions are reßecting atx = 1 to prevent backward escape, and
fully absorbing atx = N. The cumulative distributions of
Þrst passage timePw(� ) are calculated as 1Š

� N
0 f (x, t) dx.
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We use f (x, 0) = �( 0) as the initial condition. In the range
of common accessible times the Gillespie method or solving
the FokkerÐPlanck equations led to similar results (data not
shown).

3. Results and discussion

3.1. Unzipping of long DNA duplexes: the role of force
ßuctuations

DNA unzipping under constant force using magnetic
tweezers [33] have been implemented on DNA duplexes
of several kilobase pairs. Above a certain force threshold
(between 12 and 15 pN) the DNA mechanically melts.
Around the transition a gradual opening of the molecules
was observed with transient pauses at tightly bound regions
resulting from a large local GC content. The unzipping
time thus depends not only on the global duplex stability but
on the local shape of the unzipping energy landscape. The
same behavior could be expected for nanopore unzipping.
In that case, however, the DNA duplexes are signiÞcantly
shorter (typically less than 100 bp). For so few bases other
parameters than base-pairing stability may also affect the
unzipping dynamics. Among those are DNA/pore interactions,
geometrical constraints and conÞnement, detailed process of
single base unzipping and local distribution of mechanical
stress. For very short sequences (10 bp or less) a small number
of molecular events are expected to allow the translocation of
the molecule. Indeed it has been reported that the translocation
of short hairpins follow a Kramers description and can be
reduced to a thermal passage over an energy barrier (Kramers
event) corresponding to the opening of Þve bases [9]. This
description was further reÞned allowing a Þnite escape time of
the freed molecule [17, 21]. However, the value of the energy
barrier could not be deduced directly from the sequence. For
longer sequences the Kramers picture becomes inappropriate
and it was demonstrated [24] that the unzipping process can
be described by the sequential opening of the individual
base pairs. One can expect that the detailed mechanisms of
base-pair opening are averaged and that the DNA unzipping
dynamics is mainly controlled by the large scale variations of
base composition. As a result, the unzipping time depends
mostly on the details of the energy landscape [24, 20]. In
section3.2we study the voltage dependence of DNA unzipping
of a 45-mer duplex coinedDupl and described in table1. A
previous study [20] showed that 45 bp is enough to consider the
variations of base composition as the main factor controlling
the DNA translocation dynamics. We then provide a random
walk model under ßuctuating force that quantitatively accounts
for the voltage dependence of the unzipping dynamics under
constant voltage.

We start by determining experimentally the voltage
dependence of the 45 bp DNA duplex coinedDupl described
in table1. Figure1(a) shows the translocation time cumulative
distributions P(� ) at biasing voltages ranging from 150
to 350 mV. The voltage dependence of the median time
� 1/ 2 deÞned asP(� 1/ 2) = 0.5 is given in Þgure1(b).
Should the unzipping be a simple Kramers process over an

Figure 1. Experimental results. (a) Cumulative distributions of the
translocation timesP(� ) for the 45-mer duplexDupl at various
voltages. From right to left,V = 150, 180, 210, 250 and 350 mV.
Translocation experiments were performed at 24� C, pH 7.4, 1 M
KCl. The black solid lines correspond to an exponential Þt of the
distribution at 180 mV:P(� ) = 1 Š exp(Š�� ) . (b) Median time� 1/ 2

of the distributions as a function of the applied voltageV . Notice that
� 1/ 2 does not vary exponentially withV . DoublingV results in a 2.5
decade decrease in� 1/ 2.

activation energy barrierE� , one would expect, iÑcumulative
distributionsP(� ) of the form P(� ) = 1 Š exp(Š �/� o) and
iiÑmedian times � 1/ 2 = ln(2) � � o that scale as� 1/ 2 �
exp( E� ŠqeffV)

kBT ). Figure1(c) shows that the predicted functional
form does not match well our experimental distributions that
are wider than exponential. Moreover, the logÐlin plot of� 1/ 2

versusV in Þgure1 shows that log(� 1/ 2) does not vary linearly
with V , especially for voltages below 200 mV. At low voltages
� 1/ 2 diverges more rapidly than exponentially with the voltage.
Since none of the above features are experimentally observed,
we conclude that the unzipping process cannot be described
by two states (open and closed) separated by a Þxed effective
energy barrier. Spatial coordinates and the existence of several
unzipped states should be taken into account.

We thus describe the unzipping process as a random
walk of the opening fork. This dynamic description is
similar to the approaches proposed to explain DNA unzipping
using magnetic traps at constant force [33]. Unzipping of

3
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DNA can be described theoretically as a random walk of a
Þctitious particle (representing the opening fork) in a free
energy landscape. The landscape is calculated as the free
enthalpy gain of the system as a function of iÑthe position
of the DNA in the pore [23] and iiÑthe number of open base
pairs [23, 24, 22]. The action of the transmembrane voltage
is modeled by a bias of the energy landscape. The bias can
be implemented in two ways. A Ôratchet-likeÕ approach: the
entry rate of a single base in the pore depends on the voltage,
whereas the opening and closing of each base pair [23] is
only thermally activated without any voltage dependence. Or
a ÔmechanicalÕ approach: the opening fork always stands at
the pore constriction, the threading of the single strand is
instantaneous and the electrophoretic drive biases the opening
and closing rates of the last closed base pair [34, 24]. In the
following, we describe a 1D model that takes this ÔmechanicalÕ
approach.

Let us assume that the opening fork always stands at
the pore constriction, the threading of the single strand is
instantaneous and the electrophoretic drive biases the opening
and closing rates of the last closed base pair. The energy
landscape is built as a function of the base numberj as

E j =
j�

i = 1

(� Hi Š T � Si ) Š j w (3)

where� Hi and � Si are the tabulated bulk melting values of
each base pair according to the nearest-neighbor model [31].
The mechanical and electrostatic energy differencew between
two bases paired on thecis side of the membrane and two
bases, unpaired, one on each sideof the membrane, is assumed
to be sequence-independent. The energy landscape is thus
tilted linearly byw. The translocation time of a particle equals
its Þrst passage time at baseN. The latter is calculated
numerically by solving the associated FokkerÐPlanck equation
by discrete steps equal to one base, as described in section2.

Figure 2(a) shows the distributions of translocation time
calculated for theDupl sequence at various biasing energies
w ranging from 2.5 to 5kBT . The dependence of the median
times� 1/ 2 with w is also represented in Þgure2(b). The model
makes both the following predictions:

(i) For w smaller than� 3.3kB T, the distributions can be well
Þtted by a single exponentialPw(� ) = 1 Š exp(Š �/� o)
(see Þgure2(a)). For values ofw above 3.3kBT , the
distributions become steeper than exponential.

(ii) � 1/ 2 diverges very quickly at low biasing energyw and
more slowly at loww. Doublingw results in an 11 orders
of magnitude reduction of the translocation time.

Both effects can be explained by the shapes of the energy
landscapeE j depicted in Þgure3 for variousw. At low w, the
energy landscape has local minima that pin the unzipping fork.
The pinning regions are highlighted in bold.

For w < 3kBT the landscape displays a single minimum
localized atn = 0 corresponding to the fully closed molecule.
The unzipping process is thermodynamically unfavorable and
occurs only through a ßuctuation over a very large effective
energy barrier corresponding to the whole energy proÞle.

Figure 2. Predicted values of the distribution of Þrst passage times
assuming constant biasing energyw. (a) Cumulative distributions of
Þrst passage timesPw(� ) for theDupl sequence at variousw = 2.89,
3.1, 3.25, 3.5, 3.7, 3.9, 4 and 4.2kBT (right to left). For smallw, the
distributions nicely Þt to a simple exponential (dashed line). At
largerw, the distributions become increasingly sharp. (b) Median
Þrst passage times� 1/ 2 versusw. Notice the very strong dependence
of � 1/ 2 with w for w < 3.2kBT . Doubling the bias energy results in
an 11-decade decrease of the translocation time.

This explains the very large values of� 1/ 2 at low w and the
exponential form ofPw(� ) .

For 3 < w < 3.8kB T , the unzipping process is
thermodynamically favorable but should still occur by an
activated jump over an energy barrier with a voltage-dependent
width. Furthermore, in the present energy landscape a second
minimum appears around base 15 that localizes the unzipping
fork. The activation energy for DNA unzipping is then due to
basesn > 15. The escape process is still thermally activated
but the effective energy barrier is changed. It results that� 1/ 2

has a non-monoexponential dependence withw.
For w > 3.8kB T , there is no local minimum anymore.

The unzipping fork is no longer pinned. The unzipping process
is not dominated by a Kramers escape rate but amounts to a
biased diffusion in a smooth landscape. In this ballistic limit
� 1/ 2 varies linearly withw. A detailed discussion of these
regimes can be found in [24].
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Figure 3. Energy landscapeE j for theDupl sequence at
w = 2.5kBT , 3.2kBT and 4.2kBT . Monitoring f (n, t), the
probability of Þnding the unzipping fork on basen at timet , we
identiÞed the pinning region of the unzipping process. These regions
are highlighted in bold. At loww the unzipping fork is localized
around base zero and translocation occurs by an activated jump over
the energy barrier made by the whole sequence. At intermediatew, a
second minima appears that pins the unzipping fork around base 15.
The activation barrier is reduced. At largew the landscape does not
present any minima and the translocation is no longer an activated
process.

In order to relate the theoretical predictions to the
experimental data we needed to evaluate the biasing energy
applied to an individual basew as a function ofV . In leading
orderw is expected to be proportional to the biasing voltage
w = qeff V . The effective chargeqeff should depend not
only on the charge of the DNA but also on other transduction
factors such as the local geometry and elasticity. It is left
as a Þtting parameter. According to the model, doubling of
w results in a 11 orders of magnitude decrease of the predicted
� 1/ 2. However, we experimentally observe a 2.5 orders of
magnitude decrease upon doublingV . Hence the predicted
localization of the unzipping fork is much too strong compared
to our experimental observations. In addition, over the whole
experimental voltage range, the measured distributionsPw(� )
always span several time decades, while the model predicts a
ballistic regime with very narrow distributionsPw(� ) at large
w. It is a clear indication that the ballistic regime is not
observed in the available voltage range.

The model hence needs to be modiÞed in order to Þt our
experimental results. In particular, the pinning transition needs
to be more progressive. Since the nonlinear dependence of
the translocation time withV is strong, one can expect that
small temporal ßuctuations of the biasing energyw may result
in a large effect on the distribution of translocation times.
Indeedw is prone to ßuctuate, even at Þxed applied voltage,
since it should depend on the pore/DNA conÞguration, the
instantaneous charge distribution and the instantaneous pore
conÞguration. The translocation process might be assisted
by thermal ßuctuations in the biasing force. To investigate
this idea, we implement such ßuctuations by introducing a

time-dependent energy landscape calculated as

E j (t) =
j�

i = 0

(� Hi Š T � Si ) Š j w(t) (4)

wherew(t) is now a time-dependent stochastic variable with
a Gaussian probabilityp(w) = 1�

(2� � 2)
exp(Š(wŠwo)2/ 2� 2)

centered onw0 with wo = qeffV and with a voltage-
independent spread� of order 1kBT . In order to simplify
the resolution of the dynamic equation, we assume thatw(t) is
constant by part during a correlation time� corr. We also assume
that the ßuctuations ofw(t) happen on a much longer timescale
than the thermal ßuctuations acting on individual base pairs.
Thermal noise and force ßuctuations are thus additive. Strictly
speaking, the FokkerÐPlanck equation is a noiseless equation
derived from a Langevin equation with a random noise. The
expression we use is valid only for white uncorrelated thermal
noise. If the random force is ÔcoloredÕ and correlated [35],
the expression of the FokkerÐPlanck equation is longer than
the one solved here. However, in the present case we takew
constant by part. Hence our treatment of the noise is correct.
Under these assumptions the diffusion dynamics can still be
described by the usual FokkerÐPlanck equation. For every
� corr the value ofw is randomized to an uncorrelated value of
probability p(w) . The unzipping probabilities are averaged
over 500 noise realizations for eachwo. We thus have the
following Þtting parameters:qeff that determines the force
transduction efÞciency,D that determines the unitary timescale
of the simulation and� corr that sets the correlation time of the
ßuctuations.� is expected to be of order 1kBT .

Let us analyze different limits for the noise correlation
time.

In the limit of � corr� 1 (a.u.), i.e. around the unitary time
required to move by only one base, the noise effect is very
small. The value ofw is randomized at each step. Since
the translocation process involves many single-base opening
steps, it amounts to biasing the energy landscape by the value
w̄ = wo. This limit is equivalent to our previously described
model at a Þxedw.

The limit � corr � 	 depicts a situation where each
single molecule translocates with a random but Þxedw. The
probability distributions of unzipping times should then be the
average of the probabilities obtained by the previous model for
w varying by a fewkBT . The typical translocation times for
these distributions span the full time range covered by a 1kBT
variance inw. This range is around 7Ð8 decades in time for
small wo. It would thus mean that the distributions should
be extremely large with most molecules remaining stuck in
the pore. Experimentally, though, we observe that almost all
molecules end up translocating over two decades in time.

We thus investigate the regime where� corr is of the same
order of magnitude as the translocation time of DNA for
rather large values of Þxedw. Assuming� = 1kBT , we
study the dependence of� 1/ 2 versuswo for various� corr. As
shown in Þgure4 the effect of � corr is rather strong. For
� corr = 30 a.u. we Þnd that� 1/ 2 now decreases by only 2.5
orders of magnitude upon doublingwo. The Þrst passage
time distributions are also more stretched than in the preceding
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Figure 4. Effect of a Gaussian correlated noise of amplitude
� = 1kBT on the unzipping process. (a) Cumulative distributions of
the Þrst passage timesPwo,� (� ) for Dupl sequence at variouswo and
a correlation time� corr = 30 a.u.wo = 2, 2.3, 2.5, 2.8, 3.0, 3.3, 3.6,
3.8 and 4kBT (right to left). The distributionsPwo,� (� ) are wider than
in the previous model especially at largewo. (b) Dependence of� 1/ 2

with wo for � = 1kBT and� corr = 10, 20, 30 and 40 a.u. Notice the
reduction of the divergence of� 1/ 2 with increasing correlation time.

model, especially at largewo. Introducing Gaussian correlated
noise in the value of the biasing energy thus greatly reduces
the dependence of� 1/ 2 with wo. It can be crudely understood
by saying that, even ifwo lies in the highly pinned regime, the
molecules translocate when the ßuctuation is large enough to
allow its unzipping during the correlation time. An analytical
description of this effect can be found in the appendix.

Our experimental data can now be Þtted as shown in
Þgure 5. We Þnd qeff = 0.22e (in agreement with
previous publications [9, 23, 36]) and D is 9 base2 µsŠ1

corresponding to a unitary time step of 1.1 µs (in agreement
with a typical DNA single-base unzipping and translocating
rate [23, 20, 37]). The best Þt is obtained for� = 1.2kBT .
Our model then predicts that the correlation time of the
ßuctuations� corr � 2 ms. The Þt of the unzipping time
probabilities is given in Þgure4(a) at variouswo. Although
the predicted distributions do not perfectly Þt the experimental
curves, the agreement is very signiÞcantly improved by the
introduction of time-correlated ßuctuations in the bias energy.

Figure 5. (a) Fit of the experimental curves (symbols) by the
predicted Þrst passage time distributions for the following values of
Þtting parameters:� = 1.2kBT , D = 9 base2 µsŠ1, qeff = 0.22 and
� corr = 2.1 ms. (b) Fit of the dependence of the experimental median
translocation time. The introduction of ßuctuations in the biasing
energy leads to a signiÞcantly improved agreement between
experiment and theory.

This indicates that a stochastic resonance [35, 38] affects
the unzipping process, in the sense that the presence of
noise greatly facilitates the translocation. One might expect
that the agreement between experiment and theory could be
further improved by reÞning our description of the noise. A
more rigorous treatment of the problem would be to solve
a 2D master equation using the Gillespie method with both
fork position andw as stochastic variables with appropriate
transition rates. This approach is left for future work.

In addition to force ßuctuations, one could also expect
that the unzipping energy landscape in a nanopore differs
from the landscape derived from the nearest-neighbor model
measured in bulk. Entropic differences between the unzipped
and zipped states are likely to be reduced due to the conÞned
environment. This effect should tend to stabilize the paired
state and minimize the effect of temperature. In contrast,
the possible interactions through hydrogen bonds of the bases
with the pore hydrophilic residues could lower the enthalpic
contribution of the melting energy and favor DNA unzipping.
The pore could then have a kind of ÔcatalyticÕ action on the
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Figure 6. Thermal melting curves of the Þve short hairpins: the
dissociation coefÞcient� = [ssDN A]

[dsDN A] is plotted as a function of
temperature for hp1 (€), hp2 (� ), hp3 (� ), hp4 ( ) and hp5 (
 ).
The melting temperatures are orderedaccording to the predicted
hairpin stabilities.

duplex unzipping process. In the absence of quantitative
measurements of these effects, it is hard to conclude what is
the main contribution of the pore on DNA unzipping.

3.2. Unzipping of short hairpins: putative role of cooperative
unzipping

The model presented above assumes that the kinetics of
DNA unzipping is governed by the duplex energy landscape.
The inßuence of DNA stability on the distributions of
translocation times was usually performed on small hairpins
(around 10 bases). The sequence stabilities were modiÞed
either by lengthening the sequence [9, 19] or by introducing
mismatches [8, 10, 19]. These modiÞcations not only change
the total base-pairing energy by several tens of per cent but
also modify the number of base pairs to open. It was found
that the translocation times of these molecules correlate either
quantitatively [39] or qualitatively [17, 19] with the hairpin
stability. These translocation process were described by a
simple Kramers process. However, in a Kramers event the
height of the energy barrier may not correlate with the stability
difference between both equilibrium states. Furthermore,
cooperative opening of bases as well as local force spreading
along the DNA molecule could be expected to play an
important role in the dynamics of unzipping of short molecules.
In this section we experimentally show that short hairpins do
not always translocate according to their global stabilities as
usually described in the literature. We then derive a simple
1D athermal model that accounts for duplex rigidity in order
to illustrate how shear forces spread along the DNA molecule
during nanopore unzipping.

3.2.1. Small hairpinsÕ translocation is not always controlled
by their global stabilities. We designed 5 hairpins of 15
base pairs with the following characteristics: the Þrst 8 bases
(AGGCTGCG) and the loop sequence (GTTG) are identical for
all molecules and an overhang of 30 polyA is added at their 3�

moieties. Mfold Server was used to predict the thermodynamic

Table 2. Thermodynamical parameters of the DNA hairpins
predicted by the Mfold Server at 1 M NaCl and 24� C. � Ho is in
kcal molŠ1, � So in cal molŠ1 KŠ1 and� 1/ 2 in ms.

Name � Ho � So � Go A T G C � 1/ 2

Hp1 148.3 395.64 30.8 3 8 3 4 5
Hp2 149.1 402.8 29.5 5 6 4 3 18
Hp3 145.7 394.37 28.6 6 6 2 4 9
Hp4 145.7 394.7 28.5 6 6 2 4 39
Hp5 144.4 391.9 28 5 6 4 3 23

parameters of the hairpins. The hairpins are named according
to their stability in descending order. The free enthalpy
differences at 24� C between hp1 and hp5 are 2.8 kcal molŠ1 =
4.8kBT/ molecule. The values are summarized in table2.

First, we checked that the thermal melting proÞles of the
hairpins vary according to the predicted stabilities. As shown
in Þgure6, the melting temperatures follow the free enthalpy
order. The hairpins were then threaded at constant voltage
(150 mV) through a single alpha-hemolysin pore in 100 mM
tr is buffer at pH= 7.4, 1 M KCl and 24� C. The scatter plot
of the normalized blocked currentsib versus the translocation
times� for each hairpin are shown on Þgure7(a). Figure7(b)
shows the overlay of the cumulative translocation probabilities
P(� ) for the various molecules. The graphs clearly indicate
that the blocked current is the same for all sequences, whereas
the translocation times vary. The hairpins can be classiÞed
by increasing order of characteristic translocation times as:
hp1 < hp3 < hp2 < hp5 < hp4. The corresponding
values of� 1/ 2 deÞned asP(� 1/ 2) = 0.5 are given in table2.
Surprisingly, Þgure7(b) indicates that hp1 translocates about
ten times faster than hp4. The cumulative distributions
P(� ) cannot be perfectly Þtted by a monoexponential. They
display a long time tail larger than what is expected from an
activated jump over a single energy barrier. The width of the
distributions also increase as the characteristic time becomes
longer. It results that the unzipping of these hairpins cannot
be described by a simple two-state process separated by an
activation energy barrier that scales with the global stability
of the hairpins. The non-exponential distributions probably
result from multiple intermediate states, the energies of which
are not correlated with the global helix stability. In particular,
DNA/pore interactions can act as catalysts as described in
section3.1. However, hp3 and hp4 have almost the same
global stability and base content but translocate on different
timescales. We do not have any Þnal explanation for our
observations: however, in the rest of the paper we would like
to point out the possible role of the local elasticity of the DNA
molecule on the force spreading along the bases and in turn on
the unzipping cooperativity. We do not pretend that it explains
our results but it just emphasizes the fact that local mechanical
properties of the DNA helix can play an additional role to base-
pair stability for unzipping of short DNA hairpins.

3.2.2. Simple athermal 1D model. It was previously
reported that the unzipping time of a hairpin depends on
the pore geometry and on the DNA position relative to
the pore constriction [28]. Similarly, experiments and
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Figure 7. (a): Scatter plots of normalized blocked currents versus
translocation times� for all hairpins. From top to bottom: hp4, hp5,
hp2, hp3 and hp1. (b): Cumulative probabilityof the translocation
times of hp1 (€), hp2 (� ), hp3 (� ), hp4 ( ) and hp5 (
 ). The
probability is calculated over 600 events on average. Straight lines
are guides to the eye. Notice that the median translocation times do
not follow the hairpin stability order.

simulations [40, 18] have shown that the threshold voltage for
DNA hairpin translocation through artiÞcial pores of 1.5 nm
is lower than through pores of 2 nm. This counterintuitive
result was attributed to two preferential translocation modes
selected by the pore diameter: smaller holes favor low energy
translocation modes where the DNA bases unzip; in contrast,
larger holes favor higher energy processes where the DNA
duplex is stretched without unzipping. Selection of these
modes is mediated through DNA/pore interactions. In this
section we point out that the local elasticity of the molecule
might also play an important role in short DNA unzipping.
The unzipping of a DNA hairpin lodged in the vestibule part
of the pore and held with the polyA handle is depicted in
Þgure 8. The bases are likely to undergo a shear stress,
forcing them to open along the DNA axis. However, in such
a conÞguration, the electrophoretic drive is transduced into
a mechanical force through the single-stranded part lodged
in the stem and the mechanical reaction of the pore in the
vicinity of the constriction. The size of the sheared region

and the magnitude of the shear stress depend on the local
torsional and elongational modules of the molecule. In
turn, these local moduli depend on the sequence. Figure8
depicts an idealized 1D model view inspired by [41] of the
DNA hairpin under a shear forceF applied at its ends.
The model is purely athermal and intended to illustrate the
putative role of molecule elasticity. More elaborate models
or simulations should be derived to expect any Þtting potency.
Each nucleotide is represented by a massless bead connected
along the DNA backbone by a spring of constantks and bound
to its complementary base by a breakable elastic spring of
constantkb and rupture forcefc. This is, of course, an
oversimpliÞed vision, neglecting the 3D DNA structure. The
structure is coarsely described by the effective value ofks that
also accounts for part of the stacking interactions between
bases. We deÞner = kb

ks
and call N the number of base

pairs. ui (respectivelyvi ) represents the displacement of
base pairi from its equilibrium position on strand 1 (strand
2, respectively). fi is the local force sustained by basei .
Unzipping occurs if fi > fc, where fc is the local critical
force. fi is written: fi = kb(ui Š vi ) and can be calculated
by solving the following system (see the appendix):

�
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1 � Š 1 1

1 � Š 1 1
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1 �
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�
�
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0
0

· · ·
0

�
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(5)
where� = Š (1 + 2r ). In this model fi , the force supported
by each base pair is thus a function of the relative rigidity of
the bases compared to backboner and on the total number of
base pairs of the DNA duplex (through the dimension of the
matrix).

Let us Þrst analyze the regime of largeN. As shown in
Þgure9 inset, fi is accurately approximated in this limit by the
continuum solutionfi = f1 exp[(i Š 1)/	 ] with 	 =

�
1/ 2r .

The shear stress amplitude 2F is supported by each base pair
with a characteristicexponential decay length	 . In a quasi-
static regime the sum of forces is null

� N
0 fi = 2F . This

condition imposesF = 	
2 f1[1 Š exp(Š N/	) ]. The critical

external force needed to trigger DNA unzipping is thus:Fc =
	
2 fc[1Š exp(Š N/	) ]. If F > Fc collective opening can occur
over j base pairs provided thatf j > f c. Fc does depend on
N and r because of the shear spreading along the molecule.
In typical DNA unzipping using magnetic or optical tweezers
the force is applied orthogonally to the DNA backbone. Only
the Þrst base supports the whole external stress andFc = fc.
In contrast, for nanopore unzipping where DNA is likely to be

shear-opened, the critical external force isFc =
�

1
8r fc in the

limit of large N. Figure9(a) shows the dependence offi with
the ratior = kb

ks
for a duplex of 40 base pairs. For larger ,

the Þrst base undergoes a high shear force of the order of 2f
whereas the following bases hardly support any stress. In the
other limit, r � 1, the shear force is equally supported by all
base pairs. The threshold force supported by a base pair is the
rupture forcefc above which the base pairs open. Ifr � 1 the
bases will open one by one forF > 1/ 2 fc. If r � 1, all base
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