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e document présente les premiers résultats du partenariat fort conclu il y a 5 ans

entre I'INRA et SOLEIL. La variété des résultats obtenus est impressionnante, tant

par I'étendue des thématiques abordées - de I'étude de la structure moléculaire

de protéines et leurs interactions, en passant par le suivi de phénomeénes de
transport ou de résistance mécanique, jusqu’aux études sur cellules uniques — que par
la diversité des méthodes employées.

En effet, une grande partie des possibilités d'analyses offertes par SOLEIL, de l'infra-
rouge aux rayons X, a été utilisée : biocristallographie des protéines, diffusion des rayons
X aux petits angles et micro-analyse élémentaire par fluorescence ou absorption X, fluo-
rescence UV et dichroisme circulaire, cartographie UV haute résolution, spectrométrie et
microspectrométrie infrarouge. Lopportunité de combiner les techniques expérimentales
accessibles sur plusieurs lignes de lumiere pour 'analyse d'un méme échantillon est un
atout qui permet d'aborder une des caractéristiques des échantillons INRA : leur complexité.
Enfin, ce partenariat a conduit au développement d'environnements échantillons spé-
cifiques a certaines thématiques de I'INRA. Les travaux menés a SOLEIL se sont donc
révélés tres fructueux pour approfondir la compréhension in-situ, sur plusieurs échelles
structurales, des mécanismes biologiques et physico-chimiques qui sous-tendent I'organi-
sation du vivant et ses transformations.

Ce dispositif est exemplaire a plus d'un titre. LINRA nous a fait confiance et a inscrit SOLEIL
dans la vision prospective de sa recherche et des développements technologiques et
méthodologiques qui pourraient I'enrichir. En premiere ligne de cette action : Frédéric
Jamme, Alexandre Giuliani et Pierre Roblin, les trois ingénieurs INRA qui travaillent au
sein des équipes scientifiques de SOLEIL et facilitent I'accueil au synchrotron des collégues de
leur institut. Avec Alain Buléon de I'INRA de Nantes, qui coordonne depuis le début ce
partenariat fructueu, ils ont une mission également essentielle d'information et d'identi-
fication de nouvelles expériences aupres d'autres communautés scientifiques de I'INRA,
moins familieres des bénéfices que SOLEIL pourrait leur apporter. Cet effort conjoint
pour faire connaitre les possibilités offertes par les techniques synchrotron en regard des
problématiques et des échantillons extrémement divers et complexes que les scienti-
fiques de I'INRA étudient, est tres motivant. Il s'inscrit dans la volonté de SOLEIL d'ouvrir
ce trés grand instrument a un maximum de communautés et d'étre toujours attentif aux
sujets de recherche qui les mobilisent.

Grace a cette collaboration permanente, nous savons de part et d'autre que les nouvelles
lignes de lumiére programmées a SOLEIL, en particulier en imagerie, pourront elles aussi
répondre aux enjeux qui mobilisent les départements scientifiques de I'lNRA, alimentation,
écologie, microbiologie, santé, génétique...

Le partenariat INRA-SOLEIL est une grande fierté pour moi. Les relations humaines qui
s'y sont nouées sont solides et chaleureuses, les échanges scientifiques qu'il permet nous
enrichissent et nous rendent créatifs. Ce document en témoigne. Un grand merci a tous
ceux qui ont imaginé ce partenariat, qui I'ont fait exister et a tous ceux qui, tant a SOLEIL
qu'a lI'INRA, le font vivre.

Jean Daillant
Directeur Général de SOLEIL

ller sonder la matiere depuis la liaison moléculaire jusqu'aux assemblages micro-

métriques dans des structures tres diverses, et cela avec un pas de temps pouvant

descendre jusqu'a quelques millisecondes, est devenu une nécessité pour

comprendre les mécanismes de structuration et d'évolution sous contraintes
de la matiere, qu'elle soit vivante ou élaborée par I'homme. C'est également un défi
technique qui ne peut étre relevé que grace a |'utilisation du rayonnement synchrotron.
C'est cette analyse qui a conduit, il y a cing ans, I'[NRA a mettre en place un partenariat
tout a fait original principalement avec les équipes de trois lignes de lumiére de SOLEIL:
SMIS, SWING, DISCO.

Ce partenariat est structuré autour de trois dispositifs complémentaires :

® premiérement, en positionnant au sein de SOLEIL trois ingénieurs a plein temps qui
participent au développement des lignes et a I'accueil des utilisateurs, dont les collegues
de I'INRA, et qui optimisent ainsi la préparation des expériences puis le traitement des
résultats;

e deuxiemement, en mettant en place un conseil scientifique des utilisateurs INRA qui
aide efficacement a |'élaboration des projets de demande de temps de faisceau en
fonction des lignes de lumiére;

e troisiemement, en coordonnant le dispositif grace a l'implication d'un scientifique
compétent qui, en amont, sensibilise les équipes a ces nouvelles approches et évalue
leurs besoins.

Aprés cing années de fonctionnement effectif, ce recueil a I'ambition de démontrer aux
travers des nombreux résultats obtenus la pertinence de ce dispositif. Ce succes est a
mettre au crédit, pour I'INRA, de Paul Colonna alors chef du département CEPIA* et de
Guy Riba alors Directeur Général Délégué et de I'engagement constant des dirigeants
de SOLEIL, Denis Raoux (DG 2003-2007) et Roger Fourme (DS Sciences du vivant), suivis
dans leur action ensuite par Michel Van Der Rest (DG 2007-2011) et Jean-Pierre Samama
(Directeur Scientifique). Nous le devons aussi a la confiance que nous ont témoignée les
responsables de ligne, Paul Dumas, Javier Perez et Matthieu Réfrégiers, a I'enthousiasme
d’Alain Buléon, notre “"chef d'orchestre” et bien sir & la motivation et au travail
quotidien de Frédéric Jamme, Alexandre Giuliani et Pierre Roblin, les ingénieurs INRA
que nous tenons a remercier tous.

Nous souhaitons que cette aventure continue et s'amplifie avec le soutien du nouveau
Directeur Général de SOLEIL Jean Daillant. Les défis a relever dans l'investigation des
systémes complexes sont nombreux et seront passionnants grace aux possibilités que
nous offrent les approches multi-échelles et multi-spectrales, les couplages de méthodes
en temps réel et que nous offriront bientét les accés a lI'imagerie X ou a la micro/nano-
tomographie par exemple. Le champ des possibles est excessivement large d'un point
de vue technique : a nous, donc, d'étre imaginatifs pour poser et résoudre les bonnes
questions.

Merci a tous les collégues qui ont contribué, par leurs travaux et leur engagement, au
succes de cette entreprise et de ce partenariat.

Bonne continuation et faites des émules !

Francois Houllier Monique Axelos
Directeur Général Délégué Chef de département CEPIA

* CEPIA : Caractérisation et Elaboration des Produits issus de I'Agriculture.



Etre une source de lumiére dont les
caractéristiques, en termes de brillance
et de longueurs d'onde, permettent de
percer les secrets les plus intimes de la
matiere : telle est la mission d'un centre de
rayonnement synchrotron tel que SOLEIL.
Au service des scientifiques comme des
industriels, cette installation de trés haute
technologie leur offre les moyens d'inves-
tigation désormais indispensables.

SOLEIL produit une lumiére 10 000 fois plus brillante
que la lumiere solaire, émise de I'infrarouge lointain
aux rayons X durs, dans le but d'explorer la matiere.
Cette lumiére provient d'électrons de trés haute
énergie qui circulent dans un anneau de 354 métres
de périmetre, a une vitesse proche de celle de la
lumiere. Cet anneau est équipé de dispositifs
magnétiques - aimants de courbure (appelés aussi
"dipdéles”), onduleurs et wigglers - qui forcent les
électrons a suivre des trajectoires courbes ou ondu-
lées. A chaque passage dans ces dispositifs magné-
tiques ou leur trajectoire est déviée, les électrons
perdent de |'énergie sous forme d'un rayonnement
électromagnétique : le rayonnement synchrotron.

Ce rayonnement possede des caractéristiques
uniques de polarisation, d’accordabilité sur une trés
large gamme d'énergies de photons, de brillance,
ainsi qu'une structure temporelle. Ces propriétés
uniques sont mises a profit par exemple pour étu-
dier la matiere ultra-diluée, suivre des processus a
I'échelle de quelques centiéemes de nanoseconde,
ou obtenir des données a des échelles de taille de
I'ordre de quelques dizaines de nanomeétres. C'est
dans les différentes lignes de lumiére, construites
tout autour de I'anneau (figure 1), qu’ont lieu les
expériences utilisant le rayonnement synchrotron.

Chaqgue ligne de lumiére est un véritable labora-
toire, congu pour I'emploi d'une gamme de lon-
gueurs d'onde donnée (figure 2), et instrumenté
pour préparer et analyser toute sorte d'échantillons
de matiére. Les photons émis viennent y frapper
I'échantillon étudié et permettent, grace a des
techniques trés spécifiques, d'étudier sa géométrie
en surface ou en volume, ou bien ses propriétés
chimiques, électroniques, magnétiques...

Le programme expérimental prévoit la mise a
disposition de 29 lignes de lumiere. En 2012, 20
de ces 29 lignes sont ouvertes aux scientifiques,
et accueillent déja plus de 2 500 utilisateurs
chaque année, selon un fonctionnement de 24h/24,
6 jours/7 et 250 jours/an.

Aux lignes de lumiere de SOLEIL s’'ajoutent des
laboratoires supports de préparation des échan-
tillons et d'instrumentation : chimie, biologie, sur-
faces, métrologie et étalonnage des optiques.

L'utilisation du rayonnement synchrotron concerne
un trés large ensemble d’activités tant en recherche
fondamentale qu’en recherche appliquée : phy-
sique, chimie, sciences des matériaux, électronique,
sciences du vivant, médecine, sciences de la Terre et
de I'atmosphére, environnement, agroalimentaire,
cosmétique, pharmacie... Les recherches menées
a SOLEIL sont d'une aussi grande diversité que les
domaines qu’elles couvrent.

Complémentaire des autres dispositifs d'explo-
ration de la matiere, SOLEIL offre un panel de
techniques spécifiques trés large. Ces techniques
peuvent étre classées en quatre familles :

e diffraction/diffusion des rayons X : information
structurale

* spectroscopies IR, UV et X : information chimique
e techniques d'analyses électronique et magné-
tique : photoémission, dichroisme circulaire

e techniques d'imagerie et de radiographie/tomo-
graphie : morphologie

D’une surface de 16,5 ha, le site de SOLEIL est loca-
lisé sur la commune de Saint Aubin dans I'Essonne,
sur le Plateau de Saclay. Le personnel de SOLEIL,
soit prés de 400 personnes, y accueille chaque année
plus de 2 500 utilisateurs extérieurs qui bénéficient
des compétences et des installations scientifiques
de pointe mises a leur disposition.



Il est possible d'analyser, simultanément ou non, un
méme échantillon par plusieurs techniques complé-
mentaires, une telle approche étant favorisée par la
gamme spectrale disponible, qui s'étend de l'infra-
rouge lointain aux rayons X durs.

L'utilisation de la lumiere synchrotron procure par
ailleurs des avantages souvent décisifs pour I'ana-
lyse des échantillons car elle permet de gagner des
ordres de grandeurs dans la qualité des mesures
par rapport a l'utilisation des sources classiques de
lumiére.

A SOLEIL, prés de 400 personnes s'investissent
quotidiennement pour garantir aux utilisateurs des
lignes de lumiere des conditions de recherche opti-
males. La premiére mission de SOLEIL est d'étre un
outil de service pour I'ensemble de la communauté
scientifique et industrielle. Mais SOLEIL est aussi un
laboratoire qui développe ses propres thématiques
de recherche au sein d'équipes scientifiques de tres
haut niveau.

Concrétement, les équipes de SOLEIL :

e concoivent et font évoluer les lignes de lumiere
pour qu’elles répondent en permanence au plus
haut niveau d'exigence de leurs utilisateurs ;

e assurent |'excellence de I'accueil des utilisateurs
extérieurs et I'adéquation entre leurs besoins et les
possibilités offertes ;

e effectuent une recherche propre d'excellence,
principalement obtenue en utilisant les installations

de SOLEIL.

SOLEIL a vu le jour grace au soutien de cing parte-
naires. Deux parmi les plus grands organismes de
recherche francais — le CNRS et le CEA — sont les
actionnaires de “la société civile Synchrotron
SOLEIL", et en détiennent respectivement les parts
& hauteur de 72 % et de 28 %. La Région Tle-de-France
et le Conseil général de I'Essonne ont fortement
contribué financiérement a sa construction et assurent
aujourd’hui un suivi rigoureux de son développement.
Enfin, la Région Centre participe au développement
de trois des 29 lignes de lumiéere de SOLEIL : DIFFABS,
DISCO et SWING.
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Le synchrotron SOLEIL est un centre de
recherche, et de services a la recherche,
dédié a I'étude de la matiere a travers ses
interactions avec la lumiere. SOLEIL assure
deux missions : mener, d'une part, des pro-
jets de recherche scientifique d'excellence
et soutenir, d'autre part, la recherche et
I'innovation réalisées par les laboratoires
de recherche publics, les entreprises, les
hopitaux, les musées. ..

SOLEIL propose a cet effet a ses utilisa-
teurs externes quatre modalités d'acces
complémentaires : un acces gratuit aux
lignes de lumiere apres sélection par des
Comités de Programmes, des prestations
de services d'analyses, des partenariats de
recherche et des acces rapides.

: Classification des lignes de
lumiere de SOLEIL selon la
gamme de longueurs d'onde/
d'énergie qu'elles couvrent.

SOLEIL a mis en place un systéme d'évaluation
par les pairs, "les Comités de Programmes”, pour
I'attribution du temps de faisceau, dans le cadre
de deux appels a projets annuels (mi-février et
mi-septembre). Les projets scientifiques soumis
a SOLEIL sont évalués et classés dans un cadre
compétitif par ces Comités de Programmes, sur
la base de leur qualité scientifique et de la perti-
nence d'utilisation du rayonnement synchrotron. Le
résultat de ces évaluations est soumis a la Direction
Scientifique de SOLEIL pour validation.

Les Comités de Programmes couvrent les disci-
plines scientifiques suivantes :

1. Matiere diluée

2. Propriétés électroniques et magnétiques de la
matiére - Surfaces et Interfaces

3. Propriétés de la matiére et des matériaux : Struc-
ture, Organisation, Caractérisation, Elaboration

4. Chimie et physico-chimie - Réactivité in situ -
Matiére molle

5. Biologie - Santé

6. Matériaux anciens - Terre et Environnement



Dans ce cadre, deux types de projets sont propo-
sés, de maniére a couvrir les besoins et attentes des
utilisateurs :

® Projets standards

Le temps de faisceau est alloué aux utilisateurs dans
un créneau de 6 mois consécutif aux décisions des
Comités de Programme.

¢ Block Allocation Group (BAG)

Les projets BAG concernent les expériences en
cristallographie des protéines et en diffusion des
rayons X aux petits angles dans le domaine de la
biologie. Un BAG est porté par un scientifique qui
coordonne et rassemble les demandes de plusieurs
laboratoires. Le temps de faisceau demandé dans
le projet BAG couvre une période d'un an.

Les principales caractéristiques de ce mode d'accés
sont les suivantes :

e Mise a disposition d'une ou plusieurs lignes de
lumiére (3 au maximum), la collecte des données
expérimentales étant réalisée directement par le
demandeur, avec un accompagnement par |'équipe
de ligne,

e Accés gratuit aux lignes de lumiére pour les uti-
lisateurs. Les frais de séjour et de voyage peuvent
également étre pris en charge par SOLEIL pour un
maximum de trois personnes venant de labora-
toires frangais, hors Région lle de France. Des pro-
grammes de financement spécifiques existent pour
les chercheurs travaillant dans un organisme/institut
localisé dans un état membre ou associé a I'Union
Européenne.

¢ VVolume d'accés représentant 65 % du temps total
de faisceau disponible pour les expériences.

e Délais d'acces aux lignes de lumiére : apres la com-
munication des résultats aux utilisateurs (qui a lieu
3 mois aprées le dépdt des projets) et une période
d‘un mois et demi pour la planification et I'organi-
sation de l'accueil des premiers projets, les expé-
riences s'échelonnent sur une période de 6 mois.

e Taux de sélection actuel : en moyenne sur I'en-
semble de lignes de lumiére, 1 projet déposé sur 2
est accepté.

¢ Obligation de soumettre un compte-rendu d'ex-
périence et de publier les résultats, avec mention
de I'utilisation du synchrotron SOLEIL.

L 4

Les prestations facturées

Lorsque les études synchrotron nécessitent de la
confidentialité les utilisateurs externes ont recours
aux prestations payantes.

Les principales caractéristiques de ce mode d'acces
sont les suivantes :

® Prestation "3 la carte”, en fonction des besoins
spécifiques de |'utilisateur pour chacun de ses pro-
jets, allant de la simple mise a disposition d'une
ligne de lumiére jusqu’a la prestation compléte
(préparation des échantillons, collecte, analyse et
interprétation des données expérimentales, rédac-
tion du rapport d'analyse).

e Facturation sur la base du temps d'accés aux
lignes de lumiere et du temps passé par le person-

nel de SOLEIL pour effectuer la prestation.

e Accés continu (pendant les périodes de fonction-
nement) et sans sélection préalable.

¢ Volume d'accés a hauteur de 10 % du temps total
de faisceau disponible pour les expériences.

e Délai minimisé (de quelques jours a quelques
semaines).

e Garantie du niveau de confidentialité demandé
par I'utilisateur.

La recherche partenariale

Dans le cadre de I'activité de recherche scientifique
et de développement instrumental menée directe-
ment par le personnel de SOLEIL, représentant 20 %
du temps total de faisceau disponible pour les expé-
riences, des actions de recherche partenariale sont
menées avec des équipes externes, publiques
et/ou privées. La regle du partage est appliquée
dans un cadre contractuel : mise en commun de
moyens (intellectuels, humains, techniques, finan-
ciers) par les différents partenaires, définition des
régles de partage de la propriété et des modalités
d'exploitation des résultats de la recherche.

Les accés rapides

Dans le cadre des accés rapides un nombre tres
limité de projets peuvent étre acceptés pour des
travaux urgents, a hauteur de 5 % maximum du temps
total de faisceau disponible pour les expériences.
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Une nouvelle méthode de fragmentation a
été développée et appliquée a I'étude d'une
protéine salivaire humaine et de ses interac-
tions avec les tanins des végétaux. Cette mé-
thode repose sur |'utilisation du rayonnement
ultraviolet (UV) en spectrométrie de masse
en tandem (MS/MS) sur la ligne de lumiere
DESIRS.

A new method of fragmentation has been
developed and applied to the study of a hu-
man salivary protein and of its interactions
with plant tannins. This new method is based
upon the use of ultraviolet radiation in tandem
mass spectrometry (MS/MS) on the DESIRS
beamline.

L'astringence est une caractéristique organolep-

tique importante des produits d’origine végétale,

tels que le vin ou le thé, intervenant dans leur ac-

ceptabilité finale par le consommateur. Les tanins,
métabolites secondaires des végétaux, sont a 'origine
de cette sensation, qui reste encore mal caractérisée.
Les protéines salivaires riches en proline (PRP) semblent
jouer un role dans cette sensation. En effet, un régime
riche en tanins peut induire la synthése de ces dernieres
chez certains animaux. Ces protéines, appartenant a la
famille des protéines intrinsequement désordonnées
(IDP), sont capables de se lier aux tanins' avec une affi-
nité supérieure aux autres protéines?. Cette interaction
permettrait de piéger les tanins et de protéger |'orga-
nisme de leurs effets anti-nutritionnels. Les nombreux
clusters de proline présents au sein des PRP sont consi-
dérés comme des sites d'interaction privilégiés. Afin de
tester cette hypothese, la PRP salivaire humaine, IB5,
seule et complexée a un tanin, le B2 3'O-gallate (B2
3'0G), a été étudiée a l'aide d'une nouvelle technique
de spectrométrie de masse.

La spectrométrie de masse est aujourd’hui un outil
puissant pour I'étude des biomolécules en raison de sa
rapidité, sa sensibilité, et de sa spécificité, mais aussi
grace aux informations structurales qu'elle est capable
d'apporter. Ces informations peuvent étre générées par
des expériences de spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS) dans lesquelles une molécule ionisée cible
est sélectionnée, puis activée et dissociée en fragments
qui sont analysés dans une derniére étape. La tech-
nique classique d'activation des ions, appelée collision
induced dissociation (CID) et implantée sur la grande
majorité des spectrométres de masse commerciaux, fait
intervenir des collisions avec un gaz. Néanmoins, cette
méthode n'est pas applicable pour localiser des modi-
fications post-traductionnelles labiles ou des interac-
tions non covalentes sur la chaine polypeptidique. Afin
de localiser les sites d'interactions d'un ligand sur une
protéine, il faut une méthode d’activation permettant

de fragmenter la chaine polypeptidique tout en
conservant les liaisons non covalentes et sans les
déplacer. La technique que nous avons dévelop-
pée active la molécule cible a I'aide d'un rayonne-
ment énergétique dans le domaine de l'ultraviolet
sous vide (VUV)3.
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Figure 1 Nombre de fragments produits a partir de
I'activation de la protéine IB5 sous I'état de
charge de +7 en fonction de |'énergie des
photons.
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Figure3 Séquence de la PRP IB5. Les barres vertes
portant une étoile correspondent aux frag-
ments qui ont été identifiés comme portant
un B2 3'OG. Le rectangle rouge encadre la
région identifiée comme étant le site d'inter-

action du B2 3'OG sur IB5. )

La pertinence d'une technique MS/MS est liée a
la richesse d'informations qu'elle peut générer et
doncaunombre de fragments produits ainsi qu'ala
richesse des informations qu'ils portent. Afin d'étu-
dier la pertinence de cette nouvelle technique, la
protéine IB5, sous I'état de charge +7 (IB5*7), a été
activée a différentes longueurs d'onde d'irradia-
tion. La Figure 1 présente le nombre de fragments
identifiés en fonction de |'énergie des photons.
Elle montre une augmentation du nombre de frag-
ments avec |'augmentation de |'énergie d'activa-
tion. Les énergies d'irradiation les plus basses, a
6,4 eV et 7,8 eV pouvant étre obtenues a |'aide de
lasers génerent le moins de fragments, alors que
les énergies les plus hautes sont les plus riches
en informations et requierent |'utilisation d'un syn-
chrotron. Ainsi, gréce au rayonnement synchrotron,
une couverture de séquence de prés de 90 % a été
obtenue alors qu’elle n'a été que de 58 % par CID.

La méme méthodologie appliquée au complexe
IB5¢B2 3'OG a permis de fragmenter la chaine
peptidique d'IB5 et de générer plus d'une qua-
rantaine de fragments ayant conservé l'interaction
non-covalente avec le tanin. Une étape supplé-
mentaire de MS/MS (MS?) mais cette fois par CID
a permis de décrocher le tanin fixé et de confirmer
I'identité des fragments. La figure 2 présente le
spectre MS?® d'un fragment porteur dun tanin. Sur
cette figure, deux pics principaux sont présents.
lls correspondent a I'ion parent sélectionné et a
un ion fragment ayant une masse inférieure, cor-
respondant a la perte du tanin. Lidentification de
ces fragments a finalement permis de mettre en
évidence que la séquence 'QPQAPPAGKPQG’
comporte le site d'interaction privilégié de
B2 3'OG sur IB5 (Figure 3). Au sein de cette
séquence, les motifs répétés ‘PP’ et 'GKPQG’ ont
déja été pressentis comme sites d'interaction des
tanins sur les PRP.
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Figure Spectre MS® d'un fragment généré apres
irradiation VUV a 17 eV du complexe
IB5¢B2 3'OG.
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Les gluténines sont des allergenes du blé. Nous
avons comparé la réactivité avec les Immuno-
globulines E (IgE) et le contenu en structures
secondaires d'une gluténine recombinante,
de ses deux moitiés N- et C- terminales, et
du mélange de ces moitiés. Les deux moitiés
interagissent dans la protéine entiere et dans
le mélange, ce qui induit une augmentation
de la réactivité IgE et du nombre de feuillets f
favorisant la présentation des épitopes.

The LMW glutenins are involved in various
allergies to wheat. We compared the IgE-
reactivities and secondary structure contents of
whole recombinant glutenin, its repetitive
N-terminal and non-repetitive C-terminal
halves alone, and the mixed halves. The two
halves interacted in whole protein or in mix :
|gE-reactivity and  strand increased. This could
favor epitopes presentation.

es protéines de réserve du grain de blé sont im-

pliquées dans les diverses allergies au blé. Ces

protéines sont peu solubles et de structure peu

connue. Pour mieux étudier les épitopes qui réa-
gissent avec les IgE, nous avons utilisé sous forme re-
combinante deux gluténines, leurs moitiés N-terminale
répétitive et C-terminale non répétitive'. Nous avons
étudié la réactivité de ces protéines ou fragments avec
les immunoglobulines E (IgE) sériques de patients
allergiques au blé.

Les protéines recombinantes exprimées dans E. coli ont
été extraites et purifiées en utilisant leurs propriétés de
solubilité, et déposées sur membrane de PVDF. Ces
membranes sont incubées avec les sérums, puis avec un
anticorps anti-lgE marqué enzymatiquement, et lavées.
Les IgE sont détectées par chimioluminescence’, et la
ligne de lumiére DISCO du Synchrotron SOLEIL a été
utilisée pour analyser par dichroisme circulaire (CD) les
contenus en structures secondaires. Les données de CD
issues du rayonnement synchrotron (SR) permettent
d'obtenir un signal exploitable jusqu'a de tres faibles
longueurs d'onde : ceci améliore la précision dans |'ana-
lyse par rapport aux données de dichroisme de labo-
ratoire rapportées dans la littérature? .

La protéine entiére est nettement plus immunoréactive
que ses moitiés (Figure 1), ce qui laisse penser que la
protéine entiere n'est pas la seule addition de ses moi-
tiés. Parallelement le SRCD montre que la protéine en-
tiére n'a pas les teneurs en structures secondaires qui
correspondent a la moyenne de celles des moitiés, ce
qui montre que les moitiés se modifient mutuellement
quand elles sont incluses dans la méme molécule (Figure
2). Le comportement du simple mélange des deux moi-
tiés produites séparément est plus étonnant : la réacti-
vité IgE est augmentée (Figure 1), et une évolution au
cours du temps vers les structures secondaires présentes
dans la protéine entiére est observée (Figure 3).
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Figure ’I

Exemple de réactivité d'une gluténine de
blé recombinante avec les IgE de deux
sérums de patients souffrant d'anaphylaxie
au blé apres effort.

B16: gluténine entiere.

NB16 : moitié N-terminale.

B16C : moitié C-terminale.

J

Il semblerait que les allergenes du blé qui ont
été étudiés réagissent mieux avec les IgE in vitro
quand la molécule est plus complexe, et que la
structure secondaire soit un élément détermi-
nant dans cette réaction, les feuillets p étant plus
présents quand la réactivité avec les IgE est plus
marquée. La relation entre l'immunoréactivité
des protéines et la structure nécessite encore
de nombreux essais pour étre mieux comprise,
et pour qu'on puisse envisager de prédire cette
réaction.

D'autres travaux, en cours de publication, ont
par ailleurs été menés pour comparer les conte-
nus de structure secondaires des gliadines de
blé et leur immunoréactivité in vitro, en liaison
avec la réduction ou non de leurs ponts disul-
fure. L'omegab gliadine, allergéne majeur dans
I'allergie du blé aprés effort, a montré en SR
CD une thermostabilité remarquable. Elle peut
étre reliée a sa résistance aux processus techno-
logiques qui conduisent a la fabrication des ali-
ments a base de blé. Les structures d'allergenes
solubles de blé, comme les protéines de transfert
de lipides (LTP) et la serpine, ont également été
étudiées sur la ligne DISCO.

Figure2 (a) Spectres de SRCD pour une gluté-
nine et ses deux moitiés et (b) analyse en
structure secondaire menée au moyen de
I"'algorithme ContinlLL sur la plateforme en
ligne Dichroweb.
(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html).
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Figure Evolution des spectres de SRCD du mélange
des fragments de la gluténine en fonction du
temps.
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La GSNOR régule I'immunité aussi bien chez
les plantes que chez les animaux’. Les pre-
mieres structures d'une GSNOR végétale,
celle de tomate, devraient permettre de com-
prendre comment |'enzyme peut fonctionner
en présence de tres peu de NADH,,.

GSNOR regulates immunity in animals and
plants'. The first crystal structures of a plant
GSNOR, that of tomato, should give insight on
the molecular mechanism of the catalysis.

~

Structure de la Glutathion S-nitroso réductase
de tomate complexée a son cofacteur NAD

Figure Structure résolue 3 1,90 A de résolution a I'aide de la
ligne Proxima-1 du synchroton Soleil.
Le dimeére biologique (vert/cyan) est représenté en
rubans, le NAD en ball-and-sticks (jaune), les atomes
de zinc catalytiques en magenta

- A/

Glutathion S-Nitroso Réductase (GSNOR) de tomate

La glutathion S-nitroso réductase (GSNOR) contribue
a I"élimination du GSNO du cytosol, évitant la dégra-
dation des protéines. Cette enzyme régule I'immunité
aussi bien chez les animaux (elle est associée a I'asthme
chez I'homme) que chez les plantes ou elle module la
résistance aux maladies et aux changements de tempé-
rature. Elle appartient a la famille des alcool-déshydro-
génases 3 (ADH3). Plusieurs structures d’ADH3 sont
publiées, mais aucune structure de GSNOR végétale.

Gréace aux données de diffraction des rayons X en-
registrées en 2010 puis 2011 sur la ligne de lumiere
PROXIMA-1, nous avons résolu les structures de |'en-
zyme de tomate : seule (résolution 2,15 A), et com-
plexée aux deux formes possibles de son cofacteur :
NAD (1,90 A : Figure 1) ou NADH, (2,70 A). La GSNOR
est capable de réduire le GSNO méme en présence
d'un rapport NAD/NADH, tres élevé. Les structures
résolues devraient permettre d'éclairer la forte affinité
de I'enzyme pour la forme réduite de son cofacteur.

Protéine de liaison du fer YFeX d’E. coli

La capacité d'utilisation du fer héminique est
un facteur déterminant du caractére infectieux
des bactéries pathogenes. La protéine YFeX
étudiée chez E coli par nos collaborateurs de
I'Institut Pasteur (Paris) semble effectuer in vivo
la déferrochélation de I'héme sans rupture du
cycle tétrapyrrolique, un mécanisme jamais dé-
crit auparavant. Grace aux enregistrements de
données de diffraction des rayons X sur des cris-
taux de YFeX, effectués sur la ligne de lumiére
PROXIMA-1, nous avons pu résoudre la structure
tridimensionnelle & haute résolution (1,75 A)
de cette protéine (Figure 2). Ceci permettra de
mieux comprendre sa fonction biologique, soit
d'extraction soit, plus simplement, de transport,
du fer héminique.

4 )

Structure de la protéine de transport
du fer YFeX d'E.coli

Figure Structure résolue a 1,75 A de résolution a I'aide
de la ligne Proxima-1 du synchroton Soleil
(2011).

Le dimere biologique (vert/cyan) est repré-
senté en rubans, I'héme en ball-and-sticks

(rouge).

& J

Alors que les enzymes d’extraction du fer a
partir de I'heme cassent le cycle tétrapyrro-
lique, la protéine YFeX semble agir par simple
déferrochélation de I'heme?. La résolution de
la structure cristallographique d'YFeX donne
un éclairage structural a cette fonction biolo-
gique originale.

As opposed to enzymes that extract iron from
heme through the rupture of the tetrapyrrol
skeleton, the cytoplasmic protein YFeX per-
forms it through deferrochelation of the heme?.
The crystal structure of the protein complexed
to heme give a structural basis to its particular
function.
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La dégradation enzymatique de grains d'ami-
don de mais par 2 amylases industrielles opti-
misées pour les biocarburants et les sirops de
glucose a basse température a été suivie par
fluorescence du tryptophane, sans ajout de
sonde fluorescente, et imagerie dans le visible
sur la ligne de lumiere DISCO. Cela a permis,
d'une part, de suivre les changements mor-
phologiques grain par grain induits par I'hy-
drolyse et, d'autre part, de visualiser I'amylase
en 3D a 283 nm de résolution.

Enzymatic breakdown of native maize starch by
two amylases designed for the production of
low temperature glucose syrup and bioethanol
was monitored by mapping tryptophan fluores-
cence, without labeling, and light imaging on
the DISCO beamline. It allowed to follow both
the morphological changes of single starch
granules and the 3D location of amylases at
283 nm resolution at different hydrolysis times.

hydrolyse | enzymatique
- de |I'amidon

LS @
~“sa @

‘amidon, principale substance de réserve des
plantes, est biosynthétisé sous forme de grains
dont la taille peut varier de 1 a 100 microns et la
cristallinité de 15 a 45 %. Les amylases, enzymes
majeures de I'hydrolyse de I'amidon, sont impliquées
dans de nombreux processus naturels (fermentation,
digestion) et industriels (panification, détergents, sirops
de glucose, biocarburants...).” Contrairement a I'hydro-
lyse de substrats solubilisés comme I'amidon gélatinisé
pour la production de sirop de glucose, les mécanismes
d'hydrolyse de I'amidon granulaire sont mal connus et
trés dépendants de la structure du substrat qui limite la
diffusion de I'enzyme et |'accessibilité des liaisons gly-
cosidiques.? Récemment, deux enzymes particuliérement
efficaces sur I'amidon granulaire ont été optimisées par la
société Novozymes (DK) pour la production de sirop de
glucose a basse température et de biocarburants a par-
tir de Anoxybacillus flavothermus (AFA) et Rhizomucor
(RA).3* Le nouveau microscope plein champ (Telemos)
de la ligne DISCO?® utilisant le rayonnement synchrotron
a été utilisé pour visualiser en lumiere visible les change-
ments morphologiques des grains d'amidon et la locali-
sation de I'enzyme en fluorescence du tryptophane®.

La figure 1 montre le mode d'attaque des grains d'ami-
don par les deux enzymes, suivi grain par grain en mi-
croscopie dans le visible. L'hydrolyse par AFA débute
par les couches externes du grain puis progresse vers le
centre, ce qui conduit en visible a une diminution pro-
gressive de la taille du grain au cours de I'hydrolyse. RA,
au contraire, hydrolyse d'abord le centre du grain, I'en-
zyme produisant rapidement des bréches qui s'étendent
vers |'extérieur. Au stade final d'hydrolyse, une texture
différente plutét de type gel est observée (Figure 1). Elle
pourrait correspondre a la forme recristallisée de frag-
ments libérés par I'hydrolyse mise en évidence lors des
études cinétiques.? C'est la premiére fois que I'hydrolyse
enzymatique de grains d'amidon a pu étre suivie grain
par grain, les autres études concernant des populations
de grains prélevées a différents temps d'hydrolyse.

Les figures 2 et 3 montrent la localisation en trois
dimensions de I'AFA et de la RA dans un grain
d'amidon a trois temps d'hydrolyse a partir de la
fluorescence du tryptophane. Elles démontrent
qu'il est possible de cartographier I'amylase dans
le grain d'amidon sans ajout de sonde en utilisant
seulement la fluorescence du tryptophane endo-
géne a l'amylase. Les images de fluorescence
démontrent clairement que I'AFA s'adsorbe préfé-
rentiellement sur les bords polyédriques du grain
d'amidon au début de I'hydrolyse pour ensuite
diffuser vers les zones plus internes, les cartes 3D
ayant la méme forme au cours de I'hydrolyse, avec
une diminution de taille homothétique au cours
de I'hydrolyse. Dans le cas de la RA, une pénétra-
tion dans le centre du grain au début de I'hydro-
lyse est nettement observée puis une dégradation
du grain de l'intérieur vers |'extérieur, avec dans
les derniers stades d'hydrolyse la présence de
quelques nodules résistants formant une sorte
de couronne, comme observé dans les images en
visible. La superposition des images de visible et
de fluorescence a un temps d'hydrolyse donné
(Figures 2 et 3) démontre bien la complémenta-
rité des deux méthodes d'imagerie, les zones les
plus contrastées en visible n'apparaissant pas en
fluorescence puisque non encore attaquées par
les amylases. La résolution latérale est de 283 nm.
C'est la premiere fois qu'une amylase est localisée
a cette résolution, inaccessible avec les sondes
fluorescentes et les lasers classiques.

Ces premiers résultats démontrent la potentialité
de la ligne DISCO pour l'imagerie de fluores-
cence 3D haute résolution et, plus généralement,
I'imagerie des protéines par auto-fluorescence
dans des milieux complexes. La technique est
transposable a de nombreuses applications dans
le domaine de I'imagerie biologique ou de |'enzy-
mologie des systémes complexes incluant la re-
cherche sur les biocarburants.
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Images visibles de la dégradation de grain d'amidon
de mais par AFA (haut) et RA (bas).
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Hydrolyse de grain d'amidon de mais par
AFA a 5, 135 et 315 min : (gauche) Image
en lumiére visible, (centre) Fluorescence
du tryptophane en 2D, (droite) cartes 3D
de fluorescence montrant la localisation de
['enzyme dans le grain d'amidon.

Hydrolyse de grain d'amidon de mais par
RA a 10, 310 et 610 min : (gauche) Image
en lumiére visible, (centre) Fluorescence
du tryptophane en 2D, (droite) cartes 3D
de fluorescence montrant la localisation de
I'enzyme dans le grain d'amidon.
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La structure de AtPP2-A1 et AtPP2-A2, deux
protéines du phloéme, le tissu conducteur de
la seve élaborée chez les plantes supérieures,
a été étudiée par diffusion des rayons X aux
petits angles sur la ligne de lumiere SWING.
Cela a permis de mettre en évidence des
états d'oligomérisation fortement dépen-
dants des conditions physico-chimiques
(pH, force ionique) et de la présence de
ligand. La fonction de ces protéines reste
néanmoins a ce jour inconnue a I'exception
des propriétés lectines démontrées pour
AtPP2-A1.

The structure of two phloem proteins, AtPP2-A1
and AtPP2-A2, specifically expressed in phloem,
tissue conducting sap in higher plants, was
studied by small angle X-ray scattering on
the SWING beamline. This study allowed the
identification of different state of oligomeri-
zation depending on the physico-chemical
conditions (pH, ionic strength) and on the
presence of ligand. The function of these
proteins is still unknown except the lectin
properties demonstrated for AtPP2-A1.

A, chez Arabidopsis thaliana i

es protéines PP2 sont des protéines abondam-

ment présentes dans les éléments conducteurs du

phloéme, et nos observations microscopiques in

vivo des cellules phloémiennes chez Arabidopsis
thaliana montrent la présence de filaments protéiques
dans lesquels les protéines PP2 sont associées.' La fonc-
tion biologique de ces filaments protéiques reste a ce
jour inconnue. Nous avons parallelement démontré
que AtPP2-A1, exprimée par voie recombinante chez
E.coli, présente une activité lectine caractérisée par sa
fixation a trois types de sucres dont des oligoméres de
N-acétyl-glucosamine.? Enfin, nous avons démontré que
PP2-A1 affecte la croissance des pucerons? et est impli-
quée dans la transmission des virus par les pucerons.?
En revanche, les données structurales sur ces protéines
PP2 sont inexistantes et ne nous permettent pas d'éta-
blir les relations structure-fonction nécessaires a la
compréhension de leur role biologique. Comme ces
protéines sont inconnues sur le plan structural, nous
avons utilisé la diffusion des rayons X aux petits angles
(SAXS) sur la ligne SWING pour déterminer leur
conformation en solution.

La protéine AtPP2-A1 présente une faible similarité
structurale avec les CBM (carbohydrate-binding mo-
dule) dont le modeéle, présenté Figure 1, prédit une
grande région N-terminale flexible peu structurée tandis
que l'autre moitié de la protéine est repliée en feuillets p
anti-paralléles. Un domaine de fixation aux ARN est éga-
lement identifié dans la région N-terminale. La fixation
de AtPP2-A1 aux N-glycanes en régime dilué s’accom-
pagne de la formation de dimeére. Nous avons démontré
en effet par SAXS une forte propension a I'cligomérisa-
tion de cette protéine dont le degré d'oligomérisation,
déterminé a g tendant vers 0, augmente en présence du
ligand (Figure 2). De plus, la superposition des intensi-
tés diffusées aux valeurs de q > 0,02 A" démontre que
la conformation globale et la structure interne de la pro-
téine ne sont pas affectées par la présence du ligand.
Par ailleurs, comme AtPP2-A2 est également sujette

Peu ordonne Repliement en feullets B
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Organisation des protéines PP2 et modele
prédit pour la structure du monomére de
PP2-A1.

a l'oligomérisation* alors que son domaine N-
terminal est beaucoup plus court, les interactions
protéine — protéine, incluant les interactions
PP2-PP2, impliqueraient le domaine structuré en
feuillets B. Un calcul ab initio a partir des données
de SAXS a permis de proposer un premier modéle
3D basse résolution trés compact d'un oligomere
de AtPP2-A1 (Figure 3). Néanmoins, des résultats
récents acquis par chromatographie d’exclusion
stérique (SEC) ont montré |'existence d'un équi-
libre oligomere — monomere en solution ce qui va
nécessiter un couplage SAXS — SEC afin de valider
le premier modele ab initio acquis sur le mélange
monomeére - oligomeére.

q(A")

Intensités diffusées en fonction du vecteur
d’onde g (A-1) pour AtPP2-A1 en absence
(symbole noir) et en présence (rose) de
chitotriose (rapport molaire chitotriose:
AtPP2-A1 = 6).

Les résultats obtenus par SAXS ouvrent des
perspectives intéressantes sur la détermination
fine des structures des formes oligomériques
de AtPP2-A1 et AtPP2-A2. En effet, a partir des
nouveaux développements effectués sur la ligne
SWING autorisant la détermination de struc-
tures dans des systemes complexes a I'aide du

Modele 3D basse résolution le plus probable
d'un oligomere de AtPP2-A1.

couplage SAXS — SEC, nous pouvons envisager
de préciser les modéles 3D basse résolution des
formes monomérique et oligomérique. Sur le
plan biologique, la propriété de lectine associée
a la capacité auto-associative des PP2 pose la
question de leur mobilité in vivo en fonction du
stade de développement de la plante et/ou de
I'environnement intracellulaire.
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La conformation en solution de protéines
salivaires riches en proline (PRP) a été étu-
diée par SAXS. Cette technique a confirmé le
caractere non structuré des PRP et a mis en
évidence des différences structurales entre
protéines glycosylées et non glycosylées.

The conformation of salivary proline rich pro-
teins (PRPs) was determined by SAXS. This
technique confirmed that PRPs are unstructu-
red and highlighted conformation differences
between glycosylated and non glycosylated
proteins.

es protéines riches en proline (PRPs) représentent

environ les deux tiers des protéines salivaires paro-

tidiennes humaines. Elles sont généralement clas-

sées en protéines glycosylées, acides et basiques,
et ont des fonctions différentes. Nous nous sommes
intéressés a ces protéines dans le cadre de I'étude de
leurs interactions avec les tanins. Ces interactions sont
entre autres impliquées dans |'astringence, qui est une
propriété organoleptique importante de nombreuses
boissons a base de végétaux (vin rouge, thé, certains jus
de fruits...). Des études antérieures montrent une trés
nette différence de comportement entre protéines gly-
cosylées et protéines non glycosylées lorsqu'elles inter-
agissent avec des tanins’. Dans le premier cas, tanins et
protéines forment des agrégats de taille finie (une di-
zaine de nm), stables. Au contraire, tanins et protéines
non glycosylées précipitent trés rapidement, méme a
faible concentration.

Pour mieux comprendre les mécanismes d'interaction,
il était nécessaire d'étudier la conformation des pro-
téines en solution. Deux protéines salivaires humaines
ont été exprimées par voie hétérologue et purifiées:
IB-5, protéine non glycosylée de 7 kDa, et lI-1, protéine
glycosylée de 20 kDa. lI-1 a été déglycosylée par voie
enzymatique (lI-1ng). Les PRPs appartiennent a la classe
des protéines non structurées (pas de structure tertiaire
stable). Il est par conséquent quasiment impossible de
les cristalliser pour obtenir leur structure 3D a haute
résolution par cristallographie (diffraction RX). La diffu-
sion de rayons X aux petits angles (SAXS) permet en re-
vanche d'étudier leur conformation en solution. Les pro-
téines non structurées peuvent adopter un trés grand
nombre de conformations. Les expériences de SAXS
donnent acces a des parametres géométriques moyens
(rayon de giration, longueur de persistance et section
de la chaine polypeptidique), qui ont été déterminés
pour chaque PRP et comparés a ceux d'autres protéines
non structurées. Enfin, des algorithmes mathématiques
ont été utilisés pour reconstruire des modéles compa-
tibles avec les courbes expérimentales de diffusion.
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Représentation de Kratky des courbes de
diffusion des protéines IB5 (rose), -1 dé-
glycosylée (bleu), II-1 (cercles noirs) dans
un tampon acétate d’ammonium 50 mM
pH 5.5. La ligne continue la plus fine est une
courbe de diffusion de sphéres homogeénes
denses, la ligne plus épaisse représente la

courbe de diffusion d'une chaine de Debye.

J

Les expériences menées sur la ligne de lumiere
SWING confirment que les protéines salivaires
sont intrinsequement désordonnées (Figure 1).
IB5 et ll-1Tng peuvent étre décrites par un modele
de chaine macromoléculaire, en incluant dans
le modele une longueur de persistance et une
épaisseur de chaine (Figure 2). Les rayons de
giration mesurés (Rg =279et41.0+ 1A, respec-
tivement) et les distances maximales (r__ =110 et
155 + 10 A, respectivement) montrent que leurs
conformations moyennes sont plutdét étendues.
La longueur du segment statistique (deux fois la
longueur de persistance) est b = 30 A, supérieure
3 la valeur habituelle (18 A — 20 A) pour des pro-
téines non structurées. Ceci est probablement di
a la présence d'hélices polyproline dans la chaine.
Les deux protéines ont une épaisseur de 2,7 = 0.2 A.
La protéine glycosylée II-1 a une structure poly-
peptidique similaire, mais la présence de groupes
latéraux glycosylés lui confére une structure plus
ramifiée. Elle est mieux décrite par un modeéle
d'objet fractal de dimension D=2.43 et de rayon
de giration = 45.9 +2 A. Le programme BUNCH a
été utilisé pour générer des représentations de
la protéine IB5 (Figure 3). Toutes ont en commun
de représenter des macromolécules extrémement
étendues, en accord avec une chaine constituée
de 6 ou 7 éléments rigides de longueur moyenne

30A (= b).
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Figurez Courbes de diffusion des protéines I1B5 (rose)\
et lI-1 déglycosylée (turquoise). Courbes d'ajus-
tement avec les modéles de Debye (vert), de
Sharp-Bloomfield (orange) et de chaine vermi-
culaire (noir).
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Deux exemples de conformations compa-
tibles avec les données expérimentales,
pour la protéine IB5, obtenues avec le pro-
gramme BUNCH.
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Les oléosines et la caléosine sont des pro-
téines qui stabilisent les oléosomes de
graines et génent |'extraction de I'huile. Par
dichroisme circulaire utilisant le rayonnement
synchrotron (SRCD) sur la ligne de lumiére
DISCO, nous avons déterminé le contenu en
structures secondaires de deux oléosines et
de la caléosine en solution dans différents
tensioactifs. Leur ancre centrale hydrophobe
serait repliée en feuillets béta.

Oleosins and caleosins are proteins that sta-
bilize seed oleosomes and hamper oil ex-
traction. Using synchrotron radiation circular
dichroism on the DISCO beamline, we deter-
mined the secondary structure content of

two oleosins and caleosin. It suggests that
their central hydrophobic anchoring region
folds as beta sheets.

'extraction des huiles a partir des graines de

plantes oléagineuses est un procédé colteux en

énergie (chauffage) et polluant (utilisation de sol-

vants organiques comme |'hexane). Les lipides
de réserve des graines sont stockés dans des corps li-
pidiques appelés oléosomes. A la surface de ces oléo-
somes se trouvent des protéines, majoritairement des
oléosines et la caléosine, ainsi que d'autres protéines
mineures. Ces protéines participent a la stabilisation des
oléosomes et génent |'extraction de I'huile. Le replie-
ment et les fonctions de ces protéines sont peu connus.
Leurs séquences contiennent une longue zone centrale
entiérement hydrophobe de 50 (caléosine) a 70 (oléo-
sines) acides aminés. Cette zone serait responsable de
leurs interactions avec les corps lipidiques et de leur an-
crage dans ces corps lipidiques et le coeur hydrophobe
contenant les triglycérides.

Aprés avoir produit chez Escherichia coli et purifié les
oléosines S3 et S5 ainsi que la caléosine d'Arabidopsis
thaliana, différents tensioactifs ont été testés afin de
maintenir ces protéines en solution aqueuse sans les dé-
naturer. Seuls les détergents anioniques comme le SDS
(sodium dodecyl! sulfate) et des polymeéres tensioactifs,
les amphipols (APols), se sont révélés capables de main-
tenir plus de 60 % de ces protéines en solution aprés
ultracentrifugation. Les amphipols, fournis dans le cadre
d'une collaboration avec C. Tribet de I'ENS, sont des
tensioactifs particuliers utilisés notamment pour main-
tenir les protéines membranaires sous forme native en
solution aqueuse.

En collaboration avec les scientifiques de la ligne de
lumiére DISCO de SOLEIL (F. Wien, A. Giuliani) nous
avons obtenu des spectres de SRCD de deux oléosines
et de la caléosine maintenues en solution dans le SDS
ou les APols. Ces données (Figure 1A) nous ont permis
de proposer un modele de repliement des oléosines et
de la caléosines’ en solution aqueuse (Figure 1B).
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La partie centrale hydrophobe de ces protéines
serait majoritairement en feuillets béta. Les
extrémités hydrophiles auraient quant a elles
un contenu en structure secondaire changeant
selon le tensioactif utilisé. Des résultats plus ré-
cents de SRCD ont également été obtenus sur
des corps lipidiques de levure purifiés, contenant
essentiellement I'oléosine S3 comme protéine
intégrale. lls indiguent la présence majoritaire de
feuillets béta dans cet environnement cellulaire
plus proche de |'état physiologique.

1B

+ 53/SDS (0.046)
© 53/A12-60R (0.150)

Spectres dichroiques et modeéles des structures secon-
daires de deux protéines intégrales de |'oléosome, la
caléosine et |'oléosine S3.
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Nous avons suivi la déformation de la micelle
de caséine, colloide naturel bien connu, par
diffusion de rayons X aux petits angles (ligne
de lumiere SWING) combinée a la technique
de stress osmotique. Nous montrons ainsi que
certaines parties de la micelle s’effondrent a la
compression, tandis que d'autres y résistent.
La micelle de caséine serait donc une sorte
d'" éponge colloidale” a la structure hiérar-
chique.

The deformation of a popular natural col-
loid - the milk casein micelle - was followed
on the SWING beamline by combining the
osmotic stress technique with small-angle
X-ray scattering. The results indicate that
some parts of the micelle collapse under
compression, whereas other parts resist
deformation. This suggests that the casein
micelle is a spongelike material having a
hierarchical structure.

I'état natif, les protéines du lait sont majori-
tairement présentes sous forme de micelles
de caséines, agrégats quasi-sphériques de
~100 nm de diametre résultant de |'associa-
tion de minéraux et des caséines a_,, a,, p etk (Fig. 1).

| [mm]
o

La micelle de caséine vue par microscopie a force
atomique (AFM). La barre d'échelle fait 100 nm’.

s2!

Cette “micelle” est sans doute |'objet colloidal naturel
que I'on rencontre le plus communément dans notre vie
quotidienne. Cependant, elle suscite encore de nom-
breuses questions scientifiques tout a fait fondamen-
tales. En particulier, la structure interne de la micelle de
caséine, c.a.d. l'organisation des caséines et des miné-
raux en son sein, est une question qui subsiste et suscite
encore des débats passionnés’.

Les techniques de diffusion aux petits angles sont des
techniques de choix pour I"élucidation d'une telle struc-
ture, et voici une dizaine d'années que la micelle de
caséine fait régulierement I'objet d'études SAXS (dif-
fusion de rayons X) et SANS (diffusion de neutrons).
Cependant, les résultats obtenus ne concernent que
la micelle dans son état natif et dilué, et peuvent étre
interprétés de diverses fagons?3.

Un moyen d'apporter de nouvelles informations
est de suivre, par ces mémes techniques, les mo-
difications structurales que subissent les micelles
en réponse a une sollicitation physique et/ou
chimique. C'est cette approche que nous avons
adoptée derniérement, en suivant par SAXS la
réponse structurale de la micelle de caséine
quand elle se déforme et se comprime sous
I'effet d'un stress osmotique. La ligne SWING se
préte particulierement bien a ce type de mani-
pulations, notamment en raison des plages de
vecteur d’onde g explorées et des possibilités
variées d'accommodation des échantillons (du
liquide au gel).

Des dispersions modeles de micelles de ca-
séines ont été concentrées par compression
osmotique, technique s'appuyant sur |'équi-
libre osmotique entre une dispersion mére et un
réservoir de pression osmotique connue®. Des
échantillons de concentrations allant de 25 g/L
(état liquide) a 400 g/L (état gel®) ont ainsi été
préparés et disposés sur le trajet du faisceau de
rayons X. Les spectres obtenus sont sur la Fig. 2,
dans une représentation dite “de Kratky” qui
permet de mettre en valeur les oscillations com-
posant chaque courbe. A chaque oscillation
correspond une distance caractéristique ~2r/g
liée a un trait particulier de la micelle : contour
de l'objet a petits g, distances internes a grands g.

Aux faibles concentrations (C < 150g/L), les
micelles sont encore éloignées les unes des autres
et ne sont pas déformées. Comme attenduy,
le signal n'est alors que peu affecté par la concen-
tration. A partir de C > 150g/L, les micelles sont
peu a peu forcées a entre r en contact. Elles se
déforment et se compriment jusqu'a perdre la
moitié de leur volume initial a C = 400 g/L.

La signature SAXS d'une telle déformation est
alors tout a fait particuliere puisque les positions
des oscillations caractéristiques de distances
internes de la micelle sont inchangées. Ce type

Cette proposition d'une micelle de caséine struc-
turée en “éponge” contraste avec les modéles
déja développés et constitue une avancée im-
portante du point de vue fondamental. A terme,
et du point de vue applicatif, mieux connaitre la
structure interne de la micelle de caséine permet-
tra d'avancer sur des nombreux points ayant trait
a la manipulation et a |'utilisation de cet objet
biologique dans différents domaines : maitrise
des procédés de transformation, encapsulation
et libération contrélée de composés ciblés, etc.

a’lig) (a.u.)
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Spectres SAXS de la micelle a différentes
concentrations en caséine. Ces spectres
montrent trois “oscillations”, ou distances
caractéristiques, qui correspondent aux trois
niveaux de structuration interne de la micelle
de caséine.

de déformation non-affine suggére que la micelle
de caséine est faite d'un matériau hétérogéne lui-
méme constitué de régions denses, qui résistent a
la compression, et de régions “molles” ou vides,
qui se contractent voire s'effondrent quand la mi-
celle est comprimée (= modele éponge, voir Fig. 3).
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Proposition de structure interne en accord
avec les résultats obtenus sur la ligne SWING.
La micelle de caséine serait une “éponge” a
trois niveaux de structure.
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La structure de deux amylosaccharases au
cours de la synthése d'amylose a été déter-
minée par diffusion des rayons X aux petits
angles (SAXS) sur la ligne de lumiére SWING,
simultanément avec les premiers stades d'en-
chevétrement du polymére produit. La struc-
ture des enzymes en cours de synthése cor-
respond a leur structure cristallographique.
Les chaines d'amylose produites forment tout
d'abord des zones de jonction en forme de
doubles hélices isolées puis des empilements
de 4 doubles hélices de structure identique a
celle des zones cristallines de I'amidon.

The structure in solution of 2 amylosucrases
was determined by SAXS on SWING beamline
during amylose synthesis, together with the
first stages of entanglement of the polymer
produced. The enzyme structures during cata-
lysis were found to be identical to the crys-
tallographic structures. Amylose was shown to
first entangle as single double helices, which
then associate marked into arrays of 4 double
helices that are very similar to the packing ob-
served in crystalline starch.

#.* conformations de fransglucosidases
' ef des polysaccharides produits

es amylosaccharases bactériennes sont de bons

outils pour mimer in vitro la synthése de |'amylose,

I'un des deux constituants majeurs de I'amidon.

Ces enzymes sont les seules capables de synthéti-
ser ce polymeére sans précurseur a partir du saccharose.
L'amylosaccharase recombinante de Neisseria poly-
saccharea (ASNP) a été tres étudiée pour la synthése
d'amylose a 30 °C et la modification d'amylo-polysac-
charides. La réaction démarre par |'hydrolyse du sac-
charose. Le glucose relargué est ensuite utilisé comme
accepteur pour produire par transferts successifs des
maltooligosaccharides et des chaines d'amylose qui pré-
cipitent lorsque leur concentration et leur taille critique
sont atteintes'. L'amylosaccharase de Deinococcus geo-
thermalis (ASDG) est une enzyme thermostable dont
la température optimale est de 50 °C. Elle catalyse le
méme type de réaction qu'ASNP. Les structures cristal-
lographiques des deux enzymes sont connues?® et, si
les repliements sont trés similaires, ASDG se distingue
par une structure quaternaire homodimérique, proba-
blement en rapport avec sa thermostabilité. Ce travail
décrit les résultats obtenus par SAXS sur la conformation
en solution de ces deux enzymes pendant la synthése et
les premiers stades d'enchevétrement du polymere.

La Figure 1 montre la parfaite superposition des don-
nées de SAXS obtenues pour ASNP en absence et en
présence de substrat. La conformation en solution de
ASNP ne varie donc pas lorsque I'enzyme est en condi-
tions de synthése de polymére. Le méme résultat a
été obtenu avec ASDG. De plus, les courbes obtenues
avec les deux enzymes sont en parfait accord avec les
courbes de SAXS théoriques calculées a partir des
structures cristallographiques.

Apres soustraction des contributions de I'enzyme, du
saccharose et des oligosaccharides produits, il est pos-
sible d'extraire les courbes SAXS du polymere a diffé-
rents temps de synthése (Figure 2). L'intensité du signal
augmente régulierement jusqu'a 8 h de synthése. Le
rapport des intensités du signal du polymeére entre 2,7 h
et 8 h est du méme ordre de grandeur (103) que le rap-
port des concentrations massiques du polymére produit

aux mémes temps de synthese. Au-dela de 8 h les
courbes changent de forme (Figure 2) et l'inten-
sité aux plus petits angles augmente fortement
avec |'agrégation du polymeére. Apres 2,7 h de syn-
thése, les courbes de diffusion mesurées peuvent
étre modélisées a partir d'objets cylindriques de
1,03 nm de diametre et 13 nm de long, qui cor-
respondent a 6-7 tours de double hélice (Figure 3)
semblable a celles qui constituent les structures
cristallines dans I'amidon. De 2,7 a 8 h, le diamétre
moyen des objets observés passe de 1,03 a 2,67 nm,
tandis que la longueur reste constante. La struc-
ture la plus probable correspond alors a un empi-
lement de quatre double hélices (Figure 3). Le mo-
déle structural permettant le meilleur ajustement de
la courbe de diffusion implique un décalage d'un
demi-pas entre deux doubles hélices voisines,
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Figure Superposition des courbes SAXS expéri-
mentales de ASNP en solution seule, en
présence de son substrat, et calculée a partir

de la structure cristallographique.
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comme observé dans les structures cristallines
d'amidon®. Au-deld de 8 h, l'intensité diffusée aux
petits angles augmente de maniére importante
traduisant une agrégation des empilements d'hé-
lices. La diminution d'intensité observée a 22 h cor-
respond a la précipitation du polymere. Dans le
cas de ASDG, la cinétique de polymérisation est
plus lente et, pour une concentration finale d'amy-
lose produite identique, la taille moyenne des
objets est beaucoup plus petite et I'amylose ne
s'auto-associe pas sous la forme de structures spé-
cifiques. Ces résultats sont probablement liés a la
haute température de synthese utilisée, a laquelle
I'amylose est beaucoup plus soluble qu'a 30 °C.
Dans ces conditions, le polymere produit corres-
pondrait a un mélange de pelotes statistiques, de
cylindres mal structurés et de particules de type
"worm like".

Sy il | aminue cogusise Apnomson o choder g 4 goubie kdlion \
dasky hifiw (T = FHiday i paetir e T = dffadi
5 E
/ i . 4
Y gs %,
- o) r 1:
N =, 3
B B | » v
s .
%
TRAT )
I { L ¥
P e
Fiy e
(TEXY 16T A
Mayen desectinnde pratioal, = 484 Pt et e griathan AL, = 8,7 A
Figure Modele d'empilement de doubles hélices
utilisé pour ajuster les courbes SAXS de
I'amylose en cours de synthése.
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La conformation en solution de tanins natifs
et autoxydés a été étudiée par diffusion de
rayons X aux petits angles (SAXS). Cette tech-
nique a permis de mettre en évidence des
changements structuraux induits par I'oxyda-
tion des tanins (masse molaire, conformation).

The conformation in solution of native and
autoxidized tannins was studied by Small
Angle X-ray Scattering (SAXS). This tech-
nique allowed to evidence structural changes
induced by tannin oxidation (molecular
weight, conformation).

es flavonoides (anthocyanes et tanins condensés)

sont les composés phénoliques majoritaires de

nombreux produits alimentaires élaborés a base

de végétaux. lls jouent un réle déterminant dans la
qualité organoleptique de ces produits (couleur, go(t...),
ainsi que dans leurs propriétés nutritionnelles et les ef-
fets santé attribués a leur consommation. Leurs proprié-
tés sont liées a leur réactivité chimique (nucléophilie,
oxydabilité) et/ou a leur tendance a interagir entre eux
ou avec d'autres (bio) polymeres. Pour un systéme don-
né, ces interactions physico-chimiques dépendent des
caractéristiques structurales des flavonoides. Or ces der-
niers, et notamment les tanins condensés (oligomeéres
et des polymeres de flavanols, Figure 1), présentent dés
I'origine une grande diversité structurale. Du fait de leur
réactivité, cette diversité s'accroit apres extraction et au
long des itinéraires technologiques suivis pour |'élabo-
ration des produits.
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Figure Structure des tanins condensés, constitués dans
le cas du raisin d'unités catéchine (R=H, R1=H,
R2=0H), épicatéchine (R=H, R1=0H, R2=H),
épicatéchine gallate (R=H, R1=G, R2=H) ou
épigallocatéchine (R=OH, R1=0H, R2=H). Ces
unités sont reliées entre elles par les carbones
C4-C8 (majoritaire) ou C4-Cé.
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Les réactions d'oxydation qu'ils subissent peuvent
entrainer des changements structuraux impor-
tants (Figure 2). Elles sont a I'origine de nouvelles
liaisons, qui peuvent se former soit au sein d'une
méme macromolécule (réaction intramoléculaire
ne modifiant pas le degré de polymérisation, DP)
soit entre deux macromolécules (réaction intermo-
|éculaire entrainant une augmentation du DP). Ces
changements structuraux modifient probablement
les propriétés physico-chimiques des tanins (solu-
bilité, capacité a interagir avec d'autres macro-
molécules). lls doivent étre caractérisés pour
identifier les relations existant entre la structure
des tanins (natifs et dérivés) et les propriétés qui
leur sont attribuées.

N

Figure2

Exemples de structures chimiques de tanins apres oxyda-
tion. La formation de nouvelles liaisons peut se faire sur
la méme macromolécule (phénomeéne intramoléculaire, le
DP ne varie pas), ou entre deux macromolécules (intermo-
léculaire, le DP augmente).

J

Cette caractérisation est un défi dans le cas des
tanins. Les méthodes usuelles d'analyse des poly-
phénols monomeres et oligomeres (HPLC, RMN,
spectrométrie de masse) s'appliquent difficilement
aux polymeres de plus haut DP. Ces derniers sont
habituellement analysés aprés réaction de dépo-
lymérisation, les techniques classiques d'analyse
des polymeres (SEC/MALLS par exemple) étant
mal adaptées : les tanins s’adsorbent sur les sup-
ports de chromatographie et/ou sont trop petits
pour étre étudiés par diffusion de lumiére. Avec
les tanins natifs, ces réactions de dépolymérisation
donnent acces au DP moyen en nombre et a la
nature des unités constitutives. Ces réactions sont
incomplétes dans le cas des structures dérivées et
cette information n’est plus accessible. Le SAXS,
qui donne accés au DP moyen des objets, s'est
avéré un outil précieux pour identifier I'impact de
réactions d'autoxydation sur |'évolution du DP des
tanins. Cette technique donne en outre des infor-
mations sur |'évolution de leur conformation aprés
oxydation.

Les travaux réalisés au synchrotron SOLEIL (ligne
de lumiere SWING) nous ont notamment permis
de montrer que :

(i) si I'oxydation a lieu en milieu concentré, le DP
moyen des tanins augmente ;

(ii) selon le DP initial des tanins, les structures
linéaires peuvent se brancher (Figure 37) ;

(iii) il est possible de favoriser les réactions intra-
moléculaires en travaillant par exemple en milieu
trés dilué? ;

(iv) les tanins solubles dans |'eau et les tanins
insolubles ont des masses et des conformations
différentes.

-

Figure3

Courbes de SAXS de deux fractions de tanins natifs (DP : 9
et 40). Apres une semaine d'oxydation, le DP moyen est mul-
tiplié par 1,4 pour la premiére fraction. Il est multiplié par 3
aprés 2 semaines pour la seconde fraction. Les courbes de dif-
fusion nous permettent également de déterminer |'évolution
des conformations en solution des tanins : polymeres linéaires
semi-flexibles pour les tanins natifs, polyméres en étoile a un
peu moins de trois branches pour les polymeres oxydés (dans
le cas ici du DP 40).
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Ces premiers résultats montrent l'intérét du
SAXS pour |"étude de la conformation de tanins
natifs et oxydés. A terme, nous envisageons
une étude plus systématique de l'influence de
la matrice alimentaire (pH, force ionique), de
la composition chimique initiale des tanins, de
I'avancement de la réaction d’'oxydation et de
la température sur la formation des produits
d'oxydation finaux.
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Les propriétés de cristallisation des triglycé-
rides du lait ont été étudiées en fonction de
leur composition en acides gras et de leur
dispersion dans des gouttelettes d'émulsion
de différentes tailles. Les expérimentations
ont été réalisées avec le couplage de la micro-
calorimétrie différentielle et de la diffraction
des rayons X en utilisant le rayonnement
synchrotron sur la ligne de lumiere SWING de
SOLEIL.

The crystallization properties of milk triglyce-
rides have been studied as a function of their
fatty acid composition and dispersion in emul-
sion droplets of various sizes. The experiments
have been conducted using the coupling of
differential scanning calorimetry and time-
resolved synchrotron X-ray diffraction on the
SWING beamline of SOLEIL.

e lait et les produits laitiers sont importants en

nutrition humaine. Cependant, la matiere grasse

laitiere est majoritairement composée de triglycé-

rides (98 % des lipides laitiers) contenant environ
70 % d'acides gras saturés supposés étre impliqués dans
les maladies cardio-vasculaires. Pour suivre les recom-
mandations nutritionnelles et les besoins des consom-
mateurs, la matiére grasse laitiére pourrait étre enrichie
en acides gras insaturés (AGl) en modifiant I'alimenta-
tion des animaux. Les propriétés rhéologiques et fonc-
tionnelles de la matiere grasse laitiere dépendent de sa
composition en acides gras et de son organisation dans
les produits laitiers. Un enrichissement en AGI pourrait
altérer les propriétés physiques de la matiere grasse
laitiere, particulierement ses propriétés de cristallisation,
et avoir des conséquences sur la texture des produits
laitiers.

Les objectifs du projet étaient :

i) de caractériser les structures cristallines formées par
une matiere grasse enrichie en AGl et de les comparer a
une matiere grasse laitiere de composition classique en
acides gras,

ii) de déterminer l'effet de la taille des gouttelettes
d'émulsion sur les propriétés de cristallisation des tri-
glycérides du lait.

Une matiere grasse enrichie en AGI (50,7 % des acides
gras totaux) et une matiére grasse de composition clas-
sique en acides gras (AGI = 29,3 %) ont été utilisées pour
fabriquer des émulsions avec trois tailles de gouttelettes
différentes. Les six émulsions ont été stockées pendant
au moins 48 heures a 4°C pour simuler le stockage des
produits laitiers au réfrigérateur. Les structures cristal-
lines formées par les triglycérides ont été identifiées a
4°C puis en fonction de la température au cours d'un
chauffage a 2°C/min jusqu'a 60°C. Les expérimenta-
tions ont été réalisées en utilisant le couplage de la
microcalorimétrie différentielle (MCD)' et de la
diffraction des rayons X (DRX) sur la ligne SWING du
Synchrotron SOLEIL (Figure 1).
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Nous avons montré? :

Dans les structures lamellaires formées a I'état so-
lide, I'organisation longitudinale des molécules de
triglycérides (a deux longueurs de chaine, 2L ; ou
trois longueurs de chaines, 3L) est caractérisée par
DRX aux petits angles ; I'organisation latérale des
chaines d'acides gras (formes polymorphiques
a, B', B) est caractérisée aux grands angles?
La gamme de vecteur de diffusion utilisée était :
q=0,08-18A"

éma du montage expérimental réalisé sur la ligne
ING du Synchrotron SOLEIL : couplage de la diffrac-

tion des rayons X aux petits et aux grands angles et de la
microcalorimétrie différentielle (calorimétre Microcalix ;
Ollivon et al., 2006).
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La DRX utilisant le rayonnement synchrotron sur
SWING a permis d'identifier les structures cris-
tallines formées par les triglycérides du lait dans
des gouttelettes d'émulsion de taille nanomé-
trique, avec un faible taux de matiére cristallisée
lié a I'enrichissement en AGI. Le couplage avec
la MCD a permis de relier les propriétés struc-
turales des triglycérides a leurs propriétés ther-
miques enregistrées simultanément. Ces travaux
sont importants pour la recherche académique,
particulierement la biophysique des lipides ap-
pliquée a la cristallisation des triglycérides, et
pour la recherche finalisée de par leurs applica-
tions dans l'industrie laitiere.

Diagrammes de diffraction des rayons X enregis-
trés aux petits angles (A, C) et aux grands angles
(B, D) en fonction de la température au cours
d'un chauffage a 2°C/min des triglycérides de
composition classique (A, B) et des triglycérides
enrichis en acides gras insaturés (C, D), dispersés
dans des gouttelettes d'émulsion de 180 nm. Les
différentes structures cristallines identifiées sont
indiquées sur la figure.
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Les interactions entre tanins condensés et un
polysaccharide de type hyaluronane (HA)ont
été étudiées par diffusion des rayons X aux
petits angles (SAXS, ligne de lumiere SWING).
Des complexes stables et de tailles finies sont
formés en suspension colloidale. Dans ce travail,
nous montrons comment la taille et la densité
de ces agrégats dépend du degré de polymé-
risation des tanins.

Interactions of condensed tannins with a hya-
luronan polysaccharide (HA) were studied by
small angle X-ray scattering (SAXS, SWING
beamline). Stable complexes were formed
in colloidal suspension. In this work we show
how the size and density of the aggregates
depend on the degree of polymerization of
tannins.

is-a vis des plantes, les tanins ont un réle pro-

tecteur contre les agents microbiens et les in-

sectes. Cela est notamment en relation avec leur

capacité a se complexer avec les biopolymeres
tels que les protéines et polysaccharides’. En nutrition,
les polyphénols, et parmi eux les tanins, ont également
un role important. Ainsi, le métabolisme lipidique et la
fermentation colique sont différemment affectés selon
que le régime alimentaire contient des tanins seuls ou
en mélange avec des polysaccharides?. En technologie
des boissons a base de fruit (jus, cidres, vins) par des
mécanismes impliquant protéines et polysaccharides,
les tanins affectent I'amertume, I'astringence et la sta-
bilité colloidale3. En outre, les tanins sont sélectivement
partitionnés au cours du procédé du fait de leur capacité
a s'associer aux polysaccharides pariétaux des fruits*.

Afin de mieux comprendre les mécanismes de la for-
mation de complexes tanin-polysaccharide, nous avons
utilisé la diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)
et la diffusion de la lumiére pour explorer les aspects
structuraux de cette association en considérant comme
solutions modeles une série de tanins condensés oli-
gomeéres et polymeres (procyanidines) de degrés de
polymérisation (DP) variables et un hyaluronane HA
(Soliance, 50 kDa), polysaccharide bien connu et
largement présent dans les tissus épithéliaux humain
et animaux®. (Figure 1)

Nous avons étudié HA (a 3 g/L) en mélange avec le
tanin de DP2 (petit tanin) a des concentrations variant
de 0,25 & 5 g/L (Figure 2). A toutes les concentrations,
le rayon de giration est de 20 nm soit deux fois plus
que celui du polysaccharide seul, ce qui témoigne
de l'existence de complexes tanins-polysaccharides
contenant quelques (N < 5) macromolécules de HA.
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Figure Structure simplifiée d'un tanin condensé (A) et
d'un hyaluronane (B).
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Concernant |'effet du DP (2, 4, 10 ou 35), I'intensité
aux petits vecteurs d'onde (Figure 3) augmente
de fagon monotone avec le DP ce qui correspond
a une augmentation de I'agrégation, suggérant
que les tanins plus longs pourraient établir plus
facilement des pontages entre molécules de poly-
saccharide.

Ce travail a permis de mieux comprendre le mé-
canisme de formation de complexes colloidaux
stables entre tanins et polysaccharides. Ceux-ci
peuvent étre divisés en deux populations : (i) les
oligo-agrégats (N<5) et (i) de plus grands objets
buissonneux dont la taille est trés supérieure a la
taille d'une molécule de HA.

La taille et la structure des agrégats sont notam-
ment déterminées par la taille des tanins et ces
agrégats sont formés méme a des teneurs faibles
en tanins (moins de 0,016 g de tanins par gramme
de polysaccharides). Au sein des agrégats, les
deux especes gardent leur conformation native.
De ce fait, les complexes ont une tres faible
compacité puisque la densité du microgel tanin-
polysaccharides est jusqu'a sept fois plus faible
que celle du polysaccharide seul.

Nos résultats pour le systeme tanin-HA sont a
mettre en relation, par exemple, avec une meil-
leure compréhension du réle des agrégats col-
loidaux entre tanins et polysaccharides dans la
stabilisation des boissons a base de fruits et la
réduction de I'astringence. lls pourraient égale-
ment interférer sur la biodisponibilité des poly-
phénols dans I'alimentation. L'étude d'autres
types de polysaccharides et I'impact de I'oxy-
dation des tanins sur I'agrégation sont dans les
perspectives de ce travail.

v

Enfin, nous avons fait varier la concentration des
tanins de DP moyen 35 en présence du poly-
saccharide a 3 g/L (données non montrées).
Lintensité de diffusion extrapolée a vecteur
d'onde nul augmente d'un facteur 20 comparée
a celle du polysaccharide, indiquant que les
polysaccharides sont agrégés en amas conte-
nant jusqu'a une vingtaine de chaines HA. Par
I'analyse des spectres nous trouvons que la taille
de ces agrégats est au moins d'une centaine de
nanométres et que leur dimension fractale est
autour de 2,4. Ces résultats, en accord avec des
expériences d'ultracentrifugation, permettent
de conclure que les longs tanins forment avec
HA des agrégats de tres basse densité de type
microgel.

IU'r 515K = 100 nm Rl

e
-

I r
-
o "
E
= 10r
g » HA SRS 3 gl
= . T RN
= 035 gl dnd)
10°F | ssprem
138 pLink)

Htptah
3 5 gL ani
107 F_ 6 010+ womsiors sppregtes B, = 20 s

2 0]

10* 10 10

k anm"] j
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Figure Effet du degré de polymérisation des
tanins sur les profils SAXS du systeme
tanin-polysaccharide.
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L'établissement de couches concentrées de
protéines a la surface des membranes en
cours de filtration a été suivi par diffusion de
rayons X aux petits angles (SAXS) sur la ligne
de lumiere SWING. Cela a permis d'une part
d'accéder aux profils de concentration et a
leur réversibilité au cours du temps avec une
résolution de 50 pm, et d'autre part de suivre
les modifications structurales des protéines
dans ces couches.

The formation of concentrated layers of pro-
teins at the membrane surface during filtration
was followed using small angle X-ray scatte-
ring on the SWING beamline. It allowed to fol-
low both the concentration profiles (and their
reversibility) in the course of time with a reso-
lution of 50 um and the structural modifications
of the proteins in the concentrated layers.

es opérations de filtration sont des outils incon-

tournables en particulier en industrie laitiere. Elles

sont utilisées aussi bien au sein de la chaine de

production (épuration, concentration, fraction-
nement) que pour le traitement des fluides techniques
et des effluents. Aujourd'hui encore, les mécanismes
impliqués dans la structuration des couches déposées
inéluctablement a la surface des membranes restent
mal connus, ce qui conduit a l'impossibilité de prédire
les performances d'une opération de filtration. Cet
état de fait est essentiellement attribué a I'absence de
techniques d'observations non-invasives des phéno-
ménes a l'interface membranaire. Une analyse locale in
situ des couches concentrées de micelles de caséines
(principale protéine du lait, majoritairement déposée a
la surface des membranes’) a été réalisée, grace a I'uti-
lisation de microcellules de filtration adaptables sur la
ligne de lumiére?, par diffusion de rayons X aux petits
angles, qui permet de sonder des échelles de longueurs
de quelques nanométres aux échelles micrométriques.
Cette analyse locale in situ a ainsi pu étre confrontée a
I'analyse des performances de la filtration au cours du
temps et aux caractérisations ex situ des micelles en
milieu concentré.
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Profil de concentration au cours de la filtration
frontale de micelles de caséine (1.2 10° Pa ; 23°C).

Au cours de la filtration, la forte décroissance du
flux est associée a une augmentation de la concen-
tration en micelles a la surface de la membrane
(Figure 1). L'analyse de ce profil et des courbes de
diffusion permet de définir trois régimes.

Pour des concentrations C <116 g/L, les micelles se
comportent comme des sphéres dures. Le change-
ment de l'intensité I(g) des micelles avec la concen-
tration est notable aux faibles vecteurs de diffusion,
g, avec un épaulement qui se déplace vers les
courtes distances, traduisant un rapprochement
entre micelles (Figure 2). La structure interne de la
micelle n'est alors pas modifiée et les interactions
répulsives entre micelles augmentent, conduisant
a une augmentation du coefficient de diffusion
collective des micelles. L'augmentation forte puis
moins rapide de la concentration a la surface de la
membrane (Figure 1) est la conséquence de cette
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Profils de concentration des micelles aprés
filtration (187 h), relaxation (arrét de pression)
et rincage au solvant.

Ces résultats démontrent les potentialités de

la ligne SWING dans |'analyse locale in situ de
couches concentrées a la surface de membrane
de filtration. Grace a la diffusion de rayons X et au
développement de cellules defiltration adaptées,
il est en effet possible d'accéder aux évolutions

temporelles et spatiales (50 pm) de la structure

des micelles concentrées pres de la membrane.

Cette analyse, combinée a la caractérisation ex
situ des entités concentrées, apporte des infor-
mations essentielles sur la compréhension des
mécanismes mis en jeu en filtration. Elle sera
utilisée en particulier pour comprendre le réle
des modifications physico-chimiques sur la struc-
ture des couches et les performances de filtra-
tion. Ces développements constituent une base

indispensable au développement de théories et

modéles mécanistiques de transfert de matiéere
en filtration, et a la proposition d'outils d'aide a la
conduite des installations industrielles.
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Spectres SAXS de la micelle a différentes
distances de la membrane et concen-
trations. Cette représentation dite de
"Kratky”permet de faire ressortir les distances
caractéristiques. Les spectres montrent
trois distances caractéristiques qui corres-
pondent a la structure globale de la micelle
et a deux niveaux de structure interne
(zones denses, nanoclusters)®.

augmentation des interactions entre micelles en
milieu de plus en plus contraint. Dans cette plage
de concentration, les couches accumulées sont
réversibles (Figure 3), en accord avec les études
ex-situ réalisées sur les micelles en milieu concentré3“.

Pour des concentrations = 116g/| les micelles sont
au contact les unes avec les autres. Une oscillation
intermédiaire s'amplifie alors que sa position ne
change pas, indiquant que la micelle est un maté-
riau hétérogéne qui se déforme : des zones denses
résistent a la compression, alors que des zones
“molles” ou vides se contractent®(Figure 2).

Enfin, a partir de 140g/L les micelles se déforment
de plus en plus et forment un gel irréversible
(Figure 3).

Cette étude permet, pour la premiere fois, de
déterminer d'une part le profil de concentra-
tion d'une espéce a une distance de 100 um de
la membrane avec une résolution de 50 pm, et
d'autre part de déterminer en cours de filtration
les concentrations de transition liquide/gel.
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La dénaturation thermique in situ de com-
posants musculaires a été suivie par micros-
pectroscopie FT-IR sur la ligne de lumiere
SMIS du synchrotron SOLEIL. Cette méthode
nous a permis de caractériser |'évolution de
la structure secondaire des protéines de la
matrice extracellulaire et des protéines myo-
fibrillaires de cellules musculaires identifiées
sur leur type.

The in situ thermal denaturation of muscle
components was followed by FT-IR micro-
spectroscopy on the SMIS beamline of the
SOLEIL synchrotron. This method allowed us
to characterize the evolution of the secondary
structure of the proteins of the extracelular
matrix and of muscle cells myofibrillar proteins
identified on their type.

a viande est le résultat de la transformation du

muscle aprés I'abattage des animaux de boucherie.

Or, le muscle est essentiellement composé de fibres

musculaires de différents types (I; lla; lIx et/ou llb et
leurs hybrides), basés sur leur vitesse de contraction et sur
la nature de leur métabolisme énergétique, et dans une
moindre mesure de tissu conjonctif. Ce tissu conjonctif se
présente sous forme d'enveloppes a différents niveaux
d'échelles. L'épimysium, le périmysium et I'endomysium
enveloppent respectivement le muscle, les faisceaux de
fibres musculaires et les fibres musculaires. Il est essen-
tiellement composé de collagéne (90 %), d'élastine,
de protéoglycanes et d'autres molécules de la matrice
extracellulaire.

La viande est généralement consommée aprés cuisson.
Or ce procédé modifie sensiblement la texture et le
pouvoir de rétention d'eau des viandes avec une impor-
tante variabilité dépendant a la fois des caractéristiques
du muscle (composition, structure) et des procédés de
cuisson (couple temps/température). Le tissu conjonc-
tif est considéré comme responsable de la dureté des
viandes car il est trés résistant et peu sensible aux at-
taques des enzymes protéolytiques. Le collagene qui le
compose a la particularité de se contracter au chauffage
et est soupgonné “d’essorer” les fibres musculaires de
leur contenu aqueux favorisant les pertes de jus a la
cuisson. Les fibres musculaires se contractent au chauf-
fage ce qui, d'une part, augmente leur résistance méca-
nique et, d'autre part, expulse I'eau dans les espaces
extracellulaires qui est ensuite évacuée dans les jus de
cuisson.

De nombreuses études ont été conduites pour com-
prendre les mécanismes sous-jacents a ces phénomenes
et mieux maitriser les qualités sensorielles et technolo-
giques des produits carnés’?. Des analyses biochimiques
sur des extraits de protéines musculaires ont montré une
dénaturation dépendante du type cellulaire. Cependant,
I'environnement avait été profondément modifié par les
techniques d'extraction. La microspectroscopie FT-IR

qui permet de caractériser la structure secondaire
des protéines in situ est une méthode adaptée a
nos obijectifs scientifiques®. De plus, le trés bon
rapport signal/bruit du rayonnement synchrotron
et la haute résolution spatiale permise par I'ou-
verture de (10 x 10) pm?2 du faisceau infrarouge
de la ligne SMIS nous permettent de réaliser ces
mesures a |'échelle subcellulaire. L'évolution des
spectres ainsi obtenus reflete la dénaturation des
protéines en fonction de la température.

Le couplage de colorations histologiques garantit
I'identification des composés étudiés en FT-IR. Le
collagéne, la laminine, I'élastine et les différents
types de fibres musculaires ont été identifiés par
immunohistofluorescence (Figure 1). Les acqui-
sitions en microspectroscopie ont été réalisées
rigoureusement sur les mémes composants et les
mémes cellules de coupes sériées chauffées de
203 80 °C.

Identification des composants et types de
fibres musculaires en microscopie a fond
clair aprés coloration HES a) et en épifluores-
cence aprés immunomarquage b) des fibres
de type Il en vert et de la laminine en orange;

Figure
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Figure Impact du chauffage sur la dénaturation des protéines myofibrillaires
en fonction des différents types de fibre (1, I-lla, lla, lla-llx, I1x).
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La microspectroscopie FT-IR couplée au rayon-
nement synchrotron est parfaitement adaptée a
I'étude des protéines musculaires qui sont par-
fois situées dans des zones restreintes comme
les espaces extracellulaires ou entre les faisceaux
de fibres musculaires. La caractérisation in situ
prend en compte les interactions moléculaires
contrairement aux études réalisées sur des ex-
traits biochimiques. Cette approche est parfaite-
ment transposable a I'étude d'autres traitements
technologiques mais aussi a la caractérisation
des lipides ou encore des phénoménes d'oxy-
dations suspectés d'affecter la conservation des
produits et leurs qualités nutritionnelles.

Les résultats indiquent que I"élastine est tres ther-
mostable. Le collagéne perimysial ne commence
a évoluer qu'a partir de 60 °C avec une modifica-
tion de sa structure plus intense a 80 °C suggé-
rant un début de solubilisation. La dénaturation
des protéines myofibrillaires augmente avec la
température et, contrairement aux résultats issus
d'expérimentations conduites sur des extraits de
muscles, ce phénomene est quasiment indépen-
dant du type de fibre (Figure 2).
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Des foies gras de canard de qualités techno-
logiques tres différentes ont été caractérisés
en microspectroscopie de fluorescence haute
résolution sur la ligne de lumiere DISCO. La
matrice protéique est parfaitement mise en
évidence et les données spectrales discri-
minent I'effet du chauffage. En revanche, les
données ne permettent pas de discriminer les
produits de qualités différentes.

Duck fatty livers varying on their technolo-
gical qualities were characterized by high-
resolution fluorescence microspectroscopy
on the DISCO beamline. The protein matrix
is perfectly highlighted and spectral data dis-
criminate the effect of heating. However, the
data do not discriminate between products of
different qualities.

e foie gras est un produit traditionnel a forte va-

leur ajoutée, 70 % de la production mondiale est

francaise. Sa forte teneur en lipides lui confére des

qualités organoleptiques appréciées. Or, toutes
choses égales par ailleurs, la fonte lipidique des foies
gras de canard a la cuisson, varie de 50 a 98 %. De plus,
la réglementation interdit I'appellation foie gras si le taux
de lipide exsudé dépasse 30 % du produit fini. Cette
variabilité entraine d'importantes pertes économiques
pour la filiere. Les études scientifiques engagées pour
essayer de comprendre les mécanismes sous-jacents a
ce phénoméne de fonte a la cuisson laissent entendre
que la composante lipidique ne serait pas en cause'.
Les classes de lipides ou les degrés d'insaturation des
acides gras varient peu en fonction du niveau de fonte.
En revanche, la caractérisation de la composante pro-
téique permet d'établir un lien avec celui-ci.

Les analyses structurales montrent des déformations
importantes des hépatocytes, gorgés de lipides et dont
les organites cellulaires sont rejetés contre la membrane
plasmique. La résistance de la matrice extracellulaire qui
enveloppe et consolide les hépatocytes, pourrait contri-
buer au phénomeéne de fonte. Une densification plus
importante de la matrice protéique aprés cuisson est
observée lorsque la fonte est élevée. Ces changements
morphologiques et structuraux pourraient correspondre
a un tissu plus fragile et donc plus sensible a la fonte
lipidique?.

La microspectroscopie de fluorescence présente divers
avantages qui ont été exploités dans cette étude. La
préparation de |'échantillon étant identique a celle utili-
sée pour |'histologie il est possible de coupler les deux
méthodes. La microspectroscopie de fluorescence per-
met d'identifier la composante protéique du tissu, ce qui
n'est pas toujours aisée en histologie sur des tissus aussi
riches en lipides. Enfin il est possible de caractériser le
collagéne qui est un composant essentiel de la matrice
extracellulaire.

160 canards engraissés ont été abattus et éviscé-
rés. Les foies ont été prélevés et des échantillons
ont été cryofixés. Apres transformation dans des
conditions identiques et détermination du rende-
ment de cuisson, 24 individus présentant des ni-
veaux de fonte variables ont été sélectionnés pour
les études d'imagerie, 4 foies gras ayant des poids
identiques mais des rendements de cuisson oppo-
sés ont été retenus pour les études en synchrotron.
Des coupes a congélation de 10 um d'épaisseur
ont été déposées sur fenétres BaF2 pour analyses
en micro-spectroscopie FTIR (ligne de lumiere
SMIS source interne) et sur lames de verre pour
colorations histologiques et pour analyses en
micro-spectroscopie de fluorescence. Ces der-
nieres ont été réalisées sur la ligne de lumiére
DISCO. Apres excitation en lumiere monochro-
matique, les spectres provenant de chaque
pixel excité ont été enregistrés. Lintégration des
données nous a permis d'obtenir des cartes de
50 x 50 ym avec un pas de 4 pm.

Les trois méthodes : histologie, microspectroscopies
FTIR et de fluorescence discriminent parfaitement
les foies gras crus des cuits respectivement aux
échelles tissulaires, supramoléculaires et molécu-
laires. En revanche, aucune des deux méthodes de

Cette approche est complétement inédite sur le
foie gras, et les données spectrales méritent un
traitement et une analyse mathématique plus
poussée. Les résultats d'imageries morpholo-
gique et spectrale ont permis de faire progresser
I'état des connaissances et de dégager des pistes
pour comprendre les mécanismes impliqués dans
le phénomeéne de fonte des foies gras. Néan-
moins, des investigations supplémentaires sont
indispensables pour affiner nos conclusions.

microspectroscopie ne détecte de différence signi-
ficative en fonction du niveau de fonte (Figure 1).
Les analyses de micro-spectroscopie FTIR confir-
ment que la nature des lipides est indépendante
du niveau de fonte. La microspectroscopie de
fluorescence permet de parfaitement discriminer
spectralement et visuellement les protéines des
gouttelettes lipidiques avec une résolution de
1 pm sur une coupe n'ayant subi aucun traite-
ment chimique (Figure 2). Il semble donc que les
taux des acides aminés histidine et tryptophane
ainsi que les propriétés du collagéne soient peu
variables quel que soit le niveau de fonte.

Images optiques du méme échantillon (a)
apres coloration au bleu de toluidine observé
en fond clair, (b) au nile red observé en épi-
fluorescence filtre CY3, (c) sans coloration ;
reconstitution des images spectrales (d) du
tryptophane 290 - 375 nm et (e) du collagéne
375 -440 nm
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Le couplage entre sollicitation mécanique et
microspectroscopie infrarouge (IR) a pu étre
réalisé gréce au développement d'un disposi-
tif expérimental original qui s'insére de fagon
adéquate entre les objectifs de focalisation
du microscope IR de la ligne de lumiére SMIS.
Lintensité du signal synchrotron, sa polarisa-
tion naturelle, nous ont permis d'analyser, a
I'échelle de la cellule, I'orientation des poly-
meres de la paroi végétale.

An original experimental device was deve-
loped and adapted to couple mechanical test
and infrared spectroscopy on SMIS beamline.
Cell wall polymer orientation was shown in the
wheat grain aleurone layer at cell scale thanks
to brightness and natural polarization of syn-
chrotron beam.

couplage sollicitation mécanigque
— microspectroscopie infrarouge

es aliments céréaliers sont la base de I'alimenta-
tion humaine en Europe. lls sont pour |'essentiel
fabriqués a partir de blé et plus spécifiqguement
de farine blanche, dont ont été éliminés les tissus
les plus périphériques du grain. Ces tissus présentent
toutefois un potentiel nutritionnel important a travers
la présence de minéraux, micronutriments et fibres. Ex-
traire ces constituants sans détruire leur matrice est un
des enjeux du fractionnement par voie séche des pro-
duits de mouture.
Les tissus périphériques du grain de blé peuvent étre
comparés a des matériaux multicouches, constitués
majoritairement de parois végétales. lls sont en effet
constitués de plusieurs assises tissulaires différant par
leur organisation cellulaire mais aussi par leur composi-
tion. Les propriétés mécaniques (cohésion et adhésion)
sont des propriétés clef pour expliquer leur aptitude au
fractionnement. Compte tenu de leur structure, la paroi
végétale apparait étre un niveau d'organisation essen-
tiel pour comprendre ces propriétés. En effet, en tant
que frontiere cellulaire, elle constitue un réseau conti-
nu a l'origine des propriétés mécaniques des produits.
D'un point de vue moléculaire, I'organisation des poly-
meres pariétaux influerait directement sur ces proprié-
tés (extensibilité, rigidité), notamment par la création de
pontages entre les polysaccharides (arabinoxylanes) via
des composés phénoliques. Si cet effet a été évalué a
I'échelle tissulaire, I'analyse de I'orientation des macro-
molécules sous contrainte, a 'échelle pariétale, permet-
trait de mettre en évidence un lien plus direct entre réti-
culation et propriété mécanique.

Afin de simplifier le systéeme, cette étude a été menée
sur un des tissus périphériques du grain de blé, la couche
a aleurone, qui représente 50 % en masse de ces tissus,
peut étre isolée manuellement et pour laquelle de nom-
breuses données (biochimiques, spectroscopiques, mé-
canigues) ont pu étre acquises.

Ce tissu se présente sous la forme d'une couche
monocellulaire organisée en nid d'abeille. Les
dimensions cellulaires sont de 'ordre de 40 pm,
incompatible avec l'analyse IR en transmission,
au contraire des parois végétales qui présentent
une épaisseur de 4 pm environ. Une méthode de
préparation originale a été développée afin d'iso-
ler localement une paroi de la couche a aleurone
au sein d'une éprouvette, en utilisant de facon
complémentaire |'ablation froide par laser (pour
ouvrir les cellules) et la sonication pour éliminer
le contenu cellulaire. Par ailleurs une microplatine
mécanique a été adaptée pour étre placée entre
I'objectif et le condenseur du microscope de la
ligne SMIS, gréace a une nouvelle platine de dépla-
cement XYZ dédiée et développée spécifiqguement
(Figure 1). Ce dispositif expérimental original per-
met la réalisation de tests de traction/compression
a vitesse de déplacement imposée (de 0.04 um.s™
a 25 pm.s™") sur des échantillons biologiques de
petite taille (entrefer 3 mm, déplacement total :
10 mm).

Installation expérimentale sur le microscope de la ligne SMIS

L'orientation des polymeres pariétaux de la
couche a aleurone a été mise en évidence a
I'échelle cellulaire gréce au couplage entre sol-
licitation mécanique et spectroscopie IR sur la
ligne SMIS. Une microplatine mécanique a été
ainsi adaptée pour étre placée entre |'objec-
tif et le condenseur du microscope de la ligne
SMIS, gréce a une nouvelle platine XYZ dédiée
et développée spécifiquement.

L'intensité du signal synchrotron ainsi que sa
polarisation naturelle, nous ont permis d'ana-
lyser, a I"échelle de la cellule, I'orientation des
polyméres de la paroi végétale. Deux types de
tests ont ainsi pu étre menés : (i) tests de traction
avec arrét et acquisition du spectre a déformation
fixée (Figure 2), (ii) tests de traction avec acquisi-
tion des spectres, couplée en continu tout au long
de la déformation de I"échantillon (Figure 3).

Acguisitions spectrales

Zone analysés
12x12pm
L Rupfuré

Er——

Test de traction arrét/reprise sur une
éprouvette de couche a aleurone ablatée
et soniquée. Courbe force/déformation et
observation microscopique de de la zone
d'analyse.

En effet, grace a la brillance du rayonnement
synchrotron, il a été possible d'acquérir des
spectres sur une zone de 12x12 pm présentant
un bon rapport signal/bruit, selon un temps
d'acquisition (quelques secondes) compatible
avec la réalisation du test mécanique. Une orien-
tation préalable des polysaccharides pariétaux a
été mise en évidence. Par ailleurs, des modifica-
tions spectrales ont été observées dans la zone de
I'empreinte digitale des polysaccharides lorsque la
paroi est mise sous contrainte lors d'un test a la
rupture (Figure 3).
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Test de traction sur une éprouvette de couche
a aleurone ablatée et soniquée. Courbe
force /déformation et spectres IR acquis pour
différentes plages de déformation.
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Ce travail a porté sur I'étude de la localisa-
tion du fer, micro-élément essentiel, dans les
cellules végétales, en utilisant des approches
d'histochimie et d'imagerie élémentaire par
fluorescence aux rayons X de la ligne de lumiere
LUCIA. Ces techniques ont permis de révéler la
présence inattendue de fortes concentrations
de fer dans le nucléole, mettant a jour un nou-
veau réle du fer dans la cellule.

The study was focused on the localization of
iron, an essential micronutrient, in plant cells,
using histochemistry and elemental imaging
approaches by X-ray fluorescence on the LUCIA
beamline. These techniques have allowed the
discovery of an important pool of iron in the
nucleolus, revealing a new and unexpected
role of this metal in plant cells.
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découverte d'un nouveau
pool de fer dans le nuclecle

e fer (Fe) est un élément essentiel pour la crois-

sance et le développement des plantes. Il inter-

vient comme cofacteur dans de nombreuses

réactions d'oxydoréduction et de transfert
d’électrons, notamment au cours de la respiration et
de la photosynthése. Ces réactions ont lieu dans des
compartiments intracellulaires (chloroplastes, mito-
chondries...) vers lesquels le fer doit étre correcte-
ment distribué. La dualité du fer, indispensable mais
également toxique en conditions d’exces, impose aux
cellules un maintien strict de I'homéostasie, qui se tra-
duit notamment par un contréle de la répartition du
fer entre les différents compartiments intracellulaires.
L'étude de la localisation du fer au sein des cellules et
des mécanismes qui la controlent représente actuelle-
ment un enjeu majeur pour la compréhension du réle
de ce métal.

Les approches d'imagerie du fer ont longtemps été
limitées chez les plantes, a cause du faible niveau de
sensibilité et de résolution spatiale des techniques dis-
ponibles. Limagerie du fer dans les cellules végétales
a été grandement facilitée par |'établissement d'une
technique de détection histochimique trés sensible et
résolutive dans notre équipe’ et également grace a l'acces
alaligne delumiére LUCIA, qui a les caractéristiques re-
quises (énergie, taille de faisceau) pour réaliser ce type
d'approche. L'étude systématique par histochimie de la
localisation du fer dans les cellules des différents organes
de la plante a permis de détecter, en plus des sites atten-
dus, la présence de quantités importantes de fer dans les
noyaux des cellules (Figure 1A). Cette observation n'avait
jamais été décrite chez les plantes et elle est d"autant plus
surprenante que, chez I'"humain, l'accumulation de fer
dans le noyau est systématiquement associée a
I'apparition de maladies neurodégénératives.

L'analyse par microfluorescence aux rayons X d'échan-
tillons cryofixés a permis de réaliser les premieres
cartographies du fer a I'échelle subcellulaire chez les

plantes, sur la ligne LUCIA. Il a ainsi été possible
de confirmer la présence de fer dans une structure
correspondant au noyau (Figure 1B). Quantitative-
ment, nous avons pu montrer que le pool de fer
nucléaire est le plus concentré de la cellule. Nous
avons également pu montrer que la distribution
dans le noyau n'était pas homogéne et que le fer
était concentré dans un sous-compartiment, cor-
respondant au nucléole?. Cette observation pose
de maniere plus précise la question du réle des
atomes de fer dans cette structure, dont la fonc-
tion principale est la synthese d’ARN ribosomaux.
Pour mieux appréhender le réle du fer dans le
nucléole, nous avons pu initier une analyse de la

(A) Histochemistry (Perls/DAB + Schiff)

e s’
s W o
plastids\*:

nucleolus

. +—nucleus '\

- '
i\ ;

spéciation du fer in situ, par microspectroscopie
d'absorption de rayons X (uXANES et uEXAFS).
Cette approche, visant a identifier I'environnement
atomique du fer présent dans le nucléole pour en
déduire sa fonction, est également réalisée sur la
ligne LUCIA. Enfin, des résultats préliminaires ont
permis d'avoir accés a la ligne SMIS pour analyser
les noyaux par spectroscopie infrarouge. Ces ana-
lyses, réalisées sur les mémes échantillons que ceux
analysés sur LUCIA, devraient permettre de mieux
caractériser |'environnement organique (protéines,
acides nucléiques...) au voisinage des atomes de
fer et donc d'apporter des informations complé-
mentaires.

(B) XRF imaging (merge of Fe and K)

Imagerie du fer dans des cellulaires d’embryon de pois.
(A) coloration histochimique du fer avec le Perls/DAB
(coloration brune) et contre coloration des polysac-
charides (paroi et grains d'amidon des plastes) avec
le réactif de Schiff (coloration rose), (B) cartographie
élémentaire (uXRF) de cryocoupe d’embryon de pois
(Energie: 7200eV, taille de faisceau = 2,5 pm x 3,5 ym).
Le fer apparait en vert et le potassium en rouge. Sur
la base de la taille et de la disposition des 2 éléments,
la structure riche en fer correspond au noyau alors que
I'accumulation de potassium sert a visualiser la vacuole
(barre = 10 pm).
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La saccharification enzymatique des parois
lignocellulosiques de blé a été étudiée au
niveau cellulaire en microspectroscopie infra-
rouge sur la ligne de lumiére SMIS. Le degré
de modifications chimiques liées a |'action de
cellulases commerciales varie selon le type
cellulaire et le stade de maturation.

Enzymatic saccharification of wheat lignocellu-
losic cell walls was studied by microspectroscopy
using SMIS beamline. The extent of chemical
changes related to the action of commercial
cellulases varies according to the cell type and
maturation.

modifications par saccharification

a biomasse lignocellulosique constitue une source

potentielle de sucres fermentescibles pour la pro-

duction de biocarburant de deuxiéme génération.

Cependant la saccharification directe des ligno-
celluloses par les cellulases est peu efficace et néces-
site des prétraitements physicochimiques facilitant
I'accés des enzymes au substrat'?. En effet les parois
lignocellulosiques résultent de |'association coordon-
née de polymeres (cellulose, hémicelluloses, lignines)?
pour former un réseau particuliérement résistant a la
dégradation biologique. Les parois lignifiées varient
selon I'espece végétale, les types cellulaires ou le stade
de maturation, cette hétérogénéité peut diversement
affecter I'efficacité des enzymes*>.

Le microscope de la ligne SMIS utilisant le rayonnement
synchrotron a été utilisé pour évaluer, en microspectro-
scopie infrarouge, les degrés de modifications chimiques
induites par l'action des enzymes en fonction du type
de parois de tige de blé (sclérenchyme, parenchyme,
vaisseaux, fibres et trachéides, Figure 1).
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Anatomie tissulaire de la tige de blé et
analyse en composante principale des
spectres infrarouge des parois des diffé-
rents types cellulaires.
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Analyse en composante principale des
spectres infrarouge des parois de tige de
blé apres action de cellulases.

L'analyse statistique de la région spectrale recou-
vrant les principaux polymeéres des parois (1800-
900 cm™) montre que les parois de sclérenchyme
forment un groupe distinct aux trois stades de
développement considérés (jeune, intermédiaire,
mature) contrairement aux autres types cellulaires.
L'action des cellulases (72 h, 50 °C) se traduit par
une hétérogénéité accrue des caractéristiques
chimiques des parois, deux groupes (paren-
chyme et sclérenchyme) peuvent étre distingués
(Figure 2) montrant un effet différentiel des en-
zymes en fonction des types de parois. Les parois
de sclérenchyme montrent une hétérogénéité
en fonction du stade de maturation de la tige;
cette hétérogénéité est renforcée aprés traite-
ment enzymatique et se manifeste essentiellement
au niveau des bandes spectrales associées aux
hémicelluloses et a la cellulose (Figure 3).

Stades de maturation: Jeune, Intermédiaire, Mature

PC219%

Ces résultats montrent que la ligne SMIS
permet une analyse chimique a I'échelle de
la paroi (2-3 pm), et I'analyse statistique de
I'hétérogénéité des parois dans les tissus
lignocellulosiques en lien avec le stade de
développement et la saccharification enzyma-
tique. Cette approche peut étre appliquée a
plusieurs thématiques de recherche portant sur
la qualité des lignocelluloses pour des usages
non alimentaires ou des aspects environne-
mentaux.

Effet de la maturation sur les parois de
sclérenchyme : analyse en composante
principale des spectres infrarouge avant
et aprés hydrolyse enzymatique.
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La microspectroscopie infrarouge couplée
a une source synchrotron (ligne de lumiere
SMIS, SOLEIL) a permis la caractérisation des
parois des tissus de |'albumen du grain de B.
distachyon gréce a sa résolution et sensibilité.
Limagerie de fluorescence haute résolution
(ligne de lumiere DISCO, SOLEIL) a montré
la présence de protéines dans les grandes
“vacuoles” des cellules de I'albumen de
réserve alors que l'immunocytochimie avait
révélé la présence de globulines dans les petites
vésicules.

Infrared microspectroscopy was used to inves-
tigate cell wall composition of B. distachyon
endosperm. The synchrotron source (SMIS
beamline, SOLEIL) allows setting up a confocal
configuration at an aperture size consistent with
cell wall dimensions. Deep ultraviolet (DISCO
beamline, SOLEIL) fluorescence imaging
allowed the imaging of proteins in large
vacuoles of storage endosperm cells. Using
immuno-cytochemistry, we identified globulins
in small vesicles.

e blé tendre est une céréale majeure de I'alimen-

tation humaine. Le grain est majoritairement

constitué d'amidon et de protéines. Les parois

cellulaires qui ne représentent que 3-4 % de
I'albumen (farine blanche) ont un fort impact sur la
transformation et la qualité des produits céréaliers.
Bien que de nombreuses ressources génomiques soient
disponibles pour le blé, sa polyploidie est un frein pour
les approches de génomique fonctionnelle et I'étude
de I'expression des génes. Récemment, Brachypodium
distachyon a été proposé comme espéce modele pour
les monocotylédones. B distachyon combine beaucoup
d'avantages pratiques et génétiques : petite taille,
auto-compatibilité, temps de génération court, petit
génome entierement séquencé, transformation facile.

Notre objectif est de valider B. distachyon comme
modele pour |'étude des mécanismes de biosynthése
et d'assemblage des biopolyméres dans les grains
de blé. Cette étude est ciblée sur I'analyse du grain
mature. Nous avons exploité les ressources disponibles
au Synchrotron SOLEIL sur les lignes de lumiere SMIS
et DISCO, pour caractériser la composition des parois
des tissus composant I'albumen et étudier la distribution
des protéines de réserve.

Le grain sec de B. distachyon pése 10 fois moins que
le grain de blé. Une observation en microscopie pho-
tonique de coupes transversales de grains révéle la
présence de parois épaisses dans I'albumen. Les pro-
téines représentent 15-21 % de la masse séche du
grain. Les protéines de réserve majeures sont de type
glutélines comme pour le riz. Les techniques d'immuno-
cytochimie utilisant les anticorps disponibles au
laboratoire montrent que des protéines de réserve de
type globuline sont localisées dans de petites vésicules.
Nous avons mis a profit la possibilité d'exciter dans I'UV
lointain (DISCO, 275 nm) pour imager les protéines via
leurs acides aminés aromatiques’.

r
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la composition des parois?* sans nécessité de dis-
séquer |'échantillon. La source synchrotron gréce
a sa brillance, permet de travailler dans une confi-
guration confocale compatible avec les dimen-
sions des régions a explorer. Nous nous sommes
focalisés sur l'étude des parois cellulaires. Les
spectres ont été enregistrés entre 1200 et 800 cm™'
(Figure 2A).

Les principales bandes d'absorption observées
a 1150, 1070, 1030 et 890 cm™ indiquent que les
parois sont riches en B (1-3)(1-4) glucanes. Les
spectres obtenus aprés l|'action d'une enzyme

\_ | hydrolysant les B-glucanes montrent un pic vers
B e :
Figure Localisation des protéines de réserve. 1045 cm™  caracteristique des arabmoxylan.es
(v, vacuole) (Figure 2B). Une analyse en composantes prin-
J cipales appliquée aux dérivées seconde des
spectres permet de discriminer les assises aleu-
Nous avons révélé la présence de protéines dans  roniques du reste de I'albumen (Figure 2C). Elle
les grandes vacuoles (Figure 1). La nature exacte de  révéle en particulier que les parois de I'albumen
ces protéines reste a élucider. Les polysaccharides  de réserve sont plus riches en cellulose que les
représentent 60 % de la masse séche du grain.  parois des assises aleuroniques.
Au sein de ces polysaccharides, la teneur en ami-
don atteint 6-10 % alors que les polysaccharides  Le grain de B. distachyon se différencie du blé par
pariétaux constituent environ 50-54 % de la masse  sa faible teneur en amidon, la nature et la localisa-
séche du grain. La microspectroscopie infrarouge  tion de ses protéines de réserve et sa forte teneur
est une technique puissante pour étudier in situ  en B (1-3)(1-4) glucanes.
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Ces résultats démontrent le potentiel et la
complémentarité des lignes de lumiere SMIS
et DISCO pour établir une cartographie de la
distribution des polymeéres a une résolution qui
peut atteindre celle de la cellule. Les techniques
développées a SOLEIL peuvent s'appliquer
pour |'étude de changements de composition a
I'échelle de la cellule ou du tissu survenant lors
du développement de I'organe ou induits par
un traitement chimique, enzymatique, ou lors de
mutation d'un gene impliqué dans la biosynthese
des polymeres d'intérét.

Figure2 Analyse des parois de I'albumen par

micro-spectroscopie infrarouge.
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L'hétérogénéité de distribution des poly-
meres dans les parois cellulaires de tiges de
mais est étudiée par cartographie conjointe
dans le moyen infrarouge (ligne SMIS), en
fluorescence (ligne DISCO) et en Raman
(source interne). L'analyse multibloc par co-
inertie multiple réveéle des différences pour
les trois types cellulaires étudiés : phloeme,
xyleme et sclérenchyme.

The spatial distribution of polymers in maize
stem cell walls is investigated by computing
joint cartographies from Mid-Infrared (SMIS
beamline), fluorescence (DISCO beamline)
and Raman (internal source) hyperspectral
images. Multiblock analysis using multiple
co-inertia decomposition reveals differences
between the three cell types studied: scleren-
chyma, xylem and phloem.

es parois cellulaires des tiges de végétaux ligno-

cellulosiques sont constituées en majorité de poly-

saccharides pouvant étre dégradés - saccharifiés-

sous la forme de monomeéres utilisables pour la
production de biocarburants de deuxieme génération’.
Dans la paroi, les microfibrilles de cellulose forment un
réseau inclus dans une matrice d'hémicellulose.

Les lignines et les acides hydroxycinnamiques incrustés
dans cet ensemble peuvent rendre la paroi trés résistante a
la dégradation. Pour comprendre les facteurs limitant la
saccharification, il est nécessaire de prendre en compte
non seulement la quantité globale de polymeres dégra-
dables mais aussi leur accessibilité et leur hétérogénéité
au sein de la plante.

La microspectroscopie est une méthode puissante pour
analyser in situ la variabilité de composition des parois
en fonction des types cellulaires. Les gammes du moyen
infrarouge et du Raman sont adaptées a I'analyse des
polysaccharides et des lignines avec des sensibilités dif-
férentes?. Les principaux acides hydroxycinnamiques
sont potentiellement identifiables par leur signature
en fluorescence UV.2 Nous proposons ici d'utiliser de
maniére conjointe les trois microspectroscopies pour
cartographier la composition des parois de tiges
de mais étudiées a la fois comme plante modéle et
d'application.

L'épaisseur des parois cellulaires étant de l'ordre de
quelques micrometres, la meilleure résolution spatiale
est recherchée. En Raman et en fluorescence, les appa-
reils classiques permettent d'atteindre une résolution de
1 um. Dans le moyen-infrarouge, la source synchrotron
de la ligne SMIS permet d'obtenir une résolution de
5 pm par pixel. La ligne de lumiere DISCO de SOLEIL
a été retenue pour analyser les échantillons a 280 nm,
longueur d'onde adaptée pour |'étude des acides
hydroxycinnamiques.

Des images hyperspectrales ont été acquises
pour une méme région d'un faisceau vasculaire
contenant trois types cellulaires : sclérenchyme,
phloéme et xyleme (Figure 1).

~

Mid-infransd Fluorescance

v

Figure ’I Acquisition et appariement des images
hyperspectrales. La somme des intensités
spectrales aprés pré-traitement est repré-
sentée pour chaque spectroscopie. j

Les spectres infrarouge et Raman ont été étudiés
entre 1800 et 800 cm™ et les spectres de fluorescence
entre 375 et 540 nm. La figure 1 illustre 'appariement
des données. Chaque pixel infrarouge est apparié
a un ensemble de 5 x 5 pixels Raman ou fluores-
cence. Classiquement, la cartographie chimique
est obtenue pour une technique spectroscopique
en intégrant une bande ou par analyse multivariée.
Nous proposons ici une analyse conjointe des trois
microspectroscopies par analyse multibloc : I'ana-
lyse de co-inertie multiple®. Les profils spectraux
sont calculés en moyennant les pixels Raman et
de fluorescence et les images composantes sont
calculées en tenant compte de la pleine résolution
des images Raman et de fluorescence. La pre-
miere composante décrit les variations d'intensité
entre les pixels des parois et les pixels a l'intérieur
des cellules.

de co-inertie : composante 2.

( Figure Profils spectraux obtenus par analyse\
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La seconde composante (Figures 2 et 3) met en
évidence une opposition entre des signaux des
polysaccharides et de la lignine. Les parois du
phloéme sont enrichies en polysaccharides et les
parois du sclérenchyme et du xyléeme sont enrichies
en lignines. Les trois méthodes spectrales montrent
des différences. Le contraste le plus important est
obtenu avec le Raman plus sensible aux composés
phénoliques. L'interprétation a partir des trois mi-
crospectroscopies suggere que le xyléme contient
plus de polysaccharides que le sclérenchyme.

Cette étude donne lieu a des développements
méthodologiques originaux tant du point de vue
de |'acquisition des données que de leur analyse
conjointe. Elle ouvre la possibilité d'obtenir
des informations in situ trés complétes sur
I'hétérogénéité d'organisation des polymeres
pour des échantillons aussi complexes que
des tissus végétaux.
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Composante 2 obtenue par analyse de
co-inertie. Bleu : enrichissement en poly-
saccharides, rouge, enrichissement en

K lignine. j
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Des analyses microélémentaires ont été réali-
sées sur des échantillons d'arbres tropicaux par
spectroscopie de fluorescence X sur la ligne
de lumiere DIFFABS. Les profils de variations
révélés, pour des éléments peu abondants
dans le bois, permettent de reconstruire a pos-
teriori la croissance d'arbres pour lesquels les
méthodes dendrochronologiques classiques
ne sont pas applicables.

The spatial distribution of trace elements in
the wood of tropical trees was investigated by
X-ray fluorescence elemental analysis on the
DIFFABS beamline. The results revealed cyclic
patterns of variation useful for tree dating and
retrospective growth analysis of tropical trees.

g dendrochronéo

arbres tropicaux

o

i es_'fo

cause du réle dominant que jouent les foréts

tropicales dans le cycle global du carbone, les

variations de leur dynamique, sous l'influence

des changements de leur environnement (cli-
mat, pollution, etc.), peuvent a leur tour affecter le cli-
mat. Aujourd’hui, les seules estimations disponibles de la
croissance des arbres tropicaux viennent de réseaux de
placettes d'étude permanentes trop récentes pour éva-
luer les évolutions a long-terme. Dans ce contexte, il est
par exemple difficile de caractériser |'effet des variations
climatiques inter-annuelles sur la croissance des arbres,
d'estimer I"évolution a long terme de la productivité des
foréts tropicales (comme cela a été fait pour les foréts
tempérées ou boréales), ou encore d'évaluer I'effet des
changements globaux sur leur fonctionnement. Méme
I'information la plus basique, I'dge des arbres tropicaux,
n'est généralement pas disponible’. Pourtant, aucune
sylviculture durable n'est envisageable sans connaitre
I'age des arbres exploités.

Les approches dendrochronologiques (i.e. basées sur
I'étude des cernes des arbres) se sont montrées parti-
culierement efficaces pour apporter des connaissances
écologiques concernant les écosystémes forestiers non
tropicaux??. L'analyse rétrospective des patrons de crois-
sance donne non seulement un acces direct a I'dge des
arbres mais permet également la reconstruction a poste-
riori des effets des changements passés de |'environne-
ment sur la physiologie des arbres sur plusieurs décen-
nies, voire siecles. Cependant, I'impossibilité d'identifier
des cernes de croissance annuels chez la plupart des
espéces ligneuses tropicales a jusqu’a présent empéché
le développement de la dendrochronologie tropicale®.

L'objectif de ce projet est de mettre en évidence, a par-
tir d'analyses microélémentaires du bois, I'existence de
marqueurs permettant de retracer rétrospectivement
la croissance des arbres tropicaux. L'expérimentation a
porté sur des échantillons provenant de 3 individus de

I'espece Pericopsis elata issus d'une plantation de
56 ans en République Démocratique du Congo. Le
choix du matériel végétal a porté sur des arbres
de plantation qui seuls offrent I'avantage d'avoir
un age connu a priori, condition nécessaire pour
valider 'approche testée. La démarche a consisté
aréaliser des profils de mesure en partant du coeur
de l'arbre jusqu'a I'écorce, avec une résolution de
200 um (Figures 1 & 2).

Les échantillons ont été soumis a un rayonnement
X monochromatique de 10,7 keV. Les variations de
concentrations radiales des éléments K, Ca, Mn,
Fe, Cu et Zn ont été mesurées par un spectrométre
a sélection d'énergie.

el A

Photographie d'un échantillon positionné
sur la table a translation de la ligne
DIFFABS.
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Ces premiers résultats démontrent la potentia-
lité de la ligne DIFFABS pour la réalisation de
profils a haute résolution des variations d'élé-
ments peu abondants dans le bois. Parmi les
6 éléments mesurés (2<30), 4 présentent des
variations cycliques de leur concentration le
long des profils de mesure. Les différents élé-
ments apparaissent complémentaires pour re-
constituer des séquences chronologiques qui
permettent non seulement de déterminer I'age
des arbres tropicaux mais également d'établir
toute leur dynamique de croissance passée.

Localisation schématique du profil de
mesure allant du cceur de l'arbre vers
|'écorce.

La Figure 3 montre les profils de variation pour les
éléments Ca et Cu d'un des 3 barreaux. Pour ces
deux éléments, ainsi que pour Mn et Fe, les ana-
lyses révélent clairement des variations cycliques
tout au long du profil. Sur cet échantillon, 56 cycles
sont dénombrés du ceeur a I'écorce pour I'élément
Ca qui présente les cycles les plus marqués. Bien
que globalement moins clair que celui du Ca, le
signal du Cu permet par endroit de désambiguiser
le décompte des cycles.

Variations radiales des concentrations en
Ca et Cu (en milliers de coups) dans un
barreau de Pericopsis elata. Pour chaque
élément, 3 profils paralléles ont été réali-
sés. Les cycles de variations sont dénom-
brés (les numéros sont positionnés sur les
pics) et permettent de retrouver I'dge de
I'arbre. Pour des raisons de lisibilité, seuls
les 50 derniers mm du barreau sont repré-
sentés ; 37 pics ont été comptabilisés sur
les 150 premiers mm.

Ces résultats confirment |'existence de signaux
chimiques, marqués par les variations cycliques de
I'environnement, archivés dans le bois, et permet-
tant la reconstruction a posteriori de la croissance
des arbres tropicaux. lls soulignent également la
pertinence de |'utilisation du rayonnement syn-
chrotron pour extraire ce signal discret. Ce tra-
vail s'inscrit dans un domaine pionnier ol seul
un exemple d'étude similaire a pour l'instant été
publié®.
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La perte de fluorescence du B-caroténe incor-
poré dans les globules gras d'une émulsion
contenant des lipides insaturés a été suivie
par imagerie dynamique de fluorescence
sur la ligne de lumiere DISCO. Les premiers
essais ont permis de montrer la faisabilité du
suivi cinétique sur des durées de 30 min. Les
résultats révelent une perte majeure due a la
durée d'exposition au rayonnement UV.

The loss of fluorescence of B-carotene incor-
porated into the fat globules of an emulsion
containing unsaturated lipids was followed by
dynamic imaging of fluorescence on DISCO
beamline. The first tests demonstrated the
possibility of following 30 min-kinetics. The
results show a major loss due to the exposure
to UV radiation.

-

par imagerie dynamique
de fluorescence

'oxydation des lipides est une cause majeure de
perte de qualité des produits alimentaires, mais
elle reste difficile a prédire. Les mécanismes radi-
calaires d'oxydation des acides gras polyinsaturés
(AGPI) sont bien connus mais, en milieu multiphasique,
le role de I'oxygéne, des antioxydants ou de I'organi-
sation des phases sur ces réactions est peu décrit ou
sujet a débat'. Pour avancer dans I'étude de la réacti-
vité des lipides et des antioxydants, nous développons
des méthodes pour obtenir experimentalement des don-
nées cinétiques nous permettant d'établir des modeles
mathématiques stoechio-cinétiques?*.
En allant sur la ligne de lumiére DISCO de SOLEIL nous
avions pour objectif de tester la faisabilité de I'imagerie
dynamique pour visualiser I'avancée de |'oxydation au
ceeur des globules gras d'une émulsion. Pour accélérer
le processus d'oxydation des acides gras et permettre
un suivi cinétique sur moins d'une heure, nous avons
induit les réactions par le réactif de Fenton (H,O,, fer).
Toutes les expériences ont été faites avec de I'huile de
tournesol, préalablement débarrassée de ses tocophé-
rols endogénes et émulsionnée a 2,5 % dans de |'eau a
pH 6 a I'aide de Tween 40. Les émulsions sont disposées
entre deux lamelles de quartz et regardées au micros-
cope de la station Telemos de DISCO, muni d'une caméra
EMCCD (Digital Caméra, Hamamatsu) (x100).

Les essais d'observation directe des diénes conjugués
(produits primaires de |'oxydation des AGPI) étant non
concluants, nous avons opté pour |'ajout dans I'émulsion
de B-caroténe (700 umol/kg) et nous avons observé pen-
dant 30 minutes la disparition de sa fluorescence (exci-
tation 286 nm) au cours de sa co-oxydation par les AGPI
oxydés. Les difficultés rencontrées durant I'observation
venaient a la fois d'une mobilité des globules gras et
du séchage de I'émulsion (Figure 1), ce qui nous a
contraints a refocaliser réguliérement et a opter pour
une multi-acquisition de 3 a 10 images de 50 ms, avec
un intervalle d'1 ms. Une autre difficulté est venue du
fait que les globules gras sont situés a différents plans
focaux, ce qui conduit a de grandes différences d'intensité
de fluorescence entre les globules gras et entre les essais.

t=0
Images de fluorescence n

olF =

Images visible

Images de fluorescence de I'émulsion huile
dans I'eau avec p-caroténe. Influence de la

défocalisation due au desséchement de
I'émulsion sur la mesure de fluorescence.

LACRCRCR T

Images de fluorescence de ["émulsion
avec p-carotene. Témoin sans induction de

I'oxydation sur 30 min. Une refocalisation a
été faite toutes les 3 images. #20 |
o

Ces premiers résultats montrent les potentialités
de la ligne DISCO dans les UV pour faire de I'ima-
gerie dynamique de |'oxydation des lipides dans
un milieu émulsionné : le microscope Telemos a
permis de suivre la perte de |'auto-fluorescence
du B-carotene utilisé comme co-substrat sur une
cinétique de 30 min. Les conditions de |'acquisition
doivent étre améliorées afin d'observer spécifique-
ment ce phénomene en limitant le photo-blanchi-
ment. En outre, si les globules gras pouvaient étre
totalement immobilisés, le microscope Polyphem
équipé d'un spectrophotométre devrait permettre
d'observer la diminution de fluorescence de I'inter-
face vers le centre du globule.

Par ailleurs, les premiers essais d'imagerie d'auto-
fluorescence des antioxydants phénoliques sont
prometteurs pour les composés lipophiles, claire-
ment localisés dans les globules gras. L'étude de
leur réactivité vis-a-vis de |'oxydation doit mainte-
nant étre entreprise.

ris refocalisation

Un essai témoin sans induction par la réaction de
Fenton et trois essais avec induction ont été réa-
lisés. La perte de fluorescence du B-caroténe est
bien visible des les premiéres minutes (Figure 2).
Le traitement des images a consisté a mesurer le
niveau moyen de gris de 3 globules et a en sous-
traire le fond de I'image. Une cinétique moyenne
des valeurs normalisées a alors été tracée pour
chaque essai en fonction du temps de I'essai et en
fonction de la durée d’exposition au rayonnement
UV.

L'analyse des cinétiques (Figure 3) montre une
bonne répétabilité des 3 essais avec induction,
significativement différents de I'essai témoin. |l
peut étre estimé que 50 % de fluorescence sont
perdus au bout de 350 s avec induction, contre
480 s sans induction : cette différence pourrait
étre attribuée a la co-oxydation par les radicaux
lipidiques. Il convient néanmoins de souligner que
la perte de fluorescence est majoritairement due
au photo-blanchiment initié par |'exposition pro-
longée aux UV.
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Perte de fluorescence du B-caroténe en
fonction de la durée d'exposition au
rayonnement UV de |"émulsion témoin
sans induction et de trois émulsions avec
induction de |'oxydation par le réactif de
Fenton.
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L'analyse lipidique sur coupes de cerveaux
d'embryons de rat a été étudiée sur la ligne de
lumiere SMIS. Le rapprochement entre cartes
histologique et chimique a permis de corréler
la présence de la FABP7, protéine de transfert
des acides gras, a celle des lipides. Par ailleurs,
il a pu étre établi que la teneur en AGP| du
régime maternel jouait sur la composition en
phospholipides des cerveaux des embryons.

The modifications of lipid compositions of rat
embryonic brains were analysed by infrared
microspectrometry, using the SMIS beamline.
We demonstrated that FABP7 abundance was
correlated with lipid localisation. Moreover, the
phospholipid composition of the embryonic
brains is modified by the maternal fatty acid

supply.

:

L

es analyses lipidiques classiques permettent

d'isoler et quantifier les especes moléculaires et

la composition en acides gras d’extraits de tissus

ou organes, mais ne renseignent pas sur la distri-
bution in situ des lipides, ni sur les possibles hétérogé-
néités de leur répartition dans le tissu, contrairement
aux techniques d'immunohistochimie ou d'hybridation
in situ couramment utilisées pour la détection des pro-
téines ou des acides nucléiques.

Notre laboratoire s'intéresse au role des acides gras
polyinsaturés n-3 (AGPIn-3) sur les fonctions cérébrales,
et plus précisément a celui de I'acide docosahexae-
noique (DHA), acide gras a longue chaine, particuliére-
ment abondant dans les phospholipides membranaires
des cellules cérébrales. Le DHA exclusivement apporté
par l'alimentation est indispensable pour un neuro-
développement harmonieux. Il s'accumule progressive-
ment dans les structures cérébrales pendant la gesta-
tion. Bien que les effets d'une carence en DHA au cours
du neuro-développement soient bien documentés, les
mécanismes d'accumulation et d'incorporation dans le
systeme nerveux sont mal connus. Lefficacité de cette
accumulation dépend de I'apport et du statut maternel
en DHA'. De plus, il a été montré que la FABP7, protéine
cytoplasmique de transfert des acides gras, qui présente
une forte affinité pour le DHA, est exprimée de fagon
trés précoce pendant le neuro-développement? (E12).

Nous avons utilisé la brillance de la source synchrotron
de SOLEIL couplée a la ligne SMIS pour analyser par
microspectrométrie infrarouge la distribution in situ des
lipides sur coupes de cerveaux de rats embryonnaires,
afin de répondre aux deux questions suivantes :

e La FABP7 intervient-elle dans I'accumulation du DHA
dans le cerveau embryonnaire ?

e Les variations de composition lipidique induites par
la teneur en DHA du régime maternel sont elles détec-
tables dans les zones riches en FABP7 ?

L'étude a été réalisée sur des embryons de rat
Wistar nés de meres recevant 15 jours avant |'ac-
couplement et pendant la gestation un régime
semi synthétique a teneur variable en AGPI :

* soit dépourvu en DHA (groupe carencé en DHA),
e soit enrichi en DHA (groupe supplémenté en DHA).

Les embryons ont été prélevés a 15 jours de gesta-
tion, période ou la FABP7 est fortement exprimée.
Les cerveaux ont été débités en coupes sagittales
de 8 pm a l'aide d'un cryostat et les coupes ont
été recueillies alternativement sur lames de verre
(pour la localisation de la FABP7 par immunohis-
tochimie) ou sur lames de réflexion pour micro-
spectroscopie IR destinées a I'établissement des
cartographies chimiques des lipides sur la ligne
SMIS.

Linksona CHE of EHI Fabp?
3D00-Z800 em -1

1740 cm-1

Famoilon C=0

-

15 im

!

~

Supplémenté Carencé ACP

La FABP7 et les lipides sont localisés dans les

mémes zones dans le cerveau embryonnaire

La comparaison de la distribution de la FABP7 et
de celle des lipides montre une bonne corrélation
entre |'expression de la protéine et la concentra-
tion en lipides imagés dans la région spectrale
3000-2800 cm™ (chaine aliphatique), et a 1740 cm”’
(fonction ester des phospholipides) (Figure 1). Les
cartographies chimiques permettent donc de bien
visualiser les zones riches en lipides; une analyse
complémentaire de ces données par analyse en
composante principale (ACP) permet de montrer
les différences qualitatives en phospholipides.

La teneur en AGPI du régime maternel influence
la composition en phospholipides des cerveaux
embryonnaires

Pour chaque régime nous avons choisi une carto-
graphie chimique représentative sur laquelle nous
avons établi le spectre moyen. Les spectres obte-
nus a partir des cerveaux d'animaux soit carencés
soit supplémentés ont été comparés afin d'iden-
tifier les régions spectrales modifiées. Des varia-
tions spectrales ont été identifiées dans la région
3000-2800 cm™ (lipides) et au niveau de la région
1740 cm™ (phospholipides). LACP (Figure 1) réa-
lisée dans ces zones spectrales met nettement en
évidence une variation de la composition en phos-
pholipides en fonction du régime maternel dans
les zones cérébrales étudiées (Figure 1).

Figure Cartographie comparée de la FABP7,
des lipides et des phospholipides chez
des embryons de 15 jours et analyse en
composantes principales

Ces résultats originaux montrent une corréla-
tion entre la distribution de FABP7 et |'accumu-
lation des lipides dans le cerveau embryonnaire
de rat. Par ailleurs, |'utilisation de la ligne SMIS
a permis de mettre en évidence in situ que le
niveau d'apport en DHA pendant la gestation
joue sur la composition en phospholipides
des membranes cérébrales embryonnaires. La
brillance de la source synchrotron de SOLEIL
nous a permis d'atteindre une résolution a
I"échelle cellulaire inaccessible avec du matériel
de laboratoire courant.
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La photoionisation a pression atmosphérique
couplée a un spectrométre de masse et utili-
sant le rayonnement synchrotron de la ligne de
lumiére DISCO a permis de photoioniser effica-
cement le lycopéne et ses produits d'oxydation.
Pour la premiére fois, les énergies d'ionisation
de ces caroténoides ont pu étre mesurées.

Lycopene and its oxidation products were
efficiently ionized by atmospheric pressure
photoionisation coupled to a mass spectro-
meter using Synchrotron radiation of DISCO
beamline. lonisation energies of these carote-
noids could be measured for the first time.

s d
du E-lycopene, de ses isomeres

Z et de ses produits d’oxydation
b1

onisation

es caroténoides sont des micronutriments de

notre alimentation principalement présents dans

les fruits et légumes. Ces molécules possédent un

intérét nutritionnel certain ; ainsi le p-carotéene est
le principal précurseur de la vitamine A et la source ma-
jeure de cette vitamine dans notre alimentation. D'autres
caroténoides comme le lycopéne, principal pigment de
la tomate, pourraient également avoir des effets béné-
fiques sur la santé. En effet, des études épidémiolo-
giques et des études d'intervention chez I'homme ont
montré gu'un régime riche en fruits et légumes, et en
particulier en tomates, pouvait participer a la prévention
de maladies dégénératives (cancers, maladies cardio-
vasculaires). Cependant, les mécanismes sous-jacents
ne sont pas élucidés. Deux hypothéses majeures sont
avancées : un effet antioxydant, que nous pensons se
produire principalement dans le compartiment gastro-
intestinal compte-tenu de la faible biodisponibilité des
molécules’, et une action de signalisation cellulaire, telle
une stimulation de génes impliqués dans le processus
de protection contre la cancérogenése?. Ces deux types
d'action peuvent étre exercés soit par le caroténoide
lui-méme, soit par des molécules dérivées ingérées
avec l'aliment ou formées in vivo (métabolites) ; ces
derniéres molécules sont en général issues de |'oxyda-
tion des caroténoides.

L'élucidation de ces mécanismes nécessite une meilleure
connaissance des propriétés physico-chimiques des
caroténoides et de leurs produits d'oxydation. Ainsi
I'effet antioxydant dépend étroitement de la réacti-
vité des molécules et en particulier de la facilité avec
laquelle elles vont pouvoir réduire un agent oxydant, par
exemple en cédant un électron. Cette capacité a céder
un électron peut étre reliée a I'énergie d'ionisation de la
molécule. Pour les caroténoides, la seule valeur acces-
sible dans la littérature est celle du p-caroténe (6,5 eV).

Alors que l'ionisation des caroténoides, que
ce soit par electrospray ou ionisation chimique
a pression atmosphérique (APCI), est difficile
compte-tenu de la lipophilie des molécules,
la photoionisation a pression atmosphérique
s'est avérée étre une méthode de choix pour
leur étude par spectrométrie de masse. Grace a
I'accordabilité du rayonnement synchrotron de la
ligne DISCO, nous avons pu déterminer les seuils
d'ionisation du lycopéne sous sa forme E (toutes les
doubles liaisons conjuguées sont E ou trans) et sous
différentes formes Z (une ou plusieurs des doubles
liaisons conjuguées est/sont Z ou cis) et de certains
de ses produits d'oxydation que nous avions syn-
thétisés, des apo-lycopénals®* (Figure 1).

Apo-11-hycopénal

A\ v

Figure Structure chimique du E-lycopéne et de ses produits
d'oxydation étudiés.

N\ J

Les résultats obtenus démontrent I'intérét de I'ins-
tallation de photoionisation a pression atmosphé-
rique de la ligne DISCO pour la caractérisation
physico-chimique de molécules d'intérét nutri-
tionnel lesquelles, de par leur lipophilie et leur
fragilité, sont difficiles a caractériser en laboratoire
avec des méthodes d'ionisation traditionnelles.
Le type de mesure d'énergie d'ionisation effectué
sur le lycopéne et ses produits d'oxydation sera
étendu a d'autres caroténoides présents dans
notre alimentation et d'intérét nutritionnel.
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Figure Energie d'ionisation du E-lycopéne, de ses
isomeres Z et de ses produits d'oxydation.

La figure 2 montre les valeurs d'énergies d'ioni-
sation expérimentales. Celle du E-lycopéne est la
plus faible (6,33 eV) identique a celle de ses deux
isomeéres Z aux erreurs de mesure prés. Concer-
nant les apo-lycopénals, plus leur chaine carbonée
est longue, plus leur potentiel d'ionisation est bas,
ce qui est significatif d'une capacité réductrice
croissante avec la longueur de la chaine carbonée.

Ces données expérimentales sont corroborées par
des calculs (programme PM3, logiciel Hyperchem)
donnant la valeur de I'énergie de la HOMO ainsi
que par la capacité antioxydante de ces molécules
évaluée dans un modeéle expérimental de stress
oxydant dans le tractus gastro-intestinal®.
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Les modifications de la composition cellulaire
de la levure Saccharomyces cerevisiae, apres
sa mise en contact avec un revétement anti-
microbien contenant du nano-argent, ont été
analysées a |'échelle de la cellule unique, par
microspectroscopie FTIR sur la ligne de lu-
miere SMIS. Les décalages observés sur le pic
amide | indiquent une altération de la struc-
ture secondaire des protéines, probablement
liée a la transition d'une conformation active
a inactive.

Changes in the cell composition of Saccha-
romyces cerevisiae, after exposure to anti-
microbial nano-silver coating, were assessed
for the protein region using Synchrotron FTIR
microspectroscopy of single cells on the SMIS
beamline. The significant downshift of the
amide | peak was indicative of the disorde-
red secondary structures of proteins, probably
due to the transition between active and inac-
tive conformations under silver-induced stress
conditions.

Contexte

La maitrise de I'adhésion des microorganismes aux sur-
faces puis de leur prolifération est généralement consi-
dérée comme |'un des enjeux majeurs de la lutte contre
les biofilms (i.e., écosystemes complexes et dynamiques,
constitués d’'une communauté de micro-organismes,
adhérés a une surface réceptrice et englobés dans une
matrice extracellulaire). La stratégie préventive déve-
loppée dans ce travail repose sur |'élaboration par pro-
cédé de dépbt plasma de films nanocomposites, consti-
tués d'une matrice organosiliciée dans laquelle sont
incluses des nanoparticules d'argent (ou “nano-argent”)
(Figure 1). L'activité antimicrobienne du revétement a été
démontrée in vitro sur la levure modele Saccharomyces
cerevisiae, avec un abattement de 1,9 log de la popula-
tion viable cultivable’. L'effet observé a pu étre attribué
au relargage de nanoparticules et/ou d'ions Ag*, lié a la
dissolution de I'oxyde d'argent formé en périphérie des
nanoparticules, au contact du milieu biologique'.

Pour élucider les mécanismes d’action de I'argent
(ionique ou nano-argent), I'analyse in situ des modifi-
cations de la composition cellulaire a été réalisée chez
S. cerevisiae, par microspectroscopie FTIR en rayonne-
ment synchrotron, sur la ligne de lumiere SMIS. De par
sa brillance élevée, le faisceau synchrotron est, en effet,
la seule source lumineuse permettant |'analyse micro-
spectroscopique de composés de petite taille, comme
les micro-organismes®*. Ce travail constitue, a notre
connaissance, la premiére démonstration des potenti-
alités de la micro-spectroscopie FTIR en rayonnement
synchrotron pour I'exploration de la composition bio-
chimique des levures, a I'échelle de la cellule unique,
ainsi que l'investigation de I'effet de I'argent sur certains
composés-clés (protéines, acides nucléiques, poly-
saccharides).

y

Figure ’I

(a) et (b) Photographies en Microscopie Electronique en
Transmission du revétement nanocomposite (a : échelle =
20 nm et b : échelle =5 nm).

La Figure 2 présente les spectres FTIR bruts
obtenus pour les différents échantillons testés
avec, pour chacun, les régions spectrales carac-
téristiques. Les principales bandes sont liées aux
protéines (liaisons amide | et amide Il dans les
régions 1600-1700 cm™ et 1480-1600 cm™, respec-
tivement), aux acides nucléiques (1180-1300 cm™)
et aux hydrates de carbone (900-1200 cm). Il est
important de noter qu'aucune différence n'a été
détectée pour ces deux dernieres régions (Figure 2).
Les modifications les plus significatives ont été
observées dans la région d'absorption des pro-
téines, en particulier pour le pic amide | (Figure 2).

Figure2

Spectres FTIR bruts des levures S. cerevisiae et régions
spectrales caractéristiques (1800 — 800 cm™), pour les
échantillons suivants : (B) levures “fraiches”, cultivées
en milieu YPD gélosé puis resuspendues dans de |'eau
déionisée ; (C) levures apres 24 h en suspension dans une
solution saline (NaCl 0,15 M) ; (D) levures apres 24 h de
contact avec la matrice organosiliciée en solution saline ;
(E) levures aprés 24 h de contact avec le revétement nano-
composite en solution saline.

La position du pic amide | est indiquée sur la figure.

A noter que, par souci de clarté, ne figurent pas les données
relatives aux levures apres 2 h d’exposition a I'argent
ionique (AgNQO, 2 mM dans eau déionisée).

J

L'argent, qu'il soit sous forme ionique ou nano-
particulaire, présente un mécanisme d’action
général, induisant des altérations au niveau
protéique sur I'ensemble de la levure®. Cet effet
multi-cibles a été confirmé par des observations
de l'ultra-structure cellulaire en Microscopie
Electronique en Transmission. Face a des enjeux
— cognitifs et applicatifs — majeurs et gréce aux
développements effectués sur la ligne SMIS,
I'approche menée sur S. cerevisiae a ensuite été
déclinée sur le modele procaryote Escherichia coli
soumis au stress argent. Les données spectrales
ainsi acquises ont été couplées a la réponse
transcriptomique de la bactérie.

La comparaison des spectres obtenus avant et apres
exposition des levures a de |'argent ionique (AgNO,)
montre un décalage d'environ 30 cm™ du pic a
1655 cm™ (spectre B), qui passe a 1628 cm™ (résul-
tats non montrés). L'analyse spectroscopique des
levures aprés contact avec le nano-argent (spectre
E) révele un déplacement du méme type, quoique
moins marqué (~ 20 cm™) (Figure 2). Un tel décalage
indique une altération de la structure secon-
daire des protéines, correspondant probable-
ment a la transition d'une conformation active a
inactive, induite parl’argent(formesioniqueet/ou
nanoparticulaire) et ciblée a la fois sur les entités
pariétales et cytoplasmiques. Le fonctionnement
des enzymes intracellulaires peut alors étre per-
turbé, provoquant une inhibition de certaines voies
métaboliques-clés, telles que les mécanismes de
défense face au stress oxydant.
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L'état physique des lipides membranaires
et des protéines cellulaires de deux popula-
tions de bactéries lactiques présentant une
résistance différente a la congélation a été
caractérisé cellule par cellule en utilisant la
microspectroscopie infrarouge de la ligne de
lumiere SMIS. Les résultats ont permis d'évaluer
I'hétérogénéité au sein d'une population bac-
térienne en termes de composition lipidique et
protéique et d'identifier des marqueurs suscep-
tibles d'étre associés a une meilleure résistance
a la congélation.

The physical state of membrane lipids and cell
proteins of two populations of lactic acid bac-
teria exhibiting different freezing resistance
has been characterized, cell by cell, using high
resolution FTIR at SMIS beamline. This has
allowed quantifying the cell heterogeneity in
lipid composition and proteins structure and
relating the biophysical properties to the free-
zing resistance.

a membrane des bactéries lactiques apparait
comme la cible principale de phénomenes de
dégradation ayant lieu au cours de la congéla-
tion. La composition du milieu de fermentation, en
modifiant la composition lipidique de la membrane et
la synthese protéique des bactéries lactiques, joue un
role majeur dans I'amélioration de leur résistance a la
congélation. La spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier (IRTF) se révele étre un outil puissant non
invasif permettant la caractérisation in situ des modifi-
cations des lipides membranaires et de la structure des
protéines cellulaires. Compte tenu de la trés petite taille
des bactéries lactiques, seul le rayonnement infrarouge
synchrotron assurant une résolution spectrale de 4 a
6 um? permet la caractérisation biophysique de bactéries
individuellement ou d'un nombre réduit de cellules."

Deux populations de cellules de Lactobacillus delbrueckii
ssp bulgaricus CFL1 présentant un état physiologique
différent ont été produites par fermentation en utilisant
deux milieux de culture différents, I'un a base de MRS et
I'autre de lactosérum doux. Les bactéries cultivées dans
le milieu MRS présentent une meilleure résistance a la
congélation. Les culots bactériens obtenus ont été lavés
puis déposés sur des hémisphéres en ZnSe de 4 mm
de diameétre. Aprés séchage dans un dessiccateur, ces
hémispheéres permettant une résolution de 2-3 microns
ont été analysés en utilisant le microscope Continuum
XL de la ligne de lumiére SMIS. Les spectres infrarouge
d'environ 50 cellules individualisées ou petits amas de
cellules ont été enregistrés.

4 )
- .
a4 . TR ST WY
s ey o [y Py
™
8 m ‘e g ® Ll
. :...r . - "" 1]
g - g g
g . A . 'i Y - = /;f\h_;‘.//\.‘.
> By, |
a
a
s . - 1:,;:: b
Ty ) F ) 1 a3 2 [y an i L ki
PCA TR ‘Wares rramibser fomt )
. N

L'analyse statistique multi variée (ACP) de la déri-
vée seconde des spectres dans la région amide |
(Figure 1A) caractéristique des protéines cellulaires
montre deux clusters indépendants selon la pre-
miere composante (PC1), permettant de discrimi-
ner les cellules selon le milieu de culture utilisé.

A partir du “loading” (Figure 1B) il apparait que
les cellules cultivées dans du lactosérum présen-
tent des protéines caractérisées par des struc-
tures secondaires en feuillet B alors que celles
cultivées dans du milieu MRS présentent plus
de structures en hélice a. LACP de la dérivée
seconde des spectres dans la région des grou-
pements CH? caractéristiques des lipides mem-
branaires réveéle une grande hétérogénéité dans
le comportement lipidique des cellules cultivées
dans du MRS (Figure 2).

La meilleure résistance a la congélation associée
au milieu MRS pourrait étre associée a une plus
grande proportion de protéines en structure de
type hélice a et une plus grande hétérogénéité
dans la composition des lipides de membrane.

Figure'] (A) Représentation graphique de la varia-

tion de la dérivée seconde des spectres

dans la région amide | (1700 — 1600 cm™)

en fonction du milieu de culture, dans le

plan 1-2 de I'ACP. La composante 1 (PC1)

permet de différencier les cellules sur la

base du milieu de culture. (B) Les cellules

cultivées dans du lactosérum présentent un

décalage significatif du pic (~30 cm™) (i.e.

plus des structures secondaires en feuillet

B en comparaison aux cellules cultivées

dans du milieu MRS (i.e. plus de structures
secondaires hélice a).
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Figure2 Représentation graphique de la varia-
tion de la dérivée seconde des spectres
obtenus dans la région 2870 — 2840 cm”
(bande d'élongation symétrique des
groupements CH? correspondant aux
lipides de membrane). Les cellules
cultivées dans du MRS ont montré une
grande hétérogénéité dans le compor-
tement lipidique, tandis que les cellules
cultivées dans du lactosérum doux ont
présenté un comportement de cluster
plus homogene.

- J
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L'utilisation combinée du faisceau synchro-
tron de la ligne SMIS et d'hémisphére en ZnSe
nous a permis d'obtenir des spectres FTIR
sur cellules uniques. Nos résultats ont révélé
une hétérogénéité du métabolisme cellulaire
au sein d'une population issue d'une méme
souche. Nous avons également observé de
fortes modifications entre souches ayant une
capacité variable de stockage des lipides
neutres.

The combination of SMIS beamline synchro-
tron radiation and ZnSe hemisphere led us
to obtain single-cell FTIR spectra. Our results
revealed cell metabolism heterogeneity in a
population coming from a single clone. We
also observed clear modifications between
strains exhibiting various capacities in neutral
lipid storage.

I'accumulation de lipides dans la
levure S. cerevisiae par sFTIR sur |
cellules unigues

ans le contexte actuel d'épuisement des res-

sources fossiles, d'augmentation du prix du

pétrole et de protection de I'environnement, la

valorisation énergétique des huiles issues de la
biomasse et la chimie verte prennent de I'importance.
En effet, ces huiles et leurs dérivés biodégradables pré-
sentent un intérét grandissant en remplacement des
produits d'origine fossile. Deux sources sont envisa-
gées, celle des huiles végétales déja bien implantées, et
celle des huiles de microorganismes (algues et levures),
actuellement en plein essor. C'est dans ce cadre que se
positionnent nos recherches visant a identifier des fac-
teurs influant sur la qualité et la quantité de lipides pro-
duits par la levure. Grace a la modification génétique de
S. cerevisiae par |'expression de protéines impliquées
dans le stockage des huiles chez les plantes, nous avons
obtenu des souches capables d'accroitre leur capacité
de stockage des lipides de réserve. Ces souches appa-
raissent comme un outil de choix pour évaluer la dyna-
mique du stockage des lipides et son impact sur le mé-
tabolisme général des cellules. Gréce a la présence du
laboratoire de biologie au sein de SOLEIL, nous avons
pu développer un protocole qui permet l'analyse par

acquisition
de spacires
| }
sur cellules I |
uniques -t

e

Spectres FTIR sur cellules uniques de S. cerevisiae expri-
mant AtClo1 apres 42 heures de culture.

A, image en lumiére visible de cellules séchées sur
hémisphere de ZnSe.

B, spectres obtenus a partir de cellules d'un méme
hémisphere.

infrarouge de cellules a différents temps de crois-
sance (1 jour = 18 heures et 2 jours = 42 heures)
et récoltées fraichement. Les cellules ont ainsi pu
étre prélevées, concentrées par centrifugation
puis lavées a |'eau quelques minutes avant les
observations. Une goutte de la suspension cellu-
laire a été séchée sur hémisphére ATR de zinc sélé-
nium (ZnSe) de 4 mm de diamétre.

Les spectres (Figure 1) ont été enregistrés en
utilisant le microscope Continuum XL disponible
sur la ligne SMIS® avec une résolution spatiale
de 4x4 pm, correspondant a la taille moyenne
d'une cellule (Figurel). Nous avons analysé une
souche accumulant des lipides de réserve suite
a l'expression d'une protéine du corps lipidique
d'A. thaliana, la caléosine AtClo1, ainsi qu'une
souche de référence n'exprimant pas de protéine
hétérologue. Un traitement statistique (analyse en
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composantes principales, ACP) a été effectué sur
I'ensemble des spectres obtenus et a révélé des
variations significatives. La large répartition des
nuages de points sur la représentation des indivi-
dus de I'ACP (Figure 2A, population témoin/none
ou avec AtClo1/clo) reflete I'hétérogénéité de la
composition cellulaire (lipides, protéines, sucres)
au sein d'une méme population clonale. L'analyse
nous montre également que les deux populations
ont des compositions cellulaires significativement
différentes (Figure 2A, séparation des popula-
tions none et clo). On observe dans la population
exprimant la protéine AtClo1 une augmentation
significative des lipides révélée par des modifica-
tions au niveau des bandes de vibration des esters
et des CH, mais également une augmentation des
phosphates. A l'inverse, il est possible de détecter
une diminution du glycogéne et des modifications
au niveau des protéines (Figure 2B).
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Avec une résolution spatiale de 4x4 um, obtenue
par le passage de la lumiere infrarouge synchro-
tron au travers d'un hémisphére de ZnSe, nous
avons analysé lacomposition chimique de cellules
uniques de S. cerevisiae. Nous avons ainsi mis en
évidence gu'une augmentation de la teneur en
lipides neutres induit d'importantes modifica-
tions métaboliques, ce qui prouve que la cellule
régule ses pools de carbone. Nous avons observé
une corrélation inverse entre teneur en lipides et
glycogene. Ces résultats ont permis d'orienter
la suite de nos recherches. Nous avons confirmé
la corrélation inverse entre lipides de réserve et
sucres de réserve par des dosages biochimiques.
Nous allons maintenant procéder a des analyses
transcriptomiques afin d'identifier les régulateurs
et les mécanismes cellulaires mis en jeu lors du
stockage des lipides de réserve pour aller vers
I'obtention de levures performantes pour des
applications biotechnologiques.

Analyse en composantes principales des
spectres obtenus sur les cellules de réfé-
rence (none) et sur des cellules exprimant
AtClo1 (clo) aprés 42 heures de culture.

A, représentation des individus.

B, variables et corrélations. 1 : 890 cm’
C-C, C-O acide gras ; 2 : 1008 cm” C=C ;
3:1032 cm™ C-O glycogéne ; 4 : 1226 cm'”
PO2-:5:1640 cm™ amide 1; 6: 1740 cm'!
C=0 ester ; 7-8 : 2850, 2930 cm™' C-H.
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La percolation de I'huile a été imagée sur la
ligne de lumiére DISCO dans des conditions
simulées de refroidissement apres friture au
sein d'un parenchyme de pomme de terre et
au sein d'un enrobage sans structure cellulaire.
Limagerie dynamique de la fluorescence UV
et visible a permis la mise en évidence non-
invasive de |'écoulement biphasique huile/air
au sein des structures poreuses étudiées.

La dimension temporelle de la percolation
permettra ainsi de valider un modele tridimen-
sionnel d'imprégnation en huile de produits
frits.

Qil percolation in potato parenchyma tissues
and in batter was imaged on DISCO beamline
in simulated conditions of cooling immedia-
tely after immersion frying. UV-VIS dynamic
imaging enabled the direct and non-invasive
study of biphasic flow oil/air within considered
porous structures. Adding a temporal dimen-
sion will thus contribute to the validation of
a 3D percolation model of oil uptake in fried
products.

en huile de produits frits ®
etudiee en fluorescence UV

es produits frits sont trés appréciés par les consom-
mateurs mais sont également une source impor-
tante de matiéres grasses. Il a été préalablement
montré que I'imprégnation en huile a lieu au cours
du refroidissement’ par adhésion et percolation sous
I'action de la pression capillaire et de la dépression créée
par la condensation de la vapeur?. La caractérisation de
la distribution de I'huile en microscopie confocale a
balayage laser UV et visible a permis de reconstruire la
distribution spatiale de I'huile dans la crolite de frites®.
Les deux-tiers de I'huile sont localisés dans la premiére
couche cellulaire endommagée par la coupe, 15 % dans
la deuxieme couche et le complément dans la troisieme
couche.
Afin d'élucider la dynamique de la percolation a travers
la premiére et deuxieme couche, une méthode de suivi
de la perméation en huile dans des conditions de re-
froidissement simulées a été mise en place sur la ligne
DISCO. La méthode permet d'observer littéralement
I'imprégnation en huile a I'échelle d'une ou plusieurs
cellules, comme si 'observateur était localisé entre le
coeur humide et la crolte. Les conditions extrémes de
la friture ont été contournées en équilibrant au préa-
lable une crolte modéle (coupe microtomique de deux
couches cellulaires de parenchyme de pomme de terre
débarrassées de leur contenu cellulaire) avec de la va-
peur surchauffée a la méme température (120°C) que
celle générée dans des conditions réelles de friture®.
Parce que la structure cellulaire “ modéle " n'a jamais été
en contact avec I'huile, elle garde les mémes propriétés
de mouillage que la cro(te “réelle”, qui est protégée
en cours de friture de tout contact avec |'huile par la
surpression interne générée par I'ébullition et le film
de vapeur qui en résulte. Afin de pouvoir comprendre
I'effet de I'agencement de la structure cellulaire, la
dynamique de percolation de I'huile est également
comparée avec celle obtenue avec I'enrobage d'un
produit panné, sans structure cellulaire.
Le montage de mesure placé sur la platine du micro-
scope est décrit sur la Figure 1. Il est important de noter
que I'huile et I'échantillon sont maintenus a une méme
température pendant toute la durée de I'expérience.

La température de 100°C a été retenue au lieu de
120°C du fait du systéme de régulation mettant
en jeu un circuit de refroidissement a eau liquide.
Parce que les seules forces motrices sont la pres-
sion capillaire et la gravité en présence d'une
phase incondensable peu compressible (I'air), la
dynamique de percolation est ralentie par rapport
aux conditions réelles de refroidissement. Malgré
ces différences, il est supposé que les chemins de
percolation et les principaux mécanismes restent
inchangés. La structure cellulaire et 'imprégnation en
huile, marquée avec le 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene,
sont imagées simultanément en configuration d'épi-

a)

fluorescence a partir d'une excitation a 295 nm. Les
résultats montrent une dynamique hétérogéne
dans I'espace et dans le temps en présence d'une
structure cellulaire (Figure 2a). Linterprétation cor-
respondante est détaillée sur la Figure 3 a I'échelle
cellulaire et a I'échelle du tissu entier (Figure 4).
Limprégnation est tres rapide dans la premiere
couche cellulaire et ralentie dans la deuxieme du
fait de la viscosité de I'huile et la présence d'un
écoulement diphasique (air+huile). En I'absence
de structure cellulaire, la percolation est hétéro-
géne mais réguliere dans le temps.

Cinétique en fausse couleur de la percolation (le temps
est compté positivement a partir du dépét du film d’huile
en surface) : a) remplissage d'une cellule de parenchyme ;
b) percolation au sein d’'un enrobage.

Configuration du dispositif sur la platine

du microscope TELEMOS. b)
(a) micro-seringue permettant de déposer
un volume d’huile contrélé ;

(b) aiguille chauffée ;

(c) échantillon équilibré au préalable avec
de la vapeur d'eau surchauffée ;

(d) surplatine chauffée ;

() objectif (x10 ou x40) ;

(9) rayonnement synchrotron ;

(h) percolation dans le plan vertical ;

(i) parenchyme de pomme de terre (vitreux
dans les conditions de mesure) ;

ou (j) enrobage avec panure (idem).

La méthodologie développée valide les principes
d'une utilisation de la microscopie de fluores-
cence (dispositif TELEMOS de la ligne DISCO)
pour 'étude de phénoménes dynamiques, y
compris a haute température. La fluorescence
naturelle dans le domaine UV permet en parti-
culier d'imager simultanément et rapidement de
nombreux constituants pariétaux et cellulaires
avec une bonne sensibilité et résolution. Ces tra-
vaux préliminaires préparent I'étude directe de la
percolation en huile en présence d'une ébullition
résiduelle et d'une condensation superficielle.

‘90000
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Interprétation de la percolation biphasique huile (en
rouge)/air (en gris) a I'échelle cellulaire : a) cellule tron-
quée en contact avec un film d'huile ; b) migration de
I'huile entre les couches 1 et 2.

.:I -....
| -....

Reproduction des observations a |'aide d'un mo-
dele de percolation tridimensionnel en cours de
paramétrisation. a) profil d'imprégnation en huile
d'un parenchyme peu endommagé ; b) méme
profil pour un parenchyme endommagé par des
prétraitements (ex. séchage, congélation).
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Les coefficients de diffusion de molécules
homologues ont été mesurés dans des poly-
meres semi-cristallins par une méthode a profil
de concentration utilisant la microspectroscopie
de fluorescence sur la ligne de lumiere DISCO.
Ces résultats ont permis de mettre en évi-
dence des mécanismes universels de trans-
lation de molécules de type additif dans des
matrices thermoplastiques. Ceux ci pourront
étre utilisés pour mieux approcher I'exposition
des consommateurs aux substances issues des
matériaux au contact des aliments ou pour
concevoir des emballages alimentaires plus
sQrs.

Diffusion coefficients of homologous mole-
cules were measured in semi-crystalline poly-
mers by means of a concentration profile
method involving fluorescence micro-
spectroscopy on DISCO beamline. These
results highlighted some universal mechanisms
of the translation of additive-like molecules in
thermoplastics, which will be used to improve
estimates of consumer exposure to substances
originating from contact materials or for the
design of safer food packaging.

application a la securite
sanitaire des emballages

a sécurité sanitaire des matériaux au contact des

aliments fait aujourd'hui I'objet d'une controverse

scientifique importante. Une maniere d'objectiver

le risque réel est de quantifier le niveau de contami-
nation des aliments par les matériaux et ainsi contribuer
a une évaluation de I'exposition réelle des consomma-
teurs en fonction des pratiques industrielles et domes-
tiques. Des méthodes de modélisation avancée ont été
proposées pour y parvenir’ mais elles requierent une
estimation réaliste des coefficients de diffusion (D) dans
les conditions thermodynamiques d'usage, or ils ne sont
disponibles que pour un nombre limité de substances et
de matrices polyméres. La simulation de la dynamique
moléculaire est une alternative pour les polymeéres
amorphes ou fondus de polymeres? mais elle échoue a
prédire les bonnes dépendances a la masse moléculaire
(M) dans les matrices semi-cristallines courantes.

Lobtention de lois d'échelle de référence du type Dy, & M=
a partir de molécules homologues est la premiere étape
nécessaire a la construction d'un cadre prédictif pour les
coefficients de diffusion dans les matrices thermoplas-
tiques. Ces données pourront en effet étre utilisées pour
extrapoler les coefficients de diffusion de molécules de
type additifs (ex. antioxydants de type phénols ou sulfites
encombrés) ou résidus (ex. amines aromatiques). Dans
cette logique, les coefficients de diffusion de plusieurs
séries de molécules aromatiques homologues linéaires,
ramifiées, rigides ou flexibles présentes a |'état de trace
ont été mesurés sur la ligne DISCO par une méthode
a profil (Figure 1). Les concentrations a |'état de trace
ont été déterminées dans des matrices linéaires (i.e.
non aromatiques) de polymeres par émission de fluo-
rescence en présence d'une excitation dans la gamme
285 — 295 nm. Un logiciel spécifique a été développé
pour i) éliminer les biais (identification des lignes de
base, recalage des positions, figures de diffraction) et ii)
I'identification automatique des coefficients de diffusion
par comparaison avec un modéle numérique.

Les résultats ont permis d'observer des comporte-
ments soupgonnés mais jamais mis en évidence.
La dépendance a la masse moléculaire pour des
oligophényls (degré de polymérisation de 2 a 4)
est trés importante, avec des valeurs de a supé-
rieures 5 qui augmentent quand la température
diminue (Figure 2a). Une conséquence pratique
est que |'énergie d'activation (Ea) dépend de n et
ce de maniére non intuitive : I'énergie d'activation
est plus importante quand n est impair que quand
n est pair (Figure 2b). En remarquant que I"éner-
gie d'activation nous renseigne sur |'échelle de
temps pour atteindre des déplacements indépen-
dants du centre de masse du diffusant, la dépen-
dance non-monotone de Ea avec n démontre le
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Les lois d'échelle mises en évidence pour des
molécules de taille moyenne (molécules non-
enchevétrées et ne ressemblant pas au monomere
du polymere héte) ne correspondent a aucun
mécanisme de diffusion connu (Stokes-Einstein,
Rouse, reptation...). Pour des diffusants semi-
rigides, les lois sont imposées par la géomé-
trie du diffusant plutdét que par les propriétés
de la matrice polymere (densité, cristallinité,
température de transition vitreuse).

Ces résultats suggérent qu'il serait possible de
concevoir des molécules actives (ex. antioxydant)
avec des propriétés de mobilité contrélées. Des
applications sont attendues pour la conception
d'emballages plus inertes ou de matériaux a
vieillissement maftrisé.

Par ailleurs, ces résultats mettent en évidence
I'intérét de la spectroscopie de fluorescence UV
couplée a la microscopie (dispositif POLYPHEME)
pour |'identification et la quantification de subs-
tances aromatiques arbitraires dans des ma-
trices semi-cristallines semi-transparentes
présentes a |'état de traces (<100 mg-kg™). Les
développements proposés peuvent étre utilisés
pour la mesure de coefficients de diffusion entre
108 et 102 m2-s” dans les solides.

role des déplacements corrélés (positivement ou
négativement) sur les valeurs de D. Les effets géo-
métriques associés a la distance entre deux cycles
aromatiques sont présentés sur la Figure 3. L'ajout
d'un carbone entre deux cycles aromatiques en-
traine une réduction de coefficient de diffusion
dun facteur trois. Plus la distance entre les deux
cycles aromatiques est grande, plus la probabilité
d'obtenir un déplacement concerté (corrélations
positives des centres de masse des cycles aroma-
tiques) est improbable. Cette réduction de pro-
babilité est une caractéristique du diffusant et est
indépendante du polymeére considéré et de I'écart
a la température de la transition vitreuse.

Principe d'identification des coefficients de diffu-
sion par la mesure des profils de concentration par
microspectroscopie de fluorescence :

a) la diffusion est amorcée en plagant un matériau
formulé (qui contient la substance a étudier) entre
deux couches de matériau vierge de méme type ;
b) échantillonnage le long de la section (apres
découpe microtomique) ;

c) spectres d'émission de fluorescence ;

d) profils de concentration théoriques (noir) et
méme profils aprés prise en compte de la diffrac-
tion (couleur) pour différents temps de contact
adimensionnés (nombres de Fourier).

a) Coefficient de
diffusion d'oligophényls
[ (n=2,3,4) dans un

i = polypropylene

e « b b ' (cristallinité =30 %) et

o b) énergie d'activation
P L]
-E o o correspondante.
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de la chaine alkyl entre | = ESD .
deux cycles aroma- g
tiques sur les coeffi- }
cients de diffusion dans 15"
une matrice polypro-

pylene (~Tg+70K) et
polylactide (~Tg+10K).
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L'anisotropie de structure a I'origine des
contraintes résiduelles impliquées dans I'effet
mémoire de forme de I'amidon a été étudiée
par micro-spectroscopie infrarouge polarisé
sur la ligne de lumiere SMIS. Les résultats dé-
montrent clairement qu'il y a une orientation
des macromolécules a |'état amorphe, dans la
direction de déformation. L'analyse statistique
des spectres infrarouges montre également
qu'il y a une orientation de domaines orga-
nisés a une échelle trés locale ou faiblement
cristallins, perpendiculairement a I'axe de
déformation des échantillons.

The structural anisotropy which originates
residual stress in shape memory starch mate-
rials has been studied by synchrotron infra-
red polarized microspectroscopy on SMIS
beamline. Macromolecular orientation in the
deformation direction is clearly demonstrated.
Statistical analysis shows local orders or crystals
perpendicular to the deformation direction.

dans les matériaux a mémoire ’ &
de forme en amidon k

es polymeres a “mémoire de forme” sont capables

de changer irréversiblement d'une forme tempo-

raire en une autre forme dite permanente lorsqu'ils

sont chauffés a une certaine température’. Nous
avons montré qu'il était possible de réaliser des maté-
riaux a mémoire de forme en amidon, stimulables par
chauffage mais également par augmentation de I'humi-
dité. Les applications envisagées pourraient étre des
dispositifs médicaux implantables et résorbables, des
capteurs (température ou humidité) ou des produits
céréaliers alimentaires.

L'effet mémoire de forme combine les propriétés d'élas-
ticité entropique de I'état caoutchouteux et la nature
métastable de [|'état vitreux. Les mécanismes molécu-
laires reposeraient sur la co-existence de domaines
macromoléculaires souples au dessus de leur tempéra-
ture de transition vitreuse (Tg) et de points de réticu-
lation chimique ou physique. La forme temporaire est
obtenue par déformation mécanique au dessus de la
Tg et en dessous de la température de disparition des
points de réticulation. Elle est ensuite figée au cours
d'un refroidissement rapide. Un chauffage ultérieur au
dessus de Tg va redonner de la mobilité aux segments
orientés qui vont agir comme des ressorts, rappelés a
la forme permanente par les points de réticulation.
L'objectif de ces travaux est d'identifier les éléments de
structure de I'amidon a l'origine de I'effet mémoire de
forme afin d'optimiser le choix de la matiere premiere
et son histoire thermomeécanique en fonction de I'appli-
cation visée.

Les matériaux sont obtenus par extrusion d'amidon
de pomme de terre dans des conditions classiques de
température (120 °C) et d'hydratation (26 %). A l'issue
de cette transformation |'amidon est a I'état amorphe
vitreux. Les matériaux contraints (forme temporaire) sont
ensuite obtenus par thermomoulage au dessus de leur
Tg en appliquant une déformation uniaxiale de 400 %.
Le refroidissement sous contrainte induit des contraintes
résiduelles qui générent des phénomenes de biréfrin-
gence en lumiére polarisée (Figure 1).
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Visualisation des contraintes résiduelles en lumiére
polarisée au sein d'un échantillon amorphe vitreux
sous forme temporaire.

Les matériaux non contraints (forme permanente)
sont obtenus avant le thermomoulage ou apres
recouvrance de forme, par relaxation en humidité
ou en température aprés le thermomoulage. Ces
échantillons ont été étudiés par microspectro-
scopie infrarouge en réflexion afin d'obtenir des
informations sur la conformation des macromolé-
cules et leur orientation en utilisant la polarisation
naturelle du faisceau synchrotron. Une cartogra-
phie d'une centaine de points par échantillon a été
établie. Sur chaque point (12x12 pm?), un spectre
paralléle (PAR) puis perpendiculaire (PER) a la di-
rection de déformation ont été enregistrés.
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Discrimination des spectres PER et PAR obtenus
sur des échantillons sous la forme permanente et
temporaire.

La microspectroscopie infrarouge sur source
synchrotron a permis de montrer pour la pre-
miére fois une orientation moléculaire dans un
matériau biopolymeére® & mémoire de forme.
Cette orientation qui concerne essentiellement
les domaines amorphes de I'amidon coexiste
avec des ordres locaux tels que des simples ou
doubles hélices qui ne sont pas détectés par les
techniques classiques de diffusion des rayons X.

Les couples de spectres obtenus ont été triés par
une analyse en composantes principales (ACP)
(Figure 2). Aucune discrimination n’est obtenue
entre les spectres PAR et PER des échantillons
non contraints, ce qui est caractéristique d’'une
structure isotrope. Pour les échantillons contraints
I'analyse statistique révéle des différences entre
les spectres obtenus parallelement et perpendicu-
lairement a I'axe de déformation. Dans ce cas, les
spectres PAR sont bien discriminés des spectres
PER, par la premiere composante de I'ACP qui
représente 85 % de la variance totale entre les
spectres. Ces échantillons contraints ont donc une
structure anisotrope et I'existence d'une orientation
moléculaire observée également par diffusion des
rayons X aux grands angles est confirmée. Le tra-
cé du premier vecteur propre de I'ACP (Figure 3),
montre que les spectres PAR sont principalement
caractérisés par des pics d'absorbance a 1083 et
1023 cm™ alors que les spectres PER sont caracté-
risés par des pics a 1150, 1049 et 987 cm™. Ces pics
peuvent étre associés a des éléments structuraux
de I'amidon sur la base de travaux antérieurs?.

Ainsi, les éléments orientés parallélement a la défor-
mation appartiennent a des domaines amorphes.
A I'opposé, ce sont des ordres locaux tels que des
fragments de simples ou de doubles hélices qui
apparaissent lorsque le faisceau est perpendiculaire
a l'axe de déformation. Cette organisation locale,
appelée paracristallinité, pourrait constituer les
nceuds de réticulation nécessaires aux mécanismes
moléculaires décrits précédemment.
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Tracé du premier vecteur propre de |'"ACP
sur les spectres IR de la forme temporaire
révélant les bandes associées aux structures
paralleles et perpendiculaires au plan de
polarisation du faisceau infrarouge.
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La ligne de lumiere SMIS du synchrotron
SOLEIL est ouverte aux utilisateurs depuis
janvier 2008. De nombreux chercheurs de
I'INRA ont pu exploiter les caractéristiques de
cette ligne, en particulier la brillance élevée
de la source infrarouge (IR) issue du rayonne-
ment synchrotron. Différents environnements
d'échantillons ont été développés et mis a
disposition aupres des utilisateurs INRA sur
les microscopes disponibles.

The SMIS beamline is open to users since
January 2008. Thanks to the infrared synchrotron
brightness, a large number of INRA projects
have been successfully carried out. Various
sample environments have been developed
and adapted to the infrared (IR) microscopes.
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Microscopie Synchrotron Infrarouge

Un essor important des applications de la microscopie
IR utilisant une source synchrotron a eu lieu au cours
des dix derniéres années, en particulier dans plusieurs
domaines scientifiques (biologie, sciences de la terre et
de I'environnement, chimie, matiere molle, archéologie,
matériaux dans des conditions extrémes). Les facteurs
essentiels de cet essor sont le gain en résolution spa-
tiale (proche de la limite de diffraction) et la trés bonne
qualité spectrale (signal sur bruit) qui ouvrent des pers-
pectives analytiques dans le domaine subcellulaire. D'un
point de vue plus quantitatif, la brillance du faisceau
synchrotron IR est de deux ordres de grandeur supérieur
a celui d'une source thermique équipant les spectro-
métres de laboratoire. Malgré le flux de photons infé-
rieur délivré par le rayonnement synchrotron, la densité
de photons focalisés a permis des avancées marquantes
dans de nombreux domaines, en particulier en biologie.
A ce jour, 23 lignes de lumiére IR sont soit opération-
nelles, soit en phase de construction dans le monde.

La ligne de lumiére SMIS

La ligne de lumiére SMIS du Synchrotron SOLEIL utilise
un aimant de courbure pour extraire deux types de
radiations IR : champ constant (BM) et bord de dipéle
(ER). Ces deux modes d'émission sont équivalents,
offrant approximativement les mémes flux et brillance,
mais des propriétés de polarisation différentes. Sur la
ligne SMIS, ces deux types d'émission ont été séparés
afin de permettre |'utilisation simultanée de cette source
sur deux postes expérimentaux, équipés chacun d'un
microscope spécifique. La stabilité du faisceau synchro-
tron, en position et temporelle (plusieurs jours), permet
d'enregistrer de longues acquisitions et offre un grand
confort d'utilisation.’?

Gamme spectrale

Afin d'étendre la gamme d'énergie accessible pour
ces analyses, plusieurs détecteurs sont disponibles.
En utilisant une combinaison de différents détecteurs

(MCT, Bolomeétre et Cu-Ge) la ligne de lumiere
SMIS couvre une trés large gamme spectrale
(100-8000 cm™). Par ailleurs, afin de permettre une
grande flexibilité dans I'échantillonnage, plusieurs
objectifs de mesure sont disponibles (transmis-
sion, réflexion, réflexion totale atténuée, incidence
rasante).

Equipement et environnement d’échantillons

Depuis 2010, la ligne de lumiére SMIS possede
4 microscopes IR et un microscope Raman. En
effet, devant la forte demande de temps de
faisceau, une branche de la ligne SMIS a été
dédiée a la biologie, des microscopes supplémen-
taires ont été installés et un microscope Raman
est maintenant disponible pour les utilisateurs.

Platine de chauffage et refroidissement

Cette platine de haute précision et stabilité
(FTIR600, Linkam, GB) permet des mesures IR en
réflexion et transmission sur une large gamme de
température (-196 a 600 °C). Contrélée par ordina-
teur, il est possible de réaliser différentes cinétiques
jusqu'a 100 °C/min et rampes de température.
L'atmosphére contrélée sous flux d'azote permet
d'éviter la formation de vapeur d'eau a trés basse
température.

Platine d’étirement INRA/SOLEIL

La polarisation naturelle du faisceau IR extraite
sur la premiere branche de la ligne (émission a
champ constant) permet de réaliser des études
de dichroisme IR. Ainsi, une platine d'étirement
(TST 350, Linkam, GB) a été adaptée et mise en

place sous le microscope IR. Cette platine permet
d'enregistrer des spectres IR, in situ, en contrélant
le déplacement (jusqu’a 80 mm), la force (de O
a 200 N) et la température (de -196 °C a 350 °C)
de I"échantillon. Cette platine a été utilisée pour
I'étude de I'amidon & mémoire de forme®.

Platine de congélation INRA /SOLEIL

Cette platine (THMS350V, Linkam, GB) a été spé-
cialement concue pour réaliser des mesures a
basse température sous atmosphere controlée.
Il est possible ainsi de réaliser des expériences
en température sous atmosphére et pression
(10 mbar) contrélées. Un projet sur I'étude des
suspensions de bactéries lactiques concentrées

est en cours de réalisation (collaboration INRA
GMPA).

Microscope a grande distance de travail

Pour des environnements d'échantillon de grande
taille, les objectifs commerciaux ont une distance
frontale trop courte : 15 mm pour |'objectif x15
et 9 mm pour I'objectif x32. Ainsi, un microscope
a été construit et mis en place sur la ligne SMIS.
Ce microscope d'un grandissement de x15 offre
une distance frontale de 47 mm, avec une ouver-
ture numérique de 0,5. Le systéme mécanique qui
permet le maintien des deux miroirs sphériques et
autorise tous les mouvements nécessaires a |'ali-
gnement ont été congus a SOLEIL par Stéphane
Lefrancois (SMIS) en étroite collaboration avec le
groupe Optique. Le microscope est capable de
fonctionner en réflexion et en transmission ainsi
que d'effectuer une détection dans I'IR moyen et
lointain (avec un détecteur MCT de 50 microns et
deux bolomeétres).

La ligne de lumiere SMIS offre, sur une large
gamme spectrale IR, une résolution spatiale a
la limite de diffraction et un trés bon signal sur
bruit®. Les développements réalisés depuis son
ouverture permettent d'étudier de nombreux
échantillons dans diverses conditions expéri-
mentales (température, vide, haute pression).

LFigure '] La ligne de lumiére SMIS

J
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La ligne de lumiere DISCO possede trois
stations expérimentales utilisant la portion
visible - ultraviolette du rayonnement syn-
chrotron. En plus de la station d'imagerie,
elle comprend une station de dichroisme
circulaire et une station d'irradiation. Cette
derniere peut recevoir un systeme de spec-
trométrie de masse aprés photoionisation a
pression atmosphérique.

The DISCO beamline possesses three
experimental stations that use the visible -
ultraviolet part of the synchrotron radiation.
In addition to the Imaging end station, the
beamline also holds a circular dichroism sta-
tion and an irradiation one. The latter may be
coupled to a mass spectrometry system allowing
atmospheric pressure photoionisation.

(@) Schéma optique de la ligne DISCO,
comprenant les éléments optiques et leur

distance a la source.

(b) Plan d'installation de la ligne.

(@

a ligne DISCO est I'une des 27 lignes de lumiéres
du Synchrotron SOLEIL." Elle est assez unique en
son genre par plusieurs aspects. Tout d'abord elle
est une des rares lignes de lumiére a utiliser la
portion visible et ultra-violette de rayonnement synchro-
tron. DISCO fait ainsi le lien entre les lignes exploitant
I'infrarouge (IR) d'une part, et les lignes dédiées aux
ultraviolets (UV et aux X-mous) d'autre part.
DISCO est une ligne sur aimant de courbure. De facon
a maximiser le flux de photons entre 1 et 20 eV, une par-
tie importante de la nappe de photons est prélevée, de
fagon similaire aux lignes IR. En raison de la divergence
du faisceau de photons, un systeme de miroirs a été
installé prés de la source pour focaliser le faisceau. La
puissance émise par la source posséde une distribution
selon |'axe vertical qui dépend de la longueur d'onde.
Les rayonnements énergétiques qui portent la majorité
de la puissance sont émis trés pres du plan de 'orbite
des électrons. Ainsi, en positionnant un absorbeur re-
froidi exactement dans le plan de I'orbite, il est possible
d'occulter ces rayonnements indésirés et d'éviter d'y
exposer les premiers miroirs. Le faisceau de photons
produit par DISCO est donc séparé en deux nappes.

La figure 1a représente le montage optique et la figure 1b
un plan de la ligne. En aval des deux premiers miroirs
M1 et M2, un autre couple de miroirs (M3, M4) dévie le
faisceau horizontalement, vers un miroir de prélévement
(M51), qui envoie un quart du faisceau dans la branche
d'imagerie (CX3 sur la figure 1). Les trois quarts res-
tant de la nappe sont envoyés sur un monochromateur,
lequel alimente les stations expérimentales, CX2 et
CX1 sur la figure 1. L'une de ces stations est dédiée aux
analyses par dichroisme circulaire par absorption du
rayonnement synchrotron (SRCD), et |'autre station est
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une branche d'irradiation a pression atmosphé-
rique appelée APEX. DISCO posséde donc trois
stations expérimentales, dont deux fonctionnent
simultanément.

Les équipements disponibles sur la station d'ima-
gerie sont décrits en détail page 75 dans I'article
intitulé “Imagerie sur la ligne de lumiére DISCO
(Dichroism, Imaging and mass Spectrometry for
Chemical and biOlogical systems)”2.

Un réseau en incidence normale délivre un rayon-
nement monochromatique compris entre 600 et
125 nm avec un pouvoir de résolution R entre 300
et 120 et pour un flux de photon d’environ 2x1010
photons/s. Le faisceau issu du monochromateur,
et sélectionné par un systéme de fentes réglable,
passe a travers un polariseur linéaire et est polarisé
par un modulateur. La détection est assurée par
un tube photomultiplicateur. Le systéme de porte-
échantillon est monté sur un systéme de tiroirs
échangeables, ce qui permet de changer rapide-
ment de configuration. La chambre comporte des
entrées pour permettre une activation de I'échan-
tillon par laser ou encore un diagnostic additionnel.
Un porte-échantillon permet des chargements
manuels avec des cellules en quartz ou CaF, de
trajets optiques compris entre 2 pm et quelques
mm. Pour des applications nécessitant un haut dé-
bit d'échantillons, un systéeme couplé a un passeur
d'échantillons est disponible. Enfin, un systeme
de porte-échantillon tournant peut étre utilisé, par
exemple pour des études de dichroisme sur des
échantillons orientés. La chambre ainsi qu'un des
tiroirs sont visibles sur la figure 2.

DISCO est une ligne de lumiére versatile, dédiée
a la biologie et a la chimie. Elle couvre un
domaine allant du visible au VUV permettant
des spectroscopies d'absorption, de dichroisme
circulaire et linéaire, de fluorescence et de
photoionisation.

Photographie de la chambre expérimentale
de SRCD.

Cette branche a été concue pour délivrer un rayon-
nement UV entre 4 et 20 eV a la pression atmos-
phérique. Afin de couvrir ce domaine d'énergie
de photons, un systéme de pompage différentiel,
visible sur la figure 3, a été installé.® Le principe
consiste a réduire la pression par des systémes
de pompage appropriés a travers quatre étages,
afin d’'obtenir une pression suffisamment faible
et compatible avec I'ultra-haut vide de la ligne
de lumiere. Un gaz rideau transparent au rayon-
nement balaye I'orifice d'entrée du pompage et
transporte les photons jusqu'au dispositif expéri-
mental. Ce port est ouvert et recoit les dispositifs
amenés par les utilisateurs, comme des réacteurs
photochimiques par exemple. Une source de pho-
toionisation a pression atmosphérique (APPI) a
été modifiée afin de remplacer la lampe UV du
montage initial par le rayonnement disponible sur
la ligne DISCO.* Le développement de ces sources
d'ions remonte au début des années 2000.5¢ Elles
ont été développées pour accéder a l'ionisation
de composés tres hydrophobes. Le couplage avec
la ligne de lumiére tire parti de |'accordabilité du
rayonnement synchrotron.* Notamment, ce mon-
tage permet de mesurer les énergies d’ionisa-
tion pour des composés non volatils ou fragiles.
L'analyse structurale de molécules bio-organiques
par APPI est également facilitée par la gamme
d'énergie de photons accessible.

- ey
Source d’ion !

Photographie panoramique de la branche
APEX avec le dispositif de photoionisation
a pression atmosphérique.
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La ligne de lumiere DISCO du Synchrotron
SOLEIL est ouverte aux utilisateurs depuis
septembre 2009. La branche Imagerie utilise
le domaine de |'ultraviolet lointain (DUV) pour
suivre sans aucun marquage les molécules
auto-fluorescentes dans les cellules et tissus.
Les développements réalisés en collaboration
avec INRA sont présentés.

The DISCO beamline is open to users since
September 2009. The imaging branch uses
the deep ultraviolet (DUV) range to probe the
intrinsic fluorescence biomolecules without
the need of specific external probes. Numerous
developments in collaboration with INRA are
presented.

Certains composants des tissus vivants, comme |'acide
aminé tryptophane, le collagéne ou les porphyrines (I'un
des constituants de I'hémoglobine) ont la propriété
d'émettre de la fluorescence lorsqu'ils sont excités par
un rayonnement UV, dans le domaine de longueurs
d'onde inférieures a 350 nm — on parle alors d'ultraviolet
lointain (DUV). De telles molécules peuvent étre utilisées
comme sondes, par exemple pour suivre 'apparition
d'une maladie. De plus, étant naturellement présentes
dans le tissu, aucune étape de marquage chimique
(ajout d'un composant fluorescent synthétique) n'est
nécessaire et I'on évite ainsi de perturber |'activité bio-
logique et le devenir de la molécule qui sera détectée.
Mais I'UV lointain était jusqu'alors peu exploité, du
fait du manque de sources de lumiere (lasers) existant
dans cette gamme spectrale. Sur la branche imagerie
de DISCO il est possible de réaliser des expériences de
microspectroscopie de fluorescence confocale dans le
domaine du DUV (jusqu'a 200 nm), et de bénéficier a
la fois de la haute brillance et de la résolution spectrale
apportées par le rayonnement synchrotron délivré par la
ligne de lumiére.

La ligne de lumiere DISCO ouverte depuis septembre
2009, couvre une large gamme spectrale du visible aux
UV du vide (1000 nm a 60 nm)". Trois stations expéri-
mentales sont disponibles : le dichroisme circulaire uti-
lisant le synchrotron (SRCD), les expériences a pression
atmosphériques (APEX) et l'imagerie (IMAGING). Sur
la branche Imagerie, le faisceau venant de I'aimant de
courbure est monochromatisé par un iHR320 (Horiba
Jobin-Yvon, Longjumeau, France) équipé de réseaux
optimisés pour la région du DUV. Deux microscopes
sont ensuite accessibles pour les utilisateurs :

- un micro-spectrofluorimeétre confocal (POLYPHEME )?,

- et un microscope plein champ (TELEMOS)3.

La lumiére monochromatisée est réfléchie vers
un systéme basé sur un microscope inversé (1X71
Olympus) et couplé a un spectrométre (T6400,
Horiba Jobin-Yvon) équipé de réseaux optimi-
sés pour la région des UV lointains. POLYPHEME
est entiérement équipé d'optiques transparentes
dans I'UV lointain. Plusieurs objectifs achroma-
tiques sont disponibles (10x, 40x et 100x) et une
platine nanométrique permet de réaliser des car-
tographies avec un pas de 100 nm. La détection
est assurée par une camera CCD refroidie a -70°C
(Andor, Inc., Uptown Water- town, SD, USA).

De fagon a enregistrer des images plein champ,
un nouveau microscope dans I'UV lointain a
été installé sur la ligne DISCO (janvier 2011).
Ce systeme basé sur un microscope commercial
(Axio Observer, Zeiss), a été modifié pour per-
mettre une excitation/émission dans I'UV lointain.
De plus, d'apres le critere de Rayleigh la résolution
latérale dans la région des UV lointains est large-
ment améliorée (= 200 nm). Un systéeme de coin
cubes et une roue de filtres sont disponibles pour
répondre a de nombreuses configurations excita-
tion/émission. Le microscope est équipé d'une
tour d'objectifs automatisée selon |'axe vertical.
Contrdlée par ordinateur, |'acquisition automa-
tique des cubes d'images (X,Y,Z) permet ensuite
une reconstruction 3D de I'échantillon étudié’.

Les microscopes POLYPHEME et
TELEMOS de la ligne de lumiere
DISCO

La branche Imagerie de la ligne DISCO offre
une excitation unique dans |'ultraviolet lointain
(200 - 350 nm), ce qui permet un suivi des
biomolécules? sans le besoin d'un marquage
extérieur. Les développements réalisés au cours
de ces premieres années de fonctionnement
permettent d'ouvrir de nouvelles possibilités en
imagerie de fluorescence UV (3D, temporelle).

La structurelle temporelle du Synchrotron (~350 MHz)
permet, grace a une détection 2D synchrone, de
réaliser de I'imagerie de phase et durée de vie
de fluorescence dans I'UV pour les molécules de
durée de vie supérieure a la ns.

En collaboration avec l'unité BIA du département
CEPIA, les données spectrales enregistrées sur
le microscope POLYPHEME sont pré-traitées et
traitées par analyse statistiques multivariées®. De
plus, des développements méthodologiques en
chimiométrie sont réalisés pour répondre a une
approche multimodale et conjointe des images
spectrales acquises au Synchrotron SOLEIL (Infra-
rouge, Fluorescence UV, imagerie X)*.

Les cubes images enregistrés sur le micro-
scope TELEMOS sont traités par déconvolution
a I'aide de la fonction d'étalement du point du
microscope (PSF). Nous utilisons un logiciel de
traitement d'images (Huygens Pro, SVI, NI) avec
différents algorithmes de traitement d'images afin
d'améliorer la résolution spatiale et de reconstruire
en 3D I'échantillon étudié.
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Nous avons développé une nouvelle mé-
thode de spectrométrie de masse tandem
basée sur |'utilisation de lumiére ultraviolette
(UV) délivrée par le synchrotron SOLEIL. Les
applications vont de |'analyse structurale a la
spectroscopie ionique.

We have developped a new activation
method in tandem mass spectrometry, which
is based on ultraviolet (UV) light delivered by
the SOLEIL synchrotron radiation facility. The
applications range from structural analysis to
ion spectroscopy.

a spectrométrie de masse est devenue une tech-

nigque incontournable pour I'analyse des molé-

cules bio-organiques notamment grace aux mé-

thodes modernes d'ionisation. Un arrangement
instrumental particulier, appelé spectrométrie de masse
en tandem, permet d'isoler un ion d'intérét et de le frag-
menter a la suite d'un apport d'énergie interne. L'analyse
des fragments renseigne sur la structure du précurseur.
Implémentée sur tous les appareils commerciaux possé-
dant des capacités de spectrométrie de masse tandem, la
dissociation induite par collision (CID) s'apparente a un
chauffage lent de I'ion et, pour un polypeptide, produit
des ions caractéristiques issus de la rupture de la liaison
peptidique. Néanmoins cette méthode d'activation perd
rapidement en efficacité lorsque la taille du précurseur
augmente, et ne permet pas de conserver des liaisons
faibles sur la chaine polypeptidique ce qui complique
son utilisation pour I'étude des modifications post-
traductionnelles et des interactions non-covalentes.
C'est pourquoi il est nécessaire de chercher des méthodes
d'activation alternatives.

Un moyen simple et direct de donner de I'énergie a un
jon consiste a lui faire absorber un photon dont la tota-
lité de I'énergie est transférée a la cible lors du proces-
sus. Cecin'est possible que s'il y a recouvrement entre le
spectre d'absorption de |'espece d'intérét et le spectre
émis par la source, d'ou le besoin en sources émet-
tant dans I'UV. Par ailleurs, la photo-activation d'ions
implique de confiner de grandes densités d'ions durant
des temps suffisamment longs dans des piéges a ions.
Enfin, le paquet d'ions doit étre irradié par une source
de lumiere brillante et accordable dans la gamme
d'énergie de photons d'intérét. Seul le rayonnement
synchrotron posséde ces caractéristiques dans I'UV
lointain (dit VUV). Nous avons donc couplé un piege a
ion commercial de type LTQ XL (Thermo Scientific) avec
la ligne de lumiéere VUV DESIRS' (Figure 1).

Cette ligne de lumiere délivre un rayonnement intense et
monochromatique entre 5 et 20 eV, dont la pureté spec-
trale est garantie par un filtre a gaz. Tout d'abord, I'ion
d'intérét est sélectionné, accumulé dans le piege a ions
et irradié durant un temps bien déterminé. Le spectre
de masse résultant de I'irradiation est ensuite enregistré.
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Schéma de principe du couplage entre
la ligne de lumiere DESIRS et le piege
aions.
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Lorsque I'on soumet un petit peptide a une irra-
diation VUV, deux régimes de fragmentation
peuvent étre distingués ; sous le seuil d'ionisation,
la substance P protonée se dissocie en produisant
des ions de séquence de type a- (Figure 2) en ac-
cord avec les résultats de dissociation laser.?
Lorsque I'énergie des photons augmente et
dépasse le seuil d'ionisation un radical cation
peut étre produit. La figure 2 montre clairement
I'accroissement de la diversité des fragments et de
leur abondance. Le processus de photoionisation
dissociative vient compléter la photodissociation
simple. Les fragments identifiés au-dessus des
seuils sont identiques a ceux obtenus par frag-
mentation induite par électron (EID).3

De plus, la grande sensibilité et I'excellent rapport
signal sur bruit de ce couplage inédit permettent
d'aborder les thématiques afférentes a la spec-
troscopie ionique. Par exemple, l'irradiation d'un
état de charge donné du cytochrome C (Figure 3)
permet d'en déterminer les seuils d'ionisation, les-
quels croissent avec|'état de charge de la protéine.*
Ainsi, de nouvelles données physico-chimiques
sont obtenues par ce montage expérimental per-
mettant notamment de lier des caractéristiques
spectroscopiques des biopolyméres a leur struc-
ture. L'étude de la spectroscopie d'action des
poly-anions est aussi rendue possible, ouvrant
ainsi la voie a des types de relaxation spécifique.>®

Nous avons produit un couplage entre une
ligne de lumiére dans I'UV lointain (DESIRS) et
un piége a ion afin de photo-activer des ions
formés par ESI. Cette nouvelle méthode d'acti-
vation pour des ions biomoléculaires permet a
la fois des analyses en spectrométrie de masse
tandem et des études plus axées sur la spectro-
scopie ionique, mettant a profit le flux et la pu-
reté spectrale de la ligne. Le couplage avec une
autre ligne de lumiére dans le VUV (sur aimant
de courbure), la ligne DISCO, a été réalisé avec
succes pour le volet spectrométrie de masse
tandem.
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Figure Spectre de masse tandem pour la subs-
tance P aprés irradiation a 8eV (sous le
seuil d'ionisation) et & 15 eV (au-dessus

du seuil d'ionisation).
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Figure3 (a) Spectre ESI d'une solution aqueuse

de cytochrome C montrant I'ion précur-
seur. (b) Spectre de masse consécutif a
Iirradiation du précurseur a 8.15 eV pen-
dant 80 ms. (c) Spectre de masse consé-
cutif a l'irradiation du précurseur durant
80 ms a 15.5 eV. (d) Rendements de pho-
toionisation enregistrés pour deux pré-
curseurs entre 9 et 15.5 eV. L'ajustement
aux données expérimentales d'une loi
de seuil (lignes continues) permet |'ob-
tention des seuils d'ionisation.

- J
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La ligne de lumiére SWING du synchrotron
SOLEIL est ouverte aux utilisateurs depuis
2007. Elle utilise un rayonnement de haute
énergie (rayons X) pour pouvoir caractériser
les structures a |'échelle nanométrique. Tout
un dispositif optique situé en amont de
I'environnement échantillon permet d’obtenir
un faisceau de rayons X monochromatique,
faiblement focalisé mais trés intense. Au
niveau de la cabine expérience se situe une
plateforme mobile pouvant recevoir tout un
ensemble d’environnements échantillon. Les
domaines d'étude sont la biologie, la chimie
organique et inorganique et les matériaux
solides.

The SWING beamline of the SOLEIL synchro-
tron radiation facility is open to users since
2007. It uses a high-energy radiation (X rays)
to characterize the structures at the nanoscale.
All an optical device located upstream of the
sample environment provides a monochroma-
tic X-ray beam, focused and very intense. In
the experimental hutch, a mobile platform can
receive a wide range of sample environments.
Scientific domains developed on SWING
concern biology, organic chemistry and inor-
ganic solid materials.

a diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)
est un outil fondamental pour étudier les macro-
molécules biologiques. L'avantage majeur de cette
méthode est de pouvoir obtenir des informations
structurales a partir de macromolécules en solution.

Le SAXS permet en outre d'étudier le comportement
en solution de particules natives dans des conditions
proches de leur environnement physiologique, et d'éva-
luer les variations structurales liées a une modification
des conditions externes. Le SAXS a connu un essor
considérable ces dix derniéres années :

¢ sur le plan technique avec I'amélioration des perfor-
mances des lignes de lumiére, les faisceaux sont de
plus en plus intenses, réduisant le temps d'acquisi-
tion a quelques centaines de millisecondes, et sont de
taille réduite permettant d'irradier trés localement des
échantillons tout en limitant leur consommation.

¢ au niveau des environnements échantillon : de nouveaux
instruments de mesure (spectrometres d'absorption, de
diffusion...) pour échantillons liquides ou solides ont été
développés pour réaliser des couplages avec le SAXS
afin de confronter différentes mesures physiques simul-
tanément sur un méme échantillon. Des passeurs auto-
matiques ont été mis en place afin d'optimiser le temps
de faisceau, augmentant de ce fait le nombre d'échan-
tillons et d'utilisateurs.

® au niveau du traitement des données : de nombreux
programmes ont été développés pour faciliter la manipu-
lation des courbes de diffusion (soustraction, moyenne,
mise a l'échelle...) et pour générer des modeéles
tridimensionnels compatibles avec les données.

Tunnel de détection

La ligne de lumiere SWING du synchrotron SOLEIL,
schématisée sur la figure 1, utilise un onduleur de
type U20 permettant de produire un faisceau blanc
trés intense, et un monochromateur a double cris-
taux pour produire un faisceau monochromatique
dans la gamme des rayons X compris entre 5 keV
et 17 keV. Tout un ensemble d'éléments optiques :
double miroir de type Kirckpatrick-Baez et 5 jeux
de fentes, est utilisé pour focaliser le faisceau et
éliminer la diffusion parasite. Les dimensions du
faisceau optimisé sont de 50 pm en vertical et
400 um en horizontal. Au niveau de la cabane
expérimentale se trouve une table motorisée en
X, Y et Z permettant d'installer différents types
d’environnements échantillon. Le signal de diffu-
sion est enregistré sur un détecteur de type CCD
de 17 x 17 cm?, placé dans une chambre cylindrique
maintenue sous un vide primaire afin de limiter la
diffusion parasite de I'air. La distance détecteur-
échantillon est modulable (0,5 m & 7 m) afin de
pouvoir couvrir une gamme de diffusion comprise
entre 5.0 x 104 et 3 A,

[sous wide)

1 Environnement
échantillon

Schéma général de la ligne SWING.

La ligne de lumiere SWING propose ou peut
adapter une grande variété d'environnements
d'échantillon pour caractériser la matiere a
I'échelle nanométrique, soit en associant d'autres
techniques de mesure, soit en faisant varier les
parametres physiques de |'échantillon.

Depuis son démarrage la ligne de lumiere SWING
s'est équipée d'une HPLC en ligne (Figure 2) per-
mettant d'une part d'injecter directement des so-
lutions dans le capillaire de mesure grace au robot
injecteur intégré dans I'instrument, et d'autre part
d'effectuer une étape supplémentaire de purifica-
tion au travers d'une colonne de tamisage molé-
culaire, afin d'éliminer d'éventuels contaminants.’

Ce dispositif assure une parfaite monodispersité
de I'échantillon et permet de soustraire la contri-
bution du solvant sans ambiguité. Depuis sa mise
en service, 'HPLC a connu de nombreuses évolu-
tions, la premiére consistant a pouvoir régénérer
une colonne parallélement aux injections directes.
La deuxieme évolution réside dans I'ajout d'un
robot de lavage de capillaire qui injecte automa-
tiqguement une solution nettoyante apres chaque
mesure. La derniére évolution en date concerne
['automatisation des mesures, ou I'HPLC, le détec-
teur SAXS et le robot de lavage ont été synchro-
nisés afin de pouvoir mesurer successivement des
séries d'échantillons a partir d'un paramétrage
unique. Pour les échantillons plus visqueux, préci-
pités ou incompatibles avec I'utilisation de I'HPLC,
un nouveau passeur d'échantillons est en cours de
développement.

Nous disposons également d’un mélangeur rapide
composé de 4 chambres de stockage de solution
permettant de réaliser des mélanges pour caracté-
riser des cinétiques rapides (100 ms).

Pour pouvoir réaliser des mesures d’échantillons
sous contraintes de température, d'étirement ou
de cisaillement, nous disposons également d'une
platine de chauffage et d'étirement et d'un visco-
simeétre a cellule de Couette.

Environnement échantillon “HPLC" utilisé
pour la biologie.
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Alexandre Giuliani, Frédéric Jamme et Pierre
Roblin sont ingénieurs de recherche a I'INRA.
Leurs parcours ont convergé vers SOLEIL ou,
depuis 2006 pour Alexandre et Frédéric, et
depuis 2009 pour Pierre, ils sont tous trois
mis a disposition par le département CEPIA
(Caractérisation et Elaboration de Produits
Issus de I"Agriculture) de I'INRA de Nantes,
encadrés par Alain Buléon. Membres a part
entiere des équipes de trois “lignes de
lumiere ”, les laboratoires de SOLEIL, ils y
remplissent les missions classiques de scien-
tifiques de ligne, tout en jouant le réle de
médiateurs auprés des chercheurs INRA
(futurs) utilisateurs de SOLEIL.

es centres de rayonnement synchrotron ras-

semblent en un méme lieu plusieurs dizaines de

laboratoires disposant chacun d'équipements

extrémement performants pour analyser tout
type d'échantillon, sa composition, sa structure, ses
propriétés électroniques, chimiques, magnétiques...
Ce sont autant d'instruments uniques, sans équivalent
dans les laboratoires, mis a disposition de la commu-
nauté scientifique. Mais encore faut-il connaitre leur
existence, leurs caractéristiques, leurs performances
et surtout savoir s'il est judicieux de les utiliser sur
I"échantillon que 'on étudie pour obtenir ce que I'on
recherche a son sujet !

C'est dans le but d'accompagner les scientifiques de
I'INRA dans cette approche d'un Trés Grand Instru-
ment comme SOLEIL qu'a été mis en place le dispo-
sitif INRA-SOLEIL. Avant méme que SOLEIL ne soit
entiérement construit, , directeur de
recherches au sein de I'Unité Biopolymeres, Interac-
tions, Assemblages du CEPIA a sollicité les collegues
de son département afin d'évaluer leurs demandes
et besoins potentiels en “techniques synchrotron”
et de mettre en adéquation les thématiques de
recherche INRA et les équipements de SOLEIL.
Gréce a ce travail prospectif en amont, les attentes
de ces utilisateurs ont pu étre identifiées et prises en
compte, et une connaissance mutuelle s'est développée,
quotidiennement renforcée par la présence des trois
ingénieurs INRA/SOLEIL.

Docteur en Physique des Surfaces, c'est au cours
de sa thése, effectuée a I'Université de Nottingham
(GB), que Frédéric s'initie aux techniques d'ana-
lyse utilisant le rayonnement synchrotron infra-
rouge (synchrotron SRS, Angleterre). Il poursuit
dans cette voie par un post-doctorat a SOLEIL,
sur la ligne de lumiére infrarouge SMIS spéciali-
sée en imagerie. Il devient ensuite scientifique sur
SMIS, mais également sur une seconde ligne de
lumiere, DISCO. Ce rattachement a deux lignes est
un statut jusqu’alors unique a SOLEIL, qui permet a

Frédéric d'élargir son spectre de compétences dans le
domaine de I'imagerie moléculaire.

Dés 2006, et
commencent un travail d'information et de diffusion
auprés de différents centres INRA pour expliquer les
potentialités de SOLEIL. Rejoints depuis par

, ils continuent a informer les équipes INRA
et a évaluer ce que SOLEIL pourrait apporter a leurs
recherches. De plus, leur fonction de scientifique de
ligne inclut une forte implication dans la conception
et la construction méme de leur ligne de lumiere. lls
connaissent donc parfaitement les instruments d'ana-
lyse sur lesquels ils guident a présent les utilisateurs,
instruments développés en tenant compte de leur
compatibilité avec les recherches INRA.

L'accés gratuit aux lignes de lumiere de SOLEIL
passe par une étape préliminaire de sélection :
il est possible de déposer un projet deux fois par
an pour évaluation (voir page 9 pour plus d'infor-
mation). Parmi les critéres pris en compte pour
départager les projets soumis, outre l'intérét et
la qualité des études menées, c'est la pertinence
de I'emploi des techniques et équipements de
SOLEIL qui va primer. D'ou l'importance de bien
“cibler” la demande. Frédéric, Alexandre et Pierre
aident le futur utilisateur a identifier les techniques
adaptées a sa recherche, et donc la(es) ligne(s) de
lumiére susceptible(s) de l'accueillir. lls apportent
assistance et conseil pendant la rédaction du projet
qui sera soumis au Comité scientifique en charge
d'"allouer le temps de faisceau” pour chaque
discipline - autrement dit le Comité de sélection
des équipes qui auront accés a SOLEIL.

Alexandre effectue son master et son doctorat
de Chimie a I'Université de Liege (Belgique) sur
la spectroscopie électronique de molécules en
phase gazeuse, sujet qui le conduit a utiliser
différentes installations de rayonnement syn-
chrotron : Angleterre (SRS), Etats-Unis (NSLS)
puis Danemark (ASTRID). Lors de son post-doctorat
(ICSN, Gif-sur-Yvette), Alexandre approfondit
ses connaissances en spectrométrie de masse et
commence a interagir avec |'équipe de la ligne
de lumiere DISCO, sur laquelle il est a présent le
scientifique référent pour cette technique d'analyse.

Ingénieur de I'INSA de Toulouse, avec une spéciali-
sation en bio-ingénierie des protéines, Pierre pour-
suit sa formation par un doctorat (IPBS-Toulouse)
et un post-doctorat (LEBS, Gif-sur-Yvette) de bio-
chimie structurale au cours desquels il acquiert
une expertise en diffusion des rayons X aux petits
angles (SAXS) en travaillant régulierement aux syn-
chrotrons national DESY (Allemagne) et européen
ERSF (Grenoble). Plus “orienté biologie” que ses
deux collégues de par sa formation universitaire,
Pierre fait partie de la ligne de lumiére SWING dé-
diée a la technique SAXS, ou il est responsable des
expériences sur les bio-polymeres et les protéines.
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Si un projet est sélectionné, |'utilisateur convient alors
avec les responsables de la ligne de lumiére-hote de
ses futures dates d'expériences. Il peut venir a SOLEIL
avec ses échantillons “préts a I'analyse” ou, dans certains
cas, les préparer sur place avant I'expérience dans des
laboratoires dédiés. Les trois ingénieurs continuent
leur encadrement : leur aide va de la formation aux
techniques d’analyse employées, pour les “novices”
en rayonnement synchrotron, a une assistance plus
légere, pour les utilisateurs plus aguerris. Le rythme
de travail étant intense (les lignes fonctionnent nuit
et jour, 6 jours sur 7), il est appréciable de ne pas
étre isolé a coté de son échantillon | Et le travail
est bien sir loin d'étre terminé lorsque 'expérience
est finie. Toute la phase de traitement des données
brutes récoltées a SOLEIL est déterminante, et se fait

Directeur de Re-
cherches dans I'unité
Biopolymeéres  Inter-
actions Assemblages
(BIA) du centre INRA
de  Nantes-Angers,
Alain Buléon a été
chargé en 2003 par
la direction de I'INRA
de mettre en place un dispositif entre I'INRA et le
tout nouveau synchrotron SOLEIL. Les objectifs visés
étaient les suivants : reconnaissance de I'INRA en tant
qu'institut dans le monde du synchrotron, établisse-
ment d'un réseau de collaborations entre les deux or-
ganismes sur les assemblages complexes du Vivant,
et acces aux différentes lignes de lumiére de SOLEIL.
Aprés consultation des unités de recherche du dé-
partement CEPIA, la réflexion engagée a débouché,
sous l'impulsion de Paul Colonna (chef du dépar-
tement CEPIA de I'INRA), sur la mise a disposition

également en liaison avec Frédéric, Alexandre et
Pierre - qui ménent par ailleurs leurs propres travaux
de recherche, et sont également présents pour
aider les utilisateurs “non INRA" de leurs lignes de
lumiere respectives. Au cours, ou a l'issue, de toutes
ces interactions, I'équipe de la ligne de lumiere et
les utilisateurs décident parfois d’entamer une colla-
boration sur un sujet de recherche donné.

A l'avenir, les futures lignes de lumiére dédiées aux
techniques de pointe de nano-imagerie, qui seront
accessibles a SOLEIL d'ici fin 2013, devraient repré-
senter un attrait supplémentaire pour les chercheurs
de I'INRA. Une raison supplémentaire pour conti-
nuer, et méme amplifier, le dispositif INRA/SOLEIL.

d'Ingénieurs de Recherche sur les lignes de lumiére
les plus pertinentes pour les recherches menées dans
I'Institut. Parallélement, un conseil scientifique des
utilisateurs INRA de SOLEIL a été mis en place par
A. Buléon, pour aider les chercheurs a mettre en
place des projets d'utilisation du synchrotron, organi-
ser des essais préliminaires et rédiger les demandes
de temps de faisceau.

Le dispositif a été progressivement élargi a d'autres
départements de I'INRA tels que AlimH, BV, MICA,
EFPA, avec des applications du rayonnement syn-
chrotron a I'alimentation humaine, la biologie végé-
tale, la microbiologie, I'environnement et le bois.
Ainsi de nombreuses présentations des potentiali-
tés des équipements du synchrotron SOLEIL sont
effectuées au sein de différents centres ou unités de
recherche INRA pour informer les chercheurs et mon-
ter de nouveaux projets. L'ensemble du dispositif est
coordonné par Alain Buléon.

Tél. 02 40 67 50 47

Tél. 01 69 35 96 86
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