TOUR D’HORIZON DES APPLICATIONS DE SOLEIL A LA BIOLOGIE (hors cristallographie des macromolécules):

Les 11 et 13 janvier 2005: Rencontre de V. Biou et M-H Le Du avec :

Anne Marie Flank : ligne LUCIA pour l’EXAFS, XANES

Javier Pérez : ligne SWING pour la diffusion aux petits angles

Matthieu Réfrégiers : ligne DISCO pour le dichroisme circulaire, la spectroscopie de masse et l’imagerie

Paul Dumas : ligne SMIS pour la microscopie Infra Rouge

Au cours de la réunion du comité de liaison utilisateurs MX de SOLEIL de décembre 2004, l'intérêt d'informer les cristallographes sur les possibilités des autres lignes de lumière visant la biologie a été exprimé. C'est pourquoi Marie-Helene Le Du et Valerie Biou s'en sont allées discuter avec des responsables des lignes de lumière susceptibles de concerner des échantillons biologiques. Ces échantillons sont de deux types : soit des solutions de macromolécules purifiées, soit des cellules ou des specimens de plus grande taille (cheveux, poudres) dans le cas de l'imagerie. Si l'imagerie concerne de moins près les structuralistes, les méthodes d'études en solution sont très complémentaires à la cristallographie et certaines lignes développent des méthodes inédites ou peu accessibles sur un synchrotron. En outre, il a été suggéré par des scientifiques de SOLEIL de mettre en place une possibilité d'analyses combinées d'un même echantillon par plusieurs méthodes, par exemple diffusion aux petits angles, spectroscopie d'absorption, dichroïsme circulaire.... Ceci est potentiellement très interessant pour la caractéristation d'une solution de protéine avant sa cristallistion, ou en cas d'echec de cristallistion. L'ouverture de SOLEIL vers les UV, voire l'infra-rouge, permet des expériences difficiles à l'ESRF. Nous remercions vivement les responsables de lignes rencontrés qui ont tous fait un effort pour nous exposer des techniques auxquelles nous ne sommes pas familières, et nous prions les experts de nous excuser à l'avance pour nos remarques de non spécialistes qui pourront parfois sembler naïves.

LIGNE DE LUMIERE LUCIA : EXAF, XANES 

Caractéristiques Principales de la ligne 

	Source
	Gamme d’énergie
	Principedu schéma optique
	Résolution spectrale (E/DE) et flux dans a tache focale (HxV)
	Station(s) expérimentale(s)

	Onduleur
U50
à polarisation accordable
	1-7 keV
	Double miroir coupeur d’ordres supérieurs
Miroir elliptique pour focalisation horizontale
fente d’entrée 
Mono. à deux cristaux plans (beryl, InSb, Si) 
KB de refocalisation
	4000 

1011 Ph/s dans

5x3 m2
	Chambre d’Analyse avec balayage de haute précision de l’échantillon. 

Détection : rendement de fluorescence, rendement total d’électrons, intensité transmise


X-ray absorption spectroscopy is now widely recognized as a powerful technique to get information about the arrangement of atoms in the vicinity of the absorbing element, and about its electronic structure. The so-called soft x-ray domain (from about 0.8 to 7 keV) deals with the K edges of low Z elements (from sodium up to iron), the L edges from nickel to gadolinium, and the M edges of lanthanides and actinides. It will thus enable studies involving elements of major importance for earth sciences (silicon, aluminium or magnesium..), materials sciences (glass and cements forming elements) or environmental sciences (metal pollutants etc..). In addition, this energy region corresponds to the best performance of SOLEIL in terms of brilliance and it is somewhat poorly developed in the synchrotron radiation centers around the world compared to the neighboring ones  (hard x-rays above 5 keV, XUV below 0.8 keV).

In the present project, the emphasis is put on the design of a micro-beam giving access to micro-imaging experiments, where a characteristic signature of a given element in a given chemical state, is monitored as a function of the position. The high flux density on the sample will also enable experiments on dilute matter or on low cross section phenomena in a large variety of fields taking advantage of the unique energy range offered by this beamline. 

X-ray micro-beams is indeed receiving a great attention on the new synchrotron light sources, for instance ALS where one beamline is dedicated to micro-XAS applied to Environmental and Materials Science, APS (the GeoSoilEnviroCARS-CAT beamline) or ESRF (ID21).

The project presented here takes into account the opportunity of building and operating such a beam line on the Swiss Light Source prior to its transfer on SOLEIL. 

Anne Marie Flank passe le 4/5 de son temps à SLS ou elle a monté la ligne LUCIA qui reviendra à SOLEIL probablement en 2008. Elle est intéressée par des interactions avec les biologistes, en particulier pour mettre au point des conditions de manip compatible avec les contraintes de la biologie, et les contraintes de la micro-absorption.

Micro-absorption X (1 à 7 kev) : sera installée d'abord sur une ligne onduleur du synchrotron suisse SLS et rejoindra SOLEIL vers 2008. Ce projet de ligne de micro-spectroscopie et imagerie d'absorption X de SOLEIL est issu de l'expérience acquise au LURE sur la ligne SA32 de SUPER-ACO. A SOLEIL, comme à SLS, elle utilisera les rayons X dits « tendres » émis par un onduleur dans la gamme d'énergie de 1 à 7 KeV où les performances de SOLEIL sont les plus remarquables. Elle sera donc particulièrement efficace pour les éléments dits légers, du sodium au fer. De telles mesures de micro-spectroscopie ou d'imagerie de la fonction chimique sont une nouvelle opportunité par exemple en sciences de l'environnement : elles permettent de détecter des substances polluantes dans le sol et les plantes et d'identifier la forme chimique suivant laquelle ces substances polluantes se fixent dans les grains du sol ou pénètrent dans les racines des plantes. Autre domaine d'application pour les mêmes raisons, l'étude des propriétés fonctionnelles des matériaux complexes dits multiphasés, comme le ciment par exemple. La possibilité de comprendre in situ et au cours de leur élaboration, les mécanismes de prise ou d'altération de ce composé représente un enjeu notamment économique important.

En ce qui concerne les protéines, il sera possible de caractériser ces mêmes éléments ainsi que leur coordination. Il sera ainsi possible de mettre en évidence des interactions entre une protéine exprimée et un(des) ion(s) naturellement abondants tels que le Mg, Ca, Fe, Cu, Zn. Dans le cadre d’une étude cristallographique, il sera également intéressant d’étudier les interactions de la protéine étudiée avec des atomes lourds, pour accélérer la pêche aux dérivés d’atomes lourds. Un intérêt particulier sera la possibilité de caractériser l’état des soufres d’une protéine. 

La principale limite actuelle vient de la nécessité de travailler sous vide, il nous faut donc réfléchir à une solution pour maintenir l’état hydraté de la protéine, tout en étant sous vide. Un autre probleme vient de la dilution de l'atome d'interêt parmi un grand nombre d'atomes légers, alliée à la faible penetration des rayons X tendres dans l'échantillon. Il est ainsi nécessaire de fortement concentrer la protéine. Nous avons commencé à étudier des possibilités avec A.M. Flank, et prévoyons de demander du temps sur LUCIA à l’un des prochains comités de programme le 15/03/05 ou le 15/09/05, sachant que le temps pour un échantillon plus une référence se situe autours de 6 shifts.

LIGNE DE LUMIERE SWING :

Caractéristiques principales de la ligne

	Source
	Gamme d’énergie
	Principe du schéma optique
	Résolution spectrale (E/DE) et flux dans la tache focale (HxV)
	Station(s) expérimentale(s)

	Onduleur
U20 sur section courte
	5-15 keV
	Diaphragme refroidi. Monochromatisation par deux cristaux Si plans, focalisation par deux miroirs Si courbes orthogonaux.

Configuration optionnelle : monochromateur à deux miroirs multicouches
	104 
1012 ph/s dans <400 m (H) x 40 m (V)

Très haut flux et large bande spectrale 
	Montage permettant les expériences de diffusion X aux petits angles (SAXS), de diffusion X aux petits angles en incidence rasante (GISAXS) et diffusion X aux grands angles (WAXS) simultanément. 

Flexibilité et variabilité de l’environnement expérimental.

Haut degré d’automatisation et d’assistance aux utilisateurs.


The continuous scattering in the neighborhood of the direct X-ray beam is related to the existence of heterogeneities in the matter, these heterogeneities having dimensions of several tens to several hundred times the X-ray wavelength. Indeed, the scattering at small angles of X-rays yields incomparable information on the size and morphology of the electronic heterogeneities, on their size distribution and on their mutual interactions. These measurements are performed on such a large number of particles that reliable mean values can be extracted from them.

The proposal aims at defining a high performance, "easy-to-use" beamline, which would fit with the specific needs of users willing to perform Small Angle X-ray Scattering (SAXS) experiments, no matter their scientific discipline. The development of Synchrotron Radiation (SR) centers has boosted these types of experiments, mainly through two of the SR characteristics. First, the flux is many orders of magnitude higher than that emitted by classical sources, which allows to study much weaker scatterers samples, or in-situ time dependent phase transitions. Secondly, the SR sources (specially undulators) have very small divergences in both horizontal and vertical directions. Since SAXS experiments give information in the reciprocal space, the larger the scattering particle, the smaller the scattering angle. Therefore, the scale of observable particles depends strongly on the quality of the beam (low divergence, high collimation). One last, but not least quality of SR for such experiments, is the energy tunability which allows to adapt the X-ray wavelength to the sample (for example, biological samples require to minimize the absorption because of X-ray damages, whereas metallurgical samples may need to avoid exciting any strong fluorescence). The tunability can also be used to perform labeling experiments: each type of atom contributing (or not contributing) to the scattering can be revealed through the variations of its atomic scattering factor which appear when tuning the X-ray wavelength near its absorption edge.

All these characteristics explain why the concerned fields of research are so numerous, from biology to soft condensed matter or material science, the studied samples being liquids, gels or solids in transmission, or even in reflection (the technique is called GISAXS, for grazing incidence SAXS, and is widely used to study nanomaterials).

The technical specificities required for an excellent SAXS beamline, in terms of optics and general settings, are basically the same whatever the scientific interest of the user. The slits will be designed and manufactured to minimize the background signal, so as to make full use of the high natural collimation of the beam emitted by the undulator. The beam quality of in-vacuum undulators on SOLEIL will be fully exploited to obtain altogether a small and virtually constant beam size whatever the detector position. In particular, the estimated vertical size of the beam (FWHM) should allow to reach Qmin = 2.5 10-4 Å-1 at 10 m. This resolution of 2.5 micrometers would allow most USAXS (ultra small angle SAXS) experiments to be carried out in the usual pinhole geometry, instead of having to perform Bonse and Hart measurements with an analyser.

Conversely, all the requirements which are specific to a scientific community or to a peculiar experiment should essentially concern the sample environment. This is an essential aspect of this proposal, namely to supply the user with a variety of possible "up-to-date" sample environments and to make the interchange of sample environments extremely flexible. A final important characteristic of the beamline is its easiness of use, especially for a non-specialist user. Strong commitment should thus be put to automate wherever possible the operation of the beamline.

Under such considerations, the proposed SAXS beamline will have a very high flexibility and easiness of use which, with a somewhat lower brilliance compared to the ESRF undulators, will largely overrun its bending magnet sources.

Javier Péréz : construit la ligne SWING, il est très intéressé par des interactions avec les biologistes, et par une aide concrète de la part des biologistes.

Procurant des informations uniques sur la structuration de la matière à des échelles variant du nanomètre à quelques micromètres, cette ligne permet d'aborder de multiples questions relevant de la science des polymères, de la conformation des macromolécules en solution ou encore des matériaux composites de la métallurgie. Le montage expérimental permettra aussi bien des mesures de diffusion X aux petits angles en transmission (SAXS) et réflexion sous incidence rasante (GISAXS) que des mesures de diffusion X aux grands angles (WAXS). L'exaltation du contraste d'un élément donné d'un mélange composite par utilisation de l'effet anomal sera facilitée. Les expériences concerneront des échantillons très divers à l'état liquide, solide, cristallisé ou encore sous forme de gels avec l'accent sur les cinétiques de transformation. Fortement automatisée, elle sera d'un accès facile pour les non-spécialistes. En outre, elle autorisera des environnements d'échantillons variés, ce qui multipliera les domaines d'application possibles : depuis la biologie jusqu'à la physique des matériaux en passant par exemple par la métallurgie, de nombreux utilisateurs industriels y sont attendus.

Pour déterminer le rayon de giration d’une macromolécule ou la masse molaire, la concentration en protéine doit se situer autours de 0.5mg/ml et le volume autours de 100 l (qui pourra sans doute être réduit jusqu’à 10-30l) et nécessite un temps d’exposition de l’ordre de la ½ seconde. Pour observer des changements de conformation, cette concentration devra se situer plutôt autours de 2mg/ml pour le même type de volume. Les volumes nécessaires pour ce type d’expérience viennent du fait que la solution doit circuler au travers d’un capillaire en quartz pendant l’exposition, pour limiter la formation d’agrégats.

La principale restriction est la monodispersité de la solution. En effet, le signal détecté est proportionnel au carré de la masse de la particule, si bien que le signal émis par les particules étudiées va être très rapidement masqué par le signal d’une impureté (dès que sa concentration atteint la racine carré de celle de la particule étudiée ( ?). 

J. Pérez souhaite installer une station de purification de protéines sur place pour effectuer une filtration en gel juste avant le passage sous le faisceau de rayons X. Ceci permettrait de séparer les agrégats de l'échantillon, et d'améliorer sa qualité. Le problème du choix de l’appareil vient du rapport entre le pouvoir de séparation et la dilution de l’échantillon qui doit être minime. D’autre part, la pompe associée devra avoir un débit régulier. Enfin, il faut étudier le problème du dégazage en HPLC par exemple, car la moindre bulle dans la solution va masquer le signal.

Autre application possible : le stop flow, en utilisant un détecteur à gaz très rapide (de l’ordre de la milliseconde). Là encore la concentration en protéine doit se situer autours de 2mg/ml. L’utilisation d’un mélangeur adapté permet de suivre l’évolution d’une réaction associée à un changement conformationnel conséquent, et/ou un dépliement ou un repliement de protéine.

LIGNE DE LUMIERE DISCO: SPECTROSCOPIE DE MASSE, DICHROISME CIRCULAIRE, IMAGERIE 
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Description générale
DISCO is a VUV to visible beamline dedicated to biochemistry, chemistry and cell biology. The spectral region is optimised between 60 and 700 nm with conservation of the natural polarization of the light. Three endstations will be installed : 

· VUV Circular dichroïsm 

· Mass spectrometry after VUV photoionization of proteins 

· Fluorescence imageries with spectral and lifetime possibilities 
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Données techniques 
	Energy range
	
	Between  ~60 nm and 700 νm 

	Energy Resolution
	 
	0.1 nm  
 

	Source
 
	
	Dipole Radiation  50 mrd Horizontal x 10 mrd Vertical

	Flux @ first optical element
	
	10 e+14 Phot/s/0.1%bw @ 100 nm 
 

	Optics
	 
	Flat and toroid mirrors with cold finger for M0. Beam divided in three for the endstations
 

	Sample Environment
	
	Inverted microscope with spectral and temporal resolutions with controled temperature and CO2
 



	Beam size at sample
 
	
	100x100 μm2

	Detectors
 
	
	PMTs, time gated CCD

	Polarization
	
	Radially polarized


Matthieu Réfrégiers concoit la ligne DISCO, co-financée par la Région Centre. Il semble plutot intéressé par des collaborations avec les biologistes. 

Ligne de début de phase II, c'est-à-dire disponible autours de 2007-2008.construite de novo (pas d'elements importes de LURE)  qui comportera trois expériences dont la plupart sont originales sur un synchrotron:

1/ Spectroscopie de masse

2/ Dichroisme circulaire 

3/ Imagerie

1/ et 2/ fonctionneront en alternance alors que 3/ sera permanente.

1/ Spectroscopie de masse : expert plutot Olivier Laprévote (ICSN Gif).

Utilisation d’un faisceau de 5-20eV pour photoioniser les molécules étudiées.

Expérience intéressante pour étudier les protéines membranaires. L’avantage réside surtout dans l’accordabilité très fine pour photoioniser les protéines sans toucher le solvant. En arrière, la spectroscopie de masse utilisée est classique. Il s’agit d’une méthode analytique avec un temps d’exposition très court, et qui permet en particulier de voir des interactions non covalentes faibles.

2/ Dichroisme circulaire (SRCD)

Il existe peu de lignes de lumière consacrées au dichroïsme circulaire. L’avantage majeur du SRCD par rapport à un appareil de dichroisme circulaire classique est la gamme d’énergie accessible en SRCD qui se situe entre 170nm et 350nm, au lieu de 190-350nm. Cette extension d’énergie permet de visualiser complètement le pic associé aux hélices alpha, ainsi qu’un pic supplémentaire associé aux feuillet béta. Ainsi, il sera possible de complètement discriminer les hélices et les feuillets sans ambiguité d’interpétation des spectres. Cette particularité devrait permettre de développer une démarche de détermination des structures secondaires ab initio (et non pas par comparaison de spectre, methode actuelle empirique et impose une connaissance précise de la concentration de la protéine.).

Un autre avantage du synchrotron est qu’il est beaucoup plus résolutif, et beaucoup plus sensible. L’épaisseur d’échantillon visée est de l’ordre du m, soit un volume de l’ordre de 3l, avec une concentration de l’ordre de 10-2-10-3M pour aller au-delà de 170nm, sinon une concentration de l’ordre de 10-4 sera suffisant. 

L'ADN presente un signal sensible à la conformation vers 260 nm et peut etre étudié dans sa dynamique, par exemple au cours de sa dénaturation thermique. il est peut-etre envisageable d'observer le spectre d'un complexe protéine-ADN et de le comparer au spectre de l'ADN seul, dans la mesure où le spectre de la protéine varie peu dans la region de 260 nm (?)

Enfin, entre 100-200nm, un autre chromophore devient détectable provenant des sucres, ce qui permettra d’effectuer des études structurales autours des sucres.

3/ Imagerie :

Il s’agit d’une imagerie confocale classique avec une source différente, plus facilement accordable en énergie et qui permettra d'étudier des fluorophores naturels.

Permettra de faire de l’autofluorescence en surface qui apportera des informations de localisation de la molécule étudiée, doublée d’informations sur son environnement : pH, interactions, hydrophobicité…

Permettra également de faire du FLIM (Fluorescence Lifetime IMaging). Le problème du FLIM classique est la séparation temporelle entre l’excitation et la détection. Ici, une autre technique sera utilisée qui exploite la caractéristique modulaire de l’onde synchrotron, et permet de faire de la modulation/démodulation. La résolution spatiale sera celle de l’onde c'est-à-dire 200nm (sans artifice optique).

LIGNE DE LUMIERE SPIS: SPECTROSCOPIE INFRA-ROUGE

[image: image3.png]


Description générale 

SMIS est une des deux lignes de spectroscopie infrarouge de SOLEIL, avec la ligne AISLE. La spécificité de cette ligne de lumière est de fournir une source de haute brilliance dans la région spectrale 1-100 microns, avec une optimisation de la détection dans la région 2.5-100 microns.Cette source sera couplée à une microscope infrarouge. Cette ligne est dédiée à l’étude microscopique de composés variés, comme , entre autres, des films de polymères, des inclusions minérales, des matériaux d'intérêt biologiques et biomédicaux , des matériaux d'intérêt archéologique . Un ensemble de cellules environnementales sera développé afin de permettre d'étude des échantillons dans divers conditions de température, pression, actions mécaniques etc... 
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Données techniques 

	Domaine d'énergie
	
	Entre ~1.5μm et 50μm
 

	Résolution Energique 
	 
	0.1 cm-1 - 0.012meV  

	Source
	
	Bord de dipole plus champ constant   78 mrd Horizontal x 20 mrd Vertical 
 

	Flux au premier elément optique
  
	
	1.86 e+ 14 Phot/s/0.1% bw @ 10μm

	Optique
	 
	Combinaison de miroirs plans et de miroirs toriques. Faisceau réparti sur deux instruments.
 

	Environnement échantillon 
	
	Microscope Infrarouge couplé à un spectromètre à transformée de Fourier
Mesure simultanée possible en fluorescence
Objectifs ATR et Incidence Rasante
Lames support en matériau transparents dans l'infrarouge
Cellule pour très haute pression
Cellule pour chauffage thermique et refroidissement
  

	Flux sur l'échantillon 
	
	Environ  4.8e+13 Phot/s/0.1% bw avant l'entrée dans l'interféromètre 
 

	Détecteurs 
	
	MCT ( Mercury Cadmium Telluride) petite taille- CuGe refroidi à LHe-InSb ( Antimonure d'Indium)
 


Caractéristiques Principales du projet 

	Source
	Gamme d’énergie
	Principe du schéma optique
	Résolution spectrale (E/DE) et flux dans la tache focale (HxV)
	Station(s) expérimentale(s)

	Rayonnement bord de dipôle
+ 
rayonnement dipôle
50mrd (H) X
17 mrd (V)
	1 - 1000 m
10000 - 10 cm-1
	Miroir extraction fendu
Transport faisceau sous vide UHV jusqu’à une fenêtre. 
Transport jusqu’à l’expérience en vide secondaire par miroirs IR.
	1019 à 1m

5 1013 à 1000m
	Spectromètre à Transformée de Fourier
Résolution : 0.01 cm-1
Microscope IR 5-50 m


Paul Dumas est en charge de la ligne SPIS pour la spectroscopie Infra-Rouge

L’infra-rouge correspond à la zone d’énergie d’excitation des frequences de vibration des molécules.

Il existe beaucoup de fréquences caractéristiques, et chaque composé va avoir un spectre caractéristique qui lui confère une carte d’identité. Il existe ainsi des bibliothèques de spectres de vibration.

Les structures secondaires sont visualisées très rapidement, et l’on va pouvoir faire une image du positionnement des structures secondaires à des résolutions de 2-3 m2, et avec des temps de mesure de l’ordre de la minute. L’intérêt va résider essentiellement dans l’aspect imagerie, par exemple pour la detection de cellules cancereuses. 

Un travail en coupe est nécessaire, mais les cellules survivent à ce type de manip.

La concentration en protéine nécessaire se situe autours de 10-3-10-4M. 

4-5 Avril : workshop microscopie et imagerie X mous.

Une derniere méthode est la spectroscopie d'absorption X durs, présente à SOLEIL et qui est très utile pour caractériser les métallo-protéines par exemple. Nous n'avons pas rencontré les responsables des lignes concernées. Une partie des mesures sera faisable sur les lignes Proxima.  







