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Résumeé

Hfq est une protéine bactérienne qui a un rdle pléiotropique. La principale fonction de la
protéine Hfq bactérienne consiste a répondre aux stress que peut rencontrer la bactérie lors
d’un changement environnemental, en utilisant essentiellement un contrdle post-
transcriptionnel. La protéine, par sa capacité a interagir avec les ARN et notamment les petits
ARN non codant, permet ainsi une régulation rapide de I’expression génétique. En outre, la
protéine interagit aussi avec I’ADN qu’elle aide a se structurer. Les mutations dans le gene
qui code pour Hfq ont des effets pléiotropes ¢’est-a-dire déterminant plusieurs caractéres

phénotypiques.

D’un point de vue structural, la protéine adopte un repliement de type Sm caractérisé par un
oligomere toroidal reposant sur la formation d’un feuillet § continu a 30 brins. Cependant,
outre cette région Sm N-terminale (NTR), Hfq posséde également une région C-terminale
(CTR) de taille et de séquence variables selon les bactéries. Mon travail de thése a porté sur
I’analyse de cette région CTR chez la bactérie Escherichia coli. Cette région a en effet la
capacité de former une structure de type amyloide : structures auto-assemblées in vivo, a

proximité de la membrane interne et dans le nucléoide.

Par I’utilisation de diverses techniques physico-chimiques (microscopie moléculaire,
spectroscopie et microscopie infrarouge, dichroisme circulaire et diffusion aux petits
angles), mon travail a consisté a caractériser 1’assemblage de cette région de Hfq ainsi que
les facteurs 1’influengant, en particulier la présence d’acide nucléique. Une partie de mon
travail de these a aussi consisté a mettre en place une méthode d’imagerie corrélative
innovante permettant d’analyser la signature chimique et morphologique d’une fibre
amyloide unique. Mon travail a enfin porté sur 1’analyse de I’effet de composés inhibant
I’agrégation de la structure amyloide, ce qui pourrait constituer une piste pour développer

une nouvelle classe d’antibiotiques.



Abstract

Hfq is a pleiotropic bacterial protein that determines several phenotypic characteristics. Its
main function is to facilitate responses to stresses that bacteria may encounter during
environmental changes, mainly by using post-transcriptional genetic control. The protein,
by its capacity to interact with RNA, in particular small non-coding RNA, enables a rapid

regulation of gene expression.

In addition, the protein also interacts with DNA and compacts it. From a structural point of
view, the protein adopts an Sm-like fold, characterized by a toroidal oligomer formed by a
continuous 30-stranded B-sheet. Besides its conserved N-terminal Sm domain, Hfq also
possesses a C-terminal region (CTR) that can vary in size and sequence between bacteria.
My PhD work focused on the analysis of this CTR region in Escherichia coli bacteria.
Indeed, this region has the capacity to form an amyloid structure. This structural dynamic is
related to the formation of self-assembled structures in vivo, in the proximity of the inner

membrane and in the nucleoid.

Using various physicochemical techniques (molecular microscopy, spectroscopy and
infrared microscopy, circular dichroism and small angle X-ray scattering), my work
consisted in characterizing the assembly of this region of Hfg, as well as the factors
influencing its assembly (in particular, the presence of nucleic acids). A part of my work
consisted in setting up an innovative correlative—imaging method to analyze the chemical
and morphological signature of a single amyloid fibre. Finally, my work focused on the
analysis of the effect of compounds that inhibit the aggregation of the amyloid structure,

which could constitute a new way to develop a novel class of antibiotics.
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De nombreuses pathologies chez I’ Homme comme les maladies d’ Alzheimer, de Parkinson,
ou le diabete de type Il sont associées a la présence de structures dites amyloides dans
I’organisme. Ce type de structure consiste en des dépots riches en feuillets B croisés formés
par des peptides et protéines. Les protéines ayant la faculté d’adopter ce repliement amyloide
n’ont pas a priori de relation structurale ni fonctionnelle communes. Cependant, lors de leur
agrégation en fibres amyloides, elles forment une nanostructure analogue considérée comme
cytotoxique. Récemment, des formes amyloides fonctionnelles et utiles a la cellule ont été
découvertes dans de divers organismes [1]. Des mammiferes aux bactéries, la fonction de
ces amyloides fonctionnelles est variée : formation de biofilms, développement de structures
cellulaires, transfert de I’information, ou bien encore support du mécanisme de défenses

immunitaires ou du processus de mort cellulaire programmé [2].

Bien que longtemps ignoreée, ce type de structure existe aussi chez les bactéries. La cellule
bactérienne présente en effet de multiples assemblages protéiques, jouant par exemple un
role important lors de la division cellulaire. Mes travaux de thése ont consisté a analyser le
processus d’assemblage en structure amyloide d’une protéine bactérienne appelée Hfg. La
protéine Hfg de Escherichia coli (E. coli) a été identifiée comme faisant partie de la famille
des amyloides il y a environ cing ans. Connue depuis les années 1970 comme un facteur
important pour la réplication d’un virus, le bactériophage Qp [3], Hfq est aujourd’hui connue
pour avoir un réle pléiotropique dans la cellule bactérienne. Ainsi, elle est principalement
connue pour son action riborégulatrice. La protéine est présente chez un peu plus de la moitié
des bactéries, mais son rdle reste peu connu chez les bactéries Gram(+). Il est en revanche
beaucoup mieux connu chez les bactéries Gram(-). L’exemple le plus étudié¢ est
probablement la protéine Hfq de E. coli. C’est cette protéine particuliére qui est 1’objet de la
présente étude.

Des travaux récents ont montré que Hfq s’auto-assemble et forme des superstructures en
forme d’hélices sous-membranaires [4]. Ces structures, que 1’on pense étre fibrillaire, ont
été observées in vivo par imagerie immunofluorescence conventionnelle. Cependant, la
résolution des images limitee par la diffraction, n’a pas permis d’identifier la nature précise
de ces structures a ce jour (il est par exemple possible que les fibres ne soient pas continues
mais organisées en « patchs »). En paralléle, des études in vitro ont montré que Hfq est
capable de s’auto-assembler de fagon spontanée sous forme de longues fibres amyloides.
Ces fibres ont pu étre caractérisees par microscopie électronique et par spectroscopie

infrarouge [5]. Il a aussi pu étre montré que c¢’est la région Carboxyl-Terminal de Hfq (CTR-
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Hfq) qui est a la base de cette structure et de cet assemblage [6]. Mais plusieurs points
d’ombre subsistent, notamment en termes de cinétiques d’assemblage qui semblent
différentes in vivo et in vitro, ce qui rend difficile la compréhension de la fonction mais aussi
la formation in vivo des nanostructures. 1l est donc essentiel, afin de mieux comprendre la

fonction et plus généralement le réle de Hfq, d’analyser précisément ces structures.

Le domaine C-terminal de la protéine Hfg a été jusque-la peu étudié. Mes travaux ont
consisté & caracteriser la formation des structures in vivo et in vitro, et a voir en quoi
I’interaction avec des acides nucléiques influence la structure. Enfin, nous nous sommes
intéresses aux effets de petites molécules inhibitrices sur la formation des structures

amyloides.
Ce manuscrit se divisera en cing parties :

= Etat de I’art : dans cette premiére partie est présentée la protéine Hfq, ses fonctions,
et sa structure, principalement chez E. coli. Une description des fibres amyloides est

aussi exposée en seconde partie.

= Matériel et méthode : panorama des techniques utilisées pour I’étude des
amyloides. Les principales techniques pour analyser la formation et caractériser les

structures amyloides y sont présentées d’un point de vue théorique.
= Etudes : résultats et discussion

e Chapitre | : « Caractérisation de la structure amyloide du domaine C-terminal de
Hfg ». Dans ce chapitre, nous étudierons la structure amyloide du domaine C-
terminal de Hfq de E. coli. Une partie détaille I’aspect technique des mesures en se
basant sur un chapitre de livre rédigé dans le cadre de cette these. Par la suite, nous
présenterons 1’analyse par infrarouge de la présence de structure amyloide in vivo
dans les différentes souches d’E. coli. Les travaux de cette deuxiéme partie n’ont pas

été publiés a ce jour.

e Chapitre Il : « Mise en place d’une technique corrélative pour 1’étude de nano-
objets : application sur les fibres amyloides ». Dans ce chapitre, nous exposerons une
technique d’imagerie corrélative nanométrique présentée dans une publication

soumise dans le cadre de cette thése.

24



e Chapitre Il : « Role de la formation amyloide d’Hfq sur la topologie de I’ADN ».
Dans ce chapitre, nous présenterons le role de Hfq sur la topologie de I’ADN, ainsi
que I’effet de I’ADN sur la structure de Hfg. Ce chapitre repose sur une publication

soumise.

e Chapitre 1V : « Interaction entre le domaine C-terminal de la protéine Hfq et des
molécules inhibitrices ». Dans ce chapitre, nous présenterons les résultats obtenus,
notamment le Gallate d'épigallocatéchine (EGCG). Les résultats de ce travail n’ont

pas encore été publiés mais font 1’objet d’une publication en cours de rédaction.

e Chapitre V : « Caractérisation structurale des fibres ADN/amyloide et analyse des
propriétés rheologiques du systéme ». Dans cette derniere partie, nous présenterons
les premiers éléments d’une étude en cours montrant 1’influence qu’a la formation du
complexe amyloide/ADN sur la dynamique du systeme. Les conséquences de cette

dynamique in vivo seront discutées.
= Conclusion

= Annexes : articles publiés ou en cours de publication.
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1. La protéine Hfq

La protéine Hfqg a été identifiée dans les années 1970 comme un facteur indispensable a la
réplication d’un virus infectant les bactéries, le bactériophage Qf, d’ou son acronyme Hfq
pour Host Factor Qf. Ce n’est que des années plus tard qu’a été mis a jour le réle de Hfq
chez les bactéries, principalement lié au métabolisme des ARN. Dans cette partie, nous nous
intéresserons au réle de Hfg dans la régulation de 1’expression génétique, et plus
particulierement a la protéine de E. coli, étudiée dans le cadre le cadre de cette thése. Les
protéines Hfg des autres bactéries, notamment des bactéries Gram positives (+), sont en effet
tres différentes et ne possédent pas en général de région C-terminale (CTR), sur laquelle a

porté cette these.

1.1. Structure de la protéine Hfq

1.1.1. Hfq, une protéine de type Sm procaryote

Hfq fait partie de la grande famille des protéines L-Sm (pour Sm-Like). Celles-ci sont en
général retrouvées chez les eucaryotes [7][8]. Cette famille de protéines est caractérisée par
une structure conservée (voir ci-dessous), bien que leurs séquences soient peu conservees.
La conservation de séquence se retrouve essentiellement dans deux courts motifs nommes
Sm1 et Sm2. Les fonctions de ces protéines peuvent étre diverses, mais sont en général
reliées au métabolisme des ARN: régulation post-transcriptionnelle (épissage,

dégradation...), maintenance des téloméres, traduction... [9][10]

La caractéristique de la famille des L-Sm est leur structure tridimensionnelle, en forme
d’anneau (ou tore) hexameérique ou heptamerique. Les protéines L-Sm retrouvées chez les
eubactéries présentent une forme homo-hexamerique. Celle des archées sont homo-
heptamériques, tandis que leurs homologues eucaryotes sont hétéro-heptamerique [11]. Le
tore se forme grace a la structure secondaire particuliere des monomeres, consistant en une
hélice-a. N-terminale suivie d’un feuillet B antiparalléle a cinq brins. L’interaction des
feuillets entre différents monomeéres permet ’assemblage en tore. Les monomeéres
s’assemblent entre eux par interaction entre le feuillet f5 d’une sous-unité et le feuillet B4*
d’une autre sous-unité. Cette interaction se fait de maniére orientée, conduisant a
I’oligomérisation, ou toutes les hélices a sont situées sur la méme face de I'anneau [12]. Cette
structure impliquant un feuillet B continu a trente brins chez Hfq (et de trente-cing chez les

Sm d’archae et eucaryotes) permet aux protéines Sm d’étre thermostables. Hfg n’est par
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exemple pas totalement dissociée sur un gel de type SDS-PAGE et résiste a un chauffage a

80°C de plusieurs minutes. Ces caractéristiques sont communes aux protéines Sm.

= BS

C-terminal

| N-terminal
|

il

Figure 1 — Schématisation de structure secondaire de type L-Sm montrant
I'hélice a en position N-terminale et les cinq brins p antiparalléles. Le motif Sm1l
regroupe les trois premiers brins B en rouge. Le motif Sm2, quant a lui, rassemble les

deux derniers brins, en jaune.

Il a été établi que les trois premiers feuillets p forment le motif appelé Sm1, dont la séquence
est assez bien conservée entre les protéines L-Sm. Les deux derniers feuillets  forment le

motif Sm2, qui est plus variable entre les différentes protéines L-Sm.

Il convient de noter que, chez les eucaryotes, il est possible de dénombrer au moins une
quinzaine de protéines L-Sm différentes. Par exemple, les protéines L-Sm impliquées dans
I’épissage sont constituées par sept sous-unités codées par sept genes distincts, tandis que

chez les bacteéries, il n’en existe généralement qu’une (parfois deux), appelée Hfq.

1.1.2. Les protéines Hfg eubactériennes : domaines C- et N-terminaux

Généralement d’une longueur d’une centaine d’acides aminés, la séquence des protéines Hfq
bactériennes peut étre séparée en deux domaines. Le domaine N-terminal correspondant a la
partie Sm et formant le tore est plutdt bien conservé entre les especes bactériennes, quand
Hfq est présente car toutes les bactéries n’ont pas un géne hfg. La structure de cette région
est bien connue car les protéines Hfq de Staphylocoque aureus, E. coli et Pseudomonas
aeruginosa, entre autres, ont été radio-cristallographiées [13][14][15]. Cependant, la
structure du domaine C-terminal n’a pu étre obtenue dans aucune de ces études. Celui-ci

peut d’ailleurs étre tres différent d’une souche a une autre, voire méme étre absent (c’est le

28



cas pour S. aureus). Il peut aussi a I’inverse étre trés long comme par exemple chez
Sphingomonas assacharolytica (160 acides aminés) ou Acinetobacter baylyi (172 acides
aminés). Bien que de structure inconnue, le domaine C-terminal semble cependant avoir une
fonction in vivo [16][17].

Cette thése a eu pour objet d’étudier la structure et la fonction du domaine C-terminal (CTR)

de la protéine Hfq de E. coli.

1.1.3. La protéine Hfq de Escherichia coli

Hfq chez E. coli est une protéine de 102 acides aminés d’une masse molaire de 11kDa
environ. Plus précisément, le gene hfq code pour 102 acides aminés, mais aprés maturation
la méthionine N-terminale est enlevée et la protéine mature ne fait que 101 acides aminés.
Hfq existe in vivo sous forme hexamérique, et sa présence dans la cellule sous forme
monomérique est tres controversée. Son domaine N-terminal (NTR) est composé d’une
soixantaine d’acides aminés et se replie sous forme Sm (voir ci-dessus et Figure 2) : son

domaine C-terminal est non structuré et fait une quarantaine d’acides aminés.

— — N — — N —
MAKGQSLVPWWGIWQWTVWHAWRPVSHHSNNAGGGTSSNYHHGSSAQN’I‘SAQQDSEETE
al b 32 B3 3 BS

Région CTR

Région NTR

Figure 2 — Structure tridimensionnelle de la protéine Hfq (code PDB 1HKY9),
mettant en évidence les 6 sous unités du feuillet p @ 5 brins. Haut : séquence de la
protéine Hfg chez E. coli indiquant la position des éléments de structure secondaire

dans le NTR (hélice a suivie de cing brins B) et le CTR (en vert). Bas gauche :
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structure 3D du NTR (72 acides aminés). On peut voir ’interaction des monomeres

avec une sous unité voisine par le biais d’une interaction entre les brins B5 et p4* de

deux sous-unités différentes. Bas droit : structure toroidale de I’hexamére (régions
CTR absentes).

Quant au domaine C-terminal, il semble étre principalement désordonné (Figure 3), ce qui
explique I’impossibilit¢ de déterminer sa structure par les techniques de
radiocristallographie. En fait, la présence méme de cette région rend la cristallisation de la
protéine entiére impossible, ce qui est probablement di a son auto-assemblage (voir ci-
dessous). On le supprime donc en général génétiquement pour favoriser la cristallisation
[14]. Cependant, il a été avancé que la flexibilité et la charge plut6t positive de cette région
CTR permettent a Hfq d’interagir avec les ADN et avec elle-méme [18] [19].

; w 10 20 ED 40 50 80 70 80 % 100
Séquence primaire o . —— ol - - - - - -
MAKGQSLQDPFLNALRRERVPVSI YLVNGI KLQGQI ESFDQFVI LLKNTVSQMVYKHAI STVVPSRPVSHHSNNAGGGTS SNYHHGSSAQNT SAQQDSEETE

Structure secondaire e s B B _

Tauxdedésoe | ——

Partie ordonnée et structurée correspondant au tore (NTR) Partie désordonnée et non structurée (queue CTR)

ta
ET G e — W e
v ———

Interfaces hydrophobes des feuillets-B présentes au tore

Figure 3 — Calcul des caractéristiques physico-chimiques de la séquence Hfq
chez E. coli. Structure secondaire tirée de 1HK9 [14] et de UniProtKB. Taux de
probabilité de désordre de la séquence primaire d’Hfq calculé selon [20]. En rouge :
région potentiellement désordonnée ; En bleu : région probablement ordonnée.

Le taux d’hydrophobie a été calculé en utilisant une fenétre glissante de 15 résidus et
en additionnant les scores des tables d'hydrophobicité standard [21]. En rouge :
hydrophobe et en bleu : hydrophile.

1.2. Le réle de Hfg in vivo

Hfqg est un acteur important dans 1’expression génétique des bactéries. Un mutant déléte du
géne hfq chez E. coli (mutant Ahfq) montre de nombreux phénotypes (effet pléiotropie d’une
mutation) tels qu’une sensibilité accrue aux stress (entre autres sensibilité accrue a la
pression osmotique, aux rayonnements UV et aux changements d’environnement en général)
mais aussi une virulence affaiblie (diminution de la capacité de coloniser et survivre dans

I’héte infecté) [22]. On parle ici d’un role pléiotropique.
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Les cellules Ahfg présentent aussi une différence au niveau de leur morphologie, avec un
allongement des cellules [23], montrant un role dans le contrdle de la division cellulaire
(régulation des genes ftsZ et mreB) [24] [25].

Le gene hfg codant pour la protéine Hfg comporte plusieurs promoteurs (séquence d'ADN
située en amont de la séquence codant la protéine) permettant la transcription de I’ARN
messager (ARNm) hfg. Mais la synthese de Hfq est autorégulée également au niveau
traductionnel. La protéine limite sa traduction en se liant a son propre ARNm et en bloquant
le site de fixation du ribosome (RBS) [26]. Hfq est abondante dans la cellule, on compte de
6 000 a 10 000 hexameres par bactérie (environ 60 000 monomeéres), avec une concentration
maximum mesurée a 15uM (ce qui est comparable a la concentration de ribosomes). Mais
les mesures sont différentes selon les souches, la phase de croissance et les conditions de

culture [27]. La protéine est par exemple plus abondante en phase stationnaire.

1.3. Modes d’action de Hfq

1.3.1. Effets de I’hybridation des ARN avec Hfq

Hfq fait partie de la famille des protéines dites chaperon a ARN, permettant I’appariement
entre deux séquences d’ARN [28]. Dans le cas de Hfg, ce r6le est important pour permettre
I’hybridation d’'un ARN régulateur non codant (ARNnc) avec un ARN messager (ARNm).
Il faut noter que, chez les bactéries, ces ARNNc sont en général de petite taille et sont appelés

SRNA pour « small RNA ». Le terme ARNNc est plutdt réservé aux eucaryotes.

Cette hybridation se fait en trois étapes. La premiere est I’interaction des ARN avec Hfq
entrainant I’ouverture et le dépliement de la structure secondaire de I’ARN (surtout au niveau
de ’ARNnc qui est en général trés structuré). Cela permet dans un second temps un
appariement SARN:ARNm:Hfq. Hfq permet aussi la formation d’un duplex en rapprochant
les deux ARN. Ce processus est suivi par 1’appariement ARNm:sARN. Enfin Hfq libére le
duplex. Ce mécanisme est rapide, permettant a la bactérie une riborégulation efficace [29]
[30] [31] [32]. La formation du complexe SARN-Hfg-ARNm a plusieurs conséquences
(Figure 4) :

(A) L’inhibition de la traduction de I’ARNm : la fixation d’un SARN par
I’intermédiaire de Hfq sur ARNm cache le site de fixation du ribosome (RBS),

empéchant la traduction. On peut retrouver cette inhibition par exemple pour les
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(B)

(©)

(D)

couples SARN/ARNmM suivants : SgrS/ptsG, permettant la régulation et le
transport du glucose-phosphate [33], RprA/csgD permettant la formation de
biofilm pendant la phase stationnaire et répondant au stress [34], MicA/ompA
permettant la synthése de protéine de membrane externe [35] et RyhB/sodB

permettant la régulation et la disponibilité en fer chez E. coli [36].

Hfg permet d’accélérer la dégradation des ARNm qui ne sont plus traduits, étant
devenus inutiles. L’arrét de la traduction (voir (A)) entraine la dégradation de
I’ARNm sous I’action d’une RNase, principalement la RNAse E, endonucléase
majeure chez E. coli [37]. En fait, cette dégradation peut avoir lieu de maniere
passive résultant uniquement de 1’arrét de la traduction, mais aussi de maniére
active, Hfqg interagissant avec la RNAse E et attirant avec elle la machinerie de
dégradation des ARN [38].

Moins frequent, Hfq peut au contraire libérer un RBS permettant la traduction de
I’ ARN. Cette libération est retrouvée pour les couples SARN/ARNmM concernant
le stress par choc thermique ou osmotique par la traduction du facteur sigma de
la phase stationnaire, sigmas. La traduction du gene rpoS (codant pour sigmaS)
est stimulé par au moins deux SARN, DsrA pour le choc thermique « basse

température » [39] et RprA pour un choc osmotique [40].

Enfin Hfq permet également de protéger la dégradation par des ribonucléases des
SARN [41].

Les effets décrits ci-dessus ont donc un rdle dans la régulation de la traduction et de

la dégradation des ARN et sont dits post-transcriptionnels. Mais Hfg peut aussi avoir

un effet de régulation sur la transcription, bien que celui-ci soit encore méconnu [42]
[43].
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Figure 4 — Différentes actions de régulation effectuées par Hfg. (A) Inhibition de
la traduction de I’ARNm par le blocage du RBS par un sARN grace a Hfg. (B)
Dégradation de SARN et ARNm par la RNase E. (C) Activation de la traduction par
la libération du RBS a 1’aide d’un sARN.

Il a pu étre montré que Hfq est capable d’interagir avec plus de 500 ARNm et plus de 100
SARN différents. Les affinités des liaisons ARN-Hfg sont trés variables, et peuvent
descendre jusqu’a quelques pM [44]. Ce nombre important de partenaires rend difficile la
compréhension de discrimination et donc de régulation par Hfq car, bien que la protéine soit
abondante, il pourrait y avoir compétition entre les ARN. Des études récentes cherchent a
montrer de nouveaux mécanismes de régulation avec des protéines tierces permettant, par
exemple, la liaison des ARN dont I'affinité pour Hfq est faible [45] [46].

1.3.2. Interaction des différentes régions structurales de Hfq avec les acides

nucléiques

Comme nous I’avons vu précédemment, on peut distinguer deux régions : le domaine N-
terminal et le domaine C-terminal. Le domaine N-terminal est le domaine possédant un
repliement de type Sm permettant de former un tore. On distingue donc trois régions dans
Hfq : la face proximale (ou se trouvent les hélices o), la face distale (face opposee du tore)

et le domaine C-terminal périphérique [47].
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La face proximale a tendance a interagir avec les régions d’ARN riches en uraciles avec une
steechiométrie d’un nucléotide par monomére. Les sSARN possédent en général une séquence
riche en uracile qui sera donc liée par cette face [28]. La face distale interagit quant a elle
plutbt avec des régions riches en adénine, et en particulier avec le motif Adénine (A), Purine
(R) et un nucléotide quelconque (N) (noté « ARN » sur la figure 5). Du fait de la présence
de séquence riches en A dans la région 5’UTR des ARNm, cette face liera plutot les ARNm
[48][49].

Deux classes d’interaction ont été déterminées entre Hfq et SARN. Concernant la premiére
classe (classe 1), le SARN se fixe sur la face proximale, tandis que I’ARNmM se fixe sur la
face distale. L’appariement SARN/ARNM se fait avec le détachement de Hfg. La seconde
classe (classe 11) regroupe les SARN se fixant sur les faces proximales et distales, tandis que
I’ARNm s’enroule autour de ’anneau. Néanmoins, certaines interactions ne peuvent étre

classifiées dans aucune de ces deux catégories [50].

° Hfq Interaction Hfg-sARN de classe |
'®
X .l‘x. / ) ’ Q :ij
- S

proximale distale

N 2
N o ¥
5 5'-H
B T
@) (\f C? C?

classel classell

5 cibles dzl\l\m(\

classel classell

== Liaison de la face proximal
wee Motif de liaison «UA»

== Motif de liaison «<ARN»

Figure 5 — Schématisation des classes d’interaction d"ARN avec Hfq. Les
séquences des SARN et ARNm présentent différents éléments : en rouge, la séquence
qui se lie a la face proximale riche en uracile ; en violet, la séquence « UA » riche en

uridine et adénine qui se lient au bord/anneau latéral contenant trois arginines
consécutives (hélice o). Les éléments en bleu représentent des motifs de liaison ARN
a la face distale riche en adénine. La classe | : SARN avec son extrémité 3’ riche en
uracile se lie a la face distale tandis que I’ARNm se lie avec le motif « ARN » riche
en nucléotides adénine et purine. La classe Il : SARN se lie a la fois aux faces

proximale et distale, et ARNm se lie au bord (modifiée de [50]).
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1.3.3. Autres interactions : protéines et ADN

Comme nous 1’avons vu, Hfq est acteur dans plusieurs voies de régulation par son action
liée a I’ARN. Cependant, des études ont démontré qu’elle peut également se lier & d’autres
protéines. Des interactions entre Hfg et la RNAseE ainsi que I’ARN polymérase ont été
démontrées [51][38]. Il a également été montré que Hfq interagit avec la poly(A) polymérase

bactérienne, ce qui influencera 1’efficacité de dégradation des ARNm [52].

1.3.4. Hfq, une protéine associée au nucléoide (NAP)

Hfq interagit aussi avec I’ADN et pourrait donc remplir des fonctions de régulation liées a
I’ADN. Hfq affecte en effet de maniére significative la structure de I’ADN [53], ce qui
pourrait avoir un impact sur des processus tels que la réplication ou la transcription [54]. Des
études ont montré que Hfq fait partie de la famille des protéines associées au nucléoide
(NAP, de I’anglais Nucleoid Associated Protein) [55][56][57][58].

Les NAPs ont une fonction essentielle dans la compaction et 1’organisation de I’ADN chez
la bactérie. En effet, I’ADN chromosomique, contrairement aux cellules eucaryotes, n’est
pas contraint par une membrane. Cependant, il forme une structure compacte, due a
I’implication d’une dizaine de protéines : le nucléoide. Ces protéines permettent de replier
et compacter cette macromolécule mille fois plus grande que la cellule bactérienne la
contenant. Au moins une dizaine de protéines NAPs ont été identifiées, parmi lesquelles on
pourra citer les protéines CbpA ( « curved DNA-binding protein A »), CbpB (« curved DNA-
binding protein B »), DnaA (« DNA-binding protein A »), Dps (« DNA-binding protein from
starved cells »), Fis («factor for inversion stimulation »), Hfg, H-NS (« histone-like
nucleoid structuring protein »), HU (« Histone-like protein of U93 »), ICiA (« inhibitor of
chromosome initiation A »), IHF (« integration host factor »), Lrp (« leucine-responsive
regulatory protein ») et StpA (« suppressor of td(-) phenotype A »). Les affinités de ces
NAPs peuvent aller de 25 nM (pour HU) a 250 nM (pour Hfq). Les NAPs peuvent avoir des
mécanismes variés. Elles ont pour propriété commune de se lier et de modifier la
conformation de I’ADN et parfois son superenroulement. Elles peuvent agir comme agent
pontant, comme agent pliant et/ou rigidifiant. Ainsi, 1’on donne souvent comme exemple de
protéine pontant I’ADN la protéine H-NS, alors que HU est le modeéle le plus couramment

cité comme protéine pliant et rigidifiant I’ADN.
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Exemple, la protéine HU : la protéine HU a été mise en évidence pour la premiére fois chez
la souche E. coli U93 en 1975 et sa fonction était définie alors comme semblable & celle
d’une histone, d’ou son nom H pour Histone-like protein et U pour la souche U93. HU est
un hétérodimere chez E. coli car elle est composée d’un monomére a et d’un monomére 3
d’environ 9 kDa chacun. Lorsque la protéine est libre, (non fixée) sa conformation est plutot
désordonnée. Mais lors d’une fixation, un feuillet 3 se forme et chague monomére entoure
I’hélice d’ADN, ce qui la courbe et forme un tore (rotation d’un volume circulaire autour
d’un axe). HU est la protéine la plus abondante dans le nucléoide. Lorsque de nombreux
dimeres se fixent dans une méme zone, ils peuvent former des filaments rigides d’ADN.
Cette compaction extréme de I’ADN permet a la bactérie de contraindre son génome, mais
également de pouvoir répondre a divers stress. L’angle de rotation de I’ADN par HU varie
selon la séquence fixée, contrairement aux autres protéines du nucléoide, ce qui facilite et

multiplie les interactions possibles [59].

Exemple, la protéine H-NS : la protéine H-NS, pour Histone like Nucleoid Structuring, est

une protéine également trés abondante dans le nucléoide de E. coli (environ 20 000 copies
par cellule) [60]. Elle forme un homodimeére de 2 x 15,6 kDa capable de se fixer sur des
séquences d’ADN spécifiques riches en A/T (adénine et tyrosine) [61]. La structure complete
de la protéine est encore méconnue. La structure de sa partie N-terminale a pu étre obtenue
par radiocristallographie tandis que celle de la partie C-terminale a été observée par RMN.
La partie N-terminale permet la dimérisation de la protéine en utilisant un motif de type
« leucine zipper » ou « coiled-coil » [61]. Suite & la liaison a I’ADN, d’autres diméres H-NS
se fixent sur la séquence, formant des polymeéres de la protéine le long de la chaine d’acide
nucléique. Ces interactions entre protéines peuvent avoir lieu sur de grandes distances, ce
qui permet de compacter des régions d'ADN éloignées et ainsi de structurer complétement
le nucléoide par des phénomenes de pontage ou « bridging » [62]. H-NS inhibe alors la
transcription dans les zones ou elle se fixe et permet donc de réguler 1’expression génétique
de maniére pléiotropique. On pense, mais ce point sera discuté dans le chapitre 111, que Hfq
aurait une fonction proche de celle de H-NS, mais en utilisant une région amyloide pour
ponter I’ADN alors que H-NS utilise une région de type leuzine zipper. De plus les deux
protéines ont des spécificités de séquence assez proches [63] et pourraient interagir

physigquement et fonctionnellement [64][65].

En plus de compacter le génome, toutes ces interactions ont un réle de modulation des

processus liés a ’ADN (transcription, réplication, réparation...) et a sa réorganisation
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dynamique. Elles peuvent ainsi par exemple influencer positivement ou négativement la
transcription en ouvrant ou contraignant des boucles d’ADN. Il faut aussi savoir que les
NAPs ne sont pas exprimées de maniere constante lors du cycle cellulaire, et leur expression
dépend de la phase de croissance et du changement environnemental. Les différentes NAPs
ont une abondance propre, ainsi que des fonctions et des affinités différentes pour I’ ADN.
In vivo, les NAPs sont généralement des régulateurs pléiotropiques, ce qui rend difficile la
compréhension de leur mission. Mais on peut déterminer plus facilement le type de

contraintes exercées par les NAPs sur I’ADN par des analyses in vitro.

Il a été par différentes techniques montré que Hfg, de maniére comparable a d’autres NAPS
telles que HU et H-NS, condense fortement I’ADN [19]. En fait, & ce jour, Hfq est la protéine
qui a le plus fort effet compactant in vitro, méme si elle est moins abondante que HU et H-

NS et avec une affinité moindre.
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Figure 6 — Quelques exemples de NAPs chez E. coli. (A) Schéma présentant les
effets des NAPs sur I’ADN et leurs structures PDB (1P78 pour HU, 1I1HF pour IHF,
3JRA pour Fis et une combinaison de 3NR7 et INHR pour H-NS). HU, IHF et Fis
plient I’ADN tandis que H-NS recouvre et ponte les brins d’ADN. Schéma reproduit
de [66]. (B) Compaction croissante avec la concentration de Hfg de gauche a droite
de I’ADN de phage T4 (marqué par une sonde fluorescente) dans un nano-canal.
(C) Courbes d’extension relative de I'ADN phage T4 a l'intérieur de canaux en
fonction de la concentration de Hfq et aux concentrations de NaCl suivantes : OmM
de NaCl pour la courbe verte, 3mM pour la courbe bleue et 30mM pour la courbe

rouge. La présence de sel favorise la compaction de I’ADN en présence de Hfq [19].
1.4. Localisation cellulaire et super-structure secondaire de Hfq

Comme nous I’avons précédemment souligné, Hfg est une protéine fortement présente dans

la cellule bactérienne. Elle se retrouve majoritairement dans le cytoplasme, en particulier
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proche de la membrane (environ 50 % de la protéine), alors que 10 a 20 % de la protéine se
situent dans le nucléoide. Le reste de la protéine est retrouve dans le cytoplasme associé a
des ARNm, sARN ou des ribosomes. Ceci a pu étre établi grace a des expériences en
immunoprécipitation et par microscopie optique et électronique en effectuant un marquage
de la protéine [67][58]. Comme Hfq interagit principalement avec des SARN s’hybridant
avec des ARNm qui codent pour des protéines membranaires, il est probable que cette
localisation a proximité de la membrane favorise ce type de régulation [68]. Il faut aussi
noter que 1’observation de Hfq dans le nucléoide n’est pas aisée compte-tenu de sa forte

présence a la périphérie de la cellule, masquant la localisation intra-cytoplasmique [69].

Figure 7 — Localisation de la protéine Hfq marquée par des clusters d’or en
microscopie électronique a transmission. Barres d’échelle 100nm. (A) Hfq est
majoritairement présente au niveau de la membrane de la bactérie. On en retrouve
également une portion dans le nucléoide (*). (B) Observation de la membrane
externe (OM) et interne (IM) possible par 1’ajout d’agent contrastant (acétate
d’uranyle, +UA), montrant que les protéines se retrouvent au niveau de la membrane

interne. Tiré de [67].

Comme indiqué plus haut, il est difficile d’observer la fraction de Hfq dans le nucléoide en
immunofluorescence. En revanche, on observe bien en microscopie optique sa répartition a

la périphérie de la cellule, ou elle forme de longues structures en forme d’hélices [6]. I
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convient de préciser que ces analyses sont effectuées par immunofluorescence et non en
utilisant une étiquette fluorescente, puisqu’a ce jour tous les marquages réalisés en ce sens
n’ont pas permis de donner une protéine fonctionnelle. La plupart des marquages aboutissent
en outre a la formation de corps d’inclusion. Malgré le manque de résolution en microscopie
optique conventionnelle, on soupgonne que ces structures sont sous-membranaires, et ceci a
pu étre confirmé par une analyse en microscopie de fluorescence par réflexion totale interne
(TIRF). Cependant, les résultats restent difficilement interprétables en raison du manque de
résolution de la technique. Des études en super-résolution de type PALM/STORM (photo-
activated localization microscopy and stochastic optical reconstruction microscopy) sont
envisagées, mais posent probléme car, comme indiqué ci-dessus, le marquage de Hfq par
une protéine fluorescente photo-activable est difficile (dd a la formation de I’hexamére). A

ce jour, ces études n’ont pas encore pu aboutir.

En parallele, une étude in vitro a montré que Hfq est capable de s’auto-assembler et de
former des structures fibrillaires de nature amyloide [5][6]. Les superstructures observées in
vivo par immunofluorescence ont été rapprochées des structures observées in vitro, en
analysant un mutant de Hfq délété de la région CTR [6]. La figure 8 présente la comparaison

en immunofluorescence entre trois souches de E. coli cultivées dans les mémes conditions :

(A)  Une souche délétée de hfg dans laquelle un plasmide contenant le géne hfg dont
la partie CTR a été tronquée (séquence de 1-72 premiers acides aminés d’Hfq

présente notée NTR-HTfq) a été ajouté.
(B)  Une souche WT contenant le géne hfq entier.

(C)  Une souche délétée de hfg dans laquelle un plasmide a été ajouté contenant le

géne hfq entier.

Lorsque Hfq entiere est exprimée, des structures sous-membranaires sont observées. En
retirant la partie CTR, ces structures sont absentes. La présence du CTR est donc nécessaire

a la formation des structures in vivo.

Pour aller plus loin dans la compréhension de 1’assemblage, ces structures ont été analysées
au cours de cette these a 1’aide de techniques de biophysique telles que la spectroscopie
infrarouge IRTF, la diffusion des rayons X (SAXS) ou le dichroisme circulaire sur
synchrotron SRCD [70].
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Figure 8 — Auto-assemblage de Hfqg. (A), (B) et (C) indiquent la distribution de Hfq
dans les cellules de E. coli observées par immunofluorescence. (A) Absence de
structures sous-membranaires en 1’absence du domaine CTR. (B) et (C) Observation
d’une répartition hétérogéne avec une organisation structurée hélicoidale sous-
membranaire en présence de Hfq entiére. Le contrdle en 1’absence de Hfq ne montre
aucun marquage (non présenté ici). (D) Image de microscopie électronique de Hfq
entiere formant une structure fibrillaire in vitro. (E) Image de microscopie
électronique du domaine CTR de Hfg formant une structure en forme de fibre. La
nature amyloide des fibres a pu étre établie par d’autres techniques telle que la

spectroscopie IRTF. Reproduit d’aprés [5][6].

Enfin, une analyse récente a montré que le domaine CTR permet I’interaction de Hfq avec
la membrane bactérienne, ce qui explique en partie la localisation membranaire de Hfq vue
en imagerie. Le domaine CTR a aussi pu étre montré comme déstabilisant les membranes.
L’ensemble de ces résultats permet d’attribuer de potentielles fonctions a ce domaine,

comme par exemple I’export d’ARN a travers les membranes [71].
1.5. Le domaine C-terminal de Hfq

Le domaine C-terminal de Hfq n’est pas, a priori, primordial aux fonctions de riborégulation

de Hfq, bien que cela soit parfois controversé. En effet, il a été montré que des versions
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tronquées de Hfg possédent encore la majorité de leurs fonctions de riborégulation qui
résident donc principalement dans son tore [72]. D’autres fonctions non analysées pourraient

en revanche étre affectées.

Ainsi, les précédents résultats (figure 8) ont montré que le domaine CTR joue un réle
important pour son auto-assemblage. Il a aussi été mis en évidence par cinétique rapide
(« stopped-flow ») que le CTR joue un role d’écarteur en permettant de libérer le complexe

SARN-ARNmM formé, rendant ainsi la protéine disponible a d’autres ARN [73].

Selon les récentes etudes effectuées au sein de notre laboratoire, le domaine C-terminal est
aussi essentiel a la condensation et a la compaction de I’ADN. Ceci serait lié au fait que cette
région s’auto-assemble et forme des structures amyloide, en plus d’interagir avec I’ADN [6],
ce qui induit un effet pontant. En effet, il a été montré que la partie NTR seule ne compacte
pas I’ADN, tandis que le domaine C-terminal (seul ou au sein de la protéine) le compacte
fortement [53]. Une partie de mon travail a consisté a caractériser cette derniére propriéte.
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2. Les amyloides

Comme indiqué précédemment, le domaine C-terminal de Hfq est capable de se replier sous
forme de structure amyloide. Mais ce domaine a également été décrit comme faisant partie
des protéines ou sous-domaines protéiques intrinsequement désordonnés (IDPs, Intrinsically
Disordered Proteins en anglais). Ces protéines (ou fragments de protéines), caractérisees par
un manque de structure secondaire ou tertiaire en absence de ligand ou de partenaire
cellulaire, représentent environ 5% des proteines de E. coli. Ce pourcentage augmente chez
les eucaryotes allant parfois jusqu’a 25%. Au niveau structural, elles sont dynamiques,
flexibles et peuvent adopter une variété de conformations [74][75]. Elles sont quasiment
impossibles a cristalliser. En termes de sequence, elles sont particulierement riches en
alanine, asparagine, glutamine, aspartate, glutamate, glycine, lysine, histidine et serine [76].
Ces acides aminés sont d’ailleurs retrouvés en grand nombre dans le domaine CTR de Hfq.
De plus, il est fréquent de retrouver des répétitions dans ces régions. On remarque également
cette particularité dans le cas de Hfq avec des répétions d’histidines et un motif quasiment
répété (SAQNTSAQQDS). Enfin, les IDPs ont deux caractéristiques la aussi retrouvées chez
Hfq : leur migration a une masse apparemment plus élevée dans un gel dénaturant de type
SDS-PAGE et leur résistance & la chaleur. A noter, les IDPs ont une tendance a se convertir

en structure amyloide, comme c’est le cas pour la région CTR de Hfq.

Dans ce chapitre, nous détaillerons les propriétés structurales de ces protéines, ainsi que les

inhibiteurs permettant d’affecter la formation des structures amyloides.

2.1. Description et caractéristiques

2.1.1. L’amylose

Les structures amyloides ont été découvertes car elles sont associées a des pathologies
neurodeégenératives, telles que la maladie d’Alzheimer ou la « maladie de la vache folle »
(eucéphalopathie spongiforme). Le terme amylose, créé par Rudolf Virchow au début du
XIXe siecle, désigne ces pathologies associées aux dépbts amyloides. Ces dép6ts consistent
en des plaques formées par 1’agrégation de protéines ou de peptides qui ne nouent pas
forcément de relations fonctionnelles ou structurales entre elles et sont caractérisées par un
repliement anormal [77][78]. Une trentaine de protéines impliquées ont été identifiées.
Quelques exemples de pathologies associées sont présentés dans le tableau 1. De maniére

générale, ces dépots sont dus a un changement de conformation d’une protéine native
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fonctionnelle en une protéine capable de s’auto-assembler ou de s’agréger de facon
hautement organisée, ce qui aboutit a la formation de fibres. Les dép6ts amyloides sont
présents soit dans un milieu extracellulaire, soit sous forme d’inclusion intracellulaire. Les
personnes atteintes de maladies neurodégénératives en sont porteuses. Lorsque les amyloses
sont présentes dans un seul tissu autre que le cerveau, elles sont dites non neuropathiques
localisées. Quand elles sont présentes dans de multiples tissus, elles sont dites non
neuropathiques systématiques. Ces maladies peuvent étre sporadiques, héréditaires ou

transmissibles [79].

Pathologies Peptides ou protéines Structures a 1’état natif

Amyloses présentes dans les pathologies neurodégénératives

Alzheimer Peptides B amyloides (Ap) Non structurée
Encéphalopathie spongiforme Protéine Prion (PrP) Partiellement en hélice o
Maladie de Parkinson . )
_ _ a-synucléine Non structurée
Démence a corps de Lewy
Maladie de Huntington Huntingtin Polyglutamique Non structurée

Amyloses non neuropathiques systématiques

Amylose AL IDP de I’immunoglobuline Feuillet B
Amylose AA Protéine sérum amyloide Hélice o
Amylose systématique sénile Transthyrétine Feuillet B
Amylose de I’hémodialyse B2-microglobuline Feuillet B
Amylose du lysozyme Mutant du lysozyme Feuillet B et hélice a

Amyloses non neuropathiques localisées

Amyline/polypeptide amyloide
Diabéte de type Il YInep y'pli Y Non structurée
isle

Amylose au point d’injection Insuline Hélice-a

Tableau 1 — Quelques exemples d’amyloses et de leurs protéines associées. Tiré

de [80].

2.1.2. Lesamyloides : une voie d’agrégation des protéines

Les protéines peuvent avoir plusieurs voies et états d’agrégation possibles. Elles peuvent
former plusieurs types d’agrégats dans un systeme vivant depuis I’étape de sa biosynthese
jusqu’a sa dégradation finale. Elles peuvent former des dépots de « protéines natives », des
dépdts amyloides ou bien encore des depdts amorphes. Deux types de structures peuvent

amener a I’agrégation amyloide : les structures globulaires dans leur état natif et celles qui
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sont intrinsequement désordonnées. Selon les types de depéts, il existe différentes séries

d’états d’équilibres présentées en figure 9.
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Figure 9 — Schématisation des différentes voies d’agrégation de protéines. Les

agrégats peuvent former des dép6ts amorphes (bas gauche), des dép6ts de fibres

amyloides (bas milieu) ou des dépots de protéines natives. D’aprés [79].
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2.1.3. Les structures amyloides : feuillets p croisés (cross-p)

Dans ce type de structure, les peptides ou protéines se replient et s’auto-assemblent en fibres
formées de feuillets B croisés, partiellement ordonnés, le plus souvent insolubles, et se
déposant sur les tissus. Les conditions de ce repliement sont encore mal connues. En effet,
il n’existe pas de signature commune entre les structures natives de ces protéines que ce soit
au niveau de la taille et de la composition de la séquence ou de la structure tridimensionnelle.
A contrario, les fibres amyloides présentent de nombreuses similitudes. Elles partagent une
morphologie commune. L’agglomération se fait en couches successives de protéines
linaires, non ramifiées et riches en feuillets B, selon un axe perpendiculaire a la direction

des feuillets ou les liaisons de type hydrogéne sont perpendiculaires.

Des études structurales a haute résolution par microscopie électronique a transmission
(MET), par spectroscopie a résonance magnéetique nucléaire (RMN) du solide, ainsi que des
modeélisations moléculaires ont permis d’élaborer des modéles possibles d’auto-assemblage
comme par exemple celui du peptide APao, le peptide amyloide le plus étudié (présenté en
figure 10). L’auto-assemblage formerait des paires de brins ainsi qu’une boucle
perpendiculaire a 1’axe de la fibre par I’intermédiaire de liaisons de type hydrogéne pour
constituer des feuillets B croisés, paralléles et colinéaires a 1’axe des fibres. Le diamétre de
la fibre peut aussi augmenter par empilement des brins via leur face hydrophobe. 1l peut
prendre deux symétries probables dans le cas d’APso pour constituer le protofilament
(modele proposé par Tycko, figure 10). D’autres conformations de ce repliement sont
possibles comme la présence de trois molécules/peptides par couche.
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Figure 10 — Modéle structural de la fibre amyloide et des feuillets p croisés,
formés par le peptide ABso (proposé par Tycko). (A) Modéle des feuillets B en
forme de rubans (en haut). (B) Modéles des arrangements des feuillets p entre deux
molécules dans une symétrie C,; et Cax. (C) Modéle atomique de la structure Cox (en
vert : hydrophobe ; en magenta : polaire ; en rouge : chargé négativement ; en bleu :
chargé positivement). Copyright (2002) National Academy of Sciences, U.S.A pour A
et C [81][82].

Des structures atomiques d’amyloides d’autres peptides et de protéines ont été proposées,
comme la structure de la partie C-terminale du prion (proteinaceous infectious particles) ou
de la protéine Amyline. La conformation est commune a I’ensemble des amyloides mais
avec des arrangements variables (figure 11). Les similitudes dans la formation des fibres
peuvent étre attribuées a la chaine carbonée commune a tous les polypeptides. Les différents
arrangements dépendent des différences de longueurs et de composés de la chaine

polypeptidique et des conditions physico-chimiques lors de d’agrégation [83].

47



Figure 11 — Structures tridimensionnelles de fibres amyloides provenant de
différentes sources. (A) Deux modeles structuraux polymorphes de protofilaments
ABa4o 0bservés sur I'axe longitudinal de la fibrille (représentés par des modeles de

rubans). (B) Fibre formée par le domaine prion du HET de Podospora Anserina.

(C) La structure de fibre a six protofilaments d'un peptide correspondant aux résidus
105-115 de la transthyrétine. Adapté de [79].

2.1.4. Dynamique et mécanisme de formation des amyloides

Les réactions d'auto-assemblage nucléées, y compris la formation de fibres amyloides,
présentent typiquement une cinétique de croissance selon une courbe sigmoide (figure 13)
[84]. En effet, il est généralement admis que la formation de fibres amyloides adopte un
mécanisme de type nucléation/propagation, commencant par une phase de latence
correspondant a la nucléation, suivie d’une propagation qui est exponentielle, conduisant a
la formation de gros agrégats/fibres pour arriver a un plateau, ou équilibre [85]. Le début et
la fin de la transition peuvent étre plus ou moins nets selon le mécanisme. Cependant, il est
important de noter qu'aucune de ces trois phases ne peut étre attribuée a un seul mécanisme
ou processus moléculaire simple. Le groupement qui se forme au début de la phase
d’agrégation garde souvent sa conformation de départ et s’agrége de ce fait entre protéines
ou peptides non structurés ou a partir de la structure native. La formation d’oligomeres est
peu stable et est en équilibre avec 1’état fonctionnel car elle implique des interactions de
faible énergie. Cet équilibre « métastable » rend difficile 1’étude expérimentale des
oligoméres qui sont aujourd’hui reconnus comme en partie responsables de la cytotoxicité,

en raison de leurs fortes interactions et a leur capacité de pénétrer et déstabiliser les
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membranes. Les premiers oligomeéres formés se réorganisent en des especes plus stables. La
compaction ainsi que le nombre et la taille des feuillets p augmentent au cours du processus
de formation des fibres amyloides. Ensuite, les fibres peuvent incorporer de nouveaux
monomeres ou de nouvelles fibres pour s’allonger ou former des super-fibres. Une fois les
fibres formées, un second processus peut se mettre en place afin de former et catalyser de
nouveaux agrégats ou fibres. Ces processus sont la fragmentation ou la nucléation secondaire
(figure 12) [86].

Processus
secondaires

Fibres

=) =
==

Figure 12 — Formation progressive et processus secondaire de fibres amyloides.
Schématisation de 1’oligomérisation, des réarrangements des segments
amyloidogéniques initiaux (en vert) et de I’augmentation de paramétres structuraux

(en bleu) prenant place durant le processus. D’apres [79].

D’un point de vue thermodynamique, la plupart des interactions secondaires entre protéines
sont intramoléculaires, alors que pour I'état amyloide les interactions sont intermoléculaires.
L'état natif est thermodynamiquement plus stable que I'état amyloide lorsque I'énergie libre
(G) du peptide ou de la protéine est plus faible a I'état natif qu'a I'état amyloide. La stabilité
de I'état amyloide (AG) dépend de la concentration de protéine en solution, tandis que celle
de I'état natif est indépendante de la concentration (sauf s’il existe dans un complexe
fonctionnel). A la concentration dite « critique », la stabilité de I'état amyloide est égale a
celle de I'état natif. A des concentrations dépassant cette valeur critique, une protéine est plus
stable a I'état amyloide qu'a son état natif. Dans de telles situations, I'état natif ne peut
persister que s'il existe de hautes barriéres d'énergie libre qui entravent la transition vers I'état
amyloide plus stable. La transition vers I'état amyloide n'aura lieu que si son énergie libre

est inférieure a celle de I'état natif (figure 13).
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Alors que la thermodynamique décrit si une transition d'un état a un autre est spontanée ou
peut se produire sans énergie d’activation externe, la cinétique aborde la question de la
rapidité de cette transformation. Les mesures cinétiques ont toujours été lI'un des principaux
outils permettant d'élucider les mécanismes de réaction. Les mesures cinétiques

expérimentales permettent de tester la vitesse relative des différents processus [80].

Concernant les forces d’interaction mises en jeu dans 1’agrégation des feuillets  amyloides,
les brins des feuillets se forment grace a des liaisons de type hydrogéne, et se trouvent tout
le long de I’axe de la fibre, tandis que I’interaction entre les feuillets B dans la direction
perpendiculaire a I'axe des fibres dépend fortement de la nature des chaines latérales et de

leurs caractéristiques (taille, charges...) [80].
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Figure 13 — Thermodynamique et cinétique de formation de fibres amyloides.
(A) Diagramme d'énergie libre de la formation de fibres amyloides. Les fibres et les
monomeres peuvent avoir une énergie libre similaire, et la concentration totale de
monoméres gouverne AG. (B) Courbe d'agrégation cinétique caractéristique de
formation de fibres amyloides : concentration de masse agrégée en fonction du
temps. La courbe présente typiquement trois parties : une phase de latence, une
phase de croissance et un plateau final. (C) Les cinétiques d'agrégation du peptide
AP42 a des concentrations croissantes sont comparées a des lois de vitesse qui
conviennent aux différents processus de nucléation primaire, de fragmentation et de
nucléation secondaire. Adapté et traduit avec autorisation de Spinger Nature
[80][87].
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2.1.5. Caractéristiques physico-chimiques des fibres amyloides

Les fibres amyloides sont caractérisées par plusieurs propriétés morphologiques et physico-
chimiques communes et ce, malgré leur séquence et structure natives différentes. Elles font
typiquement une dizaine de nanometres de diametre et peuvent mesurer plusieurs
micrometres de long. En outre, elles peuvent avoir des diametres bien plus importants [88],
gréce a la formation de superenroulements de filaments ou de fibres tournant les uns sur

autres en forme de torsades ou associes en forme de rubans superposés.

Du point de vue de leur résistance mécanique, il est a noter que les fibres amyloides ont une
¢lasticité et une force de rupture comparables a celles de 1’acier [89]. Elles sont par ailleurs

résistantes aux protéases ainsi qu’aux détergents.

Ces structures peuvent étre observées en microscopie électronique a transmission (ou MET)
ou en microscopie de force atomique (AFM) [90]. La distance répétée entre les feuillets et
entre les brins ainsi qu’un méme axe d’orientation des fibres permettent d’observer un motif
typique par diffraction aux rayons X [91]. En spectroscopie infrarouge, les fibres amyloides
ont une réponse spécifique caractéristique de 1’angle de torsion de la liaison peptidique
impose par 1’agrégation [92]. Elles ont également des propriétés tinctoriales, interagissant
avec des sondes fluorescentes. L’interaction avec le rouge Congo déplace son maximum
d’absorption de 500nm a 540nm, avec une apparition d’une biréfringence verte en
microscope a lumiere polarisée [93]. L’interaction avec la Thioflavine T permet d’observer

une émission de fluorescence a 480nm apres excitation a 440nm [94].
Ces méthodes seront présentées plus en détail dans la partie « Matériel et méthode ».

Ces trois caractéristiques que sont la morphologie, la structure et I’interaction avec des

sondes/molécules permettent de spécifier I’agrégation de type amyloide [95].

2.1.6. Cas particulier : les prions

Le terme « prion » a été créé en 1982 par Stanley Prusiner pour PROteinaceous INfectious
particle (particule protéique infectieuse). 1l fait partie de la classe de protéines formant des
structures amyloides. Comme la plupart des protéines amyloidogéniques, les séquences sont
intrinséquement désordonnées mais la séquence des prions présente une proportion
particulierement élevée de glutamine et d'asparagine [96]. Les prions ont pour caracteristique

de favoriser la polymérisation des protéines natives en fibres amyloides. Elles peuvent aussi
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parfois alterner entre une conformation soluble et amyloide et vice versa [97]. Les maladies
a prions sont genéralement transmissibles, contrairement aux maladies associées a la
présence d’amyloides. On les retrouve dans les maladies neurodégénératives mortelles chez
les mammifeéres, telles que «la tremblante » du mouton, I'encéphalopathie spongiforme
bovine ou encore la maladie de Creutzfeldt-Jacob chez I'nomme. Cependant, il a été montre
que des protéines semblables aux prions ont plutdét une fonction biologique, comme par

exemple chez les levures [98].

2.2. Concept d’amyloides fonctionnelles

2.2.1. Concernant la fonction des IDPs

Les IDPs ne sont pas dépourvues de fonctions : régulation de la transcription et de la
traduction mais aussi I’auto-assemblage de complexes protéiques, transmission de signaux,
stockage de petites molécules, maintien de I’interaction entre partenaires protéiques [99]
[100]. Ces fonctions sont généralement possibles grace a la capacité des IDPs a effectuer des
transitions vers des états de repliement plus ordonnés et stables lorsqu’ils interagissent, par
un processus de couple dit de «repliement et interaction ». Ce processus est une
compensation entropie-enthalpie, avec une énergie entropique genérée par le repliement et
compensée par I’énergie enthalpique de la liaison. Les IDPs sont susceptibles de former des

amyloides présentant des capacités fonctionnelles (Figure 9).

2.2.2. Les amyloides fonctionnelles

Bien que I'amyloide ait généralement été considérée comme une structure pathologique, des
recherches ont montré que les amyloides peuvent également étre fonctionnelles, utiles et
contribuer a la physiologie normale des cellules. Les amyloides fonctionnelles ont été
découvertes dans de nombreux organismes, allant des bactéries aux mammiferes, y compris
chez I’homme [101]. Elles sont chargées de différents réles comme la formation de biofilms,
le développement de structures, la régulation de synthése, le transfert de I’information... Ces
systémes nécessitent cependant un contrdle minutieux de leur assemblage pour éviter les
effets potentiellement toxiques. D’aprés C. Maury, les organismes auraient évolué en tirant
parti de la capacité des protéines a former des amyloides. En effet, certaines de leurs
propriétés telles que I’avantage d’avoir une forte résistance a la protéolyse, une solidité
comparable a celle de I’acier, des caractéristiques d’auto-propagation auraient

potentiellement un role dans la transmission d’informations, ceci permettant leur évolution.
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D’aprés ce méme auteur, les amyloides seraient potentiellement a la base de la complexité

de I’organisation et de la compartimentation a I’origine de la vie [102].

La vie proviendrait d'un mécanisme complexe entre un ensemble de produits chimiques
divers, parmi lesquels on retrouverait les acides nucléiques, les lipides et les peptides.
Comprendre l'origine de la vie ne reposerait pas seulement sur une explication de la fagcon
dont ces molécules biologiques sont apparues, mais aussi sur une explication de leur relation
structurelle, chimique et thermodynamique. L hypothése « d’un monde amyloides » gagne
du terrain. Selon cette hypothése, les peptides amyloidogéniques seraient les précurseurs
chimiques de la vie : premiéres molécules réplicatives et catalytiques. Cette idée améne une
nouvelle hypothése de I’origine de la vie, avec la plus populaire et plus largement acceptée
reposant sur I’ARN. Cette idée est soutenue par 1’expérimentation. En effet, les amyloides
peuvent étre formees a partir de séquences peptidiques simples et courtes et dans des
conditions prébiotiques. Elles sont plus stables et plus résistantes que leurs composants
peptidiques isolés. Leurs structures répétitives leur permettent d’interagir avec d’autres
molécules telles que les acides nucléiques, les membranes lipidiques et les polysaccharides.
Elles peuvent se former spontanément lors de condensation prébiotique contenant des acides
aminés et ont différentes activités catalytiques. Toutes ces propriétés en font un bon candidat

en tant qu’entité prébiotique a 1’origine de la vie [103].

2.2.3. Interaction amyloide-membrane et amyloide-ADN

Les amyloides ont aussi une capacité intrinseque a interagir avec les structures répétitives
telles que les membranes et I'ADN (plus généralement les acides nucléiques). L’interaction
des amyloides avec des membranes lipidiques a fait I'objet de nombreuses recherches, car le
dép6t de fibrilles a leur niveau est associé a une cytotoxicité impliquée dans de nombreuses
maladies humaines. Mais on ne peut pas exclure que cette interaction pourrait aussi avoir
des fonctions bénéfiques pour la cellule (export de molécules). Ces interactions se sont
avérées a la fois coopératives et perturbatrices : les membranes peuvent favoriser la
croissance des fibrilles, mais les fibrilles peuvent déformer, affecter la fluidité ou méme
perforer les membranes. Par exemple, il a été montré que la protéine AP peut se lier aux
membranes et former des feuillets  antiparalléles orientés paralléelement a la surface de la
membrane [104]. Cette interaction peut amener a un changement de la fluidité membranaire
[105]. Une étude récente montre que les amphiphiles sont capables de déclencher
I'agrégation d'un peptide soluble [106]. Cette interaction amyloide-membrane semble étre
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spontanée. Une autre forme d’interaction est de plus en plus couramment rapportée, celle
qui a lieu entre les amyloides et I’ADN. En effet, I’ADN favorise la formation d’amyloides
pour les peptides et protéines de maladies neuro-dégéneératives, mais aussi pour des peptides
qui n’ont pas ces caracteres intrinseques [107]. Ces interactions sont de plus en plus
considérées comme un caractere physiologique et fonctionnel, et que 1’on peut aussi
retrouver dans les bactéries. Le paragraphe suivant présentera certains exemples d’amyloides

bactériens.

2.2.4. Exemples d’amyloides bactériens

L’exemple de fibres amyloides fonctionnelles le plus étudié chez la bactérie est celui des
curli et des pili. Les curli sont présents chez des bactéries E. coli et Salmonelle et sont
composés de deux sous-unités principales, CsgA et CsgB [108]. Les curli sont impliqués
dans la formation de biofilm ainsi que dans I'adhésion et I'invasion des cellules hotes. La
nature amyloide des curli est due a la protéine CsgA. Sa nucléation démarre lorsqu’elle est
en contact avec son partenaire CsgB. CsgA et CsgB ont quasiment la méme séquence qui se
répéte, mais CsgB contient une partie chargée positivement permettant 1’ancrage a la
surface/membrane externe sur CsgF (ce dernier étant lié a CsgG). Leurs sécrétions sur la
membrane externe sont possibles par un pore genéré par CsgG. Ce processus hautement
régulé est aidé par plusieurs partenaires impliquant plus de six protéines transcrites par deux
opérons. Par exemple, CsgC intervient en retardant la fibrillation amyloide de CsgA en
perturbant sa structuration dans le périplasme, ce qui permettrait de ne pas étre auto-toxique
ou «auto -destructeur » pour la bactérie [109]. CsgE et CsgH ont aussi été identifiées comme
inhibitrices d’amyloides mais moins efficaces que CsgC ceci étant di notamment a leurs
structure et caractéristique (charge en surface) différentes, mais ont une structure tertiaire
similaire. Cette formation est régie par plusieurs conditions environnementales, notamment
la température et la disponibilité de nutriments et de sels [101]. Un systeme non apparenté
génétiqguement, mais qui est morphologiquement similaire et qui présente une similitude
dans les séquences par rapport au systéeme curli a aussi été identifié et décrit comme étant

une amyloide fonctionnelle chez Pseudomonas, appelée Fap [27].

Mais d’autres fonctions ont aussi pu étre identifiées pour des protéines amyloides
bactériennes telles que chez Bacillus subtilis, la protéine TasA. Il existe en effet un opéron
qui code pour 3 protéines régulant la formation de biofilms chez subtilis (protéines SipW,
TapA et TasA). Le biofilm formé par B. subtilis est principalement constitué de
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polysaccharide et de TasA, qui forment un réseau de fibres amyloides entourant la surface
cellulaire [110]. TasA permet de fournir un soutien structural au biofilm. Les protéines
amyloides peuvent également étre utilisées comme facteur de virulence : chez Xanthomonas
par exemple, le facteur de virulence HpaG est sécrété et son mécanisme probable est di a la
rupture de la membrane hote de la plante [111]. Chez Klebsiella pneumoniae, la microcine
E492 forme des pores dans la membrane cytoplasmique de I'hdte [112]. Enfin, la protéine
Rho de Clostridium botulinum, dont la fonction est de favoriser la terminaison de la
transcription [113]. Ainsi, il existe de nombreux autres exemples qui émergent et la liste des
fonctions biologiques pour les amyloides bactériennes s’allonge, celles-ci étant notamment
liées a des interactions avec les acides nucléiques (ADN/ARN) et aux membranes, comme
dans le cas de Hfg [53][71].

Pour utiliser efficacement I'amyloide, comme celui de type curli, il est essentiel que les
organismes possédent des mécanismes qui contrdlent le processus de formation. Les études
sur les amyloides fonctionnelles permettraient de mieux comprendre le contrdle de leur
formation, ce qui pourrait aider au traitement des maladies & amyloidose et a la mise au point
de nouveaux biomatériaux. Par exemple, CsgC et CsgH se sont révélés capables d'inhiber

efficacement 1’assemblage d'autres amyloides, notamment 1'a-synucléine [114].

2.3. Inhibiteurs d’amyloides

2.3.1. Introduction : inhibiteurs d’amyloides

Afin de trouver un traitement ou voie thérapeutique contre les maladies neurodégénératives
liées a la formation de fibrilles amyloides, les inhibiteurs d’agrégation d’amyloides sont
intensément étudiés. Ces recherches ont pour objectif d’empécher la formation ou détruire
les dépots en place. Ce sont généralement de petites molécules pouvant étre de différentes
natures: peptides [115], polyphénols, inositols, quinones et leurs dérivés, et molécules
chélatrices de métaux. Ces molécules ont été etudiées en utilisant des modeéles in vitro, in
vivo, mais aussi des simulations bio-informatiques pour comprendre leur mécanisme d'action
ainsi que les caractéristiques structurales communes sous-jacentes au processus d'inhibition.
Les molécules inhibitrices étudiées possedent en général un noyau aromatique qui joue le
role d'unité de reconnaissance des amyloides et un caractére hydrophile qui va agir sur la

structure amyloide afin de les rompre ou bien d’empécher sa formation. Ce choix de
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molécules se justifie par la présence d’acides aminés aromatiques dans les séquences de la

plupart des peptides/protéines amyloidogéniques (AB, PrP, Amyline...) [116].

Le mode d'action des molécules inhibitrices ne vise pas forcément la destruction totale des
agrégats amyloides et peut impliquer la conservation d’une partie de ces structures
amyloides, afin de pieger et éviter la formation des oligoméres amyloides toxiques, ou de
stabiliser des espéces amyloides non toxiques. Il peut réorienter les voies ou modifier la
cinétique d'agregation [117].

2.3.2. Les différents types d’inhibiteurs

Les molécules capables d’interagir avec les fibres amyloides peuvent étre de différentes

natures. Ainsi on pourra différencier :

Les peptides: plus sélectifs, moins chers et plus efficaces que les protéines dites
thérapeutiques, les peptides ont été largement utilisés en médecine et en biotechnologie au
cours des deux dernieres décennies [118]. Les stratégies ont principalement pour but
d’empécher la constitution de fibres en formant par exemple des peptides appelés B
« disjoncteurs » qui présentent une séquence comportant des prolines (qui interférent avec
I’agrégation) et un groupe sélectif ciblant les amyloides [119]. Certains peptides de par leurs
charges positives et leur «rigidité » peuvent inhiber la formation de fibres [120]. La
caractéristique structurale importante des peptides inhibiteurs est la présence d'une unité de

ciblage de I'amyloide et d'une unité « géneur ».

Les polyphénols : dans le cas des polyphénols, la taille de la molécule et les fonctions
chimiques présentes (groupe hydroxyle par exemple) influencent I’efficacité inhibitrice. Des
études ont montré que le groupe aromatique ne suffisait pas et que la présence de la fonction
phénol (fonction interagissant avec 1’amyloide) est primordiale. La taille de la molécule
séparant deux couches doit faire entre 8 et 16 A [121]. Le curcumine est un exemple de
polyphénol capable de dissocier les fibres amyloides et d’empécher leur formation dans le
cas du peptide AP [122]. La force d’inhibition viendrait de sa structure compacte et
symeétrique. Le rouge Congo, colorant des amyloides, fait partie de cette famille de
molécules. Le gallate épigallocatéchine (EGCG) est aussi une petite molécule
polyphénolique présente dans le thé vert qui a beaucoup été étudiée pour son effet
d’inhibition sur différentes amyloides [123]. L’Apomorphine (APOM) [124], I’acide
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tannique, le resvaretrol et les dérivés de EGCG sont tous des polyphénols ayant des effets
inhibiteurs [117].

Enfin, d’autres molécules telles que les inositols, représentent une classe de huit
stéréoisomeres naturels de cyclohexylpolyols, dont trois inhibent la formation d'amyloides
AP et comprennent les myo-, epi- et scyllo-inositols [125]. Les alcools fluorés, les acides
fluorés et les nanoparticules fluorées [126] comme l'ester d'acide indolyl-trifluorométhyl-
hydroxypropionique et ses dérivés ont significativement inhibé l'agrégation du peptide AP
et désagrégé les amyloides in vitro [127]. Les quinones et leurs dérivés (produits oxydés des
polyphénols comme par exemple les benzoquinones, les naphtoguinones, les anthraquinones
et les phenanthraquinones), présentent d'excellentes propriétés inhibitrices de l'agrégation de
diverses protéines amyloidogéniques [128]. Les molécules de quinone interagissent avec la
protéine amyloidogénique par des liaisons de type hydrogene, des interactions aromatiques
et par la forte interaction entre I'anneau central de quinone déficient en électrons, dip6le

asymétrique du cycle quinone [117].
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Matériel et méthode :
Panorama des techniques utilisées

pour I'étude des amyloides.
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Les techniques spectroscopiques, utilisant ’interaction onde-matiére, sont des outils
puissants pour sonder la structure 3D des biomolécules. L’interaction onde-matiére peut
donner lieu a de nombreux phénomeénes tels que 1’absorption, la réflexion, la diffusion
élastique ou inélastique et la diffraction. lls fournissent une signature spécifique a chaque
molécule. Suivant 1’énergie de 1’onde incidente absorbée ou €mise, nous avons acces a
différentes informations sur la composition chimique, la structure énergétique, ou la

conformation spatiale de la molécule.

De nombreuses techniques spectroscopiques ont été utilisées pour analyser, identifier et
caractériser I’auto-assemblage de peptides sous forme de structures amyloides. Notamment,
nous avons recouru a la spectroscopie infrarouge, ainsi qu’a des techniques utilisant le
rayonnement ultraviolet, dans le cas de la spectroscopie de fluorescence et de dichroisme
circulaire. Les rayons X ont aussi été utilisés dans le cas de techniques de diffusion et de

diffraction.

Dans ce chapitre, nous rappellerons les notions essentielles de chaque technique utilisée,
principalement la spectroscopie infrarouge et le dichroisme circulaire pour 1’étude des
structures protéiques. Nous allons aussi décrire certaines techniques d’imageries comme le

microscope a force atomique et la microscopie électronique.

1. Introduction - Interaction lumiere/matiere

Le principe de la dualité onde-corpuscule a été décrit pour la premiére fois par Albert
Einstein en 1905. Ce principe stipule que la lumiére est définie a la fois comme une onde et
un corpuscule appelé photon. Le photon est porteur d’un « quanta » d’énergie E(J) qui est

donné dans le vide par la relation suivante :
E=hv=h—-=hcv
A

Avec : A la constante de Planck (6,626.103 J.s) et cla vitesse de la lumiére (2,998.10 8 m.s"
1y dans le vide. v (s1), M(m) et ¥(m™) sont respectivement la fréquence, la longueur et le
nombre d’onde du rayonnement, permettant de caractériser les radiations

électromagnétiques.

La nature de la lumiere (X, UV, visible, IR...) dépend de 1’énergic et se caractérise par les
valeurs v, A ou v de I’onde électromagnétique. Le spectre électromagnétique (figure 14)

présente la décomposition de la lumiére en différents domaines d’énergie. On retrouve pour
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les faibles énergies les ondes radio, et pour les plus fortes les rayons vy, passant en énergie

croissante par I’infrarouge, le visible, 1’ultraviolet et les rayons X.

Chacun de ces domaines est associé a des techniques de spectroscopie mobilisant différents
types d’interaction (ou d’excitation) avec les molécules étudiées. Pour des raisons
historiques et pratiques, les unités utilisées pour décrire 1’énergic de 1’onde
électromagnétique sont différentes selon les techniques. C’est pour cette raison que 1’on
utilise le nombre d’onde (cm™) pour I’infrarouge, la longueur d’onde en nanométre (nm)

pour I’Ultraviolet-Visible et les valeurs d’énergie (¢V) pour les rayons X.
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\ ‘ll ‘ M
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Figure 14 — Domaines d’énergie et spectroscopies associées au spectre

électromagnétique.

Lorsqu’une onde électromagnétique interagit avec la matiére, elle excite les molécules. Ce
phénomeéne est responsable de 1’absorption de photons, parfois aussi de leur émission. La
meécanique quantique permet d’expliquer ce qu’il se passe lors de ces interactions. En effet,
I’énergie de la matiere est quantifiée et, sous I’influence d’un champ électromagnétique, la
transition d’électrons entre niveaux électroniques, vibrationnels ou rotationnels est possible.
On considére par approximation que I’énergie quantique Equ d’une molécule est la somme

de trois énergies. Elle s’écrit :
Equ = Eélec + Evib + Erot

Avec Eglec correspondant a 1’énergie électronique dont le nombre quantique associé
est n. La variation d’énergie électronique 4FE¢iec entre un niveau n et n+1 est de I’ordre d’une

dizaine d’électronvolts (eV) (~35000cm™).
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Avec Eyip correspondant a I’énergie électronique dont le nombre quantique associé
est v. La variation d’énergie électronique 4Eyib entre un niveau v et v+1 est de I’ordre du

dixiéme d’eV (~1000cm™).

Avec Erot correspondant a 1’énergie électronique dont le nombre quantique associé
est j. La variation d’énergie électronique AFEro entre un niveau j et j+1 est de ’ordre du

milliéme d’eV (~30cm™).

A partir d’une certaine énergie, I’onde électromagnétique peut étre ionisante. Les UV et les
énergies de photon supeérieures ont tendance a étre ionisantes et sont donc souvent
« destructives ». L’infrarouge a I’inverse est « non destructif » car le rayonnement est de

« faible » énergie.

n=3
v=1
=1
j=0v=0 n=1
2
=Ty v=3
o
@
=
=
v=2
dEé#e(
v=1
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5
S |
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Figure 15 — Diagramme des différents niveaux d’énergie dans le cas d’une
molécule diatomique. Représentation des niveaux électroniques (n), vibrationnels
(v) et rotationnels (j). Echelle non respectée. (Adapté du diagramme de Jablonski-

Perrin).

La Transmission « T » correspond au rapport de I’intensité de photons transmis apres le

passage du faisceau a travers 1’échantillon sur I’intensité incidente. T s’écrit sous la forme :

(V)
Iy(V)

T (V) = exp[—a(D).l] =

Le rayonnement subit une décroissance exponentielle. Cette décroissance va étre plus ou

moins importante en fonction de la nature et de I’épaisseur | de I’échantillon que traverse le
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faisceau. a(v) = 4nk(V)v le coefficient d’absorption, est relié a k(v) le coefficient
d’extinction de I’échantillon, k(V) étant la partie imaginaire de I’indice de réfraction
complexe de I’échantillon. Le coefficient d’absorption a(¥) peut s’écrire, pour une solution,

de la maniére suivante :
a(v) = eW).C

Avec C la concentration de la solution et £(¥) le coefficient d’extinction molaire de la

molécule absorbante en fonction de la fréquence.

L’absorbance A (appelée aussi densité optique DO) est plus souvent utilisée car elle est
directement proportionnelle en solution a la concentration C d’un soluté ou au trajet

optique L. Cette loi correspond a la relation de Beer-Lambert suivante :
A=—-logT = e(v).C.l

L’absorbance mesurées est caractéristique de I’¢lément ou de I’échantillon étudié. C’est pour
cette raison qu’on a recourt aux techniques de spectroscopie. Nous allons voir en particulier
dans cette partie les principes et applications de la spectroscopie infrarouge et de la
spectroscopie de dichroisme circulaire. Ces deux techniques apportent des informations

précises sur la nature et la structure de molécules notamment biologiques.
2. La spectroscopie infrarouge

2.1. Introduction a la spectroscopie infrarouge

L’origine de I’absorption du rayonnement infrarouge (IR) se trouve dans les vibrations des
liaisons entre les atomes. L’infrarouge est divisé en trois domaines d’énergie : le plus
énergétique appelé « le proche infrarouge » qui correspond a la gamme spectrale en longueur
d’onde comprise entre 0,7 et 2,5um, « le moyen infrarouge » compris entre 2,5 et 25um et
I’infrarouge lointain, le moins énergétique, de 25 a 1000um. C’est en général la gamme de
I’IR moyen qui est utilisée pour analyser les vibrations des molécules. En effet, la gamme
présente une énergie proche de la différence des niveaux d’énergie moléculaire

vibrationnelle (4Evib).
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2.1.1. L’absorption en infrarouge

Une molécule absorbe en infrarouge si elle possede un moment dipolaire p et la valeur de
I’absorption sera proportionnelle a la variation de l’intensit¢ de p. Les molécules
symétriques n’ont pas de moment dipolaire permanent et ne présentent donc généralement
pas d’absorption en infrarouge. L’absorption infrarouge est fortement liée a la symétrie des
molécules. Une approximation simple permet de déterminer vers quelle fréquence de
vibration v une liaison chimique d’une molécule diatomique A-B absorbe. Il faut considérer
que la liaison chimique entre les deux atomes A et B se comporte comme un oscillateur
harmonique idéal liant deux masses ma et mg (de fagon respective) a ses extrémités. Cette

approximation s’écrit sous la relation suivante :
1 s
V=— m
2T

Ou m*= ma. mg /( ma + mg) correspond a la masse réduite de 1’oscillateur et k a la constante
de raideur du ressort/liaison chimique. Cette relation permet de comprendre simplement
certains effets et phénomenes mis en jeu par 1’absorption d’un rayonnement infrarouge d’une
molécule, sur la nature de la liaison chimique. Par exemple, la fréquence de vibration d’une
liaison simple sera environ +/2 fois plus élevée que la fréquence de vibration d’une liaison
double entre deux atomes. C’est en effet le cas pour la vibration de la liaison éthane
comparée a celle de la liaison éthylene. D’autres caractéristiques telles que la masse des
atomes impliqués peuvent étre établies. En effet, plus les atomes sont lourds, plus
I’absorption se trouvera vers les basses fréquences. Le marquage isotopique est d’ailleurs

souvent utilisé en spectroscopie IR pour identifier des modes vibrationnels.

Du point de vue de la mécanique quantique, Evib, 1’énergie vibrationnelle dépend de la
fréquence propre v ci-dessous et est quantifiée d’un nombre quantique de vibration v (v

nombre entier positif). E s’écrit sous la forme suivante :
1
Evib = hv (v +§)

Il existe également une régle de sélection quantique qui stipule que les transitions
vibrationnelles possibles sont entre niveaux ayant une différence du nombre quantique v :
Av =1,
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L’absorption a lieu si le produit scalaire du rayonnement infrarouge (champ
électromagnétique) et du moment dipolaire électrique de la molécule est non nul. Toutes les
liaisons chimiques qui vibrent n’induisent pas de modification dipolaire électrique lors du
passage d’un rayonnement infrarouge incident. Exemples : CHs, CO2, H2 et O2 sont toutes
des molécules qui n’ont pas de moment dipolaire intrinséque. H2 et O2 n’absorbent donc pas
en infrarouge, contrairement & CO> et CHs qui, elles, absorbent en IR car elles induisent

instantanément un moment dipolaire.

Le nombre de modes de vibration possible d’une molécule va dépendre du nombre d’atomes
N constituant la molécule étudiée et il existe 3N-6 déplacements possibles, sauf pour les

molécules linéaires dont le degré de liberté vaut 3N-5.

On peut observer deux types de vibration dans le cas des molécules non linéaires ayant au
minimum trois atomes : les vibrations d’élongation notées v qui impliquent la variation de
longueur de liaison interatomique et les déformations notées & qui correspondent a la
variation de I’angle entre deux liaisons. Ces déformations peuvent prendre plusieurs
directions, étre symétriques ou asymétriques pour les vibrations de type v. Elles peuvent

étre de rotation, de cisaillement, de balancement et de torsion pour les vibrations de type 8.

Les vibrations v demandent moins d’énergie que les vibrations §. On observe le plus souvent

les formes de déformation & dans les bas nombres d’onde.

La région du moyen infrarouge comprise approximativement entre 4000 cm* et 400 cm™ est
une région particuliérement intéressante, pour la caractérisation des fonctions chimiques. La
figure 16 montre quelques régions des bandes d’absorption de certaines liaisons principales
(simple, double, triple) entre atomes de carbone, azote et hydrogene. La fréquence
d’absorbance dépend aussi des effets inductifs et mesomériques d’une molécule (effets

électroniques, couplage avec d’autres vibrations) ainsi que de son environnement chimique.
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Figure 16 — Régions des groupes fonctionnels en spectroscopie IR.

La spectroscopie infrarouge est donc une technique classique pour déterminer la structure,
la composition et I’architecture de molécules. Sa sélectivité selon les liaisons chimiques et
sa facilité de mise en ceuvre ont fait de cette technique un précieux outil pour déterminer les

structures de protéines [129].

2.1.2. Laspectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier

Le principe de la spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) a été découvert
au début du XXeme siécle. Mais c’est seulement a partir des années 60, avec 1’évolution de
I’¢lectronique et des ordinateurs, que les spectrometres a Transformée de Fourier ont
remplacé les systemes a « balayage » (séparation des longueurs d’onde « dispersive » a
I’aide d’un prisme ou réseau) dans la plupart des applications. La spectroscopie IRTF a
permis de résoudre les inconvénients majeurs des précédents instruments. En effet, ’'IRTF
résout les problémes tels que la tres longue durée d’acquisition (car 1’absorption de chaque
longueur d’onde est mesurée de facon indépendante) et I’imprécision sur la valeur de la
longueur d’onde du faisceau séquencé des instruments a balayage (de +0,01 cm™ pour IRTF

contre 2 cm* pour le systeme dispersif) [130].

L’analyse et le spectre IRTF sont obtenus grace a un interférométre, 1’interférometre de

Michelson schématisé en figure 17 [131].

Le principe consiste a séparer en deux le faisceau incident sur une lame séparatrice pour le

moyen infrarouge. La premiére partie du faisceau est réfléchie par un miroir fixe et la

seconde, par un miroir mobile. Les faisceaux réfléchis convergent ensuite a I’aide de la lame

séparatrice vers 1’échantillon et interférent. Le signal détecté est appelé un interférogramme.
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L’interférogramme est une mesure d’intensité en fonction du retard optique noté g, c'est-a-
dire de la différence de marche entre les deux branches du faisceau dépendant du
déplacement du miroir mobile. Des maxima sont enregistrés pour 4 = ni et minima pour 6

= (n +1/2)A, avec n un entier positif ou négatif.
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Figure 17 — Schéma d’un interféromeétre de Michelson : principe du
fonctionnement de la spectroscopie IRTF. Représentation de I’intensité en fonction
de différents retards optiques pour une source monochromatique (images tirées du

domaine public et modifiées).

Pour un faisceau monochromatique, I’intensité | (§) est décrite par une sinusoidale définie

selon la relation suivante :
1(6) = B(V)cos(2méV)
Avec B(V), la fonction représentant 1’intensité du spectre en fonction du nombre d’onde.

Lorsque la source polychromatique, il est possible de traiter chaque fréquence comme si
chacune produisait un cosinus séparé (chague cosinus avec sa propre périodicité) et d’ajouter
ensuite géométriquement chacun des cosinus pour obtenir la forme de l'interferogramme

résultant.
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La source infrarouge typigue émet un « continuum » qui est habituellement assimilable a un

corps noir. On peut décrire I’interférogramme par :
+00
1(6) = f B(V)cos(2mdv)dv
0

En appliquant la transformée de Fourier (TF), on obtient la fonction du spectre infrarouge

suivante :
+00
B(v) =f 1(6)cos(2méV)dd

On collecte et traite ainsi toutes les fréquences de la source infrarouge simultanément, ceci

permettant d’obtenir des spectres trés rapidement.

La spectroscopie d’absorption IRTF est une technique rapide, précise et non destructive qui
permet d’étudier des matériaux organiques et inorganiques. Il existe différents types de
systemes expérimentaux et le choix doit étre judicieux en fonction des caractéristiques de

I’échantillon a étudier (état, concentration, rugosité...)
2.2. Mode de mesure et échantillonnage
Le choix du mode de mesure est une partie importante et dépend de 1’échantillon.

Il existe quatre modes de mesure principaux (et quelques-uns plus spécialisés) tres souvent

utilisés et chacun a ses avantages et inconvénients (figure 18) :

- Par transmission : mode utilis¢ pour des échantillons minces n’absorbant pas
complétement le rayonnement dans le domaine spectral d’intérét. Il permet d’étudier
des sections fines ou des substances en solution en film (dans un solvant organique
ou aqueux). La qualité du spectre, c'est-a-dire le rapport signal sur bruit, dépend du
trajet optique, de la quantité de I’échantillon mais aussi de la rugosité de 1I’échantillon

et des propriétés optiques des fenétres d’une cellule.

Les techniques suivantes sont des techniques de réflexion. Elles sont souvent utilisées

lorsque la transmission des photons est impossible.

- Par réflexion spéculaire et réflexion diffuse : le montage de réflexion spéculaire

consiste en un jeu de miroirs permettant d’obtenir un spectre de réflexion. Ce
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montage est utilisé pour des échantillons solides réfléchissant comme des miroirs et
ayant une trés faible rugosité (c’est a dire trés inférieure a la longueur d’onde du
rayonnement). Dans le cas ou la surface est rugueuse et ou I’échantillon est
partiellement réfléchissant, on utilisera plutot le mode de réflexion diffuse. En effet,
le rayonnement au contact d’une surface rugueuse sera dispersé dans toutes les
directions voire pénétrera dans 1’échantillon et suivra un trajet complexe avant d’en
ressortir sous un angle «aléatoire». Dans ce cas, on utilisera plutét un miroir
(réflecteur) héemisphérique pour collecter le rayonnement issu de 1’échantillon. Un
traitement des données spécifiques est nécessaire pour ces deux modes car les
spectres mesurés tiennent non seulement compte de 1’absorption mais aussi d’autres
phénomenes optiques comme la réflectivité ou la diffusion (dépendants de 1’indice
de réfraction complexe, de la permissivité diélectrique, de la granularité et du
coefficient d’extinction). Des transformations mathématiques comme celle de
Kramers-Kronig (pour la réflexion spéculaire) et celle de Kubelka-Munk (pour la
réflexion diffuse) sont nécessaires pour obtenir un spectre exploitable et séparer les

différents phénomenes [132].

Par réflexion totale atténuée (ATR) : ce mode de mesure consiste a se placer dans
une condition de réflexion totale. Pour cela, on utilise un cristal a fort indice de
réfraction dans I’infrarouge (exemples : germanium avec un indice d’environ 4,
diamant avec un indice d’environ 2,4) placé au contact de 1’échantillon.
L’échantillon peut étre solide ou liquide. Le faisceau incident est focalisé dans le
cristal a un angle supérieur a 1’angle critique et est donc totalement réfléchi a
I’intérieur du cristal, cependant une onde évanescente est créée a I’interface entre le
cristal et I’échantillon. La profondeur de pénétration (dp) de I’onde évanescente varie
en fonction de la longueur d’onde A et de I’indice de réfraction du cristal, modifiant
les intensités relatives des pics situés a différentes longueurs d’onde. De ce fait, le
spectres obtenu en ATR est différent du spectre obtenu en transmission. Il est donc
nécessaire de corriger les spectres ATR. Par ailleurs, la profondeur de pénétration
dépend aussi de 1’angle 4 (en rad) du faisceau incident et des indices de réfraction du
cristal (nc) et de 1’échantillon (ne). La profondeur de pénétration est exprimée par
[133]:

3 A
V21 (n,2 sin? 6 — n.2)
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Les épaisseurs analysées seront donc plus grandes pour des angles incidents plus
faibles, des nombres d’ondes plus faibles ainsi que des cristaux d’indice de réfraction
plus faibles. L’ordre de grandeur de profondeur de pénétration est de quelques
centaines de nanometres a quelques micrometres. (La pénétration de 1’onde est
généralement de I’ordre de 1/5 a 1/20 de la longueur d’onde.) Donc seul 1’échantillon
au contact du cristal (surface cristal/échantillon) absorbe le rayonnement incident et

on obtient ainsi son spectre IR [130].
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Figure 18 — Schémas des montages infrarouges les plus fréquents. Les montages
sont le plus souvent disponibles sous forme d’accessoires adaptables sur les

spectroscopes IR commercialisés. (Inspiré de [132]).

Pour une solution contenant des protéines et des bactéries, nous avons souvent utilisé

les montages en transmission ou en ATR.



2.3. Imagerie chimique et résolution spatiale

2.3.1. Spectromicroscopie infrarouge en champ lointain

Lorsque la spectroscopie est combinée a la microscopie optique (spectromicroscopie a
champ lointain), il est possible d’obtenir une cartographie (image chimique) de I’échantillon
c’est a dire avoir une visualisation spatiale des constituants (2D, ou méme 3D par

tomographie, en infrarouge).

La résolution des images obtenues par spectromicroscopie a champ lointain est limitée par
la diffraction. La diffraction est observable par la présence d’une « tache d’Airy » pour un
« point » objet. Pour un objet éclairé par une source large telle qu’une source IR, le profil
global de diffraction de I’objet sera composé d’une superposition de plusieurs taches de
diffraction. Ce phénomene limite la résolution spatiale de nombreuses techniques mais

permet de déterminer la forme et la distance entre des objets (techniques de diffraction).

La capacit¢ a mesurer I’image ou le signal d’un objet indépendamment de son
environnement est caractérisee par la résolution spatiale du systeme optique. Cette limite de
résolution latérale d peut étre estimée par le critére de Rayleigh qui spécifie que pour un
objet soit résolu, il doit étre situé a une distance d correspondant au premier minimum du
profil de Airy de 1’objet le plus proche. La résolution spatiale d’un systéme optique est

décrite empiriquement par 1’équation d’Abbe :

0,611
d =—
nsinod

Ou A est la longueur d’onde de la source, 0 I’angle d’ouverture (la valeur nsinf est aussi
appelée « ouverture numérique » de 1’objectif) et n I’indice milieu dans lequel 1’objectif se
trouve. Afin d’optimiser la résolution en champ lointain, il faut travailler dans un milieu
d’indice de réfraction ¢élevé (principe des objectifs a immersion) ou travailler a de courtes
longueurs d’onde. En visible et en infrarouge on a donc une résolution limitée, et
I’optimisation des optiques en microscopie permet au mieux d’avoir une résolution proche
de A/2. En microscopie champ visible, la meilleure résolution possible est de d = 160 nm. La
limite de résolution latérale en microscopie infrarouge, allant de 2 um a 75 pum selon la
longueur d’onde prise en compte, est atteinte en utilisant un rayonnement synchrotron [134]—
[137]. En effet, le rayonnement synchrotron est une source permettant d’avoir une meilleure
brillance (de plus de cent fois, c’est a dire une plus grande densité de photons par unité
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angulaire). 1l permet en outre d’atteindre une résolution spatiale de 1’ordre de la longueur

d’onde ou mieux, jusqu'a 3 um pour les protéines, a 1’aide d’un microscope confocal [134].

Un microscope confocal permet d’améliorer les résolutions latérales et axiales en éliminant
une grande partie des figures de diffraction causées par le dispositif optique et par
I’échantillon. Le premier diaphragme permet de réduire la taille du faisceau sur 1’échantillon.
Le second permet de s’affranchir de la lumiére des plans adjacents et de « détecter »
uniquement celle du plan focal de I’objectif. Cela entraine un meilleur contraste car la
profondeur de champ est diminuée. Ce dispositif améliore également la résolution latérale
en X et en y. Pour reconstruire I’image complétement avec ce dispositif, il est nécessaire de

balayer la surface [138].

En ce qui concerne la spectromicroscope confocale IRTF (figure 19), la lumiére passe
d’abord par un interférometre de Michelson puis est focalisée sur un premier diaphragme
suivi de I’objectif qui focalise la lumiére sur I’échantillon. Le diaphragme définit la taille de
la région mesurée et donc la résolution optique du systéme mais occasionne une perte de
photons limitant le rapport signal sur bruit et ultimement la résolution spatiale de la mesure.
Le signal peut étre détecté en transmission ou en réflexion. Le spectre d’absorption
correspondra au point focal. En balayant et mesurant pas a pas 1’échantillon, on obtient une
cartographie chimique. Les données sont dites hyperspectrales car elles possédent deux
dimensions spatiales et un grand nombre de dimensions spectrales correspondant chacune a
I’une des longueurs d’onde du spectre : la position de 1’éclairage ou de 1’échantillon (x,y) et
les valeurs d’absorption aux différentes longueurs d’onde mesurées (A,L). La distribution
spatiale des différents composants de 1’échantillon peut étre mesurée grace aux spectres

enregistres en tous points de 1’échantillon.
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Figure 19 — Schéma d'un spectromicroscope confocal IRTF. Modifiée de [139].

Il est possible d’atteindre des résolutions de 1’ordre de 25-50 um avec un microscope IRTF
moderne équipé d’une source conventionnelle. Au moyen d’un microscope couplé a une

source synchrotron, les résolutions peuvent atteindre jusqu’a 3 um pour les protéines [134].

Afin de passer outre les limites de résolution de la microscopie optique, des techniques en
champ proche ont été développées afin d’imager des objets de taille inférieure au micron.
L’association des techniques champ proche a la spectroscopie permet d’obtenir des

informations chimiques locales a I’échelle du sub-micrométrique.
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2.3.2. Microscopes en champ proche

Lorsqu’une onde électromagnétique interagit avec un objet, deux types de champs diffractés
se forment : un champ « lointain » et un champ « proche ». Le champ « lointain » tient son
nom de son caractere propagatif et est détecté plus loin a une distance plus grande que la
longueur d’onde. Les ondes diffusées par I’objet peuvent se propager jusqu’a 1’infini en
absence d’absorption. Le champ « proche » reste au voisinage de 1’échantillon. A quelques
nanometres de I’objet pour I’infrarouge/visible, I’amplitude des ondes évanescentes n’est

pas négligeable devant celle des ondes propagatives.

N
N
Ondes Champ lointain
propagatives
Rayonnement v
monochromatique Ondes
S H Champ proche
évanescentes

Figure 20 — Représentation des champs lointain et proche respectivement par
des ondes propagatives et évanescentes d’un objet diffractant un rayonnement

monochromatique.

Les microscopes en champ proche utilisent des sondes qui balayent la surface. Ils sont
désignés par SPM pour Scanning Probe Microscopes. Depuis les années 1980, de nombreux
types de SPM ont vu le jour. Chronologiquement sont apparus le microscope a effet tunnel,

le microscope a force atomique et le microscope optique a champ proche.

Le premier microscope a sonde locale a permis 1’observation d’atomes a la surface d’un
conducteur solide (ou semi-conducteur). Le principe de fonctionnement du microscope a
effet tunnel a été découvert par deux chercheurs de la société IBM : G. Binnig H. Rohter qui
ont recu pour leurs travaux un prix Nobel de physique en 1986 [145][146]. L’inconvénient
de la technique est que les échantillons doivent étre conducteurs pour pouvoir les observer.
Pour soulever ce probléme, la microscopie a force atomique (AFM de Atomic Force
Microscope) a été développée quelques années plus tard par la méme société [142]. Elle

permet d’imager des échantillons isolants et organiques.
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2.3.3. Microscope a force atomique

Pour sonder la surface, la microscopie a force atomique (AFM) utilise une sonde locale,
comme tout SPM. La sonde locale de I’AFM est un levier flexible micrométrique se
terminant par une pointe souvent en forme conique/pyramidale d’une hauteur de quelques

micrometres et ayant un rayon de courbure de quelques nanometres.

L’AFM permet d’obtenir une topographie de surface en étudiant I’interaction entre la pointe
et la surface de ’objet sondé. Les interactions étudiées sont des forces qui peuvent étre
répulsives (forces coulombiennes) ou attractives (forces coulombiennes ou de van der
Waals). Le contrble de la distance pointe-surface s’obtient par le suivi de la déflexion du
bras de levier. Pour suivre cette déflexion, un faisceau laser est pointé au bout du levier (au
niveau de la pointe). Le laser est alors réfléchi et centré vers une photodiode a quatre cadrans.
Lors d’une interaction pointe/surface, le levier se déforme. Cette déformation minuscule
(déflexion) est mesurée par le déplacement du laser sur la photodiode. Les mouvements
détectés en fonction de la force appliquée sur le levier peuvent étre des « flexions » et/ou des
« torsions ». Lors du balayage de la surface, les signaux sur la photodiode sont directement
analysés et une boucle d’asservissement rétablit la position centrée du laser sur le cadran en
ajustant la distance pointe-échantillon par un piézoélectrique (Z). Des piézoélectriques

permettent aussi le balayage de 1’objet (sur un plan en X et Y).

Franchissement d’une marche
rétroaction

électronique et
‘topographie

Photodiode Mode

tapping
répulsion

Laser % ;
Courant mesuré sur la photodiode

i

. Levieret Recomposition de la topographie

pointe —\
Piézoélectrique

Distance
Pointe-échantillon

attraction

Echantillon

Figure 21 — Principe et fonctionnement d'un microscope a force atomique.
(A) Schéma de montage de I’AFM. (B) Schéma pour 1’imagerie en mode contact. (C)
Courbe de potentiel interatomique de Lennard-Jones, force en fonction de la distance

pointe-échantillon et les modes AFM associés. (Images tirées du domaine public et
modifiées, CC).
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Il existe trois modes de fonctionnement en AFM : un mode statique (mode contact) et deux
modes dynamiques (mode tapping [143] et mode « non » contact [144]). Nous décrirons
brievement les modes contact et tapping car ce sont les principaux modes pour faire de la

topographie.

- Mode contact : il est le premier mode utilisé en AFM et le plus simple. Dans ce mode,
la pointe est en « contact » avec la surface et donc dans un régime répulsif. Il consiste
amaintenir la force entre la surface et la pointe constante (appelée technique « a force
constante ») & une certaine valeur de consigne en agissant sur la hauteur pointe-

échantillon. La topographie est obtenue par le suivi des variations en hauteur.

- Mode tapping : il consiste a créer un contact pointe/échantillon par intermittence.
Pour cela, on fait osciller le levier a sa fréquence de résonance. Son principe de
fonctionnement est fondé sur la variation d'amplitude et de phase de 1’oscillation du
bras de levier durant le balayage de 1’échantillon, et donne ainsi accés a sa
topographie. Ce mode de fonctionnement assure une sécurité lors du balayage

d’échantillons fragiles et non lisses.

La bonne résolution latérale (de 1’ordre d’une dizaine de nanomeétres) et verticale (de 1I’ordre
de I’angstrom) a fait de I’AFM un outil incontournable pour étudier la topographie/deéfauts
de surface a I’échelle nanométrique. La résolution spatiale n’est limitée uniquement que par

I’apex de la pointe de la sonde AFM.

Un grand nombre de techniques basées sur AFM ont été développées pour identifier les
matériaux sur la base de diverses propriétés. La pointe utilisée peut étre composée de
différents matériaux et / ou fonctionnalisée, ce qui permet d’utiliser ’AFM dans de
nombreuses applications et domaines. Elle permet notamment de mesurer 1’adhésion,
I’¢lasticité des matériaux, I’observation d’interactions entre protéines, faire de I’imagerie par

mesure de champs électrostatique et magnétique...

Afin d’identifier les différents constituants (ou molécules) d’un objet sur sa topographie, des
techniques & champ proche ont été couplées avec la spectroscopie afin d’obtenir des
cartographies chimiques d’une résolution sub-micromeétriques. Nous allons voir dans la

partie qui suit ces techniques et en particulier I’AFM-IR, utilisé durant la these.
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2.3.4. Spectromicroscope infrarouge en champ proche

2.3.4.1. Introduction

L’intérét d’utiliser le champ proche en spectromicroscopie infrarouge est d’obtenir une
cartographie chimique c’est-a-dire une information spatiale a trés haute résolution (de 1’ordre
sub-micrométre jusqu’au nanométre) des constituants de 1’objet. Pour cela, la microscopie
en champ proche doit étre couplée a la spectroscopie infrarouge. Plusieurs techniques
permettent de faire de la spectromicroscopie infrarouge. Elles peuvent étre optiques ou
thermiques. Nous allons exposer ci-dessous les techniques thermiques, dont I’AFM-IR en

fait partie.

2.3.4.2. Techniques en champ proche thermique

Il existe deux types de technique de spectromicroscopie thermique en champ proche. Le
premier est a détection thermique/température (PTMS de PhotoThermal

MicroSpectroscopy) le second est a détection mecanique (AFM-IR).

La PTMS se base donc sur la mesure de 1’évolution de la température locale d’un échantillon
absorbant un rayonnement IR. En effet, lors de I’absorption les vibrations moléculaires sont
excitées puis se relaxent de facon non radiative, et émettent des ondes thermiques. La sonde
est un thermocouple nanométrique (un capteur de température constitué de deux matériaux
ayant une conductivité thermique différente, une variation de température génere un courant)
placé en contact de 1’échantillon. Cette sonde se comporte comme un thermometre
nanomeétrique. Le signal obtenu par le thermocouple est envoyé a un spectromeétre infrarouge
a Transformée de Fourier classique afin d’obtenir un spectre-infrarouge. Il a été montré que

I’utilisation d’une source synchrotron permet d’améliorer le contraste des images [145].

Hammiche a montré qu’il est possible de réaliser des images chimiques et des spectres avec
une résolution de I’ordre de la sub-longueur d’onde. La limite de résolution possible est
proche d’une centaine de nanométres correspondant a la taille minimum des sondes de

thermocouples. Mais cette résolution reste difficile a atteindre [31][32][147].

Pour I’analyse de 1’auto-assemblage de fibres amyloides nous avons utilisé principalement
AFM-IR (Atomic Force Microscope InfraRed) qui utilise et mesure des propriétes

mécaniques.
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2.3.4.3. L’AFM-IR : présentation et fonctionnement

Dans le but d’établir une technique permettant des analyses chimiques par spectroscopie
infrarouge avec la résolution spatiale de I'AFM, I’AFM-IR a été développé en 2004 par
Alexandre Dazzi au Laboratoire de Chimie Physique de I’Université Paris-Sud
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Figure 22 — Schéma de principe de PAFM-IR premiére génération : éclairage
par-dessous. Une source laser accordable pulsée et focalisée éclaire un échantillon a
travers un prisme ZnSe. Lorsque le laser est accordé a une fréquence d’absorbance
de I'échantillon, la lumiére absorbée entraine une expansion photo-thermique dilatant
1’échantillon. Cette dilatation entraine une oscillation décroissante ou amortie du
levier. La mesure de I'amplitude de l'oscillation du levier pour chaque nombre d'onde
fournit un spectre d'absorption local. Adapté avec autorisation de [148]. Copyright

(2017) American Chemical Society.

La technique consiste a utiliser un laser infrarouge pulsé et accordable couplé a un
microscope a force atomique. L’échantillon absorbant le rayonnement infrarouge va générer
un effet photo-thermique. La pointe de I’AFM-IR va détecter une dilatation de 1’échantillon
due a ’augmentation locale de la température. Cela provoque une force d’impulsion sur la
pointe se trouvant a proximité de 1’objet dilaté. Cette impulsion crée des mouvements
d’oscillation aux fréquences propres du levier. Ces oscillations sont observées sur la
photodiode quatre cadrans du microscope AFM. La pointe AFM agit ainsi comme le

détecteur IR.
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Une étude théorique [149] a montré que I’amplitude des oscillations du levier est directement
proportionnelle & I’absorption par 1’échantillon. La technique permet d’avoir des spectres
d’absorption localisées ou des cartographies chimiques (en méme temps qu’une acquisition

topographique).

Le spectre d’absorption est obtenu en fixant la sonde sur un point de 1’objet. L’amplitude
d’oscillation du levier est mesurée pour chaque longueur d’onde et ainsi le spectre

d’absorption IR est reconstruit pas a pas (longueur d’onde par longueur d’onde).

La cartographie chimique est obtenue en fixant le nombre d’onde du laser et en balayant
la pointe sur la surface. L’amplitude d’oscillation du levier est mesurée en chaque point de
I’échantillon en méme temps que sa topographie. Ce qui nous permet d’avoir a la fois la
topographie de 1’échantillon et la distribution des absorbances a la longueur d’onde
sélectionnée. Si la longueur d’onde sélectionnée correspond a I’absorption spécifique d’une

molécule, on obtient une carte montrant la distribution de cette molécule dans 1’échantillon.

La résolution latérale et la sensibilité de la mesure axiale de ’AFM-IR dépendent de
différents parameétres : la dimension de la pointe, la taille et la forme de 1’échantillon mais
aussi le signal détecté. Cependant, le signal en régime d’oscillation amortie reste
difficilement exploitable car faible pour des objets de quelques nanometres. Pour surmonter
cette restriction, des évolutions récentes de I’AFM-IR ont été développées et vont étre

présentées ci-dessous.

2.3.4.4. Evolution et amélioration de AFM-IR

Des ameliorations conséquentes ont été réalisées afin d’une meilleure résolution verticale
permettant d’imager et d’obtenir des informations chimiques d’un objet & des dimensions

inférieures a 5 nm.

Pour améliorer la résolution verticale deux principes ont été exposés par les équipes de F.
Lu et M. Belkin (Figure 23) [161][162].

- Mise en ceuvre d’une résonance forcée du levier AFM

- Un effet d’exaltation par amplification de ’intensité du champ électrique incident

par ’utilisation de métaux nobles.
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Le premier microscope AFM-IR développe par A. Dazzi et al. [152] utilise un laser pulsé de
type OPO (de I’anglais optical parametric oscillator) qui posséde une fréquence de tir de
lkhz. F. Lu et M. Belkin proposent 1’utilisation d’un laser QCL (de I’anglais quantum
cascade laser). Ce laser a une plus grande fréquence de tir de 500khz permettant la
synchronisation de la fréquence de tir du laser avec I’'un des modes de résonnance
d’oscillation du levier sur I’échantillon. Par cette nouvelle fagon de procéder, on passe d'une
oscillation transitoire décroissante ou amortie a une oscillation entretenue augmentant la
sensibilité. « L’ AFM-IR amelioré par résonance » fournit une oscillation continue du levier
qui permet une detection beaucoup plus efficace de I'absorption IR et donc des mesures plus
sensibles [150].

L’¢équipe de M. Belkin a aussi apporté une amélioration sur la résolution verticale en jouant
sur I’exaltation du champ électrique [151]. Le montage a été modifié pour un éclairage de
I’échantillon par le dessus. La différence par rapport a la premiére génération de I’ AFM-IR
est que I’éclairage de 1’échantillon ne passe plus par un prisme a réflexion totale (ZnSe) mais
se fait directement sur I’échantillon. Ce qui a pour avantage de pouvoir déposer 1’échantillon
sur n’importe quel substrat du moment qu’il n’absorbe pas en IR et est suffisamment lisse.
Une contrainte supplémentaire de 1’éclairage par le dessus est que la pointe ne doit pas
absorber en IR. Une pointe métallique (ou recouverte d’un métal) et un substrat métallique
permettent de générer une amplification du champ électromagnétique local (effet
d’exaltation) focalisé sous la pointe. Pour bénéficier de cet effet d’exaltation, le métal choisi

recouvrant les pointes et les substrats est généralement 1’or.
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Figure 23 — Schéma et principe de ’AFM-IR deuxiéme génération : éclairage
par-dessus. L'AFM-IR amélioré par résonance permet une oscillation continue
forcée du levier. L’augmentation locale du champ électrique avec une pointe et un
substrat d’or permettant une augmentation de la sensibilité de I’AFM-IR. Adapté
avec autorisation de [148]. Copyright (2017) American Chemical Society.

Ces microscopes nous ont permis d’obtenir une sensibilité axiale et une résolution verticale
inférieures & 10 nm. A 1’aide de I’AFM-IR, nous avons donc pu étudier a 1’échelle

nanométrique la structure des fibres amyloides formées par le peptide CTR-Hfq.

2.4. Etude de la structure secondaire des protéines par IRTF

2.4.1. Les bandes d’absorption polypeptidique

La spectroscopie IRTF est une technique classique pour analyser les structures secondaires
des protéines et des peptides en solution ou déshydratés. La liaison peptidique est une
fonction amine et présente 9 bandes d’absorption actives en infrarouge nommeées bandes
amides A, B et | & VII. La région d'intérét pour I’analyse des structures proteiques est
comprise entre 1750-1400 cm™ et contient deux fortes bandes d’absorbance sensibles a
I’angle de la liaison peptidique : les bandes amides | et amides 11 qui sont les plus fortes et
les plus utilisées pour identifier la structure des protéines. Le tableau ci-dessous représente

les modes les plus forts pour une molécule polypeptidique.
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Amide A
(et B)

~3300 cm™?
(~3100 cm?)

La bande amide A est due a plus de 95% a 1’élongation
N-H. Ce mode de vibration ne dépend pas de la
conformation du squelette mais est trés sensible a la

liaison hydrogéne.

Amide |

1600 -1700 cm™

La bande d'absorption la plus intense et la plus large des
protéines. Elle est principalement due aux vibrations
d’élongation des groupes C=0 (70-85%) et d’¢longation
C-N (10-20%). La position exacte de la bande est
déterminée par la conformation/ structures secondaires

(liaison H).

Amide Il

1510 -1580 cm™?

Généralement deux fois moins intense que 1’amide |.
L’amide Il provient principalement de la déformation N-
H dans le plan (40-60%). L’¢élongation C-N (18-40%) et

1’¢élongation C-C (environ 10%) contribuent aussi.

Amide
11

1250-1400 cm'?

Etant de trés faible intensité en IR, cette bande est limitée
pour I'extraction d'informations structurelles. Assez
complexe, ce mode est dépendant principalement de la
vibration (déformation/pli dans le plan) de N-H avec un
effet de C-C, C-N et C=0.

Tableau 2 — Résumé des caracteristiques des bandes Amides & symétrie dans le

plan dans une liaison polypeptidique [153].

2.4.2. Détermination de la structure secondaire par la bande amide |

La bande Amide I, absorbant vers 1650 cm™, correspond principalement a la contribution de

la vibration d'étirement C=0. Mais cette vibration est fortement délocalisée sur les liaisons

amide C-N et C-H donnant lieu a un couplage fort : le couplage trans-dipolaire. La fréquence

exacte du pic d'absorption est sensible a I'angle de la liaison amide, qui dépend de la structure

locale et secondaire de la protéine. Peu influencée par les chaines latérales cette région est

donc la plus utile pour la caractérisation structurale. Les hélices a, les feuillets B, les coudes

B, la pelote statistique non periodique (aléatoire) et les hélices 310 sont chacun restreints & un

ensemble d'angles différents comme le montre le diagramme de Ramachandran (figure 24),

82




déterminé par la périodicité et la position des liaisons hydrogéne. La fréquence d’absorption
de la bande amide | est extrémement sensible & ces angles donnant lieu a des pics amides
situés a des fréquences différentes en fonction de la structure secondaire d’un domaine
peptidique (tableau 3). Le spectre de la protéine ou du peptide est la somme des
contributions de ses différents domaines. L’utilisation de I’'IRTF pour la caractérisation des

structures secondaires est reconnue et une banque de données spectrales se remplit jour apres

jour [154].

Lien
peptidique

T Hélice a -57° -47°
Hélice 310 -49.0° -26.0°

’&?‘20 Feuillet ‘ Héhce TT -57.10 ‘69.7o
0
@ o0 ' A -
< a5, Hélice 11/ gauche -79.0° +145.0°
\9-, ] g | .‘ %I +
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o l— ¥ =g b Feuillet B paralléle -19.0° +113.0°

Angle ¢ (en degrés)

Figure 24 — Angles diédres et structures secondaires caractéristiques. Schéma
présentant les angles dieédres ¢ et y dans une chaine protéique. L1 et L2 indiquent
les chaines latérales de deux acides aminés. Le Diagramme est celui de
Ramachandran pour une protéine. Les zones énergétiquement favorables sont
signalées par des contours colorés. Chaque acide aminé est représenté par un point
rouge. Les croix correspondent aux acides aminées glycines. Le tableau présente les

Angles diedres moyens des structures protéiques. (Images tirées du domaine public)

L’information structurale est difficilement exploitable directement par I’observation visuelle
du profil de la bande amide I. L’approche la plus courante pour déterminer la structure
secondaire consiste a une premiere évaluation qualitative des structures secondaires par
I’étude de la dérivée seconde du spectre IRTF ou par une déconvolution de bande par
« Fourier self-deconvolution » (FSD) [155] suivie d'une analyse d'ajustement de courbe
(curve fitting) [156]. La déconvolution et la dérivée seconde peuvent étre utilisées pour

trouver le nombre et la position exacte des pics se chevauchant dans la bande Amide I.

83



L’ajustement des courbes consiste & adapter une série de pics modeles aux données
expérimentales. Les fonctions utilisées comme modeles sont habituellement des profils
Lorentzien, Gaussien ou Lorentzien-Gaussien ou une combinaison donnant le profil de
Voigt. La méthode la plus utilisée est celle d’'une somme de fonctions gaussiennes
représentant chacune la contribution d’une structure secondaire. L’ajustement de pics se fait
par un algorithme itératif/empirique, et se poursuit jusqu'a ce que la somme des fonctions
minimise la différence entre le spectre théorique et le spectre expérimental. Un test
d’adéquation (test du Chi-2 ou fonction F) est généralement utilisé pour juger de la
convergence entre données et théorie et évaluer la qualité de I’ajustement de courbe.
L'intégration de la zone des bandes de composants utilisée pour générer I'ajustement de la
courbe finale peut fournir une estimation des pourcentages relatifs de la structure secondaire.
Le tableau 3 indique la correspondance entre fréquence/nombre d’onde des pics de la bande
amide | et les caractéristiques de structures secondaires. Brievement, un pic pres de 1645
cmindique la présence d’une pelote statistique, a 1655 cm™ d'hélice o, et 1630 cm™ et 1690
cm de feuillet B. En revanche, des protéines agrégées montrent souvent une bande proche
de 1620 cm™ [157]. En effet une liaison hydrogéne plus forte entraine un déplacement vers
des nombres d'onde plus faibles et, par conséquent, les fibrilles amyloides présentent souvent
des pics de feuillets B absorbant a des nombres d’onde inférieurs a 1630 cm™ [92]. Cependant

il reste difficile de discriminer les feuillets B paralléles et antiparalleles.
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Feuillets B intermoléculaire (en particulier les vibrations des
1615-1630 brins [ agrégés fortement liés intermoléculaires, y compris les

amyloides [92]).

1630-1640 Feuillets B intramoléculaires natifs.

1640-1660 Pelote statistique/ séquence peptidique desordonnee.
1650-1660 Hélices a.

1660-1690 Coudes p.

Feuillets B intermoléculaire (en particulier feuillets B agrégées
1675-1695 P (enp P agrée

antiparalléles/oligomeéres de fibrilles amyloides [158]).

Tableau 3 — Affectations empiriques pour les bandes infrarouges (IR) d'Amide |

caractéristiques des structures secondaires des protéines. Tirée de [159].

Les superstructures (fibres amyloides, les tonneaux B, faisceau d'hélices/enroulements super
hélicoidaux...) ou les plus longues structures d’hélice o ou de feuillet p ont tendance a
absorber a des nombres d’onde plus bas [129]. On peut noter que certains des pics
caractéristiques des différentes structures peuvent se chevaucher dans certaines régions

spectrales rendant I’attribution parfois ambigiie.

Spectre de protéine en solution Spectre composite
Dérivée seconde du spectre FSD
Résultat FSD Reste

1A.U.

1602

1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 - e . -
Nombre d'onde (cm-1) 1700 1680 1660 1640 1620

Nombre d'onde (cm-1)
Figure 25 — Déconvolution par FSD et dérivées secondes (a gauche) et ajustement

de courbes (a droite) d’un spectre générique de protéine.

Une des limites de 1’étude des structures des protéines en solution est la forte bande de
vibration de déformation de H2O se trouvant vers 1640cm™, en plein milieu de la bande
Amide I. L’eau absorbant trés fortement 1’infrarouge, le pic d’absorption de 1’eau est

généralement plus intense que celui des protéines en solution et sature pour un trajet optique
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supérieur a 10 um. La maniére la plus simple pour analyser la structure de protéines en
solution est d’utiliser une cellule de mesure avec un trajet optique inférieur a
8 um en transmission composée d un espaceur entre deux lames transparentes en infrarouge.
Cela permet d’éviter de saturer. La soustraction du spectre de 1’eau est néanmoins nécessaire

et peut entrainer des artefacts.

Un autre moyen est de travailler en eau lourde (deutérée 2H,O ou D-0). Ce qui permet de
déplacer les bandes de vibration de *H2O vers des nombres d’onde plus bas en dehors de la
bande amide I. La bande Amide I, renommée Amide I’, quant a elle ne se déplace peu car
elle dépend principalement des vibrations d’étirement C=0 et C-N. Elle a tendance a
abaisser de quelques nombres d’ondes la fréquence de vibration des structures secondaires.
[129] La bande amide Il est quant a elle fortement impactée par échange isotopique de N-H
en N-D.

La spectroscopie en mode ATR est une autre technique utilisée pour s’affranchir d’une trop
forte absorption de I’eau. Comme nous 1’avons vu, la spectroscopie ATR utilise une onde
évanescente qui a une profondeur de pénétration limitée dans 1’eau. Pour un cristal de ZnSe
avec un angle de 42° la pénétration de I’onde évanescente dans I’eau n’est que de 0.54 um a
1650 cm™. Cela permet de mesurer une solution protéique sans saturer la bande déformation
O-H. Une plus forte concentration en protéines est néanmoins nécessaire pour compenser le

trajet optique réduit.

2.4.3. Analyses structurales avec les autres bandes amides

L’utilisation de I’eau lourde permet d’étudier les changements de conformation de protéines
par I’étude de la bande Amide II (appelée Amide II’ dans 2H20) [160]. En effet, I'Amide II
est sensible & I'échange H/?H en raison de la contribution principale de la vibration de
déformation N-H. La bande amide II” se retrouve vers 1450 cm™ (contre 1550 cm™ pour la
bande amide II). Cet échange permet d’étudier la flexibilité des protéines, puisque le taux
d'échange des protons légers et lourds dépend de leur accessibilité, les résidus enfoncés dans
la protéine étant moins accessibles. Il faut néanmoins noter que la force des liaisons
hydrogene entre acides aminés va perturber fortement 1’échange H/D. La liaison hydrogene
peut-étre protégée de I'echange méme lorsqu'elle est exposée au solvant d’eau lourde. Cela
a été démontré pour les petites molécules pour lesquelles la liaison hydrogene peut ralentir

les taux d’échange de pres de six ordres de grandeur. Le temps d’échange dépend de la
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protéine. L’échange se fait plus rapidement pour les chaines latérales polaires que pour celles
de la chaine peptidique. Les facteurs de protection/d’échange peuvent étre déterminés par
calcul et donnent une information sur la structure secondaire [175][176]. Mais I’échange
H/D peut également entrainer une légére dénaturation de la protéine affectant son
fonctionnement ce qui peut limiter son intérét dans les études d’enzymes (remplacement des

liaisons hydrogéne par des liaison deutérium) [153].

I1 est aussi possible de déterminer les structures secondaires a 1’aide de la bande amide III
qui y est extrémement sensible et cela pourrait méme permettre une meilleure prédiction de
la structure surtout pour les tours p et la pelote statistique en la combinant avec les résultats
de la bande amide 1 [163]. Mais la faible intensité de la bande amide Il (quatre a cinq fois
moins intense que la bande amide I) dégrade fortement son rapport signal sur bruit, elle est

donc rarement étudiée.

2.4.4. Détermination de la structure in vivo

Les spectres dans le moyen infrarouge sont comme nous 1’avons vu riches en information.
En effet, les fréquences de vibration des molécules dépendent a la fois de leur structure mais
aussi de leur environnement chimique. Pour 1’étude de tissus ou de bactéries, 1’infrarouge
est particulierement adapté, car cette technique ne cause pas de dommages grace a la faible
énergie des rayonnements contrairement aux rayons X ou UV. L’IRTF est d’ailleurs un outil
utilisé en milieu hospitalier pour par exemple diagnostiquer des pathologies urolithiases
[164] ou évaluer la quantité de lipides dans des foies en attente de transplantation [165]. La
microspectroscopie IRTF est également utilisée en recherche pour évaluer son potentiel a
discriminer différentes pathologies induisant des modifications chimiques (ou biochimiques)
de cellules ou de tissus comme la présence de cellule cancéreuses aux marges de résection
[166] ou un état hypoxique induisant une résistance aux anticancereux [167]. L’ IRTF associé

a la microfluidique permet aussi de faire des examens sanguins rapides [168].

Par cette technique, il est aussi possible d’étudier la différence entre différentes souches
bactériennes, de les identifier ou de les classifier [169][170]. En effet, les principales bandes
observées dans les systemes biologiques sont celles des protéines, des acides nucléiques, des
lipides, des glucides [171]. Les bandes des glycoprotéines, des polysaccharides et des
glucides sont souvent caractéristiques de la souche ou de 1’espece car les parois bactériennes

et leurs déterminants antigéniques sont composés majoritairement de glycoprotéines.
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Les protéines étant le type de biomolécule majoritaire dans la cellule bactérienne (70-80%
en masse), le spectre infrarouge des bactéries est dominé par les bandes amides | et Il. Les
acides nucléiques qui présentent des bandes C=N et C=0 dans la méme région spectrale que
la bande amide | sont en concentrations trop faibles pour interférer. 1l est donc possible
d’étudier les structures secondaires des protéines majoritaires dans la cellule bactérienne ou
les différences entre deux souches [172][173][174]). D’autres groupes fonctionnels (acides
nucléiques, lipides, sucres/glucose, ...) chez la bactérie ont des bandes observables et sont
répertoriés dans le tableau 4. En pratique il est méme possible de faire 1’empreinte

métabolique d’une bactérie et de I’identifier a partir de son spectre infrarouge [175].
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~3500 Moyen vO—H des groupes hydroxyles

~3200 Moyen a fort vN-H amide A des protéines

~2959 Faible vaC-H de -CH3

~2934 Faible vaC-H de >CH2

~2921 Moyen vaC-H de >CH2 dans les acides gras

~2872 Moyen vsC-H de -CH3

~2852 Moyen vsC-H de >CH2 dans les acides gras

~1740 Faible vC=0 des esters

~1715 Tres faible vC=0 des acides carboniques, acides

nucléiques

~1660 Fort vC=0 amide | des protéines
1550-1520 Fort S6N-H amide Il des protéines

~1515 Moyen Bande de “Tyrosine” (cycle aromatique)

~1498 Faible Bande de “phénylalanine”

~1468 Faible 6C-H de >CH2

~1400 Moyen vC=0 (sym) de COO"
1310-1240 Faible S6N-H/VC-N amide 111 des protéines
1250-1220 Faible a moyen vaP=0 de >PO2 phospodiesters

~1085 Faible a moyen vsP=0 de > POy phospodiesters
1200-900 Moyen C-0O-C, C-O dominé par le cycle

polysaccarides C-O-P, P-O-P

Tableau 4 — Bandes d’absorption des groupes fonctionnels bactériens dans le

moyen infrarouge. Fréquences, intensités et modes de vibration. Inspiré de [171].
2.5. Conclusion sur la spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est une technique d’analyse rapide, performante et fiable. Elle
permet de caractériser des composés et des fonctions chimiques. Elle permet aussi de
déterminer la structure et I’environnement d’une fonction chimique ou d’une molécule

entiére. Ce dernier point est fondamental pour 1’étude des structures de polypeptides ou de
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protéines. Diverses structures secondaires ont une fréquence de vibration distincte
contribuant a la bande d’amide 1. La déconvolution et 1’ajustement de courbe permettent de
déterminer et de quantifier chacune des structures présentes. Cette technique peut étre
appliquée a des protéines en solutions, des protéines déshydratées ou directement a des

protéines surexprimées dans la cellule bactérienne.

La spectroscopie IRTF couplée a la microscopie est capable de donner la méme information
a I’échelle locale et de dresser des cartes chimiques pour discriminer des régions dans une
cellule ou dans un tissu, avec une résolution de I’ordre de quelques micromeétres en utilisant
une source synchrotron. Les derniéres avancées ont permis de dépasser la limite de

diffraction en travaillant avec des sondes locales.

La technique AFM-IR fait partie des techniques en sonde locale infrarouge fournissant des
informations et des images chimiques d’une résolution nanométrique. Cela en fait un outil
indispensable pour imager et acquérir des informations spectrales de bio-nanostructures,
comme les fibres amyloides individuelles qui ont un diameétre variant de quelques
nanomeétres a quelques dizaines de nanometres (voire quelques centaines de nanomeétres pour

les super-enroulements).
3. Dichroisme circulaire

3.1. Introduction

La spectroscopie de dichroisme circulaire (CD de 1’anglais Circular Dichroism) est une
technique d’absorption sensible tres utilisée pour 1I’étude de structures biomoléculaires
comme les protéines ou les acides nucléiques (ADN et ARN) en solution. Les premiéres
études de solutions par lumiére polarisée ont été effectuees, en 1811, par le physicien
astronome et mathématicien francais Jean-Baptiste Biot. Contrairement aux techniques de
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) ou de cristallographie de rayon X, le DC ne donne
pas de détails a I’échelle du résidu ou de I’atome. Il a cependant des avantages, comme la
possibilité d’étudier la structure secondaire avec une faible quantité de matériel et dans
différents milieux. Le CD est une des meilleures méthodes pour suivre toutes les altérations
structurales qui pourraient résulter de changements de conditions telles que 1’environnement

chimique, le pH, la température, la force ionique ou la présence d’un ligand.

Nous avons utilisé le rayonnement synchrotron pour faire de la spectroscopie de dichroisme

circulaire (SRCD de I’anglais Synchrotron Radiation Circular Dichroism) sur la ligne de
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lumiére DISCO au synchrotron SOLEIL. L’avantage de la SRCD, par rapport & un
spectrometre de laboratoire, est qu’il permet d’élargir la gamme spectrale jusqu'a 168nm en
solution aqueuse et jusqu'a 120nm pour des films hydratés, avec un meilleur rapport signal
sur bruit. Les informations de structures obtenues par SRDC sont donc plus nombreuses et
plus précises [176]. Nous allons voir au cours de cette partie le fonctionnement et les
informations obtenues par le CD.

3.2. Le principe de la spectroscopie CD

La spectroscopie de dichroisme circulaire mesure la différence d’absorption d’un échantillon

par un rayonnement polarisé circulaire droit et circulaire gauche.

Le rayonnement électromagnétique se compose d'un champ électrique (E) et magnétique (B)
qui oscillent perpendiculairement I'un a l'autre suivant la direction de propagation k.
Contrairement a une lumiére polarisée linéairement ou le vecteur de champ électrique
n‘oscille que dans un méme plan, une lumiére polarisée circulairement apparait lorsque la
direction du vecteur de champ électrique tourne autour de I’axe de propagation, comme une
hélice, en conservant le vecteur E a amplitude constante. Le tour complet du cercle

correspond a la longueur d’onde.

(A) Polarisation linéaire (B) Polarisation circulaire (droite)

Figure 26 — Illustration des différentes polarisations d’un champ
électromagnétique. Polarisation (A) linéaire et (B) circulaire de la radiation
électromagnétique. E et B correspondent respectivement aux champs électrique et
magnétique, k au vecteur de direction de propagation et A la longueur d’onde.

Adaptée avec authorisation de [177]. Copyright 1998 American Chemical Society.

L’absorption d’une lumiére polarisée par un échantillon dépend, comme toute spectroscopie,

du coefficient d’extinction molaire de 1’échantillon epsilon, notée €. Pour un échantillon dont
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les molécules ont une énantiomérie (c'est-a-dire qui sont chirales par la présence d’atomes
asymeétriques, comme le carbone) la lumiére polarisée circulaire droite ou gauche est
absorbée différemment. Ces échantillons sont donc dits optiquement actifs et ont un
coefficient d’extinction molaire distinct pour les lumiéres polarisées gauche, noté &g, et
droite, noté gq. La différence entre les deux extinctions molaires, gauche et droite, est donnée
par Ae. La spectroscopie CD, comme toute autre spectroscopie d’absorption électronique,
suit la loi de Beer-Lambert, et c’est la différence d’absorption entre la lumiére circulaire
polarisée gauche et droite (respectivement Ag et Aqg) qui est mesurée et est notée AA. Le

signal CD est donné par :
A = A; — Ap = Ae.c.l

Avec c la concentration de I’échantillon et | le trajet optique a travers 1’échantillon.

shlution 4
3 ncentration c

“AHRREERRE -

Source J

= § \ §\\)\\) 95

Figure 27 — Illustration de I’effet du dichroisme circulaire. Deux rayons lumineux
polarisés circulaire gauche et circulaire droite dont le rayonnement est absorbé
différemment. (Respectivement Ag et Aq). Tirée et modifier de « Understanding

Circular Dischroism (2017). In ScienceAid. Retrieved Aug 8,2018, from
https://scienceaid.net/Understanding_Circular_Dischroism.

Lorsque Ag et Aq sont différents, on dit que le rayonnement résultant possede une
polarisation elliptique. Cette différence d’absorbance AA, des deux composantes, est une
mesure de CD, mais elle est généralement rapportée en termes d'ellipticité (¢ - Theta) en
degrés. Il existe une relation numérique simple entre le AA, et I'ellipticité en degrés qui est

la suivante :
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s /b l
Ellipticité = 0 = tan™?! (_) _ 180in10
a 4T

(A; — Ap) en degrés

0 =~ 3298.2(A; — Ap) en millidegrés
Avec b et a, les axes mineur et majeur de I'ellipse résultante.

Le spectre CD est obtenu en mesurant donc la différence d’ellipticité en fonction de la

longueur d’onde.

Les mesures sur des molécules biologiques sont possibles du fait qu’elles présentent
naturellement des carbones asymétriques d’un seul énantiomére. Les acides aminés des
protéines existent presque uniquement sous la forme L (pour lévogyre, du latin laevus =
gauche et gyrare = tourner). Dans le cas d’un mélange racémique (équimolaire) des deux
énantiomeéres, on constaterait une absence de signal. A noter, des acides aminés peuvent étre
retrouvés naturellement sous leur forme D (pour dextrogyre, du latin dexter = droite),
notamment chez les bactéries (dans le peptidoglycane ou toxines). Mais ils restent rares.

3.3. Détermination des structures secondaires par dichroisme circulaire

3.3.1. Echantillons de protéines ou de peptides
Les peptides et les protéines sont observables dans les régions UV lointaines et proches.

L’ absorbance, prédominante en CD dans les UV lointains compris entre 170 et 250 nm, est
soumise a la contribution des liaisons peptidiques des fonctions amides, cette absorbance
étant due entre autres a la présence des électrons délocalisés entre les atomes. Cette
absorption correspond principalement a I'excitation de deux transitions : des orbitales n-r*
et m-*. La transition n-*, dite transition magnétique, se produit généralement autour de
220 nm avec un faible signal et est polarisée dans la direction de la liaison carbonyle, mettant
en jeu une paire d’électrons non liantes de ’oxygene. Cette transition est trés sensible a
I’environnement et donc aux conformations protéiques. Quant a la transition électrique -
n*, elle est généralement enregistrée autour de 190 nm et 210 nm et est polarisée dans la

direction donnée par la liaison carbone azote [178].
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Enantiomeére d’acide
aminé de type D

Enantiomeres d’acide
aminé de type L

Transitions électroniques
de la liaison peptidique

Chaine latérale

Groupe amine Groupe carboxyle i E dans l'ultraviolet
/ : R
b trique | i
coo- Carbone asymetnque: ||\|H3+ E - -
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] ! AL
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Figure 28 — Présentation des énantioméres (L) et (D) des acides aminés, ainsi que
du diagramme des transitions électroniques de la liaison peptidique dans I’UV.

Les orbitales liante m, anti-liante n* et non liante n sont impliquées.

Les chaines latérales contenant des acides aminés aromatiques et les ponts disulfures, quant

a eux, absorbent dans le proche UV (entre 260 et 320nm) avec un faible signal CD.

Les données CD sont précieuses pour observer la conformation des peptides et protéines et
les étudier en présence « de contraintes » (ligands, température, sels) [179]. A partir de ces
spectres, il est possible de déterminer la proportion des différents éléments de la structure
secondaire (hélices a, feuilles B, etc.) dans la protéine. La structure secondaire des protéines
peut étre déterminer en utilisant une base de données de spectres de protéines de référence.
Il est aussi possible de procéder par calculs ab initio, de nombreux algorithmes existent pour
I'estimation de la composition de la structure secondaire a partir des spectres DC, utilisant le
plus souvent la décomposition en valeurs propres. L’algorithme Bestsel (pour best structure
selection) développé en collaboration entre la ligne DISCO et le laboratoire de recherche en
neuro-immunologie de Université E6tvos Lorand (Budapest,Hongrie) est utilisable en ligne
sur internet (http://bestsel.elte.hu/). Cet algorithme a été développé pour déterminer
quantitativement la structure secondaire et principalement la présence de feuillets 8, plus
compliquée a déterminer en raison de la grande diversité morphologique et spectrale des
structures . En effet 1'orientation paralléle / antiparalléle et la torsion des feuillets
provoquent une diversité de réponses spectrales en CD. En tenant compte de la torsion des
structures B3, Bestsel sélectionne avec précision la structure secondaire pour une large gamme

de protéines, en particulier pour les protéines riches en feuillets B et les fibrilles amyloides
[180].

Cependant il est assez simple de faire une premiére estimation lorsqu’une structure domine

(figure 29). Pour la pelote statistique, un pic négatif d’ellipticité vers 200nm est observé. Un
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pic positif et deux négatifs (respectivement a 193 nm, 208 nm et 222 nm) sont observés pour
les hélices a. Deux pics moins intenses, un positif vers 195nm et un négatif vers 218 nm sont
observés pour les feuillets g [181] [178].

Feuillet B

pelote aléatoire

| | | | | | |
190 200 210 220 230 240 250

Longueur d’'onde (nm)

Figure 29 — Réponses des différentes structures secondaires "pures' obtenues en
CD. Tirée de [181].

3.3.2. Echantillons d’acides nucléiques

La région UV utilisée pour 1’étude des ADN se situe entre 180 a 300 nm, la ou les bases de
I'ADN absorbent la lumiére (10). La spectroscopie CD dans la région UV fournit des

informations sur les propriétés conformationnelles des acides nucléiques en solution.

La lumiére absorbée par I’ADN est principalement due a la transition m-n* des bases.
Intrinséquement, les bases de I’ADN (purine et pyrimidine) n’ont pas de signal CD car les
bases sont planes et donc achirales. Cependant, les bases acquiérent une asymétrique dans
leurs transitions électroniques par le couplage avec les riboses présents dans les ADN. La
différence de chiralité entre la purine et la pyrimidine est observable respectivement par le

signal CD négatif et positif vers 270 nm.

Néanmoins, 1’utilisation de la spectroscopie CD pour 1’étude de la conformation de I’ADN
reste principalement comparative ou empirique, pour 1’étude d’interaction ou de
dénaturation. Par exemple, il est possible de distinguer la conformation de différents ADN
qui incluent les structures de la famille B, A, Z, les quadruplexes guanine, et certaines triple

hélices car chacune présente des spectres CD caractéristiques [182]. Des methodes
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chimiométriques ont permis la classification de ces structures d'ADN a partir de données de
dichroisme circulaire. Pour ce faire, un ensemble de données comprenant 50 spectres
expérimentaux correspondant a différentes structures d’ADN (bobine aléatoire, duplex,
épingle, triplex inversé et normal, G-quadruplex parall¢le et antiparalléle...) a été analysé
par des méthodes non supervisées (ou non discriminantes) comme 1’analyse en composantes

principales [183].
3.4. Conclusion

Principalement utilisé pour étudier 1’évolution d’un systéme en solution, le CD permet
également d’étudier la structure secondaire des biomolécules. Le CD est un outil efficace et
sensible pour obtenir rapidement des informations sur I’effet d’interaction entre molécules
ou de dénaturation par 1’augmentation de température, de changement de pH ou de force

ionique.
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4. Techniques complémentaires pour sonder les amyloides

4.1. La microscopie électronique en transmission

Comme pour la microscopie a force atomique (AFM), la microscopie électronique a
transmission (MET) permet d’étudier la morphologie des fibres amyloides qui sont
généralement rectilignes, non ramifiées, d’environ 10 nm de diamétre et qui peuvent

présenter différents niveaux de surenroulement.

La microscopie électronique en transmission a été mise au point par Max Knoll et Ernst
Ruska vers 1931. Pour cette invention, Ernst Ruska a regu en 1986 le prix Nobel de physique.
Le principe consiste a focaliser un faisceau d’¢lectrons traversant un échantillon. L’énergie
du faisceau d’électrons (entre 40 a 400 keV) améliore la résolution en diminuant la distance
« d » observable entre deux objets d’un facteur 10° par rapport & un microscope optique. Par
exemple, on peut distinguer deux objets d’une distance de 0.2 um par la microscopie optique
et de 0.2 nm par la microscopie électronique. Bien qu’opérant avec des électrons, la
microscopie MET suit les mémes lois d’optique et la résolution spatiale obéit a 1’équation

d’Abbe rappelée partie matériel et méthode au paragraphe 2.3.1.

Le faisceau d’électrons est absorbé ou transmis, ce qui permet d’obtenir une image
contrastée et d’observer des objets nanométriques. Les électrons peuvent étre déviés ou
diffusés (phénomene inélastique), ils peuvent étre rétrodiffusés (phénomene quasi-
élastique). Des électrons secondaires peuvent aussi étre observables par microscopie

électronique a balayage.

Le faisceau d'électrons est produit par effet thermo-ionique au niveau d’une cathode
(généralement un fil de tungstene) et est accéléré par une anode. Des lentilles électrostatiques
et électromagnétiques concentrent les électrons. Le faisceau d'électrons sort de I'échantillon
et donne des informations sur la structure de I'échantillon qui sont amplifiées par le systéme
de lentilles de l'objectif du microscope. Les électrons sont absorbés par les molécules
gazeuses et atmosphériques, ce qui impose de travailler sous vide. L'image peut étre obtenue
au moyen d'un systéeme optique ou d'une fibre optique vers le capteur d'une caméra CCD

(Charge Coupled Device).

Les méthodes de préparation d’échantillon en MET nécessitent une intention particuliére,
notamment pour fixer 1’échantillon sur une surface, généralement une grille avec un

revétement de carbone. Pour les fibres amyloides, il est préférable de réaliser une décharge
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luminescente a 1’aide d’un plasmacleaner (processus d'ionisation des gaz donnant au film
de carbone un caractére hydrophile) afin d'optimiser I'adsorption de I'échantillon. Pour leur
observation, on utilise en général un agent de contraste. S'il est vrai que la coloration négative
est l'outil de choix pour une caractérisation rapide, cela implique la déshydratation de
I'échantillon, ce qui peut conduire & des artefacts, agrégations de fibres ou modifications

structurales.

Une récente avancée de la technique consiste a utiliser la cryo-microscopie électronique
(Cryo-EM), ce qui permettrait d’éviter ce probleme d’artéfact dd a 1’utilisation du colorant,
mais aussi de gagner en resolution. Trois scientifiques ont recu le Prix Nobel de Chimie en
2017 pour avoir développé cette méthode : Jacques Dubochet, Joachim Frank et Richard
Henderson. Cette méthode permet de déterminer la structure a haute résolution des protéines
en solution et est basée sur une congélation rapide, permettant la formation de glace vitreuse
transparente aux électrons contrairement a la glace. La Cryo-EM permet de la figer la
structure des protéines dans de I'eau vitrifiée. Cette technique a permis de déterminer a haute
résolution (inférieure a 4 A) de nombreuses structures comme la structure du virus Zika
[184] ou récemment, la structure de protofilaments amyloides du peptide AP et la protéine

tau impliqués dans la maladie d’Alzheimer [185].

Faisceau d’électrons
incident

Electrons rétrodiffusés
Electrons secondaires MEB
Electrons Auger

Rayonnement X

T Electrons inélastiques
MET

Electrons transmis + élastiques

Figure 30 — Interaction électrons/matiére. Types d’électrons observés apres
interaction entre le faisceau d’électrons incident et 1’échantillon étudié par

microscopie électronique a balayage (MEB) et a transmission (MET).
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4.2. Ladiffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)

Dans le domaine de la biologie structurale, la diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS)
a connu une évolution considerable au cours des deux dernieres décennies. Le rayonnement
synchrotron a joué un role clé dans cette évolution, en fournissant des faisceaux de rayons
X intenses de haute qualité optique qui ont rendu possible I’acquisition relativement rapide
et I’enregistrement de données statistiquement significatives a partir de solutions biologiques

faiblement dispersées.

Le principe physique du SAXS est base sur la diffusion élastique de photons X interagissant
avec les nuages électroniques de I'échantillon L’observation fournit des informations sur la
fluctuation des densités électroniques. Le motif de diffusion est collecté en utilisant un
détecteur bidimensionnel placé derriere I'échantillon et perpendiculaire au faisceau incident.
L’intégration radiale du motif de diffusion (enregistré en image 2D), est effectuée afin

d'obtenir des courbes SAXS. Les courbes représentent 1’intensité en fonction de « g », le

vecteur d’onde: q = @ dont 4 est I'angle de diffusion et A est la longueur d’onde.

L’intensité de diffusion diffractée dépend de plusieurs variables et s’exprime de fagon

simplifiée :
1(q) = Ap? .®V .VP .P(q).S(q)

Ap? est le contraste, @V est la fraction volumique des particules, VP le volume d’une
particule séche, P(q) est le facteur de forme de la particule qui ne dépend que de sa géométrie

et S(q) est le facteur de structure qui décrit les corrélations entre particules.

Lorsque des macromolécules isolées s'assemblent en structures réguliéres, de nouvelles
corrélations apparaissent dans la densité électronique de la structure entiére, donnant lieu a
des modulations spécifiques de l'intensité de diffusion. Mais lorsque les motifs sont répétés

le long d'un axe défini avec une distance périodique d, les ondes de photons diffusés
. . , . ‘ 2 N
subissent de fortes interférences constructives aux valeurs « q », données par g = n;”, oun

est un entier (loi de Bragg), c’est le cas pour I’assemblage de feuillets p amyloides. Le
phénomene est appelé diffraction. Lorsque des unités identiques, par exemple un peptide ou
une proteine, sont régulierement espacées avec des periodicités typiquement de I'ordre du

nanométre, une diffraction est observée dans la gamme des petits angles.
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Figure 31— Motif typique de diffraction des fibres amyloides par les rayons X.
Les réflexions anisotropes sont indicatives d'une fibre partiellement alignée,
perpendiculaire au faisceau de rayons X. Les réflexionsad=4,7 Aeta d=10A
correspondent respectivement a 1’espacement entre les brins [ et entre les feuillets B.

Tirée de [186].
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4.3. Spectroscopie de fluorescence : Thioflavine T colorant des amyloides

La détection de présence d’agrégats amyloides est possible en étudiant la fluorescence
indirecte de la ThT. L’intensité du signal augmente avec la quantité de fibres. Cette facon
d’étudier est historiquement 1’une des premiéres analyses utilisées pour sonder la cinétique
de l’agrégation des protéines et demeure I'une des approches expérimentales les plus
utilisées aujourd’hui. Cependant, malgré son utilisation répandue, il reste difficile d'obtenir
des données suffisamment quantitatives par les tests de fluorescence ThT. Cette difficulté
est due en grande partie au fait que les caractéristiques de la liaison de la ThT aux fibres
amyloides ne sont pas complétement connues et que l'intensité de fluorescence est
susceptible de subir des perturbations dues a la présence d'impuretés ou d'agrégats de
protéines amorphes et se déposant au fond de la solution. Cependant le signal de fluorescence
dépend linéairement de la concentration des agrégats dans des conditions optimisées selon

chaque étude.

Une autre méthode de suivi de concentration en agrégats est possible en spectroscopie de
fluorescence sans marquage en suivant la modification spectrale spécifique et intrinséque
lors de la formation d'amyloides [187][188]. Mais le signal reste faible et la méthode n’est

pas toujours aisée a mettre en ceuvre.
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Etudes : résultats et discussion
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Chapitre I : caractérisation de la structure amyloide du domaine CTR de
Hfq

1. ldentification de ’amyloide du domaine C-terminal d’Hfq

1.1. Ildentification par un ensemble de techniques physico-chimiques

Le premier chapitre de cette these a pour but de présenter les différentes techniques pouvant
étre utilisées pour caractériser la nature amyloide de 1’auto-assemblage du domaine CTR de
Hfg. Ces techniques ont été décrites dans un chapitre de livre de la série « Methods in
Molecular Biology » des éditions Springer en 2018 (ISBN:978-1-4939-7633-1,
DOI:10.1007/978-1-4939-7634-8 18) dans le cadre de cette thése. Le chapitre de livre est

disponible en annexe A.

Briévement, les fibres du CTR de Hfg étudiées sont obtenues en utilisant un peptide
synthétisé chimiquement (trente-huit derniers acides aminés de la protéine Hfq de E. coli,
synthése de type Fmoc, réalisée par la société Proteogenix©, notée 38aa CTR-Hfq). La
synthése chimique de cette séquence est le seul moyen d’étudier cette portion in vitro. Celle-
ci est en effet impossible a purifier a partir de la bactérie, car elle est instable et dégradée par

des protéases lorsqu’elle est exprimée seule (ce qui a eté vérifié par Western Blot).

Aprés quelques jours en solution a une concentration assez forte (50mg/ml), les peptides
formaient des fibres amyloides que ce soit dans 1’eau milliQ ou dans une solution tampon a
pH 7-8 (tampon phosphate ou HEPES). Par la suite, nous avons préféré travailler dans 1’eau
afin d’éviter les artéfacts de mesure pour I’ensemble des techniques détaillées ci-dessous, en
particulier pour les mesures de dichroisme circulaire tres sensibles a la présence de sels. Les
résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus avec différentes techniques

complémentaires :

(A) Les techniques d’imagerie nanometrique comme la microscopie électronique en
transmission (MET) avec coloration (coloration négative) ou sans (Cryo-EM), et
I’utilisation de microscopie a force atomique (AFM solide ou liquide). Ce sont des
techniques assez rapides pour Vérifier la présence, les caractéristiques structurales

(longueur, diamétre, entrelacement) ainsi que I'nomogénéité des fibres.

(B) Les techniques spectroscopiques telles que la spectroscopie infrarouge et le

dichroisme circulaire. Elles permettent principalement d’étudier I’agrégation des
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feuillets B et la présence d’un signal amyloide au niveau moléculaire avec un signal

intrinséque ne nécessitant pas de perturber 1’échantillon ou de le marquer.

(C) Latechnique de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Cette technique
met en évidence un motif de diffraction de fibres typiques et la présence de facteur
de forme, en diffusion, de long tube. A noter, la diffusion de neutrons peut aussi étre
utilisée mais les résultats que nous avons obtenus sont moins probants et nécessitent

des mises au point.

(D) La microscopie et spectroscopie par margquage avec une sonde fluorescente de type
Thioflavine-T (ThT).

L’ensemble de ces techniques nous a permis de caractériser les fibres formées. Apres 30
jours en solution a une concentration de 50mg/ml, nous avons pu observer par microscopie
de longues fibres de quelques micrometres de longueur et d’une dizaine de nanomeétres de
diametre en moyenne ainsi qu’une réponse en spectroscopie IRTF et SRCD de feuillets B

dits agrégés (figure 32).
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A. SRPVSHHSNNAGGGTSSNYHHGSSAQNTSAQQDSEETE

38aa - 2j en solution
38aa - 35j en solution

Dérivée seconde Absorbance normalisée (U.A)

1760 1720 1680 1640 1600 1560 1520 1480
Nombres d’onde / cm™®

fibres - 38aa CTR-Hfq
monoméres - 38aa CTR-Hfq

210 4

T d T

. . .
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Figure 32 — Caractérisation de la structure amyloide du domaine CTR-Hfq
par quatre techniques complémentaires. (A) Séquence de trente-huit acides
aminés du domaine CTR-Hfq. La séquence d’acides aminés en vert correspond
a la zone déterminée d’interaction avec I’ADN. La séquence en violet
correspond quant a elle & la zone indispensable pour la formation d’amyloide
(11aa). (B) Image MET obtenue en coloration négative du peptide 38aa CTR-
Hfg. (C) Image AFM obtenue en mode contact. (D) Spectres IRTF (et dérivée
seconde du domaine de 38aa) avant et aprés fibrillation. L’épaulement du
spectre d’absorption et le pic de la dérivée se trouvent a 1624 cm?, signal
typique des amyloides. (E) Spectres SRCD du CTR avant et apres la
fibrillation. Remarque : a [’époque de la publication du livre nous n’avions
pas encore pu mettre en évidence le signal amyloide du 38aa CTR-Hfqg en
SRCD a 220 nm.

Outre les analyses présentées dans ce livre, d’autres sont présentées briévement ci-dessous.
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1.2. Mesures cinétiques

1.2.1. Testen présence de Thioflavine T

La principale méthode pour étudier la cinétique de formation des fibres amyloides est en
général le suivi de I’intensité de fluorescence de la Thioflavine T (ThT) en présence de fibres
amyloides par spectroscopie de fluorescence. Nous avons donc utilisé cette méthode en
premiere intention sur des fibres déja formées pour observer la présence de signal. Cette

analyse a d’ailleurs été publié¢e dans la référence Fortas et al. en 2015 [6].

Cependant, dans nos conditions expérimentales, nous avons observé une tres rapide
décroissance de I’intensité de fluorescence de la ThT en présence de fibres amyloides de
Hfg-CTR (en quelques secondes) rendant la technique impraticable pour la réalisation de
cinétiques d’agrégation. Nous formulons 1’hypothése que les fibres amyloides formées par
Hfg-CTR sont dans un état d’équilibre monomére/fibre favorisant la formation de
monomeres et que les fibres sont déstabilisées lors de la dilution accompagnant 1’ajout de
ThT. La méthode ne serait utilisable que pour mesurer la concentration de solutions agées
contenant une haute concentration de fibres amyloides superenroulées et donc plus stables.

La faible quantité de peptide Hfg 38aa, disponible en matiére et en volume, nous a conduits
a utiliser des microplaques permettant de faire des mesures avec un volume minimal de
suspension (10-20 pl) pour économiser le peptide. Lors de 1’ajout de ThT, on diluait la
solution entre 5 et 10 fois. Un fort signal de fluorescence a 480 nm était observé durant
quelques secondes, caractérisant I’interaction de la ThT et des fibres amyloides. L’intensité
de fluorescence diminuait ensuite rapidement entre quelques secondes a quelques dizaines
de secondes. Cette extinction pourrait étre causée par un quenching de la fluorescence di a
une concentration trop élevée mais des tests avec des dilutions plus fortes n’ont pas permis
de réduire ce phénomeéne. Une autre hypotheése est que la ThT puisse désagréger les fibres
ce qui a d’ailleurs été observé et décrit pour d’autres types d’amyloides [189][190]. Une
autre hypothése est que la simple dilution puisse déstabiliser les fibres et favoriser la
formation de monoméres d’Hfg-CTR. Si ¢’est le cas, la méthode ne pourrait étre appliquée
que pour des faisceaux de fibres déja agés, fortement polymérisés (présence de

surenroulements) et trés stables, comme ceux décrits par Fortas et al [6].
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Figure 33 — Spectres de fluorescence d’une solution contenant des fibres du

domaine CTR-Hfqg en présence de ThT.

Nous avons donc étudié ’effet de la dilution par IRTF et par SRDC (figure 34) a partir de
deux solutions initiales contenant une forte concentration en fibres amyloides. Nous

observons bien la perte du signal cross-p de maniére proportionnelle a la dilution.
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Figure 34 — Spectres IRTF et SRDC de solutions de fibres du peptide 38aa
CTR-Hfqg a différentes dilutions.

Nous avons évalué I’effet de la présence de ThT sur la formation de fibres amyloides Hfq-

CTR par méthode SAXS. Nous observons la perte du pic de diffraction caractérisant la
structure de feuillets B croisés en présence de ThT (figure 35).
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38aa seul
38aa + THT

Intensité (U.A)

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14

Figure 35 — Courbes SAXS du peptide CTR-Hfqg en présence ou absence de ThT.
Pics de feuillets p observés a 0,79 A-1 et 1,37 A-1 correspondant a une structure p
croisée observée pour le peptide du domaine CTR (incubé pendant six semaines a 20
mg/mL). On observe, dans les mémes conditions d’incubation, (concentration en
peptide et durée) que la présence de ThT a un effet sur la structure en empéchant la

formation des feuillets .

Nos observations montrent que les fibres amyloides formées par le peptide Hfg-CTR 38aa
peuvent étre facilement destabilisées par simple dilution ou par ajout de molécules
inhibitrices de I’agrégation. La ThT qui est généralement utilisée comme un marqueur de la
concentration des fibres amyloides (mais dont 1’effet déstabilisant a aussi été rapporté) n’est

donc pas adaptée pour suivre la cinétique de formation de ces fibres.

Nous avons donc choisi d’utiliser la spectroscopie IR pour mesurer la cinétique de formation
des fibres en raison de la simplicité de la méthode (bien que plus ardue a mettre en ceuvre en

solutions), de la spécificité de la signature amyloide en IR et de sa sensibilité élevée.

1.2.2. Cinétiques en spectroscopie IRTF

Les mesures a sec ont été réalisées a différentes concentrations de peptide 38aa, a différentes
forces ioniques par ajout de sel (NaCl) et a différentes températures (25°C et 4°C). Dans les
conditions sans sel et a température ambiante, nous observons, pour une concentration de
50mg/ml, une augmentation au cours du temps du signal amyloide avec un pic ou

épaulement & 1624 cm™. A 100mg/ml, les fibres se forment encore plus rapidement (figure
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36). En revanche, pour les concentrations 10 et 20 mg/ml, aucun signal amyloide n’a été

observé durant le laps de temps de I’expérience c’est a dire jusqu'a 45 jours en solution.

T T T
A Cinétique 38aa CTR-Hfq 50mg/ml

g _— T T T

< < B Cinétique 38aa CTR-Hfq 100mg/ml
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Figure 36 — Suivi par IRTF de la cinétique de formation des fibres amyloides du

domaine CTR-Hfqg durant 35 jours.

L’¢évolution de I’épaulement d’absorption et celle du pic pour la dérivée seconde a 1624 cm’
1 sont observables sur 35 et 23 jours respectivement pour les concentrations de 50 mg/ml
(A) et 100 mg/ml (B).

Le tableau ci-dessous montre la présence (en vert) ou 1’absence (en rouge) du signal vers

1620 cm™ aprés 35 jours en solution de peptide 38aa dans différentes conditions, mesurées
par IRTF.
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Concentration / Conditions 10mg/ml 20mg/ml 50mg/mi 100mg/mi

4°C
4°C avec 50mM de NaCl

4°C avec 250mM de NaCl

25°C

25°C avec 50mM de NaCl

25°C avec 250mM de NaCl

Tableau 5 — Présence ou absence des fibres amyloides dans différentes conditions
de température et concentrations en sels. Détection in vitro des structures

amyloides par spectroscopie infrarouge du peptide CTR-Hfqg.

Ces mesures nous ont permis de confirmer que le domaine CTR-Hfq forme des structures
de type amyloide en solution. La concentration, la température et la pression osmotique
semblent également favoriser la cinétique de formation de fibres par ce domaine. Cependant,
nous avons vu que les fibres sont fragiles et qu’elles peuvent facilement se désagréger, par

dilution ou par la présence d’une molécule interférant avec leur formation comme la ThT.
1.2.3. Analyses in vivo

1.2.3.1. Souche BL21(DE3)

Suite aux résultats montrant par immunofluorescence que Hfg forme des structures sous-
membranaires, nous avons voulu vérifier si I’on pouvait détecter in vivo le signal IRTF
associé aux structures B amyloides. Pour cela, nous avons comparé trois souches de la
bactérie E. coli. Ces trois souches sont délétées du gene hfq et ont été transformées par un
plasmide permettant la synthése de Hfg (promoteur inductible). Ces plasmides apportent
tous deux la résistance a I’ampicilline, mais les promoteurs de transcription en amont du
gene hfq sont différents. Les premiéres souches transformées sont de type BL21(DE3),
permettant une forte surexpression de Hfq a partir du promoteur T7 en amont du géne hfq
dans le plasmide. A noter, la souche BL21(DE3) est elle-méme génétiquement modifiée
(voir ci-dessous). Les bactéries BL21(DE3) transformées sont cultivées en présence
d’ampicilline (pour maintenir la pression de sélection, maintenir le plasmide pTE608) : la
culture doit étre menée jusqu’en phase exponentielle. La ARN polymeérase T7 est spécifique
d’un promoteur de transcription et ne transcrit que 'ADN en aval de ce promoteur T7 (de
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séquence TAATACGACTCACTATAG) ; elle est de plus extrémement efficace. La
particularité de la souche BL21(DE3) de E. coli est d’avoir dans son génome cette
polymérase T7 (qui est d’origine virale) sous contrdle du promoteur Pac inductible par
I’'IPTG (IsoPropyl-p-D-1-ThioGalactopyranoside). On induit alors 1’expression de I’ARN
polymérase T7 avec de I'IPTG : I’ajout d’IPTG va permettre indirectement la surproduction
de la protéine Hfg puisque dans le pTE608 le gene hfq codant pour la protéine Hfg est sous
contrdle du promoteur T7. Apres induction (environ 3 heures) on récupeére les cellules ayant

surexprimé fortement Hfg. Différents plasmides sont utilisés :

(A)La souche BL21(DE3) Ahfq + pTE608. Ce plasmide permet d’exprimer

fortement la protéine Hfq-WT d’E. coli gréce au promoteur viral T7.

(B) La souche BL21(DE3) Ahfg + pTEHfg-NTR72, contenant un plasmide ou seule
la partie NTR (les 72 premiers acides aminés, notée Hfq-NTR72) de la protéine

Hfq est exprimée et peut étre induite.

(C) La souche BL21(DE3) Ahfq + plasmide vide (souche contréle). Absence totale
de Hfq.

Pour I’analyse par spectroscopie IR, nous avons acquis des spectres IR en transmission, en
déposant et laissant secher les cellules sur une surface de CaF.. Pour chaque dépdt, nous
avons effectué¢ une trentaine d’acquisitions en utilisant un microscope infrarouge Thermo
Scientific IN10 avec une ouverture de 100x100 um?. D’autres mesures ont été effectuées en
mode ATR sur un cristal en diamant de plusieurs mm2 de fagon a mesurer une large
population de plusieurs millions d’individus. L’expérience a été répétée pour plusieurs

cultures indépendantes.

Nous avons effectué sur I’ensemble des spectres une analyse des composantes principales
(ACP) al’aide du logiciel « The Unscrambler X 10.3 » pour déterminer les variabilités entres
les différentes souches. L’ ACP est une méthode d’analyse statistique multivariée permettant
d’analyser la variance d’un ensemble d’observations (ici des spectres) contenant de multiples
variables (les nombres d’onde) de fagon objective. L’ ACP permet de résumer la structure (la
présence de groupes, la similarité entre spectres) de données multidimensionnelles sous la
forme de graphiques en 2 ou 3 dimensions montrant la distance entre les spectres. L’ACP
permet aussi d’extraire I’information spectrale expliquant la structure des données sous la

forme de composantes principales, des vecteurs qui sont des combinaisons linéaires des
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variables d’origine. Ces composantes sont orthogonales et permettent de capturer des

sources de variabilité indépendantes.

Les ACP réalisées sur les spectres des 3 cultures indépendantes des 3 souches BL21(DE3)
montrent une variabilité entre les souches A surexprimant Hfg WT et les souches B et C.
Cette variabilité est expliquée par la composante principale 1 qui capture environ 90% de la
variance spectrale et présente systématiquement un pic a 1624cm™. Il est associé a la souche
A et caractéristique des amyloides obtenues pour le peptide 38aa CTR-Hfq. Les résultats ont
été obtenus pour trois cultures indépendantes et sont présentes dans la figure 37. La position
du pic amyloide & 1624 cm™ est exactement la méme que dans le cas des peptides produits
in vitro avec le peptide CTR seul. Cela suggere une structure trés semblable et élimine la
possibilité de la détection d’une agrégation protéique intermoléculaire non-amyloide (il
arrive en effet que les protéines fortement surexprimées dans les bactéries précipitent en
s’agrégeant de fagon non spécifique [172]). Ces résultats montrent qu’il est possible de
détecter la formation de fibres amyloides directement dans les bactéries surexprimant

fortement la protéine Hfqg WT.
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Figure 37 — Moyennes, variances et ACP des spectres infrarouges pour les

différentes souches BL21(DE3). Chaque point correspond a un spectre. Les points

bleus correspondent a Hfq-WT, les points rouges a Hfq-NTR72 et les points verts a

la souche dépourvue de Hfq (Ahfq).
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1.2.3.2. Souche MG1655

La protéine Hfq est fortement surexprimée dans la souche BL21(DE3), beaucoup plus que
dans ses conditions natives, ce qui induit des changements morphologiques de la cellule,
probablement dus a la dérégulation de 1’expression de la protéine FtsZ [24][191]. Nous
avons donc souhaité utiliser une souche exprimant moins fortement Hfq, pour étre plus
proche des conditions physiologiques. Ceci est possible grace a 1’utilisation d’un plasmide
de type pBAD contenant un promoteur inductible a I’arabinose. On peut ainsi induire la
production de Hfg WT ou NTR72, a des niveaux proches des conditions physiologiques en
choisissant la concentration adaptée d’arabinose [67]. Les spectres IR de 3 souches MG1655
exprimant Hfg-WT ou Hfg-NTR72 ou n’exprimant pas Hfq ont été mesurés par
spectroscopie ATR en présence d’arabinose pour obtenir une expression modérée d’Hfq
n’induisant pas de modification morphologique des cellules. Nous n’avons pas observé de
différences spectrales entre les deux souches par examen visuel des spectres et nous n’avons
pas non plus observé de variation avec I’ACP ou par spectroscopie de différence. Une toute

petite variation a été observée mais elle n’est pas forcément significative (figure 38).
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Figure 38 — ACP des spectres infrarouges pour les différentes souches MG1655.
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2. Discussion

Ces séries d’expériences nous ont permis de confirmer la capacité du domaine CTR-Hfq a
s’auto-assembler en fibres amyloides in vivo et in vitro en solution aqueuse. Le domaine
CTR de Hfg de E. coli est donc capable de se structurer spontanément. Les nouveaux
résultats IRTF renforcent I’hypothése émise sur la nature amyloide des fibres observées
précédemment par immunofluorescence [6]. Cependant, on peut se demander comment ces
feuillets cross-p se forment spontanément en conditions physiologiques. En effet, il a fallu
de fortes concentrations (forte expression de Hfg ou forte concentration de peptide) pour
obtenir une réponse amyloide. Bien que des études montrent que Hfg se concentre prés des
membranes ou dans le nucléoide [69][67], I’on peut supposer que la concentration de Hfq

serait insuffisante pour former ce genre de structures en absence d’un cofacteur.

Hfq est capable d’interagir in vivo avec de nombreuses autres molécules comme des
protéines, les ARNm et SARN. Comme montré plus récemment, elle est capable d’induire
la condensation de I’ADN au-dela d’une concentration seuil. Cette concentration seuil peut
étre abaissée par la présence de NaCl [19]. La formation d’amyloides par Hfg étant aussi
influencée par la concentration en NaCl, on peut faire I’hypothése que les fibres pourraient
étre impliquées dans la condensation de I’ADN induite par Hfq et que la présence d’un acide
nucléique pouvait en retour favoriser la formation de ces structures. L’étude de cette

hypothése constitue le chapitre 111 (partie Etude) de cette thése.
En conclusion a ce chapitre, nous avons mis en évidence que :

- Thermodynamiquement, la formation des fibres amyloides par le domaine Hfg-CTR
suit la loi classique, c'est-a-dire que la formation d’amyloides est favorisée par la

concentration de peptides/protéines.

- La présence de sel (NaCl) favorise la formation de fibres amyloides. Ce résultat va
dans le sens d’une précédente étude [19] montrant que la concentration seuil de Hfg
provoquant la compaction de I’ADN est plus faible en présence de NaCl.

- La dilution et I’ajout de ThT semble désagréger les fibres amyloides, peut-étre

particuliérement les fibrilles individuelles initiales.

En examinant de plus prés la séquence du peptide du domaine CTR, il est difficile de faire
une hypothése concernant la formation de ces fibres. Avec seulement quatre acides aminés

hydrophobes sur 38, le peptide est majoritairement hydrophile avec une premiére partie
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positive (composée de quatre histidines et d’une arginine) et une zone C-terminale négative
(composée d’un aspartate et de trois glutamates). Notre équipe a montré qu’une partie
contenant 11 acides aminés separant ces deux zones chargées est la séquence minimale pour
la formation de fibres. Cette séquence est extrémement amyloidegénique [71], et crée
I’interaction centrale stabilisée par les charges (liaisons statiques). La partie positive N-
terminale se trouvant pres du tore ne devrait pas jouer un rdle majeur sur la formation des
fibres d0 a I’encombrement stérique. La zone formant des feuillets se situe juste aprés une

zone flexible.

A Zone d'interaction CTR-CTR B //'CTR-qu
NTR(+) SRPVSHHSNN TSSNYHHGSSAQNTSAQQDSEETE  CTR(-) -

chargé + Zone  chargé-
amyloidegénique 90° 90;
- —

Auto-assemblage!

SRPVSHHSNN TSSNYHHGSSAQNTSAQODSEETE
ETEESDQQOASTNQASSGHHYNSST NNSHHSVPRS

C
.~°\Q’
\’b\\

Figure 39 — Modéles et hypothéses de I’auto-assemblage Hfq par le domaine
CTR. (A) Processus d’agrégation en fibres amyloides du domaine CTR-Hfq (d’aprés
[192]). (B) et (C) sont deux mod¢les d’interaction d’Hfq via le contact du domaine
CTR-Hfq. (B) Engrenage des queues CTR des hexameéres entre deux protéines d’Hfq
(d’apres [193]). (C) Réseau protéique d’Hfq structuré par I’interaction de la queue
CTR.

Les expériences menées dans le cadre de cette étude semblent indiquer que Hfq peut
facilement se dissocier par dilution, ce qui suggére que I’interaction entre les queues CTR
est relativement faible, au moins avant que les fibrilles isolées ne s’assemblent sous forme
d’un faisceau de fibres. L’ajout de marquage peut fortement changer le comportement de la
formation amyloide de Hfq, ce qui remet en cause la possibilit¢ d’observation par de
nombreuses techniques de microscopie haute résolution. Cependant, cette faible interaction
permet peut-étre de jouer un réle plus complexe en termes de régulation, par exemple quand
Hfq via sa région CTR s’agrege sur les membranes, avec une préférence pour les membranes

hydrophiles.
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Chapitre Il : mise en place d’une technique corrélative pour I’étude de

nano-objets : application sur les fibres amyloides

Ce chapitre résume les résultats présentés dans I’article suivant : « Correlative infrared
nanospectroscopy and transmission electron microscopy to investigate nanometric amyloid
fibrils: Prospects and challenges » par David Partouche*, Jerémie Mathurin*, Antoine
Malabirade, Sergio Marco, Christophe Sandt, VVéronique Arluison, Ariane Deniset-Besseau
& Sylvain Trépout (* eq contribution), soumis a la revue Journal of Microscopy en aout

2018. Joint en annexe B.

1. Présentation de D’article

Cet article décrit ’observation de la méme fibre a 1’aide de deux techniques d’imagerie
nanométrique : la microscopie électronique a transmission (MET) et ’AFM-IR. Cette
approche de microscopie corrélative a été possible en respectant les contraintes de chaque
technique. La faible densité de fibres déposees sur le substrat est le premier défi a relever.
Le deuxieme est d’avoir une statistique importante sur des fibres uniques et isolées. Enfin et
surtout le choix du support est déterminant, car il doit étre a la fois transparent aux électrons,
aux rayonnements infrarouges, et avoir une faible rugosité de surface afin de faire des

topographies AFM d’objets ayant une hauteur inférieure a 5nm.

Cette analyse tri-corrélative est possible avec un support a base de nitrure de silicium SizNa
qui est de faible rugosite, transparent aux électrons et aux rayonnements infrarouges. Sa
conception de forme (figure 40) permet de retrouver facilement la méme zone afin de faire
I’analyse sur le méme échantillon sans ajouter de marqueur (figure 41). L’information
apportée par chague technique permet de mieux caracteériser la fibre étudiée. La microscopie
électronique permet de mesurer précisément la largeur des fibres (mais pas leur hauteur ou
leur composition), la microscopie AFM intégrée dans I’AFM-IR permet de mesurer leur
épaisseur précisément (mais est moins précise que la MET sur la largeur) et la spectroscopie
nano-IR permet d’avoir une information sur la composition (protéique) et la structure

secondaire locale (feuillets beta amyloides) des fibrilles.
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Figure 40 — Schéma du support de nitrure de silicium.

Figure 41 — Quelques exemples d’images des fibres CTR-Hfg obtenues par la
méthode corrélative MET/AFM sur les fenétres SisN4. Les images MET sont

reconstruite a I’aide du plugins MosaicJ sous images J [194].

2. Discussion

La correlation entre MET et AFM-IR a été réalisée avec 1’observation des fibres amyloides
du CTR de Hfq. Grace a ’AFM et a la MET, nous avons pu déterminer que les fibrilles
individuelles avaient un diamétre de 4 nm et nous avons pu mesurer le spectre IR locale de
quelques une de ces fibrilles avec une résolution latérale de quelques dizaines de nm. Ces
objets sont a notre connaissance les plus petits jamais mesurés en nano-IR. L’acquisition de
spectre IR localisé obtenu par AFM-IR pour un objet ayant de telles dimensions est une
avancée et montre la grande sensibilité de la technique AFM-IR. Plusieurs difficultés
techniques ont été identifiées et ont d0 étre résolues pour parvenir a réaliser ces mesures.

Des améliorations sont encore possibles pour maximiser le signal AFM-IR :

- La qualité du signal est extrémement dépendante de la qualité de la pointe AFM et

de son revétement en or. Il est pour I’instant nécessaire de sélectionner les meilleures
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pointes pour réussir ces mesures. Un meilleur contréle de la forme et de la taille de
la sonde, permettant de travailler a de faibles puissances laser permettrait d’améliorer
le rapport signal sur bruit et d’améliorer la consistance des mesures.

- Nous avons identifié que le film de SisN4 pouvait se mettre a vibrer sous les
impulsions du laser QCL utilisé comme source pour les mesures nano-IR et perturber
ces mesures. Des adaptations doivent étre envisagées : utiliser des films SisNa4 plus
épais, travailler a des puissances laser faibles, éviter les effets de levier en travaillant

prés des bords du film.

Nous avons rencontré de grandes difficultés pour opérer le AFM-IR en mode imagerie et si
le mode spectroscopie s’est révélé faisable sur le film, nous n’avons pas réussi a réaliser des
cartes chimiques directement sur le film SisNa4. Cette imagerie n’a été possible qu’en dehors
des fenétres (figure 42) sur le support en silicium autour des films en SizNs. Ces
améliorations seront donc les clés pour généraliser I’imagerie tri-corrélative : topographique,

électronique et chimique. Une imagerie est peut-étre déja faisable sur des objets de plus

-10nm B 0.1v
Onm -0V

Figure 42 — Imagerie corrélative d’une solution séchée de peptide CTR-Hfq

grande taille.

obtenue par AFM-IR sur support de SizNs (en dehors des fenétres). (A)
Topographie d’une zone 3um x 3um en AFM (B) Imagerie chimique infrarouge

obtenue a une longueur d’onde de 1620 cm™t,

Cependant, la méthode corrélative MET/AFM-IR pourrait trouver une application dans de
nombreux domaines, non seulement dans le domaine des amyloides, mais en général pour
les nanostructures auto-assemblées ou synthétiques. Une question importante, par exemple,
porte sur I’analyse de fibres amyloides complexées a des acides nucléiques [195], ce que

cette technique permettra d’analyser.
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Chapitre 111 : réle de la formation amyloide d’Hfq sur la topologie de
I’ADN

Comme indiqué précédemment, la cinétique d’association lente du peptide pose la question
de la pertinence de sa formation in vivo (plusieurs jours contre des temps de division de 30
minutes en moyenne pour une bactérie). Nous avons donc cherché a savoir en quoi certains
cofacteurs pourraient accélérer cet assemblage. Les résultats sont présentés dans I’article
suivant : « Revised role for Hfgq bacterial regulator on DNA topology » par Antoine
Malabirade*, David Partouche*, Omar EI Hamoui, Florian Turbant, Frédéric Geinguenaud,
Pierre Recouvreux, Thomas Bizien, Florent Busi, Frank Wien et VVéronique Arluison. (* eq

contribution) soumis a Scientific reports fin juillet 2018. Joint en annexe C.

1. Présentation de P’article

Cet article décrit en premiere partie I’étude de I’interaction entre le domaine CTR de Hfq et
I’ADN. Nous établissons que I'ADN induit et favorise I'amyloidogénese du CTR, ce qui
entraine un changement local de la conformation de I'ADN. Nous avons ensuite etudié
comment l'interaction de Hfq avec 'ADN affecte la topologie de ’ADN, en prenant un

plasmide comme modeéle.

Pour répondre a ces questions, nous avons fait la série d’expériences suivante :

Une analyse en dichroisme circulaire par rayonnement synchrotron (SRCD) a permis de
suivre l’agrégation en feuillets B dans une structure amyloide (changement spectral
significatif passant d’une réponse d’absence de structure a une réponse de présence de
structure de type cross-p). Nous avons confirmé ce résultat en utilisant la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) (en D20O). Nous observons clairement une
bande/réponse correspondant a la formation de la structure amyloide en présence d'’ADN.
Enfin, la formation de la structure de feuillets B croisés a également été étudiée par diffusion
de rayons X aux petits angles (SAXS).

Pour étudier I’influence de Hfq et de sa queue terminale sur la topologie de I’ADN, nous
avons étudié 1’effet de Hfq purifiée sur la topologie de plasmides (pHSG298) in vitro. On
observe la méme migration du plasmide, en électrophorese sur gel d'agarose, que ce soit en
présence ou en absence d’Hfq. Cela signifie que Hfg n’influence pas directement les super-
enroulements du plasmide. Pour confirmer ce résultat, nous avons utilisé un systeme de

pinces magnétiques permettant de mesurer la force et la torsion appliquées sur un double-
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brin d’ADN unique. L’analyse montre que Hfq se lie & I'ADN double brin en stabilisant les
plectonémes. Enfin, pour mieux comprendre le mode de liaison Hfg avec I’ADN, la
compaction de I'ADN a également été étudiée par des mesures de sa longueur en fonction
du temps. Une transition dynamique et réversible entre les états compacts et étendus de
I’ADN a été observée et peut étre interprétée comme la rupture / formation d'interactions
entre les protéines Hfq et la molécule d’ADN double brin. La liaison entre protéines d’Hfq

est susceptible d'étre responsable de la stabilisation de cet état de compaction.

Des expériences sur 1’é¢tude de la compaction du plasmide pHSG298 ont également été
réalisées in vivo, en extrayant de différentes souches les plasmides (sauvage WT,
délétée Ahfq et délétee juste de la partie CTR hfq72). Nous n’avons vu aucune différence
entre les souches WT et hfq72 sur la topologie des plasmides. Pour la souche Ahfg, le
plasmide est plus relaxé, ce qui avait déja été observé précédemment [23]. Ceci semble
indiquer que Hfq induit un changement de topologie de I’ADN mais plutdt de maniére
indirecte. Une autre différence a en outre été observée : 1’estimation du nombre de copies du
plasmide pHS298 nous informe que la compaction par Hfg influence de maniére défavorable
I'efficacité de la réplication plasmidique. En effet, dans la souche ou Hfq est présente (de
maniere entiere ou tronquée), aucune différence significative n'est observée alors qu’en
absence de Hfq, il y a un plus grand nombre de plasmides. Si I'efficacité de la réplication
dépend de la compaction, la suppression du CTR dans hfq72 devrait modifier I'efficacité de
la réplication. Ainsi, nos résultats suggerent que l'effet sur I'efficacité de la réplication est
directement lié au changement de super-enroulement de I'ADN, mais est indépendant de
compaction de I'ADN induite par le CTR.

2. Discussion

Avec cette série d’expériences, nous avons mis en lumiére 1’effet de 1’acide nucléique sur la
cinétique d’assemblage amyloide du domaine CTR de Hfg. A noter, le fait que la protéine
Hfq soit abondante dans les cellules et qu’environ un cinquiéme se retrouve dans le
nucléoide, fait qu’elle peut recouvrir une région de celui-ci (probablement avec les régions
riches en adénosines de I’ADN), mais ¢a ne semble pas suffisant pour changer la topologie
globale de I’ADN.

Nous établissons aussi a nouveau que la région amyloide permet a Hfq de compacter I’ADN.

Elle permet le pontage de séquences ¢éloignées dans I’ADN double brin. Cette propriété a
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déja été observée pour des protéines associées au nucléoide comme H-NS. Mais H-NS
utilisant un motif de type « coiled-coil » alors que Hfq utilise un motif amyloide. Ainsi, Hfq

agrandit la famille des protéines associées au nucléoide pontant I’ADN [62].

Enfin, le surenroulement (topologie) de I’ADN observe in vivo n’est pas affecté par le CTR,
bien que ce domaine compacte fortement I’ADN. Cette étude améne donc a de nouvelles
perspectives sur la relation qui existe entre pontage, surenroulement et compaction de ’ADN
avec d’importantes conséquences sur la régulation génétique. Bien qu’il reste des zones
d’ombre sur le mécanisme précis, Hfg joue un réle important dans la structure du

chromosome soit directement, soit indirectement en régulant la synthése d’autres protéines.

Dans la poursuite de cette recherche, nous avons montré que l'auto-assemblage des fibres
amyloides Hfq est favorisé par la présence de brins d'/ADN, et qu'un complexe peptide-ADN
est formé. Reste cependant une question, a savoir si 1’acide nucléique fait partie du complexe
amyloide ou si il permet simplement d’accélérer sa formation, comme dans le cas de RepA
[195]. Nous pensons utiliser la technique de nanolR (voir chapitre 11, partie Etude) pour
répondre a cette question. La technique corrélative vue dans le chapitre précédent permettra
aussi de déterminer la conformation de I'ADN dans le complexe le cas échéant.
L’information IR permettra de déterminer la structure fine de I’ADN au niveau de la fibre,

en analysant par exemple la conformation des sucres (C2” endo/C3’ endo).

Enfin, il sera aussi intéressant de voir si ces effets sont aussi observés avec de I’ARN. Un

nouveau proposal sur la ligne DISCO de SOLEIL a été déposé en ce sens.
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Chapitre 1V : interaction entre le domaine C-terminal de la proteine Hfq

et des inhibiteurs d’amyloides

Il existe un grand nombre d’inhibiteurs d’amyloides connus. Comme vu précédemment, ils
peuvent soit empécher la formation des fibres ou désagréger les fibres. La premiére étape de
mon travail a été de trouver des inhibiteurs pour notre systeme. Le but est de trouver les
molécules permettant de géner ou de dissocier la formation des fibres obtenues pour Hfqg,
dans I’espoir que ces molécules inhibent I’action de Hfq et affectent la virulence de la

bactérie.

Pour cette partie nous avons principalement travaillé avec la séquence amyloide minimale
du domaine C-terminal contenant 11 acides aminés (on appellera le peptide correspondant
CTR11) mais nous avons aussi travaillé avec le CTR entier de Hfg (qu’on notera CTR38,
comprenant les 38 derniers acides aminés de Hfq de E. coli). La premiére approche consiste
a utiliser un ensemble d’inhibiteurs déja développés dans le cadre de pathologies
neurodégénératives pour affecter la fibrillation de Hfq, et vérifier qualitativement par
imagerie MET I’effet de ces inhibiteurs sur la structure de la fibre. Aprés une recherche
bibliographique, nous avons identifié les molécules suivantes: R-Apomorphine
Hydrochloride (APOM) [124], (-)-Epigallocatechin Gallate (EGCG) [196], Acide Fuchsin
[197], Acide Caffeique [198], Curcumine [199], Rifamycine et Silibinine [200].

Nous avons effectivement observeé des propriétés d’inhibition ou de désagrégation des fibres
amyloides d’Hfq avec certaines de ces molécules. Nous avons également observé que
certains de ces inhibiteurs ne fonctionnaient qu’avec certains types de fibres (CTR11 ou
CTR38). Un autre probleme rencontré est le polymorphisme dans les échantillons amyloides
obtenus in vitro [201]. De plus, une simple dilution lors de 1’ajout d’inhibiteurs, qui ont
souvent une solubilité assez faible et doivent étre dissous dans de grands volumes, peut

provoquer une disparition des fibres ce qui a rendu la tache plus difficile.

Dans la liste des inhibiteurs testés, deux ont retenu notre attention et nous semblaient les plus
prometteurs : I’APOM et ’EGCG. Les autres semblaient aussi avoir un effet et ne sont pas

a écarter.
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1. Etudes de APOM et EGCG sur le peptide CTR38

Pour étudier I’effet des inhibiteurs sur les fibres obtenues avec le CTR38, nous avons utilisé
I’'imagerie MET, le SAXS et le SRDC. En MET, nous constatons clairement une perte en
nombre et en forme de fibres en présence de SmM de EGCG et APOM. L’effet de EGCG

semble déja se produire a 1mM mais étre plus efficace a 2,5mM (figure 43).

Figure 43 — Images MET de fibres amyloides en présence et absence
d’inhibiteurs. Les images A et B correspondent aux fibres amyloides formées par le
domaine CTR-Hfq 38aa sans inhibiteur. Les images C et D correspondent aux fibres
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et agrégats amyloides formés par le domaine CTR38aa en présence d’inhibiteur
d’EGCG a 5mM. Toutes les incubations ont duré 24h. Les images E et F
correspondent aux fibres et agrégats amyloides formés par le domaine CTR38aa en

présence d’inhibiteur d’APOM a 5mM, incubé durant 24h.

Nous avons également observé 1’effet sur la structure par SAXS sur la ligne SWING du
synchrotron SOLEIL (figure 44). On peut observer la diminution du pic amyloide, la

présence d’un pic plus faible suggere que des fibres subsistent comme on peut le voir aussi

en imagerie MET.
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Figure 44 — Courbes SAXS de fibres amyloides en présence et absence
d’inhibiteurs. Les courbes SAXS des fibres obtenues par le domaine CTR-Hfq 38aa
seul (courbe noire) a 20mg/ml, en présence de 5mM de EGCG (courbe rouge) ou de

5mM de APOM (courbe bleue) incubé pendant 24h.

Enfin une cinétique en SRDC (figure 45) en présence de 5mM de chacun des inhibiteurs a
été effectuée.
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Figure 45 — Cinétiques montrant I’effet des inhibiteurs en SRCD sur la structure
cross-p amyloides. (A) spectres en présence d’APOM et (B) d’EGCG. Seuls les
spectres initiaux et a 10h sont présentés.

Ces séries d’expériences nous montrent clairement I’effet des inhibiteurs utilisés ici sur les
fibres amyloides obtenues avec CTR38. EGCG semble plus efficace que APOM. En effet,
en présence de 5mM de chacun de ces composés, on observe moins de fibres en présence de
EGCG que d’APOM. Mais dans les deux cas il y a moins de fibres en présence de molécules
inhibitrices qu’en leur absence. Ce résultat est confirmé par le pic de diffraction qui est moins
haut pour APOM et beaucoup moins haut pour EGCG. Concernant le résultat SRDC, nous
remarquons une diminution de structures de type feuillets B et un shift vers le pic a 195 nm

correspondant a un peptide non structuré.

2. Etudes de I’effet EGCG sur le peptide 11aa

A la suite des résultats précédents, nous nous sommes plus particuliérement intéressés a
I’effet de EGCG et nous avons pris comme modeéle la partie minimale du domaine CTR
composée d’une séquence de 11 acides amineés, le peptide CTR 1laa. Nous utilisons ce
peptide et non le CTR 38aa car il présente une moins grande variabilité de morphologie des

fibres et de cinétique d’association.
q
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Figure 46 — Visualisation en MET de I’effet d’une gamme d’ECGC sur les fibres
CTR11. La présence de 1 mM d’ECGC suffit a dissocier les fibres, méme si 1’effet
n’est pas complet (durée incubation 24h).

L’analyse de I’effet d’une gamme d’ECGC sur les fibres CTR11 vu en MET nous montre
que méme 1 mM d’ECGC suffit a dissocier les fibres, méme si I’effet n’est pas complet
(figure 46). Augmenter la concentration augmente cet effet, méme si quelques rares fibres
subsistent sur la grille. Par la suite nous avons donc voulu confirmer cet effet en présence de
5mM de EGCG par une analyse en SRDC. Deux types d’analyses ont été effectués, une

cinétique sur la nuit et une mesure de la température de fusion des fibres.

81 —Fibres 11aaCTR-Hfg + 5mM EGCG Oh
. —— Fibres 11aaCTR-Hfg + 5mM EGCG 10h

6

4

2

Ag

I ! I ! I ' I ! |
180 200 220 240 260
Longueur d'onde / nm

Figure 47 — Courbes cinétiques SRDC de fibres en présence de 5mM ide EGCG

5mM incubé durant 10h. Seuls les point initiaux et finaux sont montrés.
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Figure 48- Détermination des températures de fusion par SRCD. Les analyses ont
été faites sur des fibres 11aa CTR-Hfq en (A) 1’absence et (B) présence de EGCG.
Les points CD ont été mesurés tous les 5 °C pour les longueurs d'onde suivantes :

226 nm, 196 nm et 178 nm. Les résultats de la température de fusion pour la
longueur d'onde de 226 nm, pour CTR seule ou en présence d'EGCG sont
respectivement : Tm = 59,7 +/- 2,7 °C et Tm = 48,1 +/- 2,7 °C. Pour la longueur
d'onde de 196 nm, les températures de fusion sont: Tm = 67,4 +/- 0,4 °C et Tm =

63,1 +/- 0,4 °C et pour la longueur d'onde de 178 nm, nous obtenons : Tm = 71,8 +/-

1,0°CetTm = 65,7 +/- 0,3 °C.

La cinétique par SRDC du CTR11 en présence de 5mM EGCG montre une dissociation de
la structure amyloide par un décalage du pic négatif de 223 & 212 nm ainsi qu’une diminution
des pics. Concernant la température de fusion, nous obtenons une différence de température
de fusion moyenne inférieure a 7 °C pour la solution contenant EGCG (66,3 °C) comparé a

une solution n’en contenant pas (58,9 °C).

Dans les deux analyses, on remarque un effet de ’ECGC sur la stabilité des fibres. Nous

avons souhaité confirmer 1’effet de I’ECGC par une analyse en microcalorimétrie (DSC),
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mais hélas ’ECGC donne un fort signal au méme endroit que la fusion du peptide et il n’a
pas été possible de mener a bien cette analyse.

3. Etudes de ’effet EGCG in vivo

Enfin, dans une derniére partie nous avons souhaité voir 1’effet de ’EGCG sur les bactéries.
Cette derniere analyse est cependant complexe car ’EGCG est déja connu pour affecter la
croissance et la virulence bactérienne [202]. Il fallait donc une approche permettant de savoir
si ’EGCG jouait un réle via Hfq d’une part et d’autre part si ce role était li¢ au CTR
amyloide. Les souches dépourvues de Hfq (Ahfq) sont en effet genéralement plus sensibles
a I’ajout de composés, d0 a une déficience a la réponse en stress via des SARN. Nous avons
donc effectué des mesures de survie des bactéries en fonction de concentrations croissantes
d’inhibiteur et déterminé la concentration qui donne 50% de CFU (colony-forming-unit).
Pour ce faire, les cultures soumises aux inhibiteurs ont été étalées sur boites et les colonies
ont été comptées. Le travail a été fait sur les souches WT, Ahfq (totalement délétée du géne
hfq) et hfq72 (délétée juste de la partie CTR, voir chapitre 1). Cette concentration, pour
chaque inhibiteur, sera appelée 1C50. Les résultats ont montré que, comme prévu, la souche
Ahfq était tres sensible a 1’ajout du composé. Afin de confirmer que cet effet était au moins
en partie di a I’effet sur le CTR, nous avons donc mesuré des CMI pour la souche hfgq72.
Les résultats ont été obtenus avec différentes dilutions des cultures et en triplicata. Nous
avons pu estimer que les C50 sont de 0,67 £ 0,02 mM pour la souche WT contre 0,81 £+ 0,05
mM pour souche délétée du CTR. Ceci montre, que méme si I’effet est plus fort pour la
souche totalement dépourvue de Hfq (probablement di a la régulation de sigma E par RybB)
[202], un effet di a I’absence de CTR uniquement est aussi observé. Nous chercherons donc
par la suite & analyser cet effet plus en détail. A noter, la IC50 mesurée n’est cependant pas
trés élevée, et il faudra probablement optimiser le composé en le modifiant chimiquement
pour cibler le CTR de Hfqg (« drug design »). Cette analyse est aussi en cours au laboratoire,

en collaboration avec le laboratoire de P. Tuffery a I’'université Paris Diderot.
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Chapitre V : caractérisation structurale des fibres amyloides/ADN et

analyse des propriétés rhéologiques du systeme.

1. Introduction

Dans ce dernier chapitre, nous présenterons les premiers ¢léments d’une étude encore en
cours montrant 1’influence de la formation du complexe amyloide/ADN sur la dynamique
du systéeme. Pour ce faire, nous avons d’une part caractérisé la structure des fibres
CTR38/ADN en Cryo-EM, puis utilisé une technique de rhéologie. La rhéologie est un
domaine de la physique permettant de déterminer les propriétés mécaniques telles que la
viscosité et 1’¢élasticité d’un fluide complexe. Ces propriétés sont déterminées en étudiant et
mesurant les déformations ainsi que la résistance ou 1’écoulement d’un milieu sous

I’application d’une force ou une contrainte.

En biologie, la rhéologie est principalement utilisée en biologie cellulaire. Elle permet par
exemple d’étudier la motilité [203], la prolifération [204], et la différentiation cellulaires
[205]. La technique permet, par exemple, de déterminer d’un point de vue mécanique une
différence entre les cellules saines et cancéreuses, ce qui ouvre une voie d’application de

diagnostic tumoral [206].

Il existe de nombreuses facons de faire de la rhéologie sur les cellules. Les mesures sont
faites par exemple, par aspiration avec une micropipette [207], par cytométrie de torsion
mécanique et par AFM [208][209]. L’AFM permet de faire de la nano indentation pour

sonder et caractériser un matériau a I'échelle submicrométrique [210].

Ces techniques fournissent une information capitale sur la mécanique des fluides ou des
cellules. Elles permettent principalement de remonter au module d’€lasticité (ou module de

Young).

La microrhéologie est une branche de la rhéologie utilisant des sondes a I’échelle
micrométrique dont le volume étudié peut se réduire jusqu’au picolitre. Elle a été développée

dans le but de se rapprocher le plus des conditions cellulaires lors des mesures.

Nous allons donc présenter dans ce chapitre les résultats obtenus en Cryo-EM montrant la
structure du complexe CTR38:ADN. Nous présenterons ensuite dans ce chapitre les détails

de la technique de microrhéologie utilisée et les résultats obtenus.
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2. Analyse du complexe CTR38/ADN
Pour cette étude, les mémes échantillons que ceux du chapitre 11 ont été utilisés, a savoir le
CTR38 (le CTR11 n’interagit pas avec I’ADN) et un duplex de type (dA:dT)so.

Les résultats obtenus en Cryo-EM nous montrent que les fibres amyloides du CTR38 seules
et celles du CTR38 complexées a I’ADN sont bien différentes. Ainsi, comme montré sur la
figure 50, on peut voir que le complexe forme une structure avec une apparence clairement
hélicoidale, contrairement au peptide CTR38 auto-assemblé seul, en absence d’ADN. Il faut
noter que cette structure hélicoidale est complexe et provient probablement du super-
enroulement de deux fibres (voir modele sur figure 49). Par ailleurs, les fibres ont tendance
a étre paralléles entre elles, ce qui peut suggérer un systéme complexe et rigide. C’est ce que

nous allons tenter de confirmer dans ce chapitre par microrhéologie.

A

Vue du dessus

e e S e

Vue de coté

Figure 49 — Analyse en Cryo-EM du complexe CTR38/ADN et comparaison avec
les fibres de CTR38 seul. On remarque que le complexe CTR38/ADN forme une
structure hélicoidale (A) contrairement au peptide auto-assemblé seul (B). Ces

résultats sont confirmés par I’analyse par transformée de Fourier (cadres noirs).
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I faut noter qu’il est difficile de dire si I’ADN est présent dans ces fibres sur cette seule
analyse, méme si on le soupgonne. Pour cette raison, I’analyse en AFM-IR serait clairement
un atout, comme expliqué dans les chapitres Il et 1ll. Cette analyse est prévue dés que le
«nouveau » AFM-IR, permettant I’analyse des sucres, sera installé au laboratoire dans

quelques semaines.

3. Microrhéologie : la spectroscopie magnétique rotationnelle

Par la suite, nous avons voulu mieux comprendre 1’impact de la formation de ce complexe
sur les propriétés du systéeme. Nous avons en particulier souhaité étudier les propriétés de
viscosité de la solution, en utilisant une technique de rhéologie. Comme dans toute technique

de rhéologie, on mesure la résistance d’un liquide, en réponse a une force appliquée.

La technique originale de microrhéologie présentée dans ce chapitre a été développée par
J.F Berret au laboratoire Matiére et Syst¢eme Complexe de 1’université Paris-Diderot [211]
[212][213]. Nous avons utilisé des micro-aiguilles magnétiques composées de maghémite,
un oxyde de fer (FezOz). Elles ont une taille moyenne de 1-2 microns de diamétre et une
dizaine voire une centaine de microns de longueur. La susceptibilité magnétique Ay des
aiguilles utilisées a été déterminée en utilisant des mélanges eau-glycérol de viscosité
connus. Nous avons trouvé Ay = 0.054. Les micro-aiguilles sont injectées dans 1’échantillon
afin d’étudier son mouvement de rotation lors de 1’application d’un champ tournant et

controlé.

Le comportement des micro-aiguilles magnétiques dépend de plusieurs parametres :

La susceptibilité magnétique, notée Ay.
- Lafréquence du champ appliqué, notée .
- Les dimensions des aiguilles : longueur, notée L et diamétre, noté D.

- Les propriétés rhéologiques du milieu : le coefficient de viscosité, noté n, et le

module d’élasticité, noté G.

Les paramétres inconnus sont bien entendu les propriétés rhéologiques du milieu. Leur
détermination se fait par I’analyse du mouvement de 1’aiguille en prenant en compte

I’ensemble des parametres du systeme.
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Projetée sur un repére a deux dimensions, la position de I’aiguille a 1’angle 6 en fonction du
temps est etudiée (figure 50). Le mouvement différe selon la nature du milieu (fluide
newtonien, fluide de maxwell, gel Kelvin-voigts, gel de Hooke) ou se trouve la micro-
aiguille. En absence ou a trés faible résistance du milieu, la micro-aiguille tourne a une

fréquence angulaire imposée par la fréquence du champ tournant.

—
YA H?
p [l
f’I b
||I '.-f
[ A
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|'lll d
= L ——— >

Figure 50 — Représentation d’une micro-aiguille en rotation dans un repére.

0 représente 1’angle formé par [’aiguille a deux instants t. L’angle B est formé entre

I’aiguille et le champ tournant H. Adapté de [211].

Le but de la technique consiste a déterminer la fréquence angulaire moyenne, notée Q, et
’angle « de retour » ou moyenne des amplitudes des oscillations, noté 0g, pour différentes

aiguilles.

Dans le cas d’un fluide viscoélastique ou modele de « fluide de Maxwell », ’angle 6 en

fonction du temps s’exprime par :
0=wt—-pf

Il existe une fréguence critique, notée wc, et exprimée par :

REVAYAN L\ D?
(DC__HO Xg() Hz

8 7 p) 1z

Avec Ho I’excitation magnétique, Mo la perméabilité magnétique du vide et g (%) une

fonction telle que :
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Cette fonction prend en compte les proportions de I’aiguille approximée a un cylindre.

Pour chaque aiguille dans chaque milieu, on peut déterminer la fréquence wc qui est délimitée

par deux régimes de rotation de ’aiguille (figure 51):

- Le régime synchrone : L’aiguille est synchrone avec le champ et ’angle 6 croit

linéairement avec le temps. Dans ce régime o < ocet Q(w) = w.

- Le régime asynchrone : A de fortes fréquences de champ magnétique, 1’aiguille en
rotation se désynchronise et subit des inversions de rotation de I’angle (60) en réponse

aux forces mecaniques du fluide. Dans ce régime o > o et

Qw) = w —Jw? — w?.

angle (rad)
angle (rad)

1
0 10 20 30 40 50 60 70

temps (s)

< 0 e 0> 0
Figure 51 — Types de réponse possibles a la rotation d’une aiguille dans un fluide

viscoélastique (modéle de Maxwell). A gauche est représenté le cas d’un régime
synchrone ou [’aiguille tourne a une fréquence angulaire égale a celle du champ. A
droite est représenté le cas d’un régime asynchrone ou l’aiguille subit une force
mécanique du milieu saccadant sa rotation d’un angle 6 de maniére réguliere. En
rouge est représenté le fit linéaire moyen, de pente Q. Données tirées des
expériences menées sur CTR et de I’ADN, un duplex (dAdT)eo (identique a celui
utilisé en SRCD).
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La mesure de Q(w) permet de remonter a la fréquence critique oc nécessaire a la

détermination de la viscosité du milieu.

En régime asynchrone, on peut déterminer le module d’élasticité¢ du milieu, notée G, par la

mesure de I’amplitude des oscillations 6g en fonction de w, donnée par la relation :

_ 3wedy (L\D*
tim 6n = 5G9 (5) 3

Dans le cas d’un gel viscoélastique ou modeéle de « fluide de « Kelvin-Voigt», les micro-
aiguilles oscillent de maniére plus prononcee, avec Q(w) proche de zéro. Dans ce modeéle,

I’amplitude Og est definie par :

D

3 wody (L)D2 "
g L2 0

HB((‘)) = ZG’(G))

Avec G’(w) correspondant au module de cisaillement.
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Figure 52 — Type de réponse au mouvement d’une aiguille dans un gel
viscoélastique (modeéle de Kelvin Voigt). Les amplitudes d’oscillation sont plus
grandes et la valeur de Q(w) est proche de zéro. Le milieu a une plus grande
contribution de 1’¢élasticité dans ses propriétés mécaniques. Données tirées des

expériences menées sur CTR+(dAdT)so.

Cette technique de micro rhéologie, par procédé de spectroscopie magnétique rotationnelle,
a été utilisée pour étudier et déterminer les propriétés mécaniques sous-jacentes de
I’interaction entre le CTR-Hfq et I’ADN.

4. Montage de I’expérience

L’acquisition pour 1’analyse du comportement des aiguilles est réalisée par microscopie a

champ clair, sur un microscope IX73 (Olympus) avec un objectif x20. Les échantillons dans
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lesquels les micro-aiguilles ont été injectées a une quantité optimale sont déposés sur
lamelles de verre scellées par un systeme adhésif GeneFrame (Abgene/Advanced Biotech).
Elles sont déposees sur un dispositif de deux paires de bobines conduisant un courant
sinusoidal déphasé I’un de 1’autre de n/2 et induisant de facto un champ magnétique tournant.
Ce dispositif est reli¢ a un générateur permettant d’imposer une gamme de fréquence
variablede 5 a 5000 mHz et un champ de 0 a 20 teslas. Le systéme d’acquisition d’images
est composé¢ d’'une caméra EXi Blue CCD (QImagine) couplée au logiciel MetaVue
(Universal Imaging Inc.). Les images sont ensuite traitées grace a un plugin dédié sur

ImageJ. Les acquisitions, par ce montage, ont été faite au laboratoire Matiere et Systeme

T
\Q Bobine > -
( T réchantillon ~ . ) /’
\ L

Complexe.

A

\

Figure 53 — Schéma du dispositif de bobines utilisé pour la microrhéologie. (A)
Vue du dessus. (B) Vue de % en plongée. L’échantillon sur la lamelle est placé au
centre des bobines afin d’avoir une répartition isotropique du champ magnétique sur

I’échantillon. Mofidiée de [211].

5. Résultats et discussion

Pour déterminer et comparer les propriétés rhéologiques d’une solution de CTR mélangée a
de ’ADN, I’expérience de microrhéologie a ét¢ menée sur trois échantillons : le CTR38 de
Hfg a 7 mg.ml+, le double brins d’ADN (dAdT)s0 & 7,3 mM et le CTR38 + (dAdT)s0
(respectivement a 7 mg.ml+ et 7,3 mM), solutions préparées a 3 semaines avant les
expériences pour permettre un bon assemblage du complexe (voir chapitre 1V). Pour chaque
échantillon, les micro-aiguilles magnétiques ont été injectées et des films de plusieurs
aiguilles de tailles différentes ont été enregistrés a des champs tournants, de fréquences allant
de 15 a 5000 mHz. Le comportement rotationnel des aiguilles a été analysé en tracant les 0

en fonction du temps.

138



5.1.

Double brin d’ADN (dAdT)60 seul

Un ensemble de huit micro-aiguilles a été étudié durant 1’expérience. Celles-ci ayant

chacunes des formes différentes. Les wc ont été déterminées et présentées dans le tableau

suivant :
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En analysant, la fréquence angulaire moyenne en fonction de la fréquence angulaire
appliquée, ces derniéres étant toutes deux divisées par les fréquences critiques mesurées, on
obtient une courbe de points en accord avec un ajustement de prédiction. Cette prédiction

est calculée pour un fluide purement visqueux dont les équations sont les suivantes :

- Pour w/oc<l,0ona: 2(w) = wﬁ

- Pour o/mc=1,0na:: 2(w) = wﬁ— [(w/wc* =1

De méme, en analysant 1’amplitude d'oscillations en fonction de la fréquence réduite (o/wc),

il existe un bon accord entre le modéle de Newton et les données de I'échantillon.

Les ajustements, tracés rouges, et les données obtenues, points bleus sont présentés figure
54.
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Figure 54 — Analyses rhéologiques de I’échantillon d’ADN (dAdT)so. (A) Analyse
de fréquence angulaire moyenne en fonction de la fréquence appliquée, toutes deux
divisées par les fréquences critiques mesurées. Les points bleus correspondent aux
valeurs expérimentales obtenues et la courbe rouge est un ajustement calculé pour un
fluide purement visqueux. (B) Analyse des amplitudes d'oscillation en fonction de la
fréquence réduite. Le bon accord entre le modéle de Newton (courbe rouge) et les
données expérimentales (pointillés bleus) montrent que I'échantillon ne présente

aucun signe d'élasticité.
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L’échantillon ne présente aucun signe d'élasticité, il se comporte comme un fluide de
Maxwell. Ce résultat est en accord avec une viscosité mesurée qui est proche de celle d’un
solvant. La viscosité mesurée est n = 1,62 = 0,32 mPa s. La solution d’ADN seule est tres

diluée et ne change quasiment pas les propriétés d’écoulement de 1’eau.
La viscosité est mesurée a partir du coefficient directeur de la droite obtenu en étudiant la
fréquence critique en fonction des longueurs des aiguilles réduites L*. L’expression utilisée

. . 3 WodYHE g
pour I’ajustement de courbe est la suivante : w, = g% (figure 55).
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Figure 55 — Analyse de la fréquence critique en fonction de la longueur des
aiguilles réduites L*. Cette analyse permet de déterminer la viscosité par

I’intermédiaire du coefficient directeur de la droite.
5.2. Peptide CTR38 seul

Un ensemble de 4 micro-aiguilles a été étudié durant I’expérience ayant chacun des formes

différentes. Les wcont été déterminées et présentées dans le tableau suivant :
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Les résultats révélent les mémes profils que 1’échantillon (dAdT)eo lors de I’analyse de la
fréquence angulaire moyenne divisée par la fréquence critiqgue mesurées en fonction de la
fréquence réduite. Il en va de méme pour 1’analyse de I’amplitude d’oscillations en fonction

de la fréquence réduite (figure 56).
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Figure 56 — Analyses rhéologiques de I’échantillon CTR38. (A) Analyse de
fréquence angulaire moyenne en fonction de la fréquence appliquée, divisée par les
fréquences critiques. Les points bleus correspondent aux valeurs obtenues
expérimentales et la courbe rouge est un ajustement calculé pour un fluide purement
visqueux. (B) Analyse des amplitudes d'oscillations en fonction de la fréquence
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réduite. Le bon accord entre le modele de Newton (courbe rouge) et les données
expérimentales (pointillés bleus) montre que I'échantillon ne présente aucun signe
d'élasticité.
La viscosité mesurée pour I’échantillon du CTR38 & 7 mg.ml? est égale a n = 3,31 + 0,84
mPa s, ce qui est supérieur a celle de I'eau. Mais il ne semble pas y avoir d’¢lasticité dans
cet échantillon. A cette concentration de peptide, on s’attend aussi a mesurer la viscosité du
solvent. Ici c’est 1égerement plus élevé, ce qui pourrait suggérer que les CTR38 sont peu

agrégés.
5.3. Complexe CTR38 + (dAdT)so

Cing micro-aiguilles ayant des formes différentes ont été étudiées. A la différence des deux
premiers échantillons, le complexe CTR38+(dAdT)so se comporte comme un gel. Avec :
N(w) = 0 et G5 dépend des formes des aiguilles et de . Les résultats de 1’ensemble des

aiguilles sont présentés dans la figure 57.
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Figure 57 — Analyses rhéologiques de 1’échantillon complexe CTR-Hfq + (dAdT)so.
(A) Dans le cas d’un gel, la fonction 2(w) = 0, c’est ce qu’on observe pour cing aiguilles
différentes. (B) Comparaison entre la solution d'ADN et celle du complexe ADN -peptide.

Les deux comportements sont tres différents : le graphique supérieur est caractéristique d'un
liquide, tandis que le graphique inférieur est similaire a celui d'un gel. Dans ce dernier, il
n’existe pas de fréquence critique car a toutes les fréquences, les aiguilles sont en régime
asynchrone. (C) Analyse de I’amplitude des oscillations 8 en fonction de la longueur des

aiguilles réduite L*. Cette analyse permet de déterminer le module élastique par

I’intermédiaire du coefficient directeur de la droite.

Le complexe présente la réponse d'un solide mou. A partir de I'expression 6g en fonction de

L*, on peut deduire une estimation du module élastique G’ du matériau. 1l est d'environ 0,2
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Pa, indiquant un comportement de gel faible. Afin de trouver G’, expression utilisée pour

3 podxH§

I"ajustement est la suivante : 6, = ~=—"

La viscosité de cet échantillon est « infinie », et le mélange ADN + CTR38 peut étre décrit
comme un fluide a seuil. L’association entre ADN et CTR est forte, elle structure le fluide,

sans doute par la formation d’un réseau connecté entre ces deux especes.

Les différences entre ADN (dAdT)eo seul, CTR38 seul et le complexe ADN + CTR38 sont
remarquables. En effet, le complexe forme un gel. Cette observation permet de clarifier
potentielle le role potentiel qu’a Hfq a interagir avec I’ ADN et formerait avec lui un réseau
de fibres. In vivo, un environnement similaire au sein du nucléoide est possible. Cette
viscosité affecte probablement la diffusion des protéines, telles que des facteurs de
transcription ou des polymérases. Malheureusement, a ce jour il est difficile de faire cette
analyse in vivo dans une bactérie car nous n’avons pas trouvé encore un moyen de faire
pénétrer ’aiguille dans la cellule. Cependant un des moyens Serait 1’utilisation d’un « canon

a géne », utilisé en biologie végétale.
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Conclusion
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La virulence bactérienne et la résistance aux antibiotiques sont des problémes majeurs de
santé publique. Il en va de méme concernant les amyloides. Dans le cadre de cette thése, on
s’est intéressé a ces deux problémes en étudiant la protéine Hfqg, facteur de virulence
bactérien. Hfq fait en effet partie des protéines formant des amyloides dits fonctionnels grace

a son domaine CTR amyloide.

Ce travail de thése a permis d’étudier cette région amyloide en vue d’en comprendre sa
structure et son rdle fonctionnel, mais aussi de chercher un moyen d’en inhiber la formation.
Compte tenu du role de Hfq dans la vie bactérienne, cette inhibition pourrait en effet ouvrir

la voie vers le développement de nouveaux antibiotiques.

La fonction majeure de ce domaine est de donner a Hfq une aptitude a s’auto-assembler in
vivo et in vitro. Pour notre étude, nous avons travaillé essentiellement sur deux peptides dont
les séquences sont comprises dans la région C-terminale de Hfq, mais aussi sur la protéine
purifiée entiere. On remarque que, plus la séquence amyloide est longue, plus les cinétiques
sont complexes et difficiles a comprendre, notamment pour la protéine Hfq enti¢re. C’est
pour cette raison que I’on a étudié des peptides issus du domaine CTR qui forment
spontanément des fibres amyloides. Mon travail de thése a permis de mieux comprendre les
conditions physico-chimiques favorisant la formation de cette structure, notamment la
concentration, la température et la force ionique. Cependant, la cinétique de formation des
structures amyloides in vitro reste assez différente de celle obtenue en conditions
physiologiques, ce qui nous a amené a poursuivre nos recherches sur un éventuel cofacteur

cellulaire qui permettrait de favoriser 1’agrégation.

Le domaine CTR de Hfq est capable d’interagir avec I’ADN et de le ponter, permettant la
condensation de I’ADN bactérien. Ce travail a mis en évidence que I’ADN favorise la
formation de fibres amyloide de ce domaine, en particulier les doubles hélices d’ADN riches
en adénosines. Ce mécanisme de condensation de I'ADN induit par les protéines amyloides
était encore méconnu mais pourrait représenter un nouveau moyen de condenser I’ADN dans
la cellule. Cette interaction pourrait avoir des conséquences benéfiques, comme pour Hfg
(compaction de I’ADN pour compenser 1’absence de membrane) ou délétéres comme cela
pourrait étre le cas des amyloides pathologiques. L’analyse de la relation existant entre Hfq
et I'ADN s’avere donc primordiale afin de mieux comprendre la compaction de 1’ADN par

une amyloide et ses conséquences fonctionnelles.
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Enfin, une importante partie des travaux de cette these a consisté a développer une nouvelle
voie pour l'analyse des nanostructures. Nous avons mis en place une technique d’imagerie
corrélative inédite. Celle-ci permet d’étudier le méme nano-objet isolé avec la microscopie
électronique en transmission et la technique de nano-spectroscopie infrarouge (AFM-IR) en
déposant I’échantillon sur un substrat de nitrure de silicium. Méme s’il existe des limites
pour I’imagerie chimique sur la surface corrélative, la technique d’imagerie corrélative
permet de mieux analyser les nano-objets tels que les fibres amyloide. Les améliorations
autour de cette technique permettraient des analyses avancées, et nous donneraient des
informations telles les caractéristiques morphologiques, les changements de conformation

mais également la cartographie chimique du complexe amyloide-ADN.
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Chapter 18

Techniques to Analyze sRNA Protein Gofactor
Self-Assembly In Vitro

David Partouche, Antoine Malabirade, Thomas Bizien, Marisela Velez,
Sylvain Trépout, Sergio Marco, Valeria Militello, Christophe Sandt,
Frank Wien, and Véronique Arluison

Abstract

Post-transcriptional control of gene expression by small regulatory noncoding RNA (sRNA) needs protein
accomplices to occur. Past research mainly focused on the RNA chaperone Hfq as cofactor. Nevertheless,
recent studies indicated that other proteins might be involved in sSRNA-based regulations. As some of
these proteins have been shown to self-assemble, we describe in this chapter protocols to analyze the nano-
assemblies formed. Precisely, we focus our analysis on Escherichia coli Hfq as a model, but the protocols
presented here can be applied to analyze any polymer of proteins. This chapter thus provides a guideline
to develop commonly used approaches to detect prokaryotic protein self-assembly, with a special focus on
the detection of amyloidogenic polymers.

Key words Protein self-assembly, Noncoding RNA cofactor, Functional amyloid

Abbreviations

AFM  Atomic force microscopy

CF Curve fitting

FTIR  Fourier transform infrared spectroscopy
SAXS  Small angle X-ray scattering

SRCD  Synchrotron radiation circular dichroism
TEM  Transmission electron microscopy

LT Thioflavin T

1 Introduction

In prokaryotes, the components of RNA metabolism self-assemble
into complex structures, resulting in functional compartmentaliza-
tion within the cell [1-3]. The RNA maturation components

Véronique Arluison and Claudio Valverde (eds.), Bacterial Regulatory RNA: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology,
vol. 1737, https://doi.org/10.1007/978-1-4939-7634-8_18, © Springer Science+Business Media, LLC 2018
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include proteins involved in post-transcriptional genetic regulation
such as ribonucleases (RNAses) or RNA chaperone, but also small
regulatory noncoding RNAs (sRNA) [2, 4, 5]. The best-
characterized protein involved in such pathways using regulatory
sRNA is probably the RNA chaperone Hfq [6]. Nevertheless, some
others have also been identified such as ProQ and the archaeal Sm
proteins [7, 8]. Our recent studies demonstrated that specific
sequences in the E. colz Hfq C-terminus region (CTR) are able to
polymerize, resulting in the formation of amyloid fibers [9]. Indeed,
increasing evidence shows that amyloids are not only the result of
protein misfolding associated with neurodegenerative diseases, but
also found in cells for useful reasons [ 10]. In the later case, amyloids
contribute to the physiology of the cell and are referred as “func-
tional” [10]. Indeed, these functional amyloids have been widely
reported in different organisms, including bacteria. In prokaryotes,
diverse functions have been described for these amyloids, such as a
role in biofilm development [11], formation of curli and pili [12],
or creation of pores in the host membrane [13]. In this chapter we
intend to provide a guideline to develop approaches that can be
used to detect the fibers of SRNA protein cofactors, precisely molec-
ular imaging, such as atomic force microscopy and transmis-
sion electron microscopy, infrared spectroscopy, synchrotron
radiation circular dichroism, and small angle X-ray scattering. Our
chapter will focus on Hfq and its amyloid nature as an example, but
it could be applied to any self-assembling prokaryotic proteins.

2 Materials

2.1 Preparation
of Samples

2.2 Thioflavin
Staining

2.3 AFM Imaging

1. Synthetic peptide: 20 mg/mL in deionized RNA-grade water
(see Note 1).

2. Purified Hfq/Sm proteins, prepared as described in the
Chapter 15 by Stanek and Mura. Depending on buffer used
and protein concentration reached during the purification pro-
cess, the same limits apply as those described in Note 1.

3. UV spectrophotometer suitable for the precise determination
of protein concentration measurements (micro-volumes).

1. ThT stock solution: 0.8 mg/mL in 10 mM phosphate buffer
pH 7 containing 150 mM NaCl.

2. Fluorescence microscope equipped with a digital camera and
emission /excitation filter sets to permit visualization of ThT
staining.

1. AFM microscope with liquid cell.

2. AFM tips with different force constants: 2-75 N/m and reso-
nant frequencies in the range of 100-320 kHz for imaging in

LU0
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25 FTIR
Spectroscopy

2.6 SRCD
Spectroscopy

2.7 Small Angle
X-Ray Scattering
(SAXS)
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air or in the range of 0.01-0.8 N/m and resonant frequencies
in the range of 70-100 kHz for imaging in solution.

. AFM-grade mica.
. AFM-free image analysis software such as WsXM (http://www.

wsxmsolutions.com/) and Gwyddion (http://gwyddion.net/).

. Cryo-transmission electron microscope equipped with a slow

scan CCD camera.

. Carbon-coated electron microscopy copper grid, CF200-Cu

(200 mesh) or CF300-Cu (300 mesh), EMS.

. Carbon-coated electron microscopy copper grid, ref. 01881-F

(200 mesh) or 01883-F (300 mesh), Ted Pella.

4. Uranyl acetate solution: 2% (w/V).

. Uranyl-less solution containing Gadolinium salts, Delta

Microscopies.

. Plasma cleaner.

. Leica EM-CPC plunge-freezing device for cryo-fixation.

. Interferometer-based spectrophotometer coupled with an IR

source.

. For transmission measurements, liquid cell equipped with CaF,

windows and a 6 pm-thick polytetrafluoroethylene (Teflon)
spacer (for example, Omni-Cell transmission Cell from Specac
Company or Demountable liquid Cell from Piketech).

. For reflection measurements, attenuated total reflection (ATR)

sampling setup.

. SRCD endstation such as that of DISCO beamline at SOLEIL

synchrotron [14, 15].

. Manually loaded circular demountable CaF, cells of 30 pm

path length with a loading volume of 2 pL [16].

. CDtool software for data acquisition and treatment, including

averaging, smoothing, subtraction of buffer baselines from
sample-spectra, calibration ((+)—camphor-10-sulfonic acid
CSA), and normalization [17].

. BestSel open access software (http://bestsel.elte.hu/) [18].

. SAXS beamline such as SWING at SOLEIL.

. Quartz capillaries of 1.5 mm diameter and 0.01 mm

thickness.

. Foxtrot software (http: //www.synchrotron-soleil.fr/Recherche /

LignesLumiere /SWING).
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3 Techniques

3.1 Analysis of Hfg
Self-Assembly

by Molecular Imaging

3.1.1  Thioflavin Staining

3.1.2  AFM Imaging

Characterization of Hfq self-assembly can be performed by micros-
copy techniques, including fluorescence microscopy, transmission
electron microscopy (TEM), and atomic force microscopy (AFM).

Thioflavin T (ThT) is a benzothiazole salt commonly used to visu-
alize amyloids. When bound to aggregated f-sheets, such as those
found in amyloids, the dye displays an enhanced red-shifted fluores-
cence emission spectrum [19]. Even if the dye fluorescence is not
completely specific and may bind to other structures (such as dou-
ble-stranded DNA), it is however a good indicator that amyloid
structures are formed in the sample. Practically, for ThT staining:

1. Dilute protein samples to 0.2 mg/mL.

2. Prepare a stock solution of ThT. This solution can be filtered
and stored in the dark for 1 week. Before use, the stock solu-
tion is diluted in 10 mM phosphate buffer pH 7 containing
150 mM NacCl (dilution 1/50 = working solution); this must
be done extemporaneously.

3. For a spectroscopic assay, add a 10 pL aliquot of protein to
1 mL of working solution, incubate for 1 min, and measure the
fluorescence intensity with excitation set at 440 nm and emis-
sion detected in the range 450-500 nm (see Note 2).

4. For slide staining and visualization under a microscope, place
10 pL aliquots of stained samples and image using a fluores-
cence microscope with a 60x oil-objective (NA = 1.4). The
laser excitation can be set at 415 or 450 nm and emission is
detected at 482 nm.

Atomic force microscopy (AFM) has become a common tool for
the analysis of protein aggregation and fibrilization [20]. It pro-
vides height information that complements structural information
from two-dimensional projection images obtained using electron
microscopy (see Subheading 3.1.3). In essence, an AFM setup con-
sists of a microtip attached to a cantilever held on a piezo scanner
that moves along the surface of the sample with high precision over
a defined distance within the micrometer range. The deflection of
the cantilever follows the surface topography and is monitored fol-
lowing the position of a laser spot reflecting from its surface on a
photodiode. The motion of the cantilever can also be used to inter-
rogate the mechanical properties of the sample. AFM imaging thus
provides information about biological objects dimensions at nano-
meter resolution [21]. As amyloid fibrils are usually in the pm
range in length with a lateral dimension between 3 and 30 nm,
AFM is thus perfectly adapted to probe fibrils structure.

1. Substrate preparation. In order to study fibrillar protein
structures, it is essential to first adsorb them to a flat surface.
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This step is crucial for obtaining high-quality data. The fibers
formed in solution have to be at an adequate density and firmly
attached to allow the tip to scan over them. One of the surfaces
that is most frequently used for AFM studies is mica, although
clean glass or annealed gold can also be used. Here we will
concentrate on describing the adsorption of fibrils to mica sur-
faces. Mica is convenient because it is atomically flat and can be
casily cleaved immediately before use to obtain a clean surface.
AFM-grade mica can be easily obtained from several AFM
product suppliers. The freshly cleaved mica is glued to the sam-
ple holder using, for example, double-sided tape before incu-
bating the protein sample.

. Protein adsorption. A protein solution is incubated on the
mica surface to allow for fibril adsorption to the surface (see
Note 3). The size, charge, and mechanical stability of the
fibers determine the details of the preparation protocol.
Basically this protocol consists of two steps: first, conditioning
the surface where the fibers will be deposited and second, incu-
bating the protein solution to allow for filament deposition. As
the surface/protein interaction will be affected by the surface
charge of the protein and surface, the pH of the solution has
to be selected to optimize this interaction. Precisely, mica is
constituted of sheets of octahedral hydroxyl-aluminum lying
between two silicon tetrahedral layers. The most favorable
cleavage plane is located in the layer of unbound K- that lies in
the interlayer space between neighboring silicon layers. When
immersed in water, the hydrated potassium ions can be dissoci-
ated from the mica surface, leaving negatively charged alumi-
num tetrahedra (AlO,") in the first outer layer [22]. Thus, the
solution pH and ionic salt concentration should be adjusted to
allow for the protein to be positively charged to promote its
interaction with the negatively charged mica surface.

. Imaging in air. If the protein binding to the surface is not
strong enough to allow imaging with the sample immersed in
solution, the best alternative is to image in air. Incubate a small
amount of diluted protein (typically 10 pL of 5-10 pg/mL
fibrils) on the mica surface and allow to air dry at room tem-
perature. All the fibers in the solution will now be adsorbed on
the mica surface. Before imaging, the sample must be exten-
sively washed with Milli-Q water to remove the salt from the
buffer and then carefully air-dried again. AFM can operate in
different modes, and the ones more conveniently used to
image amyloid self-assemblies are contact mode and tapping
mode, depending on the characteristics of the fibrils of interest
[21]. Contact mode images are obtained when the tip is in
contact with the sample, so it requires that the fibers are firmly
attached to the surface and rigid enough to withstand the tip
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pressure as it scans along the surface without deformation or
sliding. In tapping mode, the cantilever is oscillated at its reso-
nant frequency during the scan, so that it does not drag the
sample along as it moves over the surface. Resonant frequen-
cies of the soft cantilevers used for biological materials are,
typically, within the 70-100 KHz range, depending on whether
the microscope is operated in air or in solution, so that the
interaction time between the tip and sample is reduced dra-
matically to only a few microseconds. Fibers can be imaged
either in tapping or in contact mode, depending on the char-
acteristics of the sample.

. Imaging in solution. If the fibers are sufficiently long and their

interaction is strong enough to allow for a stable adsorption to
the surface, the fibers will remain firmly attached during imag-
ing in solution. After allowing 10-60 min of incubation, the
sample is extensively rinsed with buffer to remove excess pro-
tein. The imaging buffer is selected to optimize the interaction
between the tip and the sample and could differ from the one
selected for fiber adsorption to the mica. The pH or salt con-
centration can be adjusted again so that the tip—protein interac-
tion is minimized to reduce damaging the fibers during imaging.
Operating in solution offers the possibility of imaging fiber
growth. In such a case, imaging should be done in the presence
of small amounts of protein in the solution to avoid interfering
with the imaging process. Images of the same area taken at dif-
ferent times can be used to follow filament growth kinetics.

5. AFM imaging procedure. Once the sample is properly pre-

pared, the AFM is operated selecting the most appropriate tip
for the imaging mode. If imaging in air, stiffer tips with force
constants in the range of 2-75 N/m and resonant frequencies
in the range of 100-320 kHz can be more convenient to
reduce the snap-to-contact region. For imaging in solution,
softer tips, with force constants in the range of 0.01-0.8 N/m
and resonant frequencies in the range of 70-100kHz can be
used. In brief, AFM operation includes the following steps:
placing the cantilever in the holder and then both to the scan-
ner; aligning the laser to impinge the cantilever tip; aligning
the laser reflection on the center of the photodiode; placing
the sample in the sample holder; if operating in tapping mode,
the cantilever resonance frequency has to be selected; approach-
ing the tip and sample. Once the tip is touching the sample,
the scanning parameters, gains, scanning speed, and setpoint,
are adjusted to obtain reproducible trace and retrace images.

6. AFM topographic analysis. AFM obtains direct topographical

images of the sample surface. Each AFM provider includes
software to analyze the images, but there are also free specialized
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software available to process scanning probe microscopy
images (WsXM or Gwyddion).

Figure la—f shows Hfq peptide fibers imaged in air or in
solution.

3.1.3 TEM Imaging A quick way to check the presence and structural characteristics of
fibers (length, diameter, interweaving), as well as the homogeneity
of the sample, is negative staining and observation by transmission
electron microscopy.

Protocol for Negative 1. Sample preparation. Deposit a 5 pl. drop of Hfq sample at

Staining 1 mg/mL in 50 mM phosphate bufter pH 7 (i.e., stock solution
diluted in water) on a glow-discharged carbon-coated electron
microscopy copper grid (200 mesh square grid, EMS). In order
to optimize the adsorption of the sample to the grid it is recom-
mended, but not strictly required, to realize a glow-discharge
(gas ionization process giving the carbon film hydrophilic).

0 20 40 60 80100 120 140 160 180 200

nm

F

0 100 200 300 400 500 600 700
nm

Fig. 1 Visualization of Hfq self-assembly by molecular microscopy. Transmission electron microscopy (TEM)
and atomic force microscopy (AFM) are efficient tools to investigate protein nanostructures. (a—f) AFM images
of Hfq peptide fibers in air and under liquid. Upper panels (a, b, ¢) are fibers imaged in air. A drop of the protein
solution was allowed to dry on the mica before imaging in contact mode. Lower panels (¢, d, f) show filaments
observed under buffer at pH 4 in tapping mode, after incubating the fibers for 5 min on mica at pH 4 at a
concentration of 0.5 mg/mL. Panels C and F show the height profile under the blue lines shown, respectively,
in panels b and e. (g—h) In TEM experiments, 5 pL of Hfq solution is deposited on a glow-discharged electron
microscopy grid covered by a continuous carbon film for negative staining (g) or a holey carbon film for cryo-
TEM (f). (g) The sample is dried and subsequently stained with a solution of either uranyl acetate or uranyl-less
(filling the protein cavities with heavy atoms). (h) The excess of sample is blotted and subsequently frozen in
ethane at liquid nitrogen temperature (embedding the sample in thin amorphous ice layers). Both methods
show filaments that seem more aggregated in negative staining. Scale bar: 500 nm
172



328 David Partouche et al.

Protocol for Cryo-Electron
Transmission Microscopy
(Cryo-TEM)

2. Sample adsorption. After 5 min of interaction, blot out the
excess sample using a Whatman filter paper (1-3 min is usually
enough to have efficient adsorption of the sample onto the
grid).

3. Contrasting of the sample. The adsorbed sample can then be
put in contact with the contrasting agent. To perform negative
staining, 5 pL. of uranyl acetate solution (2%) is applied onto
the grid-containing sample. After 30 s incubation, the excess of
uranyl acetate is blotted out and then the grids can be kept in
a dry dark dust-free environment until observation at the elec-
tron microscope. Gadolinium salt (uranyl-less) is also used for
negative staining. It is used instead of uranyl acetate because it
is safer. However, it may create artifacts such as crystals. Store
it at cold temperature and use it at room temperature to avoid
salt deposition as much as possible.

4. The grids can be stored at room temperature for further obser-
vation on any standard transmission electron microscope.

5. Sample observation. The electron microscopy grid is then
mounted onto a room temperature-equilibrated holder and

subsequently introduced into an electron microscope (JEOL
2200FS, JEOL, Tokyo, Japan).

6. Image acquisition. 2 k by 2 k images are acquired using a Gatan
Ultrascan 894 US1000 slow scan CCD Camera (Gatan,
Pleasanton, CA, USA) at 40,000x nominal magnification (cor-
responding pixel size was 0.32 nm).

Figure 1g shows Hfq peptide fibers imaged by TEM after neg-
ative staining.

While it is true that negative staining is the tool of choice for
quick characterization, it implies the dehydration of the sample,
which can lead to artifactual aggregations of fibers or to structural
modifications. Therefore, when high-resolution ultrastructural
studies are required, samples should be observed in hydrated con-
ditions, which is possible by cryo-transmission electron microscopy
(cryo-TEM). Cryo-TEM is based on fast-freezing of the electron
microscopy grid containing a thin layer (100-200 nm or less) of
the adsorbed sample by quick immersion in liquid ethane cooled-
down at liquid nitrogen temperature. This can be achieved by
using a lab-made or commercial apparatus. Some commercial
apparatuses can be fully automatized so that repetitiveness can be
easily achieved when freezing conditions have been set up.

1. Sample preparation. Deposit a 5 pL. drop of Hfq suspension on
a glow-discharged lacey carbon film grid (300 mesh).

2. Sample freezing. Blot the suspension through the grid for about
1 s using a Whatman filter paper to create thin suspended films
in the carbon holes of the grid. Using a Leica EM-CPC, plunge
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the grid into liquid ethane cooled-down with liquid nitrogen.
Prior to sample freezing, the grid is kept in a liquid nitrogen
storage unit until observation at the electron microscope.

3. Transfer to the electron microscope. The grid with the frozen
hydrated sample is transferred to a cryo-TEM for observation.
During this transfer process, and during observation, the sam-
ple should remain under liquid nitrogen to prevent water
crystallization, which impedes the observation of the sample.
Since the observed sample is fully hydrated, the obtained
images reflect the near native structure of proteins and fibers.
A simple but detailed description of negative staining and cryo-
TEM techniques is described in [23]. Grids are transferred
into a JEOL JEM 2200ES cryo-electron microscope equipped
with a Q-energy filter by using a Gatan 914 cryo-transfer
system.

4. Image acquisition. Hfq peptide cryo-images can be acquired
using a 2 k by 2 k Gatan Ultrascan 894 US1000 slow scan
CCD Camera (Gatan, Pleasanton, CA, USA) at 40,000x nom-
inal magnification (corresponding pixel size was 0.32 nm) with
an energy window of 20 eV.

Figure 1h shows Hfq peptide fibers imaged by cryoTEM.

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy can be used to
analyze protein secondary and super-secondary structures such as
amyloid. The peptide bond is an amide group (CONH) that gives
rise to seven active absorption bands in the infrared. This method
can thus give information on secondary structure (three bands
carry information on the secondary structure, but the Amide I
band is the most used, see below) and tertiary structure (through
the Amide II band). Indeed, the Amide II spectral region studied
in the presence of D,0O solution (i.e., Amide II', se¢ Note 4) is a
marker of the partial opening of the protein and thus of the tertiary
structure changes, during which the hydrogens remained within
the protein core undergo H-D exchange [24]. The Amide I is
most often used for secondary structure elucidation since it has the
smallest contribution from peptide side chain absorptions. The
Amide I band absorption is mainly due to the C=0 stretching of
the amide group vibration but this vibration is strongly delocalized
over the amide C-N and C-H bonds giving rise to a strong cou-
pling: the trans dipole coupling. The exact frequency of the absorp-
tion peak is thus sensitive to the angle of the amide bond, which is
dependent on the local structure of the protein domain. a-Helices,
B-sheets, B-turns, random coils, and 3-10 helices are each restricted
to a different set of angles as seen in a Ramachandran plot, giving
rise to amide peaks located at different frequencies. This gives rise to
the sensitivity of infrared spectroscopy to the secondary structure
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of proteins. Here, we thus focus on the infrared zone in the region
of the Amide I.

1. Hfq fibril samples (from 1 to 20 mg/mL) are loaded into liq-
uid cell equipped with CaF, windows and a 6 pm thick spacer.
This configuration allows studying a sample in solution for sev-
eral hours (8 on average), and therefore allows for following
the aggregation kinetics.

2. FTIR absorption measurements are performed between 1000
and 4000 cm™ through the use of an interferometer-based
spectrophotometer coupled with an IR source and a Triglycine
sulfate (DTGS) detector. The best way to have good transmis-
sion spectra is by performing a measurement in which 256
scans are collected and at least 5 independent measurements
are averaged. Spectra at a nominal resolution of 2 cm™! are
baseline corrected and background subtracted before analysis.
A spectrum of the buffer must be collected using the same
experimental parameters for water subtraction. Buffer subtrac-
tion is performed by an iterative procedure to remove the sig-
nal originating from the water. The association band of water
between 1800 and 2400 cm™ is used to compute the subtrac-
tion factor. Most commercial software packages propose an
integrated subtraction routine.

3. Alternatively, an attenuated total reflection (ATR) sampling
setup can be used. With an ATR setup, the infrared beam light
is reflected inside an infrared-transparent, high refractive index
crystal. The crystal can be single bounce or have a multiple
bounce geometry to increase sensitivity. An evanescent wave is
created at the crystal-solution interface, which extends into
the sample with a penetration depth typically around 1 pm
(depending on the wavelength and on the crystal’s refractive
index). A background spectrum without sample is first
recorded. A total of 64 scans are usually averaged. Then, ~
5-20 pL of fibril sample (1-20 mg/mL) is deposited directly
on the crystal and covered with a cap to reduce evaporation. A
spectrum of the buffer must also be recorded in the same con-
ditions for latter subtraction.

4. The analysis consists of qualitative evaluation of secondary
structure through the combination of 2nd-derivative, Fourier
self-deconvolution (FESD), and curve-fitting (CF) analysis [25].
ESD and the 2nd-derivative can be used to find the number
and exact positions of the overlapping peaks composing the
Amide I band. CF involves fitting a series of model peaks to the
experimental data. The best function for peak shape in liquid
samples is usually a convolution of Lorentzian and Gaussian
bands, the Voigt profile. Overlapping peaks composing the
Amide I band are fitted with Voigt profiles with a bandwidth

175



3.2.2 Synchrotron
Radiation Circular
Dichroism SRCD

sRNA Cofactor Self-Assembly 331

varying between 15 and 25 cm™. The goodness-of-fit is gener-
ally evaluated by comparing the rest with the noise. The CF,
being an iterative algorithm, is pursued until the rest is less
than 5 times the noise. The integration of the area of the com-
ponent bands used to generate the final curve fit can provide
an estimate of the relative percentages of secondary structure
present. Both qualitative and quantitative analyses can be
achieved with dedicated software. Most software packages
such as OMNIC™ (Thermo Fisher Scientific) and Opus
(Bruker) provide curve-fitting algorithms.

5. The assignment of a peak at a given wavenumber to a given
secondary structure should be done according to Table 1.
Briefly, a peak near 1645 cm™ is indicative of random coil,
1655 cm™! of a-helix, and 1630 cm™ and 1690 cm™ of B-sheet
(see Note 5). Stronger hydrogen bonding results in a shift to
lower wavenumbers and, therefore, amyloid fibrils often have
p-sheet peaks below 1630 cm™ [26].

Figure 2a shows Hfq peptide fibers analyzed by FTIR
spectroscopy.

Circular Dichroism (CD) is a sensitive absorption spectroscopy
technique for studying biological samples such as proteins and
polynucleotides (DNA and RNA) as well as sugars. Circular left
and right polarized light is differentially absorbed, e.g., by proteins
due to the excitation of the n-n and n-n* electronic transition of
the peptide bonds. Additionally the aromatic side chains produce
characteristic absorptions between 210 and 275 nm. Standardized
CD spectra can be deconvoluted and used for protein secondary

Table 1
Empirical assignments for Amide | infrared (IR) bands characteristic
of proteins [25]

Wavenumber (cm-') Assignment

1615-1625 Intermolecular B-sheet (in particular vibrations
of strongly bound intermolecular aggregated
B-strands, including amyloids)

1630-1640 Intramolecular native p-sheet

1640-1650 Disordered random coil

1650-1660 a-Helix

1660-1695 B-turn

1675-1695 Intermolecular B-sheet (in particular antiparallel

aggregated p-sheets)
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Wavenumber (cm)
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Fig. 2 Secondary and supersecondary structure determination. (a) FTIR spectra
of Hfq peptide immediately after diluting in water (blue) and after incubation for
1 day at 20 °C (red). The peaks shown in (a) are due to intermolecular aggre-
gated p-sheet at 1620 cm~" and to the presence of native p-turn at 1670 cm-'
and intermolecular aggregated p-sheet at 1690 cm-', respectively. In addition, in
a lot of proteins studied, the contemporary increase of the components at about
1620 and 1680 cm~" indicates the building of antiparallel 3-aggregated struc-
tures; the low frequency p-sheet moiety at approximately 1620 cm-" are attrib-
uted to multistranded intermolecular (-sheet and resembles the typical
fingerprint of the cross-p motif found in amyloid-like fibrils [37, 38]. (b) SRCD
spectra of Hfq peptide at 20 mg/mL in water (blue) or after incubation at 20 °C
for a few days at 100 mg/mL to ensure the formation of fibrils (red). In this case,
sonication procedure to fragment fibrils into shorter forms or their monomeric
form was not necessary. Secondary structure determination by BESTSEL (inset)
revealed a structural increase of 5% in 3-sheet content for the fibrils as opposed
to the monomeric Hfq peptide
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structure determination. Synchrotron radiation circular dichroism
(SRCD) allows for the extension of the spectral range down to
168 nm in aqueous solution and 120 nm in hydrated films, with
very good signal-to-noise ratios (typically ~20 mdeg/0.2 mdeg).
The extension of the spectral range down to 168 nm has improved
the information content obtainable from a SRCD spectrum.
Especially for the weak CD signals of proteins with high p-sheet or
disordered content, SRCD has improved the spectral analysis sub-
stantially [27]. Numerous algorithms exist for the estimation of
the secondary structure composition from CD spectra. For the
special case of f-sheet-rich proteins, with a broad range of protein
folds, a recent publicly accessible algorithm BestSel [18] allows the
determination of secondary structure contents including parallel
and antiparallel p-sheets and potential fold recognition. The novel
reference dataset with spectra that significantly differ from present
reference sets extends the information content for secondary struc-
ture determination.

1. Sample preparation. Homogenized Hfq peptide fibrils were
prepared by diluted peptide in water at 20 mg,/mL to 100 mg/
mL. Observation of fibrils can be made directly after few days
(see Note 1) as described in step 5. Nevertheless, in some cases
long and associated fibrils need to be fragmented to shorter
and individual pieces to be analyzed, as described below (2—4).

2. Seeds can be prepared by a sonication procedure [28]. The
sonication strength and time had to be carefully chosen. At
low force, homogenization of the fibril solution will just
decrease the viscosity by breaking the fibrils into shorter pieces.
A microtip sonicator set up in the cold room needs to be regu-
lated to minimal strength (force, amplitude), with a 50% duty
cycle (e.g., 1 s pulses interrupted by 1 s silence). Sample vol-
ume should be at least 100 pL in microtubes. Sonication shall
be carried out with the tubes containing sample cooled in ice-
cold solution (for better contact), with the tip plunged right to
the bottom of the tube without touching the tube wall. For
homogenization of peptides and small proteins four cycles of
five pulses with a 10 s rest between cycles produces reliable and
reproducible results. During the rest period, mix well the solu-
tion containing the peptide by lifting and plunging the tip up
and down. Droplet formation on the tube wall should be
avoided. Gloves, mouth mask, and glasses are recommended
for safety.

3. SRCD spectra are taken before and after sonication allowing
the spectral distinction between fibril seeds and amyloid fibrils.

4. Ultracentrifugation in Beckmann TLA-100 rotor run at
53500-96500 Relative Centrifugal Field (RCF) x g4 for
15-30 min may be used to distinguish eventual monomers

floating in the supernatant and the fibrils accumulating in the
1710
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Fig. 3 Use of synchrotron radiation for the analysis of amyloids self-assemblies. Top: Basic sketch of data
acquisition and treatment at a SAXS beamline. The sample scattering pattern recorded by a 2D detector is
radially averaged to and background is subtracted to give the following SAXS curve. The CTR peptide of the
Hfq protein exhibits typical diffraction peaks corresponding to a cross-f structure sketch in overlay. Bottom:
Data acquisition and treatment at a SRCD beamline. A rich -strand containing protein is shown as an example
(Concanavalin A, PDB ID 4PF5 [39])

David Partouche et al.

pellet. The baseline spectrum for the fibril seeds should be taken
from the supernatant. Once the sonication and centrifugation
are finished, keep samples at 4 °C.

. Sample concentration, buffer composition, and pathlength

choices for SRCD data acquisition should be handled with
care. In general, concentrations should be for a-helix rich pro-
teins 1-2 g/L, for p-sheet rich proteins 3—4 g/L, and for
unordered structures above 5 g/L in a 20 pm pathlength cell.
Loading volumes are 2 microliters in special 20 pm CaF, cells
[16] (Fig. 3). The choice of buffer is a function of how much
chloride will be considered essential (10-50 mM NaCl allows
obtaining spectra down to 185 nm). Chloride is readily
replaced by fluoride allowing twice the initial chloride concen-
tration. Ideally phosphate buffer is used being more tempera-
ture stable than Tris-Cl and being deep-UV transparent.
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6. All spectra are normalized to the mean residue weight elliptic-
ity (Oyrw, deg.cm?.dmole™?).

7. For secondary structure determination with BestSel, normal-
ized root-mean-square deviation (NRMSD) indicates the most
accurate fit for each spectrum; values of <0.15 are considered
significant.

Figure 2b shows Hfq peptide analyzed by SRCD spectroscopy.

Small angle X-ray scattering (SAXS) is a simple and powerful tech-
nique that directly provides structural information at scales ranging
typically from 1 nm to 1 pm [29-31]. The physical principle is the
same as X-ray crystallographys; it is based on elastic scattering of an
incoming X-ray wave by the electrons of the sample. The resulting
“signal” is a scattering pattern most frequently collected using a
bi-dimensional detector positioned behind the sample and perpen-
dicular to the incoming beam. Practically, SAXS experiment can
bring information for either peptides in solutions or assembled
materials made of peptides. In this section, we will focus on how to
prepare and analyze amyloid peptides and particularly Hfq cross-p
structure.

1. Different solutions of peptide are prepared (25-100 pL), rang-
ing from 0.5% w /v to the highest concentration by 2.5% steps
by dissolving the peptide into an appropriate buffer. The buffer
must be the same for the previously described experiments
(FTIR, SRCD...) in order to compare the results; buffer con-
taining phosphorous should be avoided and low salt concen-
tration is better.

2. When all the solutions are ready, directly fill quartz capillaries
of 1.5 mm diameter and 0.01 mm thickness. Then, capillaries
are sealed using wax or nail polish. The capillaries containing
the peptides are left at room temperature until cross-f strands
are obtained (this is usually determined by other methods).

3. If the cross-p strand formation kinetics are unknown, FTIR
will be a better method than SAXS to determine the kinetics of
assembly.

The SAXS experiment can bring information for both peptides in
solutions or assembled materials made of peptides. The intensity
collected is proportional to the number of objects within the
sample, N. It directly results from their size, shape, and internal
structure, given by the Fourier Transformation modulus of their
electronic density, showed here for an isotropic sample:

=25l 5.1 )
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where the triple integral is performed within the volume V, of each
particle and the average performed over all possible orientations £2.

7. is the classical electron radius, p, (7) is the electronic density at

position 7 within the particle, p, is the average electronic density of

, 47sin0 .
the surrounding bufter, g = — is the momentum transfer, 0

is the scattering angle, typically below a few degrees, and 4 is the
X-ray wavelength. The rotational average severely limits the struc-
tural information content of the scattering pattern for a non-
assembled material obtained in a SAXS experiment. When isolated
macromolecules assemble into regular structures, new correlations
appear in the electronic density of the whole structure, giving rise
to specific modulations in the scattering intensity. When motifs are
repeated along a defined axis with a repetition distance d, the scat-
tered photon waves undergo strong constructive interferences at q

values given by g = n% , where n is an integer (Bragg law). The

phenomenon is called diffraction, but is not different in nature
from solution scattering. When identical units, e.g., a peptide or a
protein, are regularly spaced, with periodicities typically on the
order of or larger than 1 nm, diffraction is observed in the Small
angle range (SAXD) [32].

1. Cross-p structure is investigated here. The sample-to-detector
distance needs to be optimized. The typical signals resulting
from p-sheet structure correspond to inter-distances of around
10 and 4.7 A; the available q-range should thus be from 0.3 to
2 A

2. Capillaries containing the samples and buffer (control) are
mounted onto capillary holder system and positioned into the
beam path.

3. Depending on the sample homogeneity, several positions
within the sample capillaries can be chosen. At least 3 positions
are enough: one at the top of the sample, one in the middle,
and the last at the bottom.

4. One important step here is the detection of radiation damage.
When exposed to X-rays, organic molecules tend to form free
radicals, leading to aggregation of the sample onto the capil-
lary wall. Radiation damage does not occur for all samples.
This phenomenon is observable after data treatment by an
increase of the curve intensity at small q. In order to avoid this
problem, samples should be exposed to X-rays and then let to
rest for a few seconds before a new exposition at the same spot.

5. As samples on the same capillary holder can vary greatly, the
exposure time must be adjusted, in order to get enough signal
and to avoid saturation on the detector (depending of the
beamline detector).
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6. Due to radiation damage, acquisition time should not be
higher than 3 s with at least 5 s of pause. It is better to make
10 acquisitions of 3 s than 1 of 30 s.

7. Record the scattering pattern with short and identifiable sam-
ple and buffer names.

1. When the entire scattering patterns are recorded as 2D images,
radial integration is performed in order to obtain SAXS curves
for each position inside all the samples and buffers. Such oper-
ation can be done using the Foxtrot software or equivalent.

2. For curves corresponding to the same position within the same
sample, averaging is suggested in order to obtain better statis-
tics. This must be done carefully in order to avoid averaging
data with radiation damage.

3. As samples are analyzed within the bufter, the buffer signal
needs to be subtracted. Data subtraction is provided by most
of the SAXS data reduction software.

4. When the resulting final curve (averaging + subtraction of buf-
fer) is obtained, diffraction peaks corresponding to cross-f
sheets should be observed. The example of Hfq C-terminus
peptide is shown on Fig. 3 (top), where the anisotropic reflec-
tions are indicative of a partially aligned fiber, perpendicular to
the X-ray beam. The reflections at 4 = 4.58 A and 4 = 7.97 A
correspond, respectively, to the inter-strand and inter-sheet
spacing.

4 Concluding Remarks

The self-assembly of biological macromolecules constitutes a key
process in all living organisms. We recently reported that sSRNA
cofactor Hfq belongs to the family of functional amyloids [9]. The
various experimental approaches described in this chapter aim at
further investigating the self-assembling properties of SRNA cofac-
tors. This could indeed represent a versatile means to regulate
sRNA-related processes in vivo. Furthermore, this would also
enable the formation of mixed synthetic sSRNA:protein synthetic
self-assemblies, with future perspectives for nanotechnologies.

5 Notes

1. The main obstacle for the examination of peptides and proteins
that polymerize, and in particular those that form amyloids, is
sample preparation. Indeed, the buffer used for the synthe-
sis/purification processes and its composition (counter-ions,

mainly chloride ions or trifluoroacetic acid TFA™ ions used for
182
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peptide chemical synthesis) may affect fibrillization [33]. For
this reason, batch-to-batch variability of synthetic peptides
is frequently reported, resulting in a poor reproducibility of
experiments in term of kinetics of self-assembling. Proper stor-
age conditions are also important. Typically, peptides are most
stable when stored lyophilized at —20 °C. Nevertheless, even
under this condition, hydration occurs. This may affect the
presence of pre-formed aggregates in samples. Therefore, in
order to ensure comparison between various experiments, we
do not recommend storing peptides and proteins for a long
time and rather suggest ordering or preparing a fresh batch
and performing experiments in a short timeframe.

. Use of ThT staining is a widely used method and relatively well

accepted as an indicator of the presence of amyloid fibrils.
Nevertheless, it has to be taken with precaution as ThT can
also be an inhibitor of fibrillization [34].

. A frequently used surface modification protocol for AFM

involves fusing unilamelar lipid vesicles on glass or mica to
form a supported lipid bilayer that can then be exposed to
the protein fibrils. Indeed, interaction of amyloids with
membrane is commonly reported and has been observed for

Hfq [35, 36].

. D,0O solutions may be used in samples to avoid the spectral

overlaps between the Amide I band and strong absorption
band of water at 1640 cm™'. Note that Amide I wavenumbers
are lowered in D,0 environment (5-10 cm™). In this case
Amide I /11 bands are referred to as Amide I’ /TI".

. The interpretation of an amyloid FTIR spectrum should usu-

ally begin with the examination of the primary sequence of the
protein/peptide. Indeed, side chains such as asparagine and
glutamine, which are very common in amyloid-forming pro-
teins, have IR vibrations that overlap in the Amide I band.
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Annexe B : Article 2

Correlative infrared nanospectroscopy and
transmission electron microscopy to investigate

nanometric amyloid fibrils: Prospects and
challenges

Soumis a la revue Journal of Microscopy en aout 2018.
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Summary

The propagation of a structural information through conformational changes in host-encoded
amyloid proteins are at the root of many neurodegenerative disorders. While important
breakthroughs have been made in the field, fundamental issues like the 3D-structures of the
fibrils implied in some of those disorders are still to be elucidate. To better characterise those
nanometric fibrils, a broad range of techniques is currently available. Nevertheless none of
them is able to perform direct chemical characterisation of single protein fibrils. In this work,
we propose to investigate the structure of a model amyloid-like protein using a correlative
approach. The complementary techniques used are TEM and a newly developed infrared
nanospectroscopy technique called AFM-IR. We propose to introduce and discuss the
strategy that we have implemented as well as the protocol, challenges and difficulties
encountered during this study to characterize amyloid assemblies nearly at the single—
molecule level.
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Introduction

Amyloids are nanostructures originating from the aggregation of multiple copies
of peptide or protein monomers that eventually form fibrils. Often described as being the
cause for the development of various diseases, amyloid fibrils are of major significance in
the public health domain. To better characterise these fibrils, a broad range of techniques is
currently available for the detection and visualisation of amyloid nanostructures. These
include antibodies for amyloid identification in vivo or in vitro®, light microscopy using
specific fluorescent dies such as Thioflavin T and S, infrared (IR) spectroscopy, synchrotron
radiation circular dichroism, small angle X-ray scattering for their structural characterisation
and molecular imaging at the nanoscale using either atomic force microscopy (AFM) or
transmission electron microscopy (TEM)2. Alone, none of them is able to perform direct
chemical characterisation of single protein fibrils. To deeply characterise these samples, it is
essential to correlate or cross-correlate data acquired with complementary techniques on the
same object. As vibrational spectroscopy is a powerful tool to directly probe the secondary
structure and conformational changes of proteins with a limited sample preparation,
correlative analysis combining newly developed vibrational nanospectroscopy techniques
and transmission electron microscopy® will permit structural characterization of amyloid
assemblies nearly at the single-molecule level. In this work, a correlative approach between
TEM and an infrared nanospectroscopy technique is proposed for investigating the structure
of amyloid-like proteins. The strategy, protocol, challenges and difficulties encountered in
this approach are introduced and discussed herein.

Highly sensitive analysis can be performed using the AFM-IR technique. This approach
combines IR spectroscopy measurement and AFM* and thus benefits from the advantages
of both techniques, allowing morphological and chemical identification at the nanometre

scale. Nevertheless, AFM measurement fails in its poor spatial (XY axis) resolution
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compared to TEM. A correlative analysis with TEM can solve the resolution issue and give
a better structural and chemical description of the object?. The sample analysed herein is the
c-terminal (CTR) region of a bacterial protein called Hfq. Hfg forms amyloid-like structures
and is known to be a nucleic acid (NA) binding protein>8. Hfq self-assembles into amyloid
fibres due to the presence of a 38 amino acid residue sequence in its CTR region®3. Only a
patch of 11 amino acids over 38 are necessary for Hfq to self-assemble, but not to interact
with NA. As this analysis could open perspectives in the future to correlatively image
nucleoprotein complexes®, the synthetic 38 amino acid long sequence (referred as CTR3s
through the manuscript) rather than the shorter peptide with 11 amino acids was chosen for
this work. With this sequence, in the absence of NA about 20% of the peptide may show an
intermolecular B-sheet secondary structure characteristic of the amyloid moiety, as it
possesses specific absorption bands in the mid IR region!®-13: a conventional IR spectrum of
CTRazg amyloid shows an amide | band (stretching of the C=0 of the peptidic bond centred
around 1650 cm™*) with several contributions, and among them a component at 1626 cm™
corresponding to intermolecular B-sheet that represents for this sample 19 + 2% of the amide
| peak area.

One of the keys for correlative analyses'* is to find a physical substrate for holding the
specimen during the analysis suitable for both TEM and AFM-IR measurements: (i) with an
appropriate roughness for AFM, and (ii) transparent for IR and TEM analysis. Silicon nitride
(SisN4)-based supports are a good compromise and have been used in this work®. In the first
part of our study, the relevance of these supports for the AFM-IR study of CTR3s fibres,
which are so far among one of the smallest objects studied with this technique, are discussed.

Thereafter, the correlative analysis of an isolated 4 nm-thick CTRazs fibre is presented.

Experimental results and discussion

Relevance of the SisN4-based support
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The SisNs-based supports used in this work possess an asymmetrical pattern
composed of 8 square windows (100 pum x 100 um) and a rectangular window (100 pm X
350 pm) in the silicon wafer with a 50 nm thick free-standing SisNs film. Initially, these
supports were specifically designed for TEM purposes, since the SisNas is transparent to
electrons and thus presents a precise lateral shape compatible with the electron beam. These
supports are homogeneous in thickness, and have a surface roughness of 1-2 nm, permitting
the resolution of AFM topographic images of objects smaller than 10 nm. Finally, these
supports have a low absorption in the IR range characteristic of amide I, which contains most
of the information regarding secondary structure of the protein. Thus SisN4 supports are good

candidates for both AFM-IR and TEM experiments®®.

AFM-IR imaging on Si3N4 supports.

AFM-IR analysis of isolated CTR3g fibres was first performed on SisN4 film with a silicon
wafer beneath. These preliminary measurements ensured that the surface state and properties
of the film did not affect data acquisition, and confirmed the sensitivity of the technique to
measure isolated fibres with a thickness less than 10 nm. In AFM-IR, the IR absorption
measurement is based on the detection of photo-thermal effects, induced after the IR
radiation absorption?®!’, by the AFM cantilever tip in contact with the surface. As the
resulting photothermal expansion involved in the process is very fast (hundred of
nanoseconds), it acts as a shock and forces the cantilever to oscillate on its Eigenmodes. The
amplitude of those oscillations are directly proportional to the light absorbed by the sample
and give a direct measurement of the IR absorption under the tip, with a sensitivity close to
50 nm?8. In term of resolution, as the AFM tip acts as the detector, the lateral (xy) resolution
is dependent of the contact between the studied surface and the tip (few nanometres). To
reach sensitivity below 10 nm along the z-axis, AFM-IR is carried out in enhanced resonance

mode!®. This enhanced resonance mode allows to increase the sensitivity by a factor Qn
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(quality factor) which is around 100 in our case. Furthermore, previous studies made on
objects smaller than 10 nm with this mode?® used gold-coated surfaces as well as gold-coated
AFM tips, to make a gold-gold interaction. This interaction increases the optic field intensity
under the tip and enhances the sensitivity of the technique?. Since gold is a heavy atom that
will prevent optimal TEM imaging, in the present study only the tip possesses a gold coating.
Nevertheless, working as antenna, gold tips alone can lead to an increase of local fields and
are already used in other tip-based spectroscopic techniques such as Tip-Enhanced Raman
Spectroscopy TERS?,

We first needed to confirm that this local field enhancement was sufficient to analyse isolated
CTRas fibres with a thickness of 4 nm without any photodamages. The AFM-IR technique
simultaneously acquires topographic images and an IR map at a given wavenumber of a
region of interest or local spectra at a given point. Figure 1 presents AFM-IR analysis of
CTRasg fibres. The topographic image (Figure 1A) shows two populations of objects:
micrometric long fibres and small dots. These two populations were frequently observed
with other amyloid structures® and revealed the co-existence of oligomeric forms with long
fibrils that are formed by polymerisation of oligomers. If we compare the local spectra
obtained on fibres (blue spectra, Figure 1B) with the one obtained on one dot (red spectrum,
Figure 1B), we observe a characteristic absorption shoulder in the amide I band at ~ 1620
cm?, attributed to intermolecular B-sheet vibrations®3, The ratio between the IR map at
1620 cm™ and the IR map at 1660 cm™ (Figure 1C) allows identifying B-sheet rich areas in
the fibres. Heterogeneities are observed: some regions without fibre morphology show a
high B-sheet absorption signal. However, this result is not surprising, as oligomers are also
amyloid-like assemblies and as very often the fibrils change their conformation during and

after polymerisation.
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Note that, as previously described, an absorption band attributed to trifluoroacetic acid
(TFA) used in the production of peptide is also detected. This band is centred around 1745
cm™, characteristic of TFA in interaction with non-biological amide?* or with other
protonated species®®. Note that this TFA IR absorption band interfere with the shape of the
amide | of fibres and oligomers and antagonizes the presence of a weak shoulder in the amide
I region around 1700 cm™, which is another specific marker of the antiparallel R-sheet
structure.

Nevertheless, our preliminary analyses confirm that the enhancement obtained with a gold-
coated AFM tip is sufficient to analyse 4 nm-thick objects without any photodamages. The
next step was to reproduce the same experiments on the rectangular windows (in the silicon

wafer) with a 50 nm thick free-standing SiaN4 film.
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Figure 1: AFM-IR analysis of CTR3sg Hfq fibre deposited on SIzN4 film above Si wafer. (A)
AFM topography of 3um x 3um area containing a bundle of fibres and some oligomeric
structures. (B) AFM-IR spectra taken on various part of the bundle of fibre (5 points / blue
arrow) or in an oligomeric structure (red arrow). (C) Ratio between the 1620 cm™ IR map
and 1660 cm™ IR map. Yellow arrows indicated area rich in B-sheet structure (red color) (D)

IR mapping of the area at 1745 cm™.

Challenge of AFM-IR measurements on the free-standing Si3N4 film
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Nevertheless, the experiments reveal some difficulties that lie directly in the detection
method of the IR absorption used by the technique and that are linked to the use of 50 nm
thick SisNa4 film. Indeed the film exhibits a small absorption that causes a rapid expansion
of the free-standing SisN4 film and its oscillation detectable during AFM-IR measurements.
As previously explained, to reach nanometric sensitivity AFM-IR experiments are carried
out in enhanced resonance mode. In this mode, the cantilever oscillations changed from a
decaying transient mode to a continuous oscillation mode. Thus the repetition rate of the IR
laser (see details in the Material and technical set-up section) is tuned to match on the contact
resonance frequency of the cantilever. The resonance frequency depends on the cantilever
spring constant and the sample stiffness. As a consequence, during AFM-IR measurements,
it iIs necessary to track the peak frequency maximum of a given eigenmode. Any changes in
term of stiffness of the support (SisNs film) may induce a shift of the AFM tip contact
resonance frequency that may hamper the sensitivity of the AFM-IR method.

To evaluate the influence of the SisN4 film, the global photo-thermal response of the wafer
was tested for different areas: the area corresponding to the free-standing SizN4 film; (ii) the
Si3Nas film with the silicon wafer beneath and (iii) the border of the free SizsN4 film near the
silicon wafer. As shown in Figure 2A, for a given power, a thermal dilation of the substrate
is detected in each area. Nevertheless, the oscillations are more intense (~ 3 fold) in the case
of the free-standing SisN4 film with a shift of 25 kHz in the contact resonance frequency.
Thus, even if its IR absorption in the range of the amide | band is low, it is absorbing enough
to observe a specific oscillation of the SizNa4 film on or outside the silicon wafer. Therefore,
under IR light, the film absorbs energy, retains the heat?®?’, and starts to quickly expand and
oscillate. The oscillation intensity increases with the laser power but is independent of laser
wavenumber contrary to photo-thermal expansion observed for the fibres. Interestingly, the

difference of stiffness between the film and the CTR3s fibre induces a shift of the contact
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resonance frequency (Figure 2B) allowing discrimination of the photo-thermal expansion of
the fibre from the film oscillations. The intensities of both the film and sample responses are
the same order of magnitude (Figure 2B) but, using lower IR laser power, it is possible to
minimise the SisN4 film response compared to the photo-thermal expansion of the sample.
The decrease of the IR laser power was effective during AFM-IR analysis of fibres on the
Si3N4 film with the silicon wafer beneath. But for the area corresponding to the free-standing
SizN4 film (used for correlative measurement), the film is less rigid, and the oscillation of
the film is amplified. As a consequence, even with lower IR laser power, the effect of the
thermal expansion of the film may hamper proper tracking of the tip contact resonance
frequency. One possibility is to rely upon the field enhancement induced with the gold tip.
However, this enhancement is highly dependent on the local nanostructure of the tip gold

coating®® especially in the case of the commercial tip used for this study.
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Figure 2: Study of the SisN4 film bending. (A) Evolution of the oscillations of the cantilever
in function of the position on the support (on the middle of the SizN4 film, on the SizN4 above
the Si wafer or on free-SisNs at the edge of the Si wafer) — Insert: zoom on 130 kHz — 180
kHz range (B) Comparison of the frequencies of the cantilever oscillation in contact with the
Si3Ng4 surface (oscillation of the film) or in contact with a Hfg CTR fibre (photo-thermal

expansion).
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Nevertheless, after several tests it was possible to select a tip with a sufficient near-field
enhancement to detect the photo-thermal expansion of the sample, in such a way that
measurements were not being affected by the film oscillations. Furthermore, constraining
the liberty of the SisNs will improve the signal-to-noise ratio. As a consequence, finding the
optimal thickness for the SisN4 film where AFM-IR analysis is less affected by the thermal
response of the film without blocking TEM measurement is also a possible way to improve
correlative measurements. Electron microscopy grids of various SizN4 films thicknesses are
commercially available but their evaluation is beyond the scope of this study.

Despite those limitations, the analysis of 4 nm-thick CTRag fibres on free-standing SisN4
film was possible with a suitable gold tip and a rigorous following of the contact resonance

frequency of the cantilever allowing the correlative approach AFM-IR-TEM.

TEM imaging

After careful comparison of the images obtained by AFM before and after TEM, it appears
that TEM imaging damaged the amyloid fibres. The damage most probably originated from
the fact that amyloid fibres were not stained using heavy atom salts as it is usually performed
in electron microscopy. This omission of heavy salts was deliberate, since heavy atoms could
perturb AFM and AFM-IR measurements. When performing correlative studies, the use of
the identical specimen is of the essence in this regard, and the sample preparation protocol
might not fit the requirements of all methods used in the correlative work. A trade-off on the
sample preparation protocol has to be made, and we chose to skip the use of heavy-atom
staining knowing that our sample would be more sensitive to electrons. By way of contrast,
for TEM no difference in the sample measurement was observed if the fibres were first
observed by AFM (data not shown). It is indeed possible to adjust the strength of the contact

between the AFM tip and the sample in order to limit tip-sample interaction, thus limiting
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damages to fibres. As a consequence, the area was first explored by AFM-IR and then by

TEM.

Figure 3: Strategy for correlative measurements. A) Light microscopy image of the
100x100um top-left window with the AFM cantilever. Insert: scheme of the SisN4 grid with
the region targeted by AFM (red circle) for an easier correlation with TEM. To correlate
TEM and AFM images, simple mathematical operations such as flipping and rotation were
performed. B) 10 x 10 um topographic AFM image to localize the fibres and estimate the
distribution of individual CTRsg Hfq fibres. The detailed studies of both area indicated with
ared and a blue square are presented in Figure 4 and 5. The sample is then study using TEM.
C) TEM image of the same area observed by AFM. Globally the same fibres are detected

despite some variations attributable to the imaging specificities of each method.

Correlative measurements

To perform the correlative analysis, the AFM cantilever was systematically
positioned above the corners of the SisN4 windows using light microscopy. Several corners
were then scanned by AFM at low resolution to facilitate the recovery of the areas in TEM.
AFM-IR spectra were collected on the topographically best-resolved fibres. After AFM and

AFM-IR analysis, the grids were stored in a dry, dust-protected support and then transferred
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to the TEM. Mosaic imaging at the TEM was performed to recover large fields of view and,
thanks to the asymmetry of the grid, the areas previously observed in AFM and AFM-IR
were easily recovered.

The correlative analysis between AFM-IR and TEM presented herein was carried out on the
grid area highlighted by a blue square in Figure 3B. Using high magnification images, the
fibres show various X-Y widths and Z-height thicknesses (Figure 4A). The dried fibre
thickness is 3.8 nm = 1.9 nm (n = 100) as measured by AFM (Figure 4C), a value in
agreement with liquid AFM measurements made independently (Supplementary Figure S1).
These measurements do not show a distribution of the thicknesses that would be expected if
the fibres were stacked (in multiples of 3.8 nm). The measurements rather indicate a
helicoidal structure of the fibres, where the thickness evolves along the fibre as it coils.

In TEM, amyloid fibres are detected as long thin dark filaments (up to few um, Figure 3C).
Due to the transparency of SizN4 to electrons, it is possible to visualise single fibres, but also
thicker filaments, as previously observed by AFM. Using higher magnification images, it is
possible to discriminate the presence of two fibres coiling around each other (Figure 4A).
These events resulted in variability of the fibre width, from 5 nm for the thinnest ones, up to
30 nm for the thickest ones (Figure 4D).

In the topographic images, the fibres appear larger than what is observed in TEM (Figure 4
A, B). As expected, after multiple measurements made on the fibres, we determined that
AFM over-estimates the fibre width by about 14 nm (Figure 4D). This difference is
explained by the convolution of the tip radius in AFM. As a consequence, the fibre width
measured by AFM is not fully consistent with the results obtained by TEM, an observation

that strengthens the need for correlative imaging.
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Figure 4: Structural characterisation of amyloids fibres deposited on a SisN4 TEM window.
These images are zoom-ins of the red area depicted Figure 3. A) AFM close-views on the
fibres where detailed information can be obtained. B) Equivalent TEM image. C) Plot of the
fibre width measured by TEM and AFM. The average width measured by AFM is 25.17 +/-
6.53 nm (n=100) whereas the average width measured by TEM is 11.20+/-5.68 nm (n=126).
AFM measurements show an important increase of the fibre width. Width and thickness
were measured on the same fibres observed in TEM and AFM on SizN4 substrate. D) Plot
showing the fibre thickness as a function of the width measured in AFM. The measurements
do not agree with a stacking of the fibres but rather agree with a structure which height

evolves along the its length.

On the same area of the specimen, we acquired local IR spectra to evaluate the local
secondary structure of the fibre (Figure 5 A, B). Two different CTR3s fibres were analysed.
In both spectra (green and blue curves, Figure 5C, D), four or five main contributions can be
determined, attributed to intermolecular B-sheets, amyloid B-sheet, a-helix, B-turn, and
antiparallel pleated sheet conformations®. Precisely, the amide | band of the amyloid fibre
presents a maximum at 1666 cm™, a weak shoulder at 1703 cm™ and a strong shoulder at
1626 cm, a signature that is characteristic of amyloid structures (Figure 5D). The spectra
obtained from the fibres are compared to a global IR absorption spectrum obtained in IR

microspectroscopy from a CTR3g sample in bulk solution (dashed black line, Figure 5D).
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Figure 5: Correlative measurements: A) TEM image showing where AFMIR measurements
were performed (blue zone depicted Figure 3). B) Local IR spectra (colored arrows on
topographic image) overlaid with global FTIR spectrum (dashed black line). The two main
absorption bands 1665 and 1625 cm™ are easily identified with the second derivative signal
of the IR local spectra (upper insert).

Comparing the local IR spectra and the global IR spectrum obtained, we can observe
variations in the band ratio especially if we compare the ratio between 1626 cm™ and 1665
cmL. At this scale, a part of the fibre probed may be slightly different in term of composition,
inducing a change in the ratio between the random and the amyloid B-sheets bands. But some
differences might also due to the support as FTIR measurements was performed using CaF
slide. Since decades, it’s very well known that proteins adsorption may differ in term of
density, conformations, and orientations, from one surface to another. Thus, surface
chemistry plays a fundamental role in protein adsorption. Here, both CaF; and SizN4 are
known to be hydrophilic but with different charge surface properties that can induce some

conformation variations.

Conclusion

In conclusion, we demonstrated for the first time the possibility to perform a
correlative analysis with AFM-IR and TEM. This tandem approach allowed combining the

ultrafine lateral resolution of TEM, the ultrafine axial resolution of AFM, and the chemical
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and structural information brought by AFM-IR spectroscopy at the nanometre scale to give
a detailed description of small biological fibres, demonstrated with the amyloid Hfg CTRazs
fibres. In specific conditions it is possible to use an SisN4 film support stage for these
measurements. Although the interactions between the SizN4 film and the AFM-IR tip can be
limiting, it was possible to achieve IR spectroscopy of 4 nm-thick single amyloid fibres,
which is close to the maximum sensitivity achievable for such a system. We suggest that it
should still be possible to improve the sensitivity of the analysis by changing different
parameters, for example increasing the thickness of the SisN4 film or reducing the dimension
of the SisN4 windows. The AFM-IR measurements performed during this study also showed
that using only enhancement from the gold-coated tip was sufficient to study nanometric
fibres. These enhancements could pave the way to new supports for other correlative
analyses.

Material and technical set-up

Amyloid fibres preparation

Amyloid fibres were prepared with the C-terminal region (CTR) of the Hfq protein (CTRz3s,
namely residues 64 to 102 of full length protein,
SRPVSHHSNNAGGGTSSNYHHGSSAQNTSAQQDSEETE)”. Hfq CTRss peptide was
produced chemically (ProteoGenix, France). The lyophilized peptide was reconstituted in
MilliQ water at 20 mg/mL™ (stock solution). In average, self-assembly of Hfg-CTR into
amyloid fibres occurs after a few weeks at 4°C. The process of self-assembly was confirmed
by FTIR spectroscopy and TEM?,

Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy

Infrared absorption measurements were performed in the region between 4000 and 400 cm”
Lin order to control for the presence of amyloid absorbance signature. 1-2 pl of the CTRzs

stock solution were deposited on a CaF> window, dried at room temperature and analysed
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using a Fourier-transform infrared microscope (IN10, ThermoScientific) equipped with a
conventional IR source, a 15X Schwarzschild objective, and a Mercury Cadmium Telluride
(MCT) detector. A total of 256 scans were collected with a spectral resolution of 4 cm™ on
100 pum x 100 pm spots of the dried solution. Spectra were background-subtracted and
baseline-corrected (polynomial baseline correction) before analysis.

Deposition of the amyloid fibres on the Si3N4 support
A 2ul droplet of Hfg-CTR fibres diluted 1:1500 in water was deposited on SizN4 windows

(SN100-A50Q33/EM Resolutions Ltd: 100 micron thick frame with a 50 nm film on 9
windows; 8 windows 100 x 100 micron and 1 window 100 x 350 micron; see Figure 1).
Before use, SisN4 windows were treated using a plasma-cleaner (80% O, 20% Ar mixture
at 0.6 mBar pressure for 20 seconds). Plasma allowed optimising the adsorption of the
sample. Where needed, the samples were kept in a vacuum cabinet before analysis.

Transmission electron microscopy (TEM) analysis

The SisN4 grids previously observed by AFM were mounted onto a room temperature holder
and introduced into a JEOL JEM2200FS AFM instrument (JEOL, Japan) operated at an
acceleration voltage of 200 kV. The images (2048 x 2048 pixels) were acquired on a Gatan
UltraScan894 US1000 slow scan CCD camera (Gatan, USA). Mosaic images were collected
using an in-house developed software to allow imaging of large areas, facilitating the
recovery of the zone previously imaged by AFM. Negative staining was omitted, in order to
keep the fibres in the same conditions as those used in AFM. The TEM images (in Figure 4)
were obtained by the reconstruction of several individual images (at least 4 images) using

the MosaicJ plugin on imageJ3%,

Atomic Force Microscopy (AFM) and Resonance-enhanced AFM-IR spectroscopy analysis
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AFM topographic images and nanoscale infrared measurement were performed with a
nanolR2-s microscope (Anasys Instruments, USA), which combines an atomic force
microscope with a tunable infrared quantum cascade laser (QCL source, 1550-1960cm™
stage, MIRcat-QT, DAYLIGHT solutions; peak powers up to 1W; average powers up to
0.5W, and wavelength repeatability <0.1 cm™. In these experiments the sample was top-side
illuminated. AFM-IR measurements were carried out directly on the SisN4 grid at room
temperature. We used a gold coated silicon AFM probe to avoid effects linked to the IR
absorption of the silicon (HQ:CSC38/CR-AU, MIKROMASCH). This gold AFM probe has
a force constant of 0.03N.m™ and a tip radius <35 nm (including coating). AFM topographies
were acquired in contact mode, with a 0.5 Hz scan rate (500 x 500 pixels). Using this setup,
two modes of acquisitions are possible. In one mode, the laser wavenumber is fixed and we
acquire simultaneously the topographic image and IR absorption mapping at this
wavenumber. In the other mode, the AFM tip is fixed at a given position to acquire a local
IR spectrum by tuning the laser wavenumber. AFM images and IR maps were analysed by
using Mountainsmap 7.3 software (Digital Surf, France). Spectra were collected with a
sampling of 1 cm™ within the range 1560-1850 cm™ and averaged from at least 10

measurements. A Savitzky —Golay filter (second order, 15 pts) was then applied.
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Figure S1: Topographic images of Hfgq-CTR fibres in an acetate buffer (100mM, pH4)

obtained with an Agilent technologies 5500 microscope (Santa Clara, CA, USA) operated

in tapping mode at a resonance frequency of 15 kHz with 0.73 N.m* spring constant

cantilever (Olympus RC800PSA). Z-profiles 1, 2, 3 and 4 (grey lines in the pictures), show

height of single fibres.
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Abstract

Hfq is a pleiotropic regulator that mediates several aspects of bacterial RNA metabolism.
The protein notably regulates translation efficiency and RNA decay in Gram-negative
bacteria, usually via its interaction with small regulatory RNA. Besides these RNA-related
functions, Hfg has also been described as one of the nucleoid associated proteins shaping
the bacterial chromosome. Therefore, Hfq appears as a versatile nucleic acid-binding
protein, which functions are probably even more numerous than those initially suggested.
For instance, E. coli Hfg, and more precisely its C-terminal region (CTR), has been shown
to induce DNA compaction into a condensed form. In this paper, we establish that DNA
induces Hfg-CTR amyloidogenesis, resulting in a change of DNA local conformation.
Furthermore, we clarify the effect of Hfg on DNA topology. Our results evidence that, even
if the protein has a strong propensity to compact DNA thanks to its amyloid region, it does
not affect overall DNA topology. We confirm however that hfq gene disruption influences
plasmid supercoiling in vivo, indicating that the effect on DNA topology in former reports
was indirect. Most likely, this effect is related to small regulatory sRNA-Hfg-based
regulation of another protein that influences DNA supercoiling, possibly a nucleoid
associated protein such as H-NS or Dps. Finally, we hypothesise that this indirect effect on
DNA topology explains, at least partially, the previously reported effect of Hfq on plasmid

replication efficiency.
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INTRODUCTION

The hexameric Hfq is an abundant and phylogenetically conserved protein present in about
half of bacteria and in some archaeal species. Consistent with its high cellular level, the
protein coordinates multiple roles inside the bacterial cell. For instance, the initial
description of Hfg was associated with its involvement in the activity of bacteriophage Qp
replicase (hence its name Host factor for bacteriophage QB*). The pleiotropic functions of
Hfq were however highlighted later when the hfg gene was disrupted in Escherichia coli,
decreasing bacterial growth rate, changing mutagenesis rate, increase in UV sensitivity,
oxidant and osmo-sentivity, as well as a decreasing plasmid supercoiling®3. Most of these
hfg-null phenotypes are due to Hfg-dependant small noncoding RNA (SRNA) based
regulations®. Indeed, Hfq is required to mediate SRNA stress-response®. This regulatory
mechanism is based on the hybridisation of the SRNA to its target mRNA, therefore altering
the mRNA translation and stability®. This effect can be either negative or positive. For
instance the same SRNA can positively regulate a mRNA target, while it regulates negatively

another’®.

Besides, Hfg also binds DNA and has been described as one of the E. coli nucleoid associated
proteins (NAP)%13, This was notably revealed in vivo by cellular localisation experiments
demonstrating that about 20% of Hfg was complexed with DNA within the bacterial

nucleoid®®1°,

Interestingly, Hfq is structurally related to the Sm eukaryotic family of proteins, which
participates in nucleic acid-related processes, including splicing, telomeres replication, RNA
decapping and decay'®!’. Indeed, the amino-terminal region of Hfq (about 65 amino acid
residues) folds similarly to Sm proteins. This region comprises a bent antiparallel B-sheet,
capped by an N-terminal a-helix. The B-sheets from six monomers interact with each other
to assemble in a toroidal structure!®1°, Although the mechanism by which Hfq binds nucleic
acids is not fully understood, it is now well-established that the inner pore on the proximal
face of the torus (on which the a-helix is exposed) binds U-rich RNA, that A-rich sequences
bind to the distal face, and that the lateral rim also binds A/U-rich sequences?®?2, The distal
face and the rim of the protein are involved in both DNA and RNA binding, while the
proximal face seems to be involved in RNA fixation only**?°. Besides its Sm-like domain,
Hfq C-terminal region (CTR) also plays a role in nucleic acid recognition®24, We previously
showed that Hfgq and precisely its CTR bridges distant regions of plasmids!?!® and

highlighted that it induces a strong compaction of DNA2*. Note that DNA compaction results
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from a synergy of different mechanisms, including DNA-bridging, DNA-bending, DNA-
supercoiling, self-assembly of nucleoid proteins, as well as phase separation?®2®, Thus Hfq
DNA-bridging may just be one contributor to nucleoid compaction. 3D-structures of various
Hfgs have been resolved?:?227-%0 all lack the CTR and the way this region folds remains
unknown so far. It has however been demonstrated that Hfq is able to self-assemble and that
this characteristic is dependent on the presence of CTR, an observation in accordance with
the observation that the flexible CTR could facilitate protein:protein interactions®-%2. Indeed,
it has recently been shown that the CTR region of E. coli Hfg forms an amyloid-like
structure®*3°, explaining why the protein is able to self-assemble in vitro and in vivo!231:33:36,
While the same region of Hfq is responsible of its propensity for self-assembly, DNA
bridging and compaction'??4, the relation between these properties remains unclear. Both
the architectural bridging properties of nucleoid associated proteins (NAPs) and their ability

to self-associate may have a role on bacterial DNA condensation®.

So far, only a few studies have shed light on the role of Hfg in DNA metabolism®3, e.g. it
has been shown to influence plasmid negative supercoiling in vivo?, replication efficiency®’
and some studies have shown a role in transcriptional activity®**°. Some of the phenotypic
effects due to the lack of Hfg may be attributed to defects in DNA-related processes;
filamentation or slowed-down bacterial growth are for instance a sign of replication
deregulation, sensitivity to mutagens could indicate unreliable DNA repair. Motivated by
this unsolved role of Hfg in DNA-related processes, we have investigated how Hfq
interaction with DNA affects the nucleic acid structure?*. In this work, we focus our attention
on two aspects of DNA:Hfq interaction, how binding to DNA induces Hfq self-assembly
and how Hfq affects DNA structure and topology. Our results enable us to propose a
mechanism underlying the function of Hfq in DNA packaging and its precise influence on

plasmid supercoiling.
RESULTS

E. coli Hfq:DNA complex has been analysed previously in vitro by molecular imaging
(transmission electron TEM and atomic force AFM microscopies)*?2324, This allowed us to
observe that Hfq tends to bridge two double-stranded distant DNA sections together, through

its CTR amyloid-like region?2324,
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DNA induces amyloidogenesis of Hfg CTR

First, we focused our attention on the effect of DNA on Hfq self-assembly. Indeed, Hfq
binding to DNA may be due to simple DNA binding of individual monomers or a
cooperative self-assembly. A related question concerns the effect of DNA on
amyloidogenesis of Hfg. Hfg-CTR self-assembly in vitro is quite a slow mechanism®3***, and
cellular co-factors probably help to accelerate this process. Such an effect has already been
demonstrated for lipids®!. In our analysis we used Synchrotron Radiation Circular Dichroism
(SRCD), which allows extending the wavelength range down to 170 nm for the identification
and distinction of amyloid proteins peaks*?. Aggregation into p-sheets in an amyloidal
structure implies a significant SRCD spectral change: negative band shift from ~ 200nm to
~ 210nm. As shown on figure 1, the red-shift observed upon DNA binding proves that the
amyloid structure formation is induced by the interaction with DNA, while the same peptide

in the absence of DNA remains unassembled even after 2 weeks.

We confirmed this result using Fourier Transform InfraRed (FTIR) spectroscopy (Fig. 2).
FTIR is useful to identify the presence of amyloid fibrils. Indeed, a peak around 1645 cm™
is indicative of random coil, 1655 cm™ of a-helix, and 1630-1640 cm™ of B-sheet*.
Hydrogen-bonding in cross-p structure, the fingerprint of amyloids, induces a shift to lower
wavenumbers so amyloid fibrils show a p-sheet absorption band below 1620 cm™ %4, Here
D>0 buffered samples have been used to avoid the spectral overlaps between Amide | band
and strong absorption band of water at 1640 cm™ (in this case Amide I/I1 bands are referred
as Amide I’/II’). The amide I” wavenumbers are then lowered in D20 environment by 5-10
cm™. In Figure 2, we clearly observe a band at 1615 cm™ indicative for the formation of

amyloids in the presence of DNA.

Finally, the formation of the cross-p structure was also investigated by small angle X-ray
scattering (SAXS) in the wide-angle region. SAXS curves are shown on figure 3. Weak f3-
sheet peaks are observed for Hfg-CTR in the presence of DNA (incubated 10 days, blue
curve) and for Hfg-CTR alone incubated for 6 weeks at 20 mg/mL (to ensure the formation
of amyloid fibrils in the absence of cofactor, black curve), while no B-sheet peak is observed
for Hfg-CTR alone after 10 days (red curve). The peaks intensities on the blue curve are
much lower than the reference (black curve) due to less incubation time resulting in less -
sheet formation. This definitely confirms that DNA promotes the formation of Hfg-CTR

amyloid. Interestingly, peaks corresponding to the B-sheet structure are not the same with or

212



without DNA. A 0.21 A shift for inter-sheet spacing (increase from 8.00 to 8.21 A in the
presence of DNA) and a 0.04 A shift for inter-strand spacing (increase from 4.59 to 4.63 A
in the presence of DNA) towards lower q are observed while comparing both curves. This
indicates a slight change in the structure of Hfg-CTR B-Sheet arrangement upon DNA
addition. Taken together, these results firmly establish that Hfq amyloid formation is induced
by the interaction with DNA.

Influence of Hfg on DNA topology

Nevertheless, the link with change in DNA structure and topology still remains unclear. It
has been described previously that the linking number of plasmids isolated from cells
carrying an hfq mutation is altered compared with DNA of WT strain?. This could be a direct
consequence of the interaction of Hfq with DNA, or an indirect effect consecutively to a

SRNA mediated regulation of other DNA-binding proteins, changing DNA topology.

In order to distinguish between these two possibilities, we studied the interaction of purified
Hfg with plasmids in vitro. pHSG298 plasmid was incubated with purified Hfg and then
treated with calf thymus topoisomerase | to relax unconstrained supercoils. Plasmid DNA
was deproteinised and electrophoresed on native agarose gels (Figure 4). Under these
conditions, the most supercoiled topoisomers migrate faster, and the relaxation induced by
topoisomerase treatment slows down the migration. As shown in figure 4, in the absence of
Hfq, plasmid DNA was completely relaxed by topoisomerase. The same result is observed
when DNA is incubated with Hfg. This implies that Hfg does not constrain supercoils. This
is in contrast to the effect observed for H-NS*. Thus, Hfq affects indirectly DNA topology
reported previously in vivo, possibly due to the SRNA-based regulation of another protein

affecting DNA supercoiling.

To confirm this result, we used magnetic tweezers to handle a single topologically
constrained double stranded (ds) DNA molecule®® and monitor its deformation upon Hfq
binding in real time. Rotation of the magnets imposed a variable amount of supercoiling to
a single 8.8 kbase pair (bp) dsDNA molecule. The extension of the molecule is measured for
multiple values of the supercoiling ¢ (defined as the number of turns added or removed
relative to the total number of turns in the relaxed naked molecule), giving access to the
extension-versus-rotation response of the molecule in the presence or absence of Hfq (Fig.
5)%. Maximal extension of naked dsDNA (2.25 um) is reached when no supercoiling is

applied (o = 0) (Fig. 5A red line). The apex is flanked by extensive shortening regimes, due
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to formation of loops (plectonemes), either upon negative or positive supercoiling.
Asymmetry in the response of naked DNA is due to denaturation of the double helix under
negative supercoiling®®. After this measurement, we injected a solution containing 60 nM
Hfq without supercoiling (o = 0). We then measured the extension-versus-rotation response
of the molecule at a constant force of 0.25 pN (Fig. 5A, blue line) and observed a distinctive
behaviour. The curve is still centered at ¢ = 0, indicating that no twist is applied to the DNA
molecule through Hfq interaction. Hfg binding to DNA only slightly changes the maximal
extension of the molecule under the same force (1.75 pum compared to 2.25 pum). This
shortening could reflect a decrease in the persistence length of the filament*” or could be due
to the formation of kinks in the dsDNA backbone by Hfg. The extension-versus-rotation
curve profile of Hfg-DNA filament also displays an apex flanked by plectonemic regimes.
Strikingly, the width of the apex is unchanged, indicating that the torsional stiffness is not
affected by Hfq binding. Slopes of the plectonemic regime are smaller, consistent with a
decrease in persistence length*®. We then forced Hfg-DNA filament extension to be close to
0 um by holding it for several minutes at low force and no supercoiling (F < 0.1 pN and ¢ =
0). Consequently the extension-versus-rotation curve (Fig. 5A, green) displayed a broad and
flat profile still centered at ¢ = 0 with a maximal extension shortened to 0.6 um. This reflects
the ability of Hfq to bridge adjacent dsDNA segments, preventing full extension under a
moderated force. This sequential analysis shows that Hfg binds to dsDNA independently
and prior bridging.

Finally, in order to further understand Hfg binding mode, DNA compaction was also
investigated through length-versus-time measurements (Fig. 5B). Starting from the compact
state at o = 0 (center of the green line in Fig 5A), the force was increased from 0.1 pN to 2.2
pN. A continuous lengthening of the filament was observed up to a plateau at 2.2 um. The
force was then lowered to 1 pN, a force at which the extension of the molecule remained
constant about 2 um. The force was then further decreased to 0.6 pN, leading to the
relaxation of the fiber towards a partially compact state with a length of 1 um. Such a
dynamic and reversible transition between compact and extended states can be interpreted
as the breakage/formation of interactions between Hfg proteins linked to the dsDNA
molecule. Hfg-Hfqg binding is likely to be responsible for the stabilization of this compact

state.

As SRCD also allows to analyse DNA local conformation*®, we investigated how full length

Hfq affects (dA:dT)se conformations (Figure 6). A-tract was chosen as a model because Hfq
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preferentially interacts with deoxyadenosine rich sequences®2. As expected, the spectrum of
the (dA:dT) duplex contains positive bands at ~ 216 nm and ~ 190 nm, with a shoulder at ~
180 nm, and a negative band at ~ 205 nm (Figure 6). The unusual positive band at 190 nm
is characteristic of A-tract conformation, which differs from the canonical B conformation®.
In agreement with our previous report, the smaller bands at 180 and 190 nm in the presence
of Hfg may represent base-pairing disruption and a local change in helix conformation?2.
Note that such a change in helix conformation may result in a change in DNA topology only
if large regions of DNA are covered by Hfq, which is unlikely in vivo'®!® (especially because

Dps is the major DNA binding protein during stationary phase®).

In order to go further in the mechanisms of Hfg-mediated DNA conformational change and
the possible role of its CTR, we analysed the effect of Hfg on plasmid supercoiling in vivo.
As Hfq is more abundant during the stationary phase, we focused our analysis on late
exponential and stationary phases®>%". These phases were also those analysed in previous
reports?. Note that it is difficult to compare WT and Ahfq strains in the same region of
exponential growth phase as both strains grow in a very different way. Topology gels of
pHSG298 plasmids extracted from different strains (WT, hfq72=ACTR and Ahfq) are shown
on Figure 7. Plasmid samples were electrophoresed on a native or chloroquine agarose gels
to separate topoisomers. Under native electrophoresis conditions (Figure 7 left), the more
supercoiled they were, the quicker topoisomers migration was. In contrast to native gels,
under the presence of chloroquine (Figure 7 right), the most supercoiled topoisomers
migrated slowly. From this analysis we can conclude that plasmids are usually more relaxed
(= less negatively supercoiled) at 24h (stationary phase) than at 6h (late exponential phase).
Nevertheless, we also observed that there is no difference between WT and hfq72 strains,
indicating that the strong compaction due to the CTR of Hfg does not affect plasmid
topology. On the other hand, we confirm that plasmids are more relaxed in Ahfq strain, as

previously observed?.
Hfg compaction influences plasmid replication efficiency

We then compared the effect on plasmid compaction and supercoiling to replication
efficiency in the same phase of growth. As expected, our analysis confirms a greater number
of plasmids in late exponential and stationary phases, and in the total absence of Hfq (Figure
8)%’. Under these conditions, i.e. total absence of Hfq, plasmids are not Hfg-compacted and

hence are more relaxed. A possibility is that replication is more efficient due to these
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differences in DNA topology and compaction. In order to distinguish between these
possibilities, we analysed the effect of Hfg-CTR deletion on replication efficiency. Total
suppression of Hfg results in a difference for both supercoiling and compaction, while
deletion of its CTR changes compaction only (no effect is observed on supercoiling, see
above). As seen on figure 8, no significant difference is observed between WT and hfq72
strains. Thus, our results indicate that the effect on replication efficiency is directly related
to the change in DNA supercoiling, but independent of DNA compaction. If replication
efficiency were dependent on compaction, deletion of Hfg-CTR in hfq72 should also change

replication efficiency.
Discussion

In this manuscript we establish for the first time that Hfq self-assembly on DNA, responsible
of DNA bridging and compaction, is due to the amyloid-like structure of its CTR.
Furthermore we show that DNA induces amyloidogenesis of this region of the protein. In
contrast to what has been observed in another extensively studied bacterial protein, RepA®?,
in the case of Hfg, DNA seems to be a constituent of the fibril. This conclusion is based on
following observations: (i) peptide hydrogens are entrapped inside the complex with DNA
and cannot exchange with deuterium (Fig. 2); (ii) DNA is found in the pellet upon
centrifugation of fibrils prepared with DNA,; (iii) this is confirmed with electrophoretic
analysis where DNA is retained in the well in the presence of Hfq-CTR (see Malabirade et
al?*), consistent with a stable fiber—-DNA interaction; (iv) as previously observed, the CTR
peptide surrounds DNA molecule with a succession of covered and naked DNA regions®?,
indicating the self-assembled CTR is bound to DNA,; (v) increase of inter-sheet and inter-
strand spacing in the presence of DNA (Fig. 3); (vi) DNA is partially protected and FTIR
amyloid signal is reduced after DNAse | enzymatic digestion of the complex, strongly
indicating that DNA is a component of the fiber. This contrasts with the case of RepA, where
DNA was essentially in the soluble fraction after centrifugation, where the complex in native
gels showed no retarded DNA in the well and where DNase | efficiently degraded most of
DNA and does not alter the fibers®2. Strikingly, RepA, has also been shown to bridge together
two plasmid DNA molecules through an amyloid oligomeric structure, relevant to control
plasmid copy number in vivo®. These two distinct proteins thus affect plasmid biology using

a closely related mechanism (amyloidogenesis) but through direct or indirect pathways.

This new property opens perspectives about how Hfg, in addition to its role in RNA
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metabolism, binds DNA and may play a role in organising the bacterial chromosome by
inducing a mechanical modification of the nucleic acid. Taking into account that a E. coli
cell contains approximately 10 000 Hfg hexamers®), ~20% of which are found in the
nucleoid®*®, the high amount of this protein gives a fairly good potential for DNA-bound
domains. Hfq was previously shown to interact with DNA via its distal surface!?, which is
dedicated to A-rich sequence binding?; thus, one can speculate that the protein first binds
and nucleates on A-containing sequences via its distal face'? (for instance in the A/T-rich
region of some consensus sequences'!) and then propagates to surrounding sequences.
Consequently, Hfg may cover up quite large regions of DNA due to binding to the nucleic
acid that generates a fiber-like pattern!?24, This is supported by the previous observation that
Hfq self-assembles into filaments in vitro®:3® and presumably in vivo, as suggested by the

fiber-like structures seen in the nucleoid by using TEM cellular imaging*31°.

In this manuscript, we demonstrate for the first time that DNA itself promotes Hfq self-
assembly into an amyloid-like structure. Self-assembly on DNA may thus have important
consequences on the nucleic acid structure. One can expect effects on DNA compaction and
supercoiling, and both have been reported earlier>>24, In this manuscript, we clarify the
precise effect of Hfq on DNA compaction and topology. If compaction has been clearly
assigned to direct Hfq DNA binding in vitro, and precisely to its CTR?3%*, the effect of Hfq
on supercoiling observed in vivo may be indirect. Indeed, Hfq regulates the expression of
many proteins, including some affecting DNA topology®* (Figure 9). Here we clearly
establish that if Hfq compacts DNA thanks to its CTR amyloid region?3, and if its CTR
induces bridging of double stranded DNA distant sequences'?, these processes do not result
in a change in DNA supercoiling. Topological effects observed previously in Ahfq strain are
thus indirect: Hfq by itself does not change DNA twisting significantly and its impact on
topology observed in vivo is likely due the riboregulation of another protein, such as H-NS
or Dps %% (figure 9). Note that the bridging property reported for Hfq is parallel to H-NS
self-assembly and bridging capacity®®, the underlying mechanism of which was largely
solved by single-molecule techniques®®®2. H-NS uses a coiled-coil motif for its self-
assembly®®, while Hfqg uses an amyloid-like structure. Hfq thus enlarges the bridging family
of nucleoid-associated proteins®®, even if in this case bridging results from the formation of
an amyloid-like structure induced by DNA and does not result in an effect on overall DNA
topology, in contrast with H-NS*°564 Note also that similarly to H-NS, the link between

DNA-bridging and change in topology may be sequence-dependent®. Finally, both proteins
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have very similar sequence specificity!'®® and the way they could physically®’ or
functionally®® interact should be investigated further (Figure 9).

Although the relation between DNA bridging, supercoiling and genetic regulation is still the
subject of intense speculation®®°, our study provides new insights into the role of Hfq for
replication efficiency*®%’. The majority of plasmids replicate less efficiently in the relaxed
form, as supercoiling is required to facilitate opening of the origin. However, in our case we
used a ColE1-like plasmid, for which replication depends on transcription and formation
of the RNAI-RNAII complex’*"2, We hypothesise that the effect observed for Hfg on
replication efficiency is mainly due to its (indirect) role in DNA supercoiling and precisely,
in its role in primer (RNAII) transcription (Figure 9). Nevertheless, additional effects of Hfq
on RNAI-RNAII annealing could also influence replication efficiency, besides its effect on
primer transcription’®. In addition, Hfq may also play a role in the segregation of plasmids,
by reducing the linking number during elongation of DNA synthesis, similarly to DNA

gyrase’.

In conclusion, although work remains to be done to decipher Hfg precise mechanism at
stake, our results definitely demonstrate Hfg, a riboregulator, is an important player in
bacterial chromosome structure, directly or via sSRNA based regulations (Figure 9).
Furthermore, as pathologic amyloids have also gene-regulatory functions™’, our work
additionally opens new perspectives on the interaction of these amyloids with DNA in

eukaryotic cells.
MATERIALS AND METHODS

Expression and purification of Hfg proteins

Full length and truncated Hfq (residues 1-72) were expressed and prepared as described
previously?*3. Hfq-CTR was chemically synthesised (Proteogenix, France)®.

Preparation of the complexes for SRCD, FTIR and SAXS

Complexes between Hfg-CTR and (dA:dT)se duplex (Eurogentech) were prepared in water
and used at a final concentration of 1.8 mM and 7.3 mM, respectively. The stoichiometry
was 1 Hfg-CTR per 4 base pair. For full length HFgWT and (dA:dT)se, 10 uM of Hfq were
mixed with 2.23 mM of (dA:dT)se, giving a stoichiometry of 1 Hfq hexamer per 220 base
pairs. A lower Hfg/bp ratio was chosen to minimize the signal of the protein sample in order
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to focus on DNA structural change. Samples were analysed at specific times. Note that when
the complex is formed in the presence of salts and buffers, the spectral bandwidth accessible
was limited, reducing the spectral information content. Nevertheless, comparison in the UV
spectral range of complexes in water and salt did not show any spectral differences.
Furthermore addition of Na* at 50 and 250 mM did not allow to detect any effect on peptide
self-assembly kinetics at the concentration used for our analysis, ruling out the possibility
that the effect observed could be due to traces of salts. Besides, addition of salt may result

in complex disassembly’®,
Synchrotron Radiation Circular Dichroism (SRDC)

For SRCD analysis, measurements and data collection were carried out on DISCO beam-
line at the SOLEIL Synchrotron (proposal 20171061)°. After different incubation time, 2-4
ul of samples were loaded into circular demountable CaF- cells of 33 microns path length®,
Three separated data collections with fresh sample preparations were carried out to ensure
consistency and repeatability. Spectral acquisitions of 1 nm steps at 1.2 integration time,
between 320 and 170 nm were performed in triplicate for the samples as well as for the
baselines. (+)-camphor-10-sulfonic acid (CSA) was used to calibrate amplitudes and
wavelength positions of the SRCD experiment. Data-analyses including averaging, baseline

subtraction, smoothing, scaling and standardization were carried out with CDtool.
Fourier Transform Infrared spectroscopy (FTIR)

For FTIR analysis, the same solutions used for SRCD analysis were lyophilized and re-
dissolved in DO (5 pL). FTIR spectra were recorded using a Bruker Tensor 27
spectrophotometer. For transmission experiments, samples were deposited between two
ZnSe windows without spacer. 30 scans were usually accumulated under continuous dry air
purge, with a resolution of 1 cm™. Data treatment was performed using the OPUS software
(Bruker) and consisted of multiple point base line correction and spectral subtraction after

normalization.
Small Angle X-ray Scattering (SAXS)

SAXS measurements were performed on the high brilliance SWING beam line at the Soleil

synchrotron facility, with monochromator set at 12 KeV (proposal 20170388) using an

EIGERX-4M detector at 0.560 m from the sample®®; diffraction patterns were recorded for

reciprocal spacing q = 4 = sin(@ )/A varying between 0.02 and 1.72 A%, that is, repetitive
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distances d = 2 @/q ranging from 3.14 to 3.65 A. SAXS pattern of samples and references
were recorded in previously filled @1.5 mm quartz capillaries. 10 patterns were acquired
successively for each sample, thus exposure time was tuned in order to avoid radiation
damage. 1D SAXS curves were obtained by circular averaging of the 2D images using
Foxtrot software (http://www.synchrotron-soleil.fr/Recherche/LignesLumiere/SWING). As
no difference was observed between the 10 images recorded for each samples, the 1D curves
were averaged in order to obtain 1 curve for each samples and references with better

statistics.
Construction of E. coli strains

Strains were constructed with the A-red recombination technique®?. Briefly, the E. coli
MG1655 strain was transformed and grown with the temperature sensitive pKD46 plasmid
containing Red recombinase expression genes, in presence of arabinose. PCR fragments
containing the desired mutation plus an antibiotic resistance cassette were electropored to
allow recombination. Bacteria were selected for antibiotic resistance and the introduction of

the mutation was checked by PCR and sequencing.

First, a reference strain (MG1655 hfg:cat) was obtained by inserting a chloramphenicol

resistance cassette downstream the hfqg ORF of MG1655, using the pKD3 plasmid as PCR

template. Primers sequences were 5’-
AATACTTCCGCGCAACAGGACAGCGAAGAAACCGAATAAGGTTCCATGGTCCA
TATGAATATC-3’ (forward) and 5-

AGGATCGCTGGCTCCCCGTGTAAAAAAACAGCCCGAAACCTGTGTAGGCTGGA
GCTGCTT-3’ (reverse). Then, a second strain deleted for the last 90 hfq nucleotides giving
a truncated protein with only the first 72 amino-acids (MG1655 hfg72:cat) was obtained by
the same technique but using the previous strain as a template for amplifying the DNA
fragment. Recombination was performed in the MG1655 strain. Primers used were 5°-
ATTTCTACTGTTGTCCCGTCTCGCCCGGTTTCTCATCACAGTTAAGGTTCCATGG
TCCATATGAATATC-3’(forward) and
5’CGCTGGCTCCCCGTGTAAAAAAACAGCCCGAAACC-3’ (reverse).

In vitro analysis of plasmid topology

The experiments were performed as described in Tupper et al*®. 5 pg of purified pHSG298

(2675bp, KanR, Takara Bio) plasmid was incubated 10 min at room temperature with full
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length Hfq in a total volume of 100 pL of buffer containing 10 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1
mM EDTA, 15 mM KCI, 2 mM spermidine, 15% v/v glycerol and 0.1 g.L™* BSA. 18U of
calf thymus topoisomerase | (Invitrogen) were then added and the incubation continued for
30 min at 37°C. Proteins were extracted with ultrapure phenol/chloroform/isoamyl alcohol
(25:24:1 vlv, Invitrogen) and ethanol precipitation. The DNA was re-suspended in 50 pL
Tris-HCI (5 mM, pH8). 2 pL of purified plasmids were electrophoresed in a 1% w/v native
agarose gel. Electrophoresis was performed in Tris-Borate-EDTA 1X, 16.5 V/cm during
30min. The gel was then rinsed 15 min with water before staining 30 min with GelRed

fluorescent dye (Biotium, Inc.). Images were acquired with a G-box (Syngene) imager.
In vivo analysis of plasmid topology

Strains transformed with pHSG298 were grown overnight in LB with kanamycin at 37°C
with good aeration and shaking. The next day, precultures were refreshed by 100X dilution
in 50 mL cultures and grown in 250 mL Erlenmeyers flasks at 120 rpm. At 6h and 24h of
cultivation time, pHSG298 was purified from 5 mL culture samples with NucleoSpin
Plasmid EasyPure extraction kit (Macherey Nagel), and eluted in Tris-HCI (5 mM, pH8)
buffer. Each plasmid purification method may have potential biases concerning DNA
topology selection, but we preferred to use a kit based on silica column to compare our
results with those of Tsui et al®. In addition, all samples were processed the same way and
the only difference was the genetic background. Around 0.3 g of purified plasmids were
electrophoresed in 1% wi/v agarose gels in the presence or the absence of 10 pug.mL™*
chloroquine to separate the plasmids of different linking numbers (LK). Electrophoresis was
performed in Tris-Borate-EDTA 1X, 2.5 V/cm during 16h at 8°C. The gel was then
incubated 1h in 10 mM MgSOs to remove excess of chloroquine (when appropriate), and

otherwise stained and observed as above.
Magnetic tweezers experiments

A poly-di-methylsiloxane (PDMS ; Dow-Corning) flow cell with a 2-mm-wide and 100-pum-
high channel was mounted on a glass coverslip previously silanized with Sigmacote (Sigma).
Anti-digoxigenin (Roche) was flushed into the channel and bound non-specifically for 1h at
37°C, followed by overnight blocking with BSA. The PDMS flow cell was placed beneath
two permanent NdFeB magnets. Image acquisition utilized a 60 Hz camera (A10 GigE; JAI)
placed on an inverted microscope (Picotwist). Image analysis was performed with Pico

software. The 8.8kb DNA molecule held in magnetic tweezers setup was prepared by PCR
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from template lambda-DNA, it was then ligated at each end with a 600-bp DNA fragments
prepared by PCR from template Litmus28i (NEB; positions 2008 and 2580), one was
modified with biotin-tagged dUTP and the other with digoxigenin-tagged dUTP (Roche
Diagnostics). This DNA fragment was subsequently attached to a magnetic bead coated with
streptavidin prior injection of this construct into the microchannel and attachment to the
antidigoxigenin-coated surface. Experiments were carried in buffer A (10mM Tris-HCI pH
7, 1mM EDTA, 0.1 mg/mL BSA). Hfg concentration was chosen as follow: we know that a
ratio ~50 monomeric Hfg/DNA molecule allows having a significant coverage of DNA
molecule?*3, Similarly this assay is done with highly diluted, single DNA molecules to
provide information about intramolecular compaction. We previously found that compaction
requires an order of magnitude lower of the CTR fragment than the one pertaining to 50%
binding saturation®*. For this reason, we used 60 nM of Hfq for our analysis, corresponding

to ~50 Hfq in the volume explored around a 2 pm-long-DNA attached to the glass coverslip.
gPCR plasmid quantification

The different strains transformed with pHSG298 were grown overnight in LB supplemented
with kanamycin at 37°C with good aeration and shaking. The next day, precultures were
refreshed by 100X dilution in 50 mL cultures and grown in 250 mL Erlenmeyer flaks at 120
RPM. At 6h and 24h of cultivation time, 3 mL samples for each strain were centrifuged at
5000 g. The pellet was rinsed twice with PBS and re-suspended in 0.5 mL PBS 1X. Samples
were lysed at 95°C during 5 min, and centrifuged again to remove cellular debris before

being subjected to qPCR.

For the quantifications, samples were diluted and mixed with Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR
Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies) and 300uM primers according to the
manufacturer recommendations. Oligonucleotides targeting regions in mreB gene
(chromosome) and kan" (plasmid) DNA sequences, plasmids harbouring target sequences
used at known copy numbers for calibration curves and qPCR protocol are described
elsewhere®. Quantities inferred from Cp were determined and averaged from 8 replicates for
the kan" gene and were divided by the quantities obtained for mreB, giving the number of

pHSG298 copies per cell.
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Legends to the figures

=3

\ (dA:dT),
CTR + (dA:dT);, 1 day

. g CTR + (dA:dT),, 10 days
<10+ — — — . CTR10 days .

CD (mdeg)
cD (mdeg):'-

@

monomeric CTR (1 day)
amyloid CTR

|

180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 180 190 200 210 220 230 240 250 260

Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 1. SRCD Kkinetics of Hfg-CTR self-assembly in the presence of DNA. SRCD
experiment was performed as a function of time in order to observe progressive amyloid-
like structuring. (A) (dA:dT)se: black line; CTR + (dA:dT)se 1 day: green line; CTR +
(dA:dT)s9 10 days: cyan line; monomeric CTR 10 days: dashed red line monomeric. (B)
Controls: CTR 1 day: red line; amyloid CTR: blue line. As shown, the typical signal of
amyloids at 210-220 nm appears after 7 days, while it takes more than 2 weeks with peptide
alone. Note that DNA induces a structural change of the protein and conversely (see figure

6). For this reason we do not substract the spectrum of the peptide alone from the spectrum

of DNA:peptide complex.
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Figure 2. FTIR spectra of Hfq-CTR in the presence or absence of DNA. D20 buffered
samples have been used to avoid the spectral overlaps between Amide | and water bands.
Solid black line: peptide alone. Dashed blue line: difference spectrum obtained by
subtracting the (dA:dT)se contribution from the complex spectrum. We clearly observe in
the amide I’ band a contribution at 1615 cm, indicative of the formation of the amyloid
structure in the presence of DNA. Note in the complex the presence of both Amide II and II'
bands, due to N\H and N\D in-plane bending of the peptidic groups, respectively. Strikingly,
the Amide Il is present only in the complex, indicating that hydrogens may be entrapped

inside the complex and cannot exchange with deuterium®,
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Figure 3: SAXS curves of Hfg-CTR in the presence or absence of DNA. B-Sheet peak
corresponding to a cross-f3 structure are clearly observed for Hfg-CTR in the presence of
DNA (incubated 10 days, blue curve) and for Hfg-CTR alone incubated for 6 weeks at 20
mg/mL (higher time and concentration are used to ensure the formation of amyloid fibrils in
the absence of cofactor, black curve). But no -Sheet peak is observed for Hfg-CTR alone
after 10 days (red curve). Peaks corresponding to cross-f structure can be seen at 0.765 and
1.355 At for complexed Hfg-CTR, and 0.785 and 1.368 A* for non-complexed Hfg-CTR,

corresponding to inter-sheet and inter-strand distances (d) of 8.21 and 4.63 and 8.00 A and

459 A, respectively (d(A)=2n/q(A™)).
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Figure 4: Topology gel of pHSG298 after incubation with Hfq. The presence of purified
Hfq does not influence the repartition of topoisomers, confirming that Hfg has no direct

effect on overall plasmid topology.
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Figure 5. Real-time Hfg-DNA binding followed by magnetic tweezers. The absence of
direct effect of Hfg has also been confirmed by tweezers experiments. Note that in this case
we used a linear DNA. (A) Extension-versus-rotation curves at 0.25 pN of naked DNA (red),
DNA associated with Hfg (present at a concentration of 60 nM) in extended (blue) and
compact states (cyan). Compact conformation is accessible through application of
supercoiling larger than +/-0.1, or after letting the molecule at low force (below 0.05 pN) for
a few minutes. Asymmetry in the response of naked DNA is due to denaturation of the
double helix under negative supercoiling. Hfg interactions prevent this denaturation. (B)
Change of the length of DNA interacting with 60nM of Hfg submitted to different stretching
forces (light blue, running average over a 5s window). At t=100s the molecule is compacted
under a force of 1.0 +/-0.1 pN and ¢=0. While the force is increased to 2.2 +/-0.1 pN DNA
undergoes a continuous lengthening until it reaches a plateau at 2.2 um. Force was then
further decreased, when set to 0.6 +/-0.07 pN molecule relaxed towards a partially compact
state with a length of 1.0 um. As expected, truncated Hfq in the same experiment does not

have any effect.
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Figure 6: SRCD spectra of DNA interacting with full length Hfq. (dA:dT)se with Hfq
(blue line) or without Hfg (black line). The respective contribution of buffer and protein
were subtracted. As shown in Figure 1, spectral changes indicate that DNA induces a
structural change of the protein and conversely. A low Hfg/bp ratio was chosen in order to
minimize the signal of the protein sample and to focus on DNA structural change. As
previously described*, the spectrum of the (dA:dT)se duplex contains positive bands at ~
217 nm and ~ 191 nm (with a shoulder at ~ 181 nm), and a negative band at ~ 205 nm.
Spectral band differences for DNA with and without CTR at 181 and 191 nm (charge transfer
and pi-pi*, respectively) correspond to local changes in DNA helix conformation. Further
spectral differences include a shoulder at 235 nm and amplitude differences at 249, 261, 268
and 284 nm; the later three positions corresponding to well identified peaks in DNA CD
spectroscopy reflecting the base pairing and stacking®®®. Smaller magnitudes reflect a
weaker degree of base stacking®*. Note that the amplitude differences are not proportional,
which indicates that structural changes are occurring upon interaction between DNA and the

CTR of Hfq.
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No chloroquine (native) + chloroquine to see repartition of topoisomers

wT hfq72 Ahfq wT hfq72 Ahfq
"6h 24h "6h 24h '6h  24h “6h 24h  '6h 24h ‘6h  24h

Trimer, tetramer... {

Open circular (dimer)

Supercoiled (dimer) [N
Open circular
(monomer)

Supercoiled
(monomer)

Figure 7: Topology gel of pHSG298 plasmids extracted from different strains. In the
absence of chloroquine (native gel) relaxed plasmid goes slower, while in the presence of
chloroquine (to see repartition of topoisomers) relaxed plasmid goes faster. Note that left
and right parts are different gels stained separately. From this analysis we can conclude that
plasmids are usually more relaxed at 24h (stationary phase), that there is no difference
between hfqWT and hfq72, indicating that strong compaction due du the CTR does not affect
plasmid topology. Nevertheless, we also confirm that plasmids are more relaxed in Ahfq
strain than in others (see dashed ovals). The small bimodal population seen in Ahfq strain at
24h is comparable to the effect observed previously?. The presence of multimers is due to

the use of MG1655 strain, which is recA+.
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Figure 8. Evaluation of pHSG298 plasmid copy number in hfq mutated strains. As
expected, a great number of plasmids is observed in late exponential and stationary phases
and in the total absence of Hfg. This reconfirms the results of Cech et al*” and shows

additionally that deletion of Hfg CTR does not have an impact on plasmid copy number.

238



-

Hq SRNA

_________________________________________________________ ~
N\,
(A) (B) \)
. // DNA-induced \\\\\m\ o DNA Bridging and
‘ amyloidogenesis @ compaction —
& — K

B 1 o

—
mRNA

i a ;| (D ) %’ No direct effect on
q > l( C) Control of plasmid M plasmid supercoiling
supercoiling

NAP? \1, relaxation

T
o D,

indirect effect on plasmid l, RNAII transcription CD
supercoilin, I
pes o .RN A ’, 77 ( G ) Replication 7
‘1, Replication initiation @
(H)

INAII
ﬂl”', N Aecatenation

D <
Hfq /

//,
-

- -
— -
B I L

'4
'}
(]

-~

O - -

Figure 9. Hfq role in the control of plasmid compaction, supercoiling and replication.
Hfq was previously shown to strongly influence DNA compaction (B)?24. But Hfq also
regulates at the post-transcriptionnal level the expression of various proteins, including
NAPs such as H-NS or Dps>®®" (C). These NAPs can influence DNA topology® (D). Here
we demonstrate that DNA induces amyloidogenesis of Hfg-CTR (XCTR refers to amyloid
self-assembly) (A), resulting in DNA bridging and compaction (B). In parallel, SRNA-
dependent post-transcriptional regulation may regulate positively or negatively the
expression of one NAP, resulting in changes in plasmid supercoiling (positive or negative).
Note that Hfg and some NAP may interact physically or functionally (E). The global effect
of Hfq deletion on topology results in plasmid relaxation, possibly due to primer (RNAII)
transcription (F) involved in replication initiation (G) or in plasmids decatenation after
replication (H). Hence, Hfq deletion influences plasmid replication positively. Plasmids are
depicted as grey circles; non coding RNAs as open arrows; mRNAs as thick black lines; 5’
and 3’ of the mRNA are depicted by a “ball and arrow head”, respectively; Hfq as a toroidal
hexamer; other proteins (NAPS) as grey ellipses; positive and negative regulation are
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indicated by arrows and horizontal bars, respectively; dotted line symbolizes Peptidoglycan

(PG) between outer (OM) and inner (IM) membranes.
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Annexe D : Article 4
Tailoring the Hydrophobicity of Mesoporous

Organosilica for Protein Trapping and

Supported Catalysis
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Au Laboratoire Léon Brillouin (LLB), ont été étudiés des matériaux contenant des
nanocavités ou matrices. Fabriquées et fonctionnalisées au laboratoire, ces matrices a base
de silice peuvent étre utilisées dans le cas de piégeage ou de catalyse. Leur capacité a
adsorber des solutions de protéines, dans cette étude le lysozyme, a été étudiée dans 1’objectif
de les utiliser comme matériau de confinement, et ce en vue d’analyses ultérieures par
diffusion de neutrons. Cette étude, a terme, pourra également étre intéressante pour étudier
des modeles amyloides dont le CTR Hfg, car le confinement pourrait influencer la

dynamique de 1’assemblage.

L’article présenté dans cette annexe propose une méthode élaborée au LLB pour améliorer
le piégeage du lysozyme dans des matériaux organosilicés. Pour ce faire, une
fonctionnalisation par différents groupes méthyles ou phényles permet de contrdler
I'nydrophobicité de surface de la silice. La présence du groupement phénol en surface permet
par exemple de piéger trois fois plus de protéines. La fonctionnalisation de surface favorise
I'adsorption des protéines. Cependant, le diametre des pores de la matrice est aussi un
parametre important. En effet, I’ajustement de la taille des pores conditionne 1'entrée des
molécules ciblées en leur fournissant un environnement plus ou moins confiné, ce qui pourra

étre important pour confiner de gros complexes tels que des amyloides.

D’un point de vue catalytique, I’immobilisation de cuivre (II) sur les matériaux et la présence
de groupement méthylé en surface augmentent le rendement de synthése de la réaction Click
de cycloaddition azoture-alcyne (entre le bromobutyne et le benzylazide) dans l'eau. La
fonctionnalisation de surface permet d’améliorer lI'adsorption des réactifs organiques et
I’ajustement de la taille des pores conditionne l'entrée des molécules ciblées en leur
fournissant un environnement confiné favorisant I’interaction entre réactifs. L’optimisation

de ces conditions améliorerait le rendement des réactions.

Cette méthode ouvre donc une nouvelle voie de synthese avec ajustement des propriétés du

matériau en vue d’applications spécifiques.

L’article joint s’intitule : « Tailoring the Hydrophobicity of Mesoporous Organosilica for
Protein Trapping and Supported Catalysis. » par Oriana Osta, Marianne Bombled, David
Partouche, Florian Gallier, Nadege Lubin-Germain, Nancy Brodie-Linder et Christiane

Alba-Simionesco, soumis pour publication.
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Tailoring the Hydrophobicity of Mesoporous Organosilica for Protein Trapping and
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& Laboratoire Léon Brillouin, CEA Saclay, Batiment 563, 91191 Gif-sur-Yvette, France.
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ABSTRACT

We propose a method to enhance lysozyme trapping and supported-Copper catalysis when
confined in organosilica materials. The direct synthesis presented here allows the control of
the silica surface hydrophobicity by uniform introduction of methyl or phenyl groups. As a
result, the lysozyme trapping is observed to be 3.2 times more efficient with the phenyl-
functionalized material than MCM-41. For heterogeneous catalysis, Copper was
immobilized on the new organosilica surface. In this case, the presence of methyl groups
significantly enhanced the product yield for the catalyzed synthesis of a triazole derivative.
This method opens a new route of synthesis where the material properties can be adjusted

and dedicated to a specific application.

Molecular trapping and supported catalysis are applications of mesoporous materials with
great industrial and scientific impact. A key parameter for their efficiency is the
hydrophobicity of the surface, accompanied by a large surface area and the appropriate pore
sizel. Classic examples for applications in molecular trapping are the encapsulation followed
by controlled drug delivery in nanomedicine?, the effective removal of the low
concentrations of pollutants® and molecular confinement studies*-° to mention a few. In the
area of catalysis, mesoporous silica-supported reactions have been investigated for example,
in wastewater treatment’, in reducing the amount of certain compounds in the mainstream

of tobacco smoke® and in product yield improvement for organic reactions,®-*! among other
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applications. In a particular case, copper doped nanoporous silica have been found to be a
reusable, regioselective catalyst for the cycloaddition reaction between a terminal alkyne and
an azide through click chemistry.1%12 However, in some cases, the yields of reaction are very
low and this is attributed to the low interaction between the hydrophobic reactants and the

hydrophilic materials.

In this context, MCM-41 materials offer high surface area, ordered structure and thermal
stability, but it fails in providing the correct hydrophobic/hydrophilic balance for an efficient
interaction with most organic molecules. Frequently, even after post-grafting hydrophobic
groups on the surface, this balance is not met due to a total transformation of the surface
from hydrophilic to hydrophobic. A partial functionalization with this method has shown to
produce inhomogeneous, rough surfaces with the majority of the grafted groups on the

external surface or at the extremes or the pores.>13:14

The co-condensation method has been conceived as an alternative to introduce hydrophobic
groups to mesoporous silica materials yielding to a more uniform functionalization®*°. In
this case, a silica precursor is condensed together with an organosilane. This method has
been studied to introduce acid, basic and unsaturated groups in the walls of MCM-41-like
materials so that they can be directly used for catalytic applications.*6-18 Qur aim was to
control the hydrophobicity of organosilica materials for specific applications by introducing
methyl or phenyl groups through co-condensation with methyltriethoxysilane (MTES) or
phenyltriethoxysilane (PTES). Such an approach for the synthesis of organosilica molecular

sieves!® has been much less investigated.

Here, lysozyme was chosen as a model to study the effect of the surface hydrophobicity in
protein uptake. In addition, the supported copper (click) catalysis of the cycloaddition
reaction between two hydrophobic reactants, benzyl azide and 4-bromo-1-butyne, in

aqueous media instead of an organic solvent, was tested with the synthesized materials.

For the direct synthesis of mesoporous organosilica, we focused on obtaining a stable
material with a highly ordered pore structure. In order to avoid the disruption of the
honeycomb-like structure and based on previous research,?° the percentage of organosilane
in the precursor mixture was kept under 20 mol%. The conditions of template washing by
ethanol extraction were optimized to obtain a clean material without causing damages to the

surface.
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Samples were named according to the template used and their fraction of MTES or PTES in
the precursor mixture, as follows: C18-M7-Me for 0.93 TEOS/ 0.07 MTES, C18-M15-Me
for 0.85 TEOS/ 0.15 MTES, C18-M7-Ph for 0.93 TEOS/ 0.07 PTES, all of them using
C1sTAB as template, and C12-M7-Me for 0.93 TEOS/ 0.07 MTES using C12TAB as
template. Standard MCM-41 C18 and C12 were synthesized and washed under the same

conditions for comparison.

Template removal and incorporation of the organic groups in the mesoporous silica was
verified by means of FTIR (Figure S1 in ESI). Nitrogen adsorption and desorption isotherms
at 77 K for these samples are shown in Figure 1. For standard and methyl modified MCM-
41 C18, results show a regular type 1V adsorption isotherm. In the case of co-condensation
of TEOS with MTES, it was observed an increase of surface area and pore volume with
respect to MCM-41 C18 (See Table 1). On the other hand, the co-condensation with PTES
produced a less organized material, evidenced by a spread capillary condensation, slightly

lower surface area and pore volume than MCM-41 C18.

1000
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500 A

—— MCM-41 C18
—=— C18-M7-Me
—+— C18-M15-Me
—— C18-M7-Ph
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Quantity Adsorbed (cm®/g)

T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Relative Pressure (P/P;)

Figure 58. Nitrogen adsorption-desorption isotherms at 77 K of MCM-41 C18 and

mesoporous organosilica materials.

The late condensation at P/Po higher than 0.9 in samples MCM-41 C18 and C18-M7-Ph was
attributed to condensation in the interparticle cavities when the size of the mesoporous silica

grains are in the nanometer scale?!, as it was evidenced for C18-M7-Ph by TEM (Figure S1).

These results indicate that upon introduction of MTES at percentages up to 15%, the
obtained organosilica maintain an ordered pore structure while increasing their hydrophobic

character. To investigate the upper limit of the fraction of MTES in the precursors mixture
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that could yield an ordered, highly porous material, an extra sample was synthesized with
20% MTES. Results show that even though a high BET surface area (903 m?/g) is obtained,

there is a significant decrease in the pore volume (0.486 cm®/g) of the material.

Likewise, sample C12-M7-Me was synthesized in order to explore the hydrophobic
modification of small pore mesoporous silica, which is difficult to obtain by post-grafting
methods. In this case, a high surface area material, with pore volume slightly lower than the
MCM-41 C12 was obtained. The production of such small pore sized material with
controlled hydrophobicity, like the one obtained in this work, could be of great scientific

interest for molecular confinement studies.

It is worth noting that the affinity constant, C, calculated from the BET equation, decreased
31%, 49% and 61% with respect to the value of MCM-41 C18 (C = 112) for C18-M7-Me,
C18-M15-Me and C18-M7-Ph, respectively. This parameter decreases with a decrease on
the strength of the adsorbent-adsorbate affinity. Since induced dipole-dipole interactions
govern this adsorption, the introduction of organic groups decreases the affinity of nitrogen
towards the surface. Then, the observed drop of the C value within the same family of

materials is another evidence of their increasing hydrophobicity.

Figure 2 shows the Small-angle X-Ray scattering patterns for the synthesized materials. The
observation of three Bragg peaks indexed as (10), (11) and (20) confirm the 2D hexagonal
structure pémm of the standard, and methyl modified materials. The broadening of the (10)

peak of the phenyl modified sample could suggest a higher polydispersity in the pore size.

—— MCM-41 C18
i (10) —— C18-M7-Me
—— C18-M15-Me
—— C18-M7-Ph

(11) 20

I (a.u.)

0,1 0,2 0,3
q(A?h

Figure 59. Small angle scattering curves of MCM-41 C18 and mesoporous organosilica

materials.

246



The lattice plane spacing dioo was calculated from the SAXS patterns and it is shown in
Table 1. This parameter in combination with the pore volume obtained by nitrogen
adsorption allowed the calculation of the pore diameter (Dpore). This method has been found
to be more precise for the determination of the size of small hydrophobic pores than other
models that use exclusively nitrogen adsorption data??. We found that up to 15% MTES or
7% PTES, the pore diameter does not change significantly with respect to MCM-41, while

the post graphing method induces always a decreasing and less predictable size.?

10004 MCM-41 C18
————— C18-M7-Me
-~ C18-M15-Me

————— C18-M7-Ph
750 1

500 -

250

Quantity Adsorbed (cm3/g STP)

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
Relative Pressure (P/Po)

Figure 60. Water adsorption isotherms at 298.15 K of (a) MCM-41 C18, (b) C18-M7-Me,
(c) C18-M15-Me and (d) C18-M7-Ph.

Table 1. Mean physical properties of the mesoporous organosilica materials.

Sample SBET Vpore dyo Dpore Cu(II)
(m2/g) (cm3/g)e (nm) (nm)? (%ow/w)

MCM-41 C18 1007 0.712 4.45 4.22 -
C18-M7-Me 130 0.899 4.48 4.43 -
C18-Mi15-Me 1284 0.982 4.31 4.32 -
C18-M20-Me 903 0.447 4.05 3.46 -
C18-M7-Ph 989 0.628 4.65 4.30 -
MCM-41 C12 979 0.539 3.55 3.17 -
C12-M7-Me 134 0.505 3.37 2.97 -
Cu/MCM-41 (18 308 0.286" c - 14.5
Cu/C18-M7-Me 256 0.181 4.46 2.89 9.8
Cu/C18-M15-Me 377 0.227 4.32 3.02 9.9
Cu/C18-M7-Ph 430 0.331 4.55 3.58 9.9

a Single point adsorption total pore volume at P/P, = 0.5 ® Single point adsorption total pore volume at P/P, =
0.8 < Not measured 9 Calculated using the KJS model taking into account the lattice plane spacing (d,o).3
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Water adsorption isotherms (Figure 3) show that the total quantity of water increases when
the pore volume of the material is higher, regardless of their organic functionalization These
results show that the hydrophobicity of the materials is not strong enough to avoid water

vapor condensation in the pores.

The stability of the materials towards hydrolysis was studied by performing nitrogen
adsorption analysis before and after of water adsorption. Results (Figure S2) clearly show
that samples C18-M15-Me and C18-M7-Ph are better stabilized, with a smaller loss of pore
volume than C18-M7-Me. The water-resistance found here, could be crucial for better

performance of the molecular sieves in aqueous solution.

Transmission electron microscopy images of selected samples are shown in Figure S3. Both
C18-M7-Me and C18-M7-Ph show the highly ordered, hexagonal structure, surrounded by
mesocellular silica foam (MCF), reported before when 1,3,5-trimethylbenzene was
incorporated to the synthesis of the mesoporous silica?*. A possible explanation is that MCF
rises due to the formation of a microemulsion upon addition of the organosilane, which
behaves as a swelling agent, due to its hydrophobic character. The abundance of MCF
structures in M7-Phenyl explains the increased width of the Bragg’s peaks in the SAXS
pattern for this sample.

Additionally, in order to verify the presence of methyl groups at the surface of the pore, we
have conducted quasielastic neutron scattering experiments in the fixed elastic mode window
mode of 2ueV. From the T-dependent of the elastic scans obtained, we could identify a

pronounced enhanced mobility of the methyl groups starting at 80K. (Figure S4).
Protein Trapping

The selected organosilica materials were placed in contact with a 0.5 mg/ml solution of
lysozyme at pH 7.4 at room temperature during 4h, then they were filtered and the decrease
on concentration of the protein in solution was measured by the UV adsorption at 280 nm.
This allowed the calculation of the amount of lysozyme adsorbed per milligram of molecular
sieve. In the case of methyl-modified materials C18-M7-Me and C18-M15-Me the quantities
adsorbed per milligram of organosilica (55 + 1 pg/mg and 50 + 5 pg/mg respectively) were
lower than for the reference MCM-41 C18 (85 + 10 ug/mg). Remarkably, in the case of the
phenyl-modified sample, C18-M7-Ph, an adsorption 3.2 times higher was observed (270 £

30 pg/mg).
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Lysozyme adsorption is driven by electrostatic interactions between the Si-OH groups and
the positively charged protein at pH 7.4. Therefore, the presence of —CHs instead of —OH
groups on the surface could be one of the reasons of the lower quantity adsorbed by the
methyl-modified silica. On the other hand, the high amount of lysozyme adsorbed by C18-

M7-Ph is attributed to its ability to interact with the protein via electrostatic as well as = - =

interactions.

FTIR spectra (Figure 4) show peaks centered at 1656 cm™ and 1535 cm™ corresponding to
the amide | and amide Il bands of lysozyme, respectively. The small peak at 1594 cm™ comes
from the aromatic C-C stretch of the phenyl functionalization. The amide | band consists of
C=0 stretching coupled with N-H bending and C-H stretching components. As these
stretching modes are affected by the hydrogen bonds present in the different conformations
(a-helix, parallel and antiparallel B-sheets, etc.), the shape of the amide | band gives
information about the secondary structure of the protein?®. It is then possible to perform
studies of protein structure under different confined conditions using these new molecular

sieves.
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Figure 4. FTIR (ATR) Spectra of the lysozyme adsorbed on the materials. Insert : Zoom of

the amide I and Il bands of lysozyme.

Catalysis of the alkyne-azide cycloaddition reaction

The azide-alkyne cycloaddition reaction at ambient temperature, as shown in figure 5,
typically requires a copper (1) species as catalyst. This species is prompt to disproportionate,
making it necessary to add an auxiliary reducing species, as ascorbate, to have an efficient

catalysis. Additionally, an extraction or filtration step has to be performed to purify the
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product®®. Another alternative is to use copper loaded on nanoporous silica for
heterogeneous catalysis.?

cat.
(8 mol% Cu) N” "N\

Br/\/ + Ny PR ————— — Ph
H,0
rt, 18-20 h Br

Figure 5. Cycloaddition reaction between bromobutyne and benzylazide in the presence of

a copper catalyst in water.

Copper (I1) was immobilized on the materials using the method developed by Brodie-Linder
et al?’. N2 adsorption isotherms for the copper post-grafted materials (Figure 6) show a lower

total amount adsorbed than the pristine samples.
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Figure 6. Nitrogen adsorption isotherms at 77 K (up) and yields of the cycloaddition reaction
between bromobutyne and benzylazide in water (down) for the different silica-supported
copper catalysts.
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The irregular shape of the isotherm of Cu/MCM-41 C18 indicates more important wall
degradation due to the contact with the basic copper solution. In this sense, the organic
groups seem to protect the surface from basic hydrolysis, same as observed after water
adsorption, Cu/C18-M7-Ph being the least affected in terms of surface area and pore volume.
There is also an expected decrease on the pore size in all samples due to the incorporation
of copper on the surface.

The materials were tested as catalysts for this reaction, with no addition of reducing agents
or further ligands. Figure 6 shows the yields of reaction obtained by means of NMR
spectroscopy. A vast increase in the yield of reaction is observed for the methyl- and phenyl-
modified samples Cu/C18-M7-Me, Cu/C18-M15-Me and Cu/C18-M7-Ph (87%, >99% and
78% respectively) with respect to the yield of 11% obtained when Cu/MCM-41 C18 is used

as catalyst.

These results confirm that the surface area and the organic functionalization of the materials
play an important role in the efficiency of the catalyst. In this case, the presence of methyl
or phenyl groups enhances the adsorption of the organic reactants. Another important factor
is the pore diameter of the catalyst. It has been observed before that a tight fit that allows the
entrance of the targeted molecules while also providing a confined environment for the
reactants to interact, is a key factor in obtaining high reaction yields. Total transformation of
the reactants on Cu/C18-M15-Me (pore size of 3.02 nm and a surface area of 377 m?/g)
indicates that this material provides an optimum hydrophobic nanoenvironment for this
particular reaction in water. A control experiment using copper-doped materials with pores
blocked by surfactant (Figure S6) allowed confirmation that most of the conversion takes

place inside the pores of the hydrophobically modified materials.

Conclusion

By means of a direct synthesis of TEOS with MTES or PTES, mesoporous organosilica
materials were synthesized with different degrees of hydrophobicity for testing their
applications in lysozyme trapping and supported copper -catalysis. A complete
characterization confirmed the large surface area, ordered pore structure and organic
functionalization of the materials, providing a partial hydrophobic environment that depends

on the percentage of organosilane present in the precursor mixture. It was observed that such
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a difference in the nanoenvironments had a significant impact on the performance of the
materials in the selected applications.

The quantity of lysozyme adsorbed decreased for all the methyl-modified materials, with
respect to the original MCM-41 C18. In contrast, the lysozyme uptake by the phenyl-
modified sample, C18-M7-Ph, was more than three times higher than the reference MCM-

41. This enhancement is attributed to = -z interactions between the organosilica and the

protein.

The copper doped materials were proven to be active for regiospecific catalysis of the
cycloaddition reaction between bromobutyne and benzyl azide, using water as solvent. In
particular, C18-M15-Me has provided an ideal surface for this specific reaction, with an
obtained yield of reaction of >99%. These unprecedented results for a Cu (I1) supported
catalyst, using such a facile synthesis encourages the testing of the materials for the synthesis

of further triazole derivatives in water.
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