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La biologie structurale : Comprendre la structure du vivant .:'.‘f."
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Les protéines sont présentes a
toutes les étapes de la vie de |la
cellule :

- Mouvements cellulaires

- Role structural et mécanique
- Défense de 'organisme

- Role informatif

- Controéle et régulation

Etc...



La microscopie ...°’ IbS
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-Grec : « mikros », qui signifie petit ; « skopein », qui signifie observer.
-Regarder des objets de plus en plus petits

-Sciences du vivant : structure de cellules, de bactéries, de virus et de
complexes macromoléculaires.

-Sciences de la matiere : inhomogéinités et imperfections dans les métaux,
batteries, cellules photo-voltaiques et céramiques...
Géologie : roches, minéraux, etc...
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Invention des MICroscopes ..3‘:" IbS
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Les différents types de microscopes oe®
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lentille
porte-objet

vigde
pogitionnement
de {'objet

microscope optique
d’Antoni van Leeuwenhoek
(1632-1723)

Résolution de 1,5 microns



Invention des microscopes

Les différents types de microscopes

Robert Hooke (1635-1703)
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Invention des microscopes o2l Il S

Institut de Biologie Structurale

Les différents types de microscopes

Au 17¢me sjécle, les microscopes évoluent
mais le principe reste le méme.

L [IEP S —
) b 1l

> Les limites: Soitd>=0612/ON
En grandissement 1000x —d=distance =nsin(0)
. , . , , — A =longueur d’'onde de la lumiére utilisée

En pouvolr de résolution : formule d’Abbé: — ON = Quverture Numérique de I'objectif
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2014, Prix Nobel de Chimie 2014: Eric Betzig, William E. Moernr and Stefan Hell



https://en.wikipedia.org/wiki/Nobel_Prize_in_Chemistry
https://en.wikipedia.org/wiki/Eric_Betzig
https://en.wikipedia.org/wiki/W.E._Moerner
https://en.wikipedia.org/wiki/Stefan_Hell

Comment aller plus loin? ...°‘° le
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-En 1920 : les électrons accélérés dans le vide se comportent de maniere
identique a la lumiere

-Electron => les longueurs d’onde peuvent étre trés faibles: 0.037 A 3 une
accélération de 100 kV

-Les champs électriques et magnétiques modifient la trajectoire des
électrons

-En 1931 Ernst Ruska, Berlin, a combiné ces caractéristiques pour
construire le premier microscope électronique a transmission (Prix Nobel
de Physique en 1986)

-Le premier microscope électronique utilisait 2 lentilles magnétiques
(trois ans apres) pour une résolution de 100 nm, deux fois mieux qu’un
microscope photonique.



Le microscope électronique a .. Srus
transmission (TEM) K I S
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__Highvoltage

—Electrongun

~ First condenser lens

— Condenser aperture
Second condenser lens
~ Condenseraperture
Specimen holderand air-lock
~ Objectivelenses and aperture

— Electron beam

Fluorescent screen and camera




Les différents types de microscopes 032!,
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La biologie structurale

Structure primaire

Séquence d'acides amings

[ » Primaire : Séquence en acides aminés ]

Structure secondaire
Repliementlocal de
la chaine principale

Hemoglobine

KX Structure tertiaire

Structure tridimentionelle

Structure quaternaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques



La structure primaire

o-carbon atom
H/
amino | carboxyl
group H2N_(|:_COOH group

R
\side—chain group

/ Glossaire

1. Une fonction amine (NH,)
2. Une fonction acide carboxylique (COOH)
3. Une chaine latérale R qui differe en fonction de I'acide

\ aminé

» Un acide aminé est constitué de trois fonctions chimiques :

> 'ensemble s’articulant sur un carbone central : le carbone
alpha

“lbs
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La structure primaire ...°‘ IbS
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> Les acides aminés se lient les uns aux
autres grace a la formation d’une
liaison covalente :

La liaison peptidiquee. (L
NM—CH,0

-
—"’

» La liaison est le résultat de la
réaction entre la fonction acide
carboxyligue COOH du premier \
acide aminé et la fonction amine
NH2 du deuxiéme, avec comme
produit secondaire une molécule

d'eau H20. N
eau M2 N
/S

N=0

~— ) —_T
Tr—Z



La structure primaire

20 acides aminés différents

aspartic acid glutamic acid

asparagine glutamine
(Asp, orD) (Glu, orE) (Asn, or N) (Gln, or Q)
H a-carbon atom I'll (ﬁ I'll (ﬁ ; o -
i |
amino carboxyl N € — LN —C — | I ‘ I
group HN— (|: COOH group N Cl ¢ IT cl: ¢ 7N7C‘ —C— 7N7C‘Z —C—
R H CH; H ClH 2 H CH, H CH,
side-chain group | ‘ |
< CH, CH
7N | C 2
o] 0~ ¢ 7\ ‘
PN o NH , ¢
0- s
. 0" NH,
lysi arginin histid
(Lys, or K) (Arg, orR) (His, or H) serine threonine tyrosine
H H O H (Ser, or S) (Thr,orT) (Tyr, orY)
| [l [
l“'l C‘ C l‘il C‘ C ‘ Cl C H H H o}
Lo [ Lo
‘:‘H2 H C‘HZ H CH, —N—c‘—c— _T_cl_c_ _IT_C\_C_
‘:‘” 2 C‘“ 2 " C\CH H C‘Hz H CH-—CH, H CH,
CH CH
|’ |’ HC = I‘[IH*‘ OH OH > j

6 Il existe 20 acides aminés qui sont classés en fonction de I\

chaine latérale R.

» Tous les « étres vivants » (plantes, micro-organismes,
virus....

» C’est le radical R qui va marquer la différence entre les
acides aminés et par conséquent leurs propriétés
physiques et chimiques.

) utilisent le méme répertoire de 20 acides aminés.

/

£71bs
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La biologie structurale

Structure primaire

Séquence d'acides amings

[ » Primaire : Séquence en acides aminés ]

» Secondaire : Repliement local et
régulier des acides aminés.

Structure secondaire
Repliementlocal de
lIa chaine principale

Hemoglobine

o8 Structure tertiaire

Structure tridimentionelle

Structure quaternaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques
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Les structures secondaires ..2::%:: le

L'hélice a et le feuillet B
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Structure primaire

Séquence d'acides amings

Structure secondaire
Repliementlocal de
la chaine principale

Structure quaternaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques

La biologie structurale .’Ib S

o0 Institut de Biologie Structurale

[ » Primaire : Séquence en acides aminés ]

» Secondaire : Repliement local et
régulier des acides aminés.

» Tertiaire : Arrangement tridimensionnel
des éléments de structures secondaires.




Les structures tertiaires .. e Ib S

@ repliement va suivre deux grandes\

regles :

» Les parties apolaires ou
hydrophobes vont étre éloignées
de I'eau, pour former le coeur
hydrophobe.

» Les parties hydrophiles vont étre
kexposées au solvant, permettant

formation des liaisons avec |'eau.

)
, o

i///“//

\F \\\\
A\ et 1\

» _—

H\(Q ,. [',/,/ /33.,; ‘ ' I
é B 2 ///:{ - \{i "
h u//c /_; NS // / ‘L;-,I”’

| ( 4
e@' é — A‘( 2
P o %

Coeur Chaines

Ia/

hydrophobe

- polaires en
de la protéine

contact avec le
milieu aqueux

Ce repliement dans I’espace va rapprocher des régions
qui peuvent étre trés éloignées dans la séquence

primaire.
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La biologie structurale

Structure primaire

Séquence d'acides amings

Structure secondaire
Repliement local de
la chaine principale

Hemoglobine

‘roteine P13

Structure tertiaire

Structure tridimentionelle

Structure quaternaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques

[ » Primaire : Séquence en acides aminés ]

» Secondaire : Repliement local et

régulier des acides aminés.

» Tertiaire : Arrangement tridimensionnel
des éléments de structures secondaires.

» Quaternaire : Association stable de
plusieurs protéines sous forme d’un

complexe.

.
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Les structures quaternaires

@ Il y a autant de \

structures
guaternaires que de
protéines, méme si
certaines formes
générales
reviennent
(globulaires, en

k filaments...). /

collagen

4 chymotrypsin
calmodulin

dehydrogenase aspartate

T transcarbamoylase
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IVAAAS | Science

PERSPECTIVE BIOCHEMISTRY

The Resolution Revolution

Werner Kiihlbrandt

+ See all authors and affiliations

holence 28 Mar 2074
Vol 343, Issue 6178, pp. 1443-1444
DO 10 TT126/5c1ence. 12571652

2017 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

o o - -~ \
/ac £ \‘ s, . > 7

N F..X ; ’
SN AN
Jacques Dubochet

Joachim Frank
Richard Henderson

nature International weekly journal of science

Home | News & Comment | Research | Careers & Jobs | Current Issue | Archive | Audio & Video |

The revolution will not be crystallized: a new
method sweeps through structural biology

Move over X-ray crystallography. Cryo-electron microscopy is kicking up a storm by

revealing the hidden machinery of the cell.
Ewen Callaway

09 September 2015

Jarwssry 2018 | volume 13 | nember 1
werw. Rt com naturemethods Techniques for life scientists and chemists

Method of the Year 2015

The end of ‘blob-ology’: single-particle cryo-electron microscopy (cryo-EM) is now being used
to solve macromolecular structures at high resolution.

pgie Structurale



La révolution de la résolution en ME

Apo Pol lll Apo Pol Il Pol 11l elongation complex
17 A resolution 10 A resolution 3.9 A resolution

Current Opinion in Structural Biology

Resolution : i ‘: Ny e ' ’ S A Resolution
before 2013 ~ a WY atpresent

Illustration: ©Martin Hogbom/The Royal Swedish Academy of Sciences



De la Blo-bologie a la biologie structurale
Postdoc a EMBL Grenoble

Thesis : 1997 : 23 A



Les microscopes
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Les progres techniques au niveau des instruments

e Tension d’accélération(300 kV)
e Nature du canon a électrons

e Les lentilles

e Levide

e Stabilité de I'étage froid

e Automatisation

e Les détecteurs d’électrons

‘h | — — Qium-m
=t
-

|
“
-
£ gy i
—



Nature du canon a électrons

Filament de tungstene

flux d'électrons

N

bobines
cathode

{ I
RIS

/O ‘anode

.

 tu

be sous vide

Filament en Canon a
hexaborure de lanthane émission de champs

Field emission electron gun

Thermionic electron gun

Filament 1
: Field B2
Bias emitting tip' ==
resistor 100KV
— — 1+ —_
! | | Grid
Wehnelt [ | —"
cylinder Q- Anode
10-1000kV
o+ Crossover
Crossover
I |  —
Anode =

earth potential Tres cohérent et trés brillant



Les lentilles électromagnétiques .°'" .le
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’étage froid .° .'I bS

Institut de Biologie Structurale

Clip ring

\ EM Grid

1mm

S < SCpraitey

PS52

lere génération

Derniere génération

' !
| Cartridge tweezers

TR

-ring cartridges and tool

2eme génération



Film

Les détecteurs d’électrons s IbS

After
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Direct e- detector

&8 -

¥

-
L]

Bai et al., 201

Realignment of movies

Direct e- detector,
2 main advantages

#1/ improved signal-to-noise
#2/ movie mode (fast read-out rate)

-correct for motion
-choose best frames




Caractéristiques d’un microscope électronique

Wavelengths of electrons ()

0.0349 A at 120KV, E?rxnﬁ:;with wavelength of light: 2000 A
0.025 A at 200 kV. 15 A forCu Ka
0.01969 A at 300kV 1 A synchrotron radiation

Quel est le probleme avec les MET ?

£71bs
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diffraction limit for
resolution of

any optical system:
D=2/2

Les lentilles ne sont pas parfaites : aberration (sphéricité; chromaticité).

Les échantillons biologiques sont sensibles aux électrons.
La stabilité mécanique n’est pas parfaite.

Le microscope n’est pas une loupe parfaite.



Quel est le probléme avec le TEM: s l S
Ce n’est pas une loupe parfaite <

Institut de Biologie Structur.

iet initi Image obtenue
Objet initial Microscope parfait &

Adapté de A Desfosses



Quel est le probleme avec le TEM: < 5 I
Ce n’est pas une loupe parfaite '-z.. : S

Institut de Biologie Structurale

Objet initial Microscope électronique Image obtenue

Adapté de A Desfosses



Quel est le probléme avec le TEM: :Z‘@ IbS
Ce n’est pas une loupe parfaite It
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‘i’li‘tl"l’

Objet initial Microscope électronique Image obtenue

Adapté de A Desfosses



L'explication

Objet initial Fonction propre du MET Image obtenue

C’est une convolution

Adapté de A Desfosses



Qu’est ce qu’une convolution ? R ] |

C ‘ucturale

FOURIER SPACE

Transformée de Fourier Fonction de transfert de Transformée de Fourier
de I'objet de départ contraste de I'image obtenue

Adaptée d’ A Desfosses



CTF determination/correction
A simple way : phase-flipping

Thon rings : zeros of the CTF

~ EM micrograph

Fourier Transform of micrograph




CTF determination/correction
A simple way : phase-flipping

Thon rings : zeros of the CTF

~ EMmicrograph

Phase invertion

mf\ /N AN

model

— -¢

Invert the phase behind
every second thon ring
and back-FT
Fourier Transform of micrograph




Adapted from A Desfosses

NYRNYANTAIN




L’échantillon/microscope ne sont pas
parfaitement stables

Useful information to ~ 8 A




Correction des images 'Ib S
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Frames

Determine shift
(and rotation) by CC

Aligned sum

Align and average
#20 ° 8

A Desfosses



Avant correction

Useful information to ~ 8 A




pres correctio
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Production de données ...Ib S
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Jusqu’a 9 Gb / image (films) et 800 films par jour
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Analyse d’images
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Reconstruction tridimensionnelle  _°-" le
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SUM EVERY 20 SUM EVERY 10 SUM EVERY 5
DEGREES DEGREES DEGREES

FILTERING

SUM EVERY
DEGRES




Reconstruction tridimensionnelle ," IbS
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Objet tridimensionnel (3D)

Projections bidimensionnelles (2D)
de cet objet selon plusieurs
orientations

Transformée de Fourier 2D (TF)

0

Positionnement des TF dans 1’Espace
de Fourier 3D. Interpolation des donneées
sur une grille 3D.

Transformée de Fourier Inverse 3D

Reconstruction 3D
Carte de densité

49



Reconstruction tridimmensionnelle




Préparation des échantillons biologiques pour la .:::‘
microscopie électronique , S
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Les échantillons doivent : - résister au vide et aux électrons
- garder leur forme native

webPlongee.com




Contréle qualité : |a coloration négative 0l IbS

o:o
/ ©000 CNCNCNG o.’.’...
w g A A A oe Institut de Biologie Structurale
Avantages:
- Rapide

- Faible quantité d’échantillon
- Petites protéines
- Contraste élevé

Désavantages:
- Séchage
- Empreinte de I’échantillon
- Limité en résolution (15 A)




1984, EMBL Heidelberg

g,
NATURE YOL. M5 | MARCH 19 >
- ARTICLES — : ’ “

ucturale
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Cryo-electron microscopy of viruses
Marc Adrian, Jacques Dubochet, Jean Lepault & Alasdair W. McDowall

European Molecular Biology Laboratory, Postiach 10.2209, D-6900 Heidelberg, FRG

Thin vitrified layers of unfixed, unstained and unsupported virus suspensions can be prepared for observation by
cryo-electron microscopy in easily controlled conditions. The ciral particles appear free from the kind of damage caused
by dehydration, freezing or adsorption to a support that is encountered in preparing biological samples for conventional
electron microscopy. Crya-electron microscopy of vitrified specimens offers possibilities for high resolution observations
that compare favourably with any other electron microscopical method

Quarterly Review of Biophysics 21, 2 (1988), pp. 129-228 129
Printed in Great Britain

Cryo-electron microscopy of vitrified
specimens

JACQUES DUROCHET', MARC ADRIAN® JIIN-JU CHANG?,
JEAN-CLAUDE HOMO', JEAN LEPAULT?,
ALASDAIR W.McDOWALL® anp PATRICK SCHULTZ!

Jacques Dubochet European Motecular Bivlogy Lalweatory (EMBL ), Postjach 1o, 2209, D 6yau Hedelberg, FRC;
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Cryo-microscopie électronique

Biologie Structurale

4T

EM grid

Avantages:
- Etat natif de I’échantillon

Apply sample Désavantages:

- Faible contraste
- Sensibilité aux électrons
- Taille limitée

Blot excess buffer
before plunging

02 (sO
O%OOQ
O
>0 0

CARBON CARBON




Sensibilité vis-a-vis des électrons oo IbS
'.o.,
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3s d’exposition au faisceau d’électrons
correspond a la dose présente au centre
d’'une explosion atomique.




Comparaison coloration négative — ..‘" .
cryo-microscopie électronique . l S

Institut de Biologie Structu




Les échantillons oc: S
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Meilleur microscope
au monde

Rubbish in Rubbish out



3

~
Absorbance at 280 & 260 nm (mAu)

-

Optimisation des échantillons  »¢° IbS

Volume post injection (mL)
= 280 nm = 260 nm ~ 230 nm

Size exclusion chromatography

DLS
(Dynamic light scattering)

g B
(Nyw) Wi (7 10 DURGIOSqY

g

P!

o0 Institut de Biologie Structurale

*Optimise buffer conditions
(salt, pH, detergent, etc)

: N\

—]
4 SEC-MALS | |
| Superose 6 /’ \

| \ ’
|

#

f

SEC MALS

(Size exclusion chromatography
coupled to multi-angle light
scattering)




Optimisation des échantillons

Clonage, expression, purification jusqu’a ’lhomogénéité

150 kDa l

Hétérogene Homogene




Collecte des données “ o

S

1/ Grid Squa re seIeCtlon Institut de Biologie Structurale

3/ Automated acquisition
(autofocus, drift correction,

2/ Assisted hole selection



Vé ° . . .
Bactériophages o
Charles Arnaud, Romain Linares, Grégory Effantin, Takashi Yamada, cécile Breyton : S

Institut de Biologie Structurale

Virus qui infectent les procaryotes (bactéries)

Micro-organismes les plus abondants, diversifié sur Terre: 103! particules. Présent dans tous les
biotopes

Rble dans la régulation, diversité et I'évolution des populations procaryotes (incluant ceux de notre
microbiome)

Réle dans I'acquisition de certains traits de virulence pour les bactéries
Alternative aux antibiotiques (phagothérapie)
~80% des genes de bactériophage n‘ont pas d’homologues protéiques actuellement connus

Taille élevée



.o.o‘..o
Bactériophages oo IbS
o'.:.’.. .

o0 Institut de Biologie Structurale

’ “——— protein capsid containingvirus DNA or RNA
i Viralgenome is injected into the cell
bacterial cell \

Bacteriophage genoms:




Order

Caudovirales| Siphovitidae

.
o gre . 7 ° ®e ®
e
[ L X
®
@ °
o.’
..
Family Morphology Nucleic acid |Examples
iovinidae Mon-emveloped, contractile tail Linear dsOMNA,
Mon-enveloped, long non-contractile tail| Linear dsDMNA & phage
Fodowiridas  |Mon-enveloped, short noncontractile tail| Linear dsDMA, T phage
Tectivirdae Mon-enveloped, isometric Linear dsDMA,

Unassigned

Corticoviridae | Mon-enveloped, isometric
Lincthrianiridae| Enveloped, rod-shaped
Flasmawvindae | Enveloped, pleomorphic
Rudivindae Mon-erveloped, rod-shaped

Fuseliowiridas |Man-envelaped, lemon-shaped

Inowiricae Mon-enveloped, filarmentous
Mhcrowinidae  |Mon-enveloped, isometric
Leviviridae Mon-enveloped, isometric
Ciratowiridae | Enveloped, spherical

Baseplate

Circular dsDMA
Linear dsDMNA,
Circular dsDMA,
Linear dsDMNA
Circular dsDMNA,
Circular ssDNA,
Circular ssDMA
Linear ssRMA,
segmented dsREMA

“ibs

Institut de Biologie Structurale



En collaboration avec Hiroshima University >-9 A G Effantin



En collaboration avec Hiroshima University G Effantin



Adénovirus

Emilie Stermann, Grégory Effantin, André Lieber, Pascal Fender

Institut de Biologie Structurale

Molybdate d’Ammonium

Penton



Interaction fibre de ’Adénovirus - Desmogléine 2 -:l bS
(DSG2) '

2]
o0 Institut de Biologie Structurale

195 1 — EC2-EC3 + HAd3K
- - HAd3K
TAE | - EC2-EC3

0OD,g, (MAU)
©
(&)

_5 - T - T T
10 12 o 14 16 18
Elution volume (mL)

1IZI1I3I1I4I1I5I 461

| -
Human adenovirus - e A .
~. - H..~
“® e
-~
——

EC2-EC3 +HAd3K

Stermann et al., Sci Rep 2018



Interaction fibre de ’Adénovirus - Desmogléine 2 -,3.5 IbS
(DSG2) X
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Image du complexe Ad+DSG2 (96kDa)
obtenue a lI'aide du microscope Krios (ESRF)
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Fibre mutation
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Stermann et al., Nat Comm 2019
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Echantillons biologiques épais ‘ IbS
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Early microscope
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»Fixation chimique (ou par le froid) : stabilise les échantillons grace a des
aldéhydes (formaldéhyde and glutaraldéhyde) ou au tétraoxyde d’osmium (lipides)

»Déshydration ou remplacement de I'eau par des solvants organiques

»Enrobage a l'aide d’'une résine époxy, par exemple Epon.

»Ultramicrotomie : coupes de 60—-90 nm d’épaisseur a l'aide d’'un couteau diamant.
»Coloration (atomes lourds)

»QObservations



Echantillons biologiques épais -.’.5- IbS

Substitution de I'eau par du
plastique (AFS)
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Coupe des cellules avec un
couteau diamant a l'aide d’un
ultramicrotome

Congélation haute pression
pour empécher la formation
de glace dans les
échantillons épais (HPM 100)
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Virus at the nuclear pore; injgction of the DNA
Bars: 200 nm.

Filament
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Focused lon Beam — FIB

Electron beam
SEM imaging

cryo-sample

* Bundesministerium
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FEI Quanta 3D FEG dual beam FIB/SEM instrument as installed at the MPIB

Juergen Plitzko
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