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Les différentes échelles de 
résolution
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La biologie structurale : Comprendre la structure du vivant

Les protéines sont présentes à 
toutes les étapes de la vie de la 
cellule : 
- Mouvements cellulaires
- Rôle structural et mécanique
- Défense de l’organisme
- Rôle informatif
- Contrôle et régulation 
Etc…



La microscopie

-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 matière : inhomogéinités et imperfections dans les métaux, 
batteries, cellules photo-voltaïques et céramiques…
Géologie : roches, minéraux, etc…
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Invention des microscopes

Les différents types de microscopes

Résolution de 1,5 microns

microscope optique
d’Antoni van Leeuwenhoek 

(1632-1723)
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Les différents types de microscopes

Robert Hooke (1635-1703)

Invention des microscopes



➢Les limites:
En grandissement 1000x
En pouvoir de résolution : formule d’Abbé:

Les différents types de microscopes

Au 17ème siècle, les microscopes évoluent 
mais le principe reste le même.

Invention des microscopes



Microscopie photonique super résolution

2014, Prix Nobel de Chimie 2014: Eric Betzig, William E. Moerner 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
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-En 1920 : les électrons accélérés dans le vide se comportent de manière 
identique à la lumière

-Electron➔ les longueurs d’onde peuvent être très faibles: 0.037 Å à 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 à transmission (Prix Nobel 
de Physique en 1986)

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

Comment aller plus loin?



Le microscope électronique à 
transmission (TEM)



Objective lens
Specimen

Light source

Light beam

Les différents types de microscopes



Les différentes échelles de 
résolution



La biologie structurale 

➢Primaire : Séquence en acides aminés



Glossaire

➢Un acide aminé est constitué de trois fonctions chimiques :
1. Une fonction amine (NH2) 
2. Une fonction acide carboxylique (COOH)
3. Une chaîne latérale R qui diffère en fonction de l’acide 

aminé

➢ L’ensemble s’articulant sur un carbone central : le carbone 
alpha

La structure primaire



➢ Les acides aminés se lient les uns aux 
autres grâce à la formation d’une 
liaison covalente :

La liaison peptidique.

➢ La liaison est le résultat de la 
réaction entre la fonction acide 
carboxylique COOH du premier 
acide aminé et la fonction amine 
NH2 du deuxième, avec comme 
produit secondaire une molécule 
d'eau H2O.

La structure primaire



➢ Il existe 20 acides aminés qui sont classés en fonction de la 
chaîne latérale R.

➢ Tous les « êtres vivants » (plantes, micro-organismes, 
virus…. ) utilisent le même répertoire de 20 acides aminés.

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

20 acides aminés différents

La structure primaire



La biologie structurale 

➢Primaire : Séquence en acides aminés

➢ Secondaire : Repliement local et 
régulier des acides aminés.



Les structures secondaires

L’hélice a et le feuillet β



La biologie structurale 

➢Primaire : Séquence en acides aminés

➢ Secondaire : Repliement local et 
régulier des acides aminés.

➢ Tertiaire : Arrangement tridimensionnel 
des éléments de structures secondaires.



Ce repliement va suivre deux grandes 
règles :

➢ Les parties apolaires ou 
hydrophobes vont être éloignées 
de l’eau, pour former le cœur 
hydrophobe.

➢ Les parties hydrophiles vont être 
exposées au solvant, permettant la 
formation des liaisons avec l’eau.

Cœur 
hydrophobe 
de la protéine

Chaînes 
polaires en 
contact avec le 
milieu aqueux

Les structures tertiaires

Ce repliement dans l’espace va rapprocher des régions 
qui peuvent être très éloignées dans la séquence 
primaire.
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La biologie structurale 

➢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.



➢ Il y a autant de 
structures 
quaternaires que de 
protéines, même si 
certaines formes 
générales 
reviennent 
(globulaires, en 
filaments…). 

Les structures quaternaires



Les structures en fonction de la résolution
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La révolution de la résolution en ME



M2 : 1994 : 45 Å

Thesis : 1997 : 23 Å

Postdoc à EMBL Grenoble

De la Blo-bologie à la biologie structurale



Les microscopes



• Tension d’accélération(300 kV)
• Nature du canon à électrons
• Les lentilles
• Le vide
• Stabilité de l’étage froid
• Automatisation
• Les détecteurs d’électrons

Les progrès techniques au niveau des instruments



Nature du canon à électrons

Filament de tungstène
Canon à 

émission de champs

Très cohérent et très brillant

Filament en 
hexaborure de lanthane

10-8 Pa



Les lentilles électromagnétiques



L’étage froid

1ère génération

2ème génération

Dernière génération



Les détecteurs d’électrons



Quel est le problème avec les MET ?

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.

Caractéristiques d’un microscope électronique



Microscope parfait

Adapté de  A Desfosses

Objet initial Image obtenue

Quel est le problème avec le TEM:
Ce n’est pas une loupe parfaite



Quel est le problème avec le TEM:
Ce n’est pas une loupe parfaite

Microscope électronique

Adapté de A Desfosses

Objet initial Image obtenue



Quel est le problème avec le TEM:
Ce n’est pas une loupe parfaite

Microscope électronique

Adapté de A Desfosses

Objet initial Image obtenue



L’explication

Fonction propre du MET

Adapté de A Desfosses

Objet initial Image obtenue

C’est une convolution



Fonction de transfert de 
contraste

Adaptée d’ A Desfosses

Qu’est ce qu’une convolution ?

Transformée de Fourier
de l’objet de départ

Transformée de Fourier
de l’image obtenue

FT -1FT -1







Adapted from A Desfosses

-2.15 mm-0.6 mm -1.2 mm



L’échantillon/microscope ne sont pas 
parfaitement stables



A Desfosses

Correction des images



Avant correction



Après correction



Production de données

Jusqu’à 9 Gb / image (films) et 800 films par jour 



Analyse d’images



Reconstruction tridimensionnelle
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Reconstruction tridimensionnelle
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Y

Omega

X

Omega

Reconstruction tridimmensionnelle



Les échantillons doivent : - résister au vide et aux électrons
- garder leur forme native

Préparation des échantillons biologiques pour la 
microscopie électronique



Contrôle qualité : la coloration négative

Avantages:

- Rapide

- Faible quantité d’échantillon

- Petites protéines

- Contraste élevé

Désavantages:

- Séchage

- Empreinte de l’échantillon

- Limité en résolution (15 A)







Cryo-microscopie électronique

CARBONCARBON

Avantages:

- Etat natif de l’échantillon

Désavantages:

- Faible contraste

- Sensibilité aux électrons

- Taille limitée
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3s d’exposition au faisceau d’électrons

correspond à la dose présente au centre 

d’une explosion atomique.

Sensibilité vis-à-vis des électrons 



Comparaison coloration négative –
cryo-microscopie électronique



Les échantillons

Meilleur microscope
au monde



Optimisation des échantillons



Optimisation des échantillons

Hétérogène Homogène

Clonage, expression, purification jusqu’à l’homogénéité



Collecte des données



• Virus qui infectent les procaryotes (bactéries)

• Micro-organismes les plus abondants, diversifié sur Terre: 1031 particules. Présent dans tous les 
biotopes

• Rôle dans la régulation, diversité et l’évolution des populations procaryotes (incluant ceux de notre
microbiome) 

• Rôle dans l’acquisition de certains traits de virulence pour les bactéries

• Alternative aux antibiotiques (phagothérapie)

• ~80% des gènes de bactériophage n’ont pas d’homologues protéiques actuellement connus

• Taille élevée

Bactériophages
Charles Arnaud, Romain Linares, Grégory Effantin, Takashi Yamada, cécile Breyton



Bactériophages



Classification des bactériophages



5.9 Å

5.2 Å

9 Å

2013

En collaboration avec Hiroshima University

RSL1 jumbo phage

G Effantin



4.2 Å

3.7 Å9 Å

2013

En collaboration avec Hiroshima University G Effantin



Adénovirus
Emilie Stermann, Grégory Effantin, André Lieber, Pascal Fender 

Hexon

Penton

Molybdate d’AmmoniumSST



Interaction fibre de l’Adénovirus - Desmogléine 2

(DSG2) 

Stermann et al., Sci Rep 2018
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Human adenovirus



Image du complexe Ad+DSG2 (96kDa)
obtenue à l’aide du microscope Krios (ESRF)

Interaction fibre de l’Adénovirus - Desmogléine 2

(DSG2) 



DSG2 Receptor

Trimeric Ad Fibre

Complex (96kDa) determined @3.5Å
G. Effantin Stermann et al., Nat Comm 2019

Fibre mutation 
D261A

Fibre mutation 
D261A

O
D

28
0

(m
A

u
)

Interaction fibre de l’Adénovirus - Desmogléine 2

(DSG2) 



Autre exemple

Fischer et al, Nature 2010



Échantillons biologiques épais
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Cellule

Cryo fixation

HPM100

CEMOVIS

UC7-FC7

Cryo-TEM

Freeze 
substitution

RT 
sectionning

UC7

TEM

Chemical fixation

Tokuyasu

RT gelatine 
embedding

Cryosections 
Immunogold

UC7-FC7 IGL

TEM

RT resin 
embedding

RT 
sectionning

UC7

TEM

PLT

A

RT 
sectionning

UC7

TEM

Ultrastructure +++++ +++ +/++ ++ ++

Immunolabelling - ++ +++ +/- ++

Difficulty +++ ++ ++(+) + +

- Fixation 
(pour arrêter
les processus cellulaires)

- « Rigidification »

- Microtomie

- Visualisation



Protocole

➢Fixation chimique (ou par le froid) : stabilise les échantillons grâce à des  

aldéhydes (formaldéhyde and glutaraldéhyde) ou au tétraoxyde d’osmium (lipides)

➢Déshydration ou remplacement de l’eau par des solvants organiques

➢Enrobage à l’aide d’une résine époxy, par exemple Epon.

➢Ultramicrotomie : coupes de 60–90 nm d’épaisseur à l’aide d’un couteau diamant. 

➢Coloration (atomes lourds)

➢Observations



• Congélation haute pression 
pour empêcher la formation 
de glace dans les 
échantillons épais (HPM 100)

Substitution de l’eau par du 
plastique (AFS)

Coupe des cellules avec un 
couteau diamant à l’aide d’un 
ultramicrotome

Échantillons biologiques épais



Exemple de coupes cryo
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Virus at the nuclear pore; injection of the DNA

Bars: 200 nm.



« Thick samples »



« Thick samples »
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F20

20132013

T12

K2 direct electron

detector 

2014

Storage system

150Tb

Working space

150 Tb

Cluster

660 cores

24 GPU to come

Les personnes impliquées

Instruments

B Arragain
G Effantin
L Estrozi
D Fenel
B Gallet
D Housset

Les financeurs

2009, 2018

Glacios

2019

R Linares
WL Ling
H Malet
C Moriscot
E Neumann

MERCI ! DES QUESTIONS ?


