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>Le Prix Nobel de chimie 2017 a été décerné
a Jacques Dubochet (université de Lausanne,
Suisse), Joachim Frank (université Columbia
New York, états—Unm) et Richard Henderson
(laboratoire de biologie moléculaire, Cambridge,
Royaume-Uni) pour avoir développé la technique
de cryo-microscopie électronique utilisée pour
déterminer la structure a haute résolution des
protéines en solution. <

Afin d’explorer le monde qui nous entoure, ’lhomme a
depuis longtemps tenté de rendre visible « I'invisible ».
Ainsi peut se définir la microscopie : ’examen de I’infi-
niment petit.

Il existe différents types de microscopes et, apres le
prix Nobel de Physique décerné a Ernst Ruska en 1986
pour Iinvention du microscope électronique, celui de
Chimie de 2017 a été attribué a Jacques Dubochet, de
I’'université de Lausanne, en Suisse, a Joachim Frank, de
I'université de Columbia, aux Etats-Unis, et & Richard
Henderson, du laboratoire de biologie moléculaire de
Cambridge, au Royaume-Uni, pour leurs contributions
essentielles au développement de la « cryo-microsco-
pie électronique ».

La cryo-microscopie électronique est principalement
dédiée aux sciences du vivant. Elle contribue a com-
prendre de nombreux processus moléculaires. Les
microscopes électroniques de derniére génération per-
mettent désormais d’obtenir des structures tridimen-
sionnelles (3D) d’objets biologiques & des résolutions
qui sont quasi-atomiques (2,26 A [1], 1,8 A [2], 2,2 A
[31, ou 3,2 A [4]), alors que les résolutions moyennes
qui étaient atteintes jusqu'en 2014, stagnaient aux
environs de 15 A. Ces résolutions permettaient d’ail-
leurs aux détracteurs de la cryo-microscopie électro-
nique de la qualifier de « blob-ologie », ou science des
«blobs »' (Figure 1).

Vignette (Photo © Inserm/Musée Jules Verne - Ville de Nantes / Dehausse, éric).

! Blob est un mot anglais qui signifie goutte ; la blob-ologie n’est donc pas de la
biologie structurale car les protéines ressemblent a des gouttes ou G des sphéres
sans aucun détail de structure.
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Cette méthode pouvait paraitre comme complétement impensable il
y a quelques décennies. En effet, comment un échantillon biologique
peut-il étre observé, sous vide et sous un faisceau d’électrons, sans
étre instantanément détruit ?

Pour trouver une explication et des solutions, revenons a I’origine de la
microscopie. Les premiers microscopes furent des microscopes optiques,
inventés en Hollande au xvi® siecle. Ils évoluérent sans cesse au cours
des siecles, permettant d’apporter de nombreuses connaissances dans
divers domaines, allant de la physique a la biologie. Le pouvoir de réso-
lution d’un microscope, ou sa capacité a discerner deux points adja-
cents, est lié & la longueur d’onde de la source de lumiére (la résolution
étant d’environ A/2, c’est-a-dire longueur d’onde divisée par 2). Pour
un microscope optique « classique », sa résolution est limitée a 0,2 pm.
Afin d’étudier des objets de taille inférieure, il est donc nécessaire d’uti-
liser des ondes qui peuvent atteindre des longueurs d’onde suffisam-
ment faibles pour pouvoir observer des objets de la taille des atomes,
comme par exemple les électrons (A ~ 1073 nm). Ce n’est qu’au début des
années 1930, qu’€rnst Ruska et Max Knoll [5] ont pu mettre au point un
microscope « électronique ». lls ont ainsi été a I'origine des premiéres
images ayant une résolution de quelques dizaines de nanometres.
Différents types d’instruments ont ensuite été développés permettant
d’observer, par exemple, les virus jusqu’alors invisibles : des micros-
copes électroniques a balayage en réflexion, qui permettent "analyse
de la surface d’échantillons épais, et des microscopes a transmission
capables (en particulier) d’analyses & trés haute résolution d’échan-
tillons suffisamment minces pour que les électrons transmis puissent
les traverser. L'observation par un microscope électronique repose sur
une double contrainte : I’échantillon doit supporter le vide présent au
sein de la colonne de transmission, et qui est nécessaire pour éviter
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Désormais, les avancées technologiques ont
conduit au développement d’instruments qui
sont tres performants. lls générent des données
qui, apres analyse d’images, permettent d’accé-
der, pour des échantillons biologiques, a des
informations d’une résolution quasi-atomique.
Ces microscopes de derniere génération pos-
sédent tous des sources d’électrons a effet de
champ [31]. Ils ont pour caractéristique princi-
pale de générer un faisceau d’électrons tres bril-
lant, treés cohérent et paralléle. Dés leur appa-

2008 2010

Année

2002 2004 2006

Figure 1. Résolutions moyennes et les plus élevées des cartes tridimensionnelles de

microscopie électronique déposées dans la base de données EMDB en fonction des années
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2014

2016

rition, ces instruments ont permis d’accéder a
des informations sub-nanométriques permettant
des reconstructions tridimensionnelles d’objets
biologiques [6-8]. Une nouvelle génération de
détecteurs, les caméras a détection directe
d’électrons, a, ces derniéres années, littérale-
ment révolutionné la discipline. Pour des objets
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biologiques au-dela de 150 kDa, la cryo-micros-
5219 copie est ainsi devenue incontournable pour
toute approche structurale, comme le prouve le
nombre croissant de structures tridimension-
nelles qui ont été réalisées récemment (Figure 2).
Richard Henderson, récompensé pour ses tra-
vaux par le prix Nobel de Chimie de cette année
2017, a contribué (étant a la téte d’un consor-
tium européen) au développement et & I’émer-
gence de ces caméras de nouvelle génération.
D’autres avancées technologiques ont contribué

a ces développements importants : les correc-
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dans la base de données de

toute dispersion des électrons, et il ne doit pas étre détruit par le fais-

ceau d’électrons : la quantité d’électrons que I’échantillon recoit doit

donc étre limitée et contrdlée.

Le microscope électronique

Un microscope électronique a transmission est constitué d’un systeme

de pompage qui permet d’obtenir un vide poussé (jusqu’a 10~ Pascal
— la pression atmosphérique est d’environ 10° Pascal), d’une colonne

d’optique électronique (une source d’électrons et des lentilles élec-
tromagnétiques), d’une chambre d’introduction de I’échantillon, et

d’un, ou plusieurs, systémes de détection : écran fluorescent, caméras
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teurs de I'aberration de sphéricité de la lentille
objectif (un exemple de résultat a une résolution
inférieure a 3 A est donné dans article [91);
I'utilisation de « phase plate » (la structure du
nucléosome, une particule de 200 kDa a ainsi
été déterminée a 3,9 A de résolution [10]) ; et,
plus récemment, la structure de I’hémoglobine
de 64 kDa qui a été obtenue a 3,2 A de résolution [11].

Il faut également souligner, qu’au-dela de ces dévelop-
pements, ’amélioration de la puissance des ordinateurs
et le développement continu des techniques d’analyse
d’images, dont Joachim Frank fut I'un des pionniers,
a largement participé a I’augmentation du nombre
de reconstructions 3D a résolution quasi-atomique
d’objets biologiques.

Tout ceci n’a été possible que grace au développement,
au début des années 1980, sous I'impulsion de Jacques
Dubochet, d’une technique révolutionnaire de prépara-
tion des échantillons biologiques (electron microscopy



1950 : Technique de coloration
négative pour I'étude de
particules isolées biologiques
[21,22]

1938 : Commercialisation
du 1" microscope
électronique — SIEMENS [5]

1976 : Congélation
d’échantillons hydratés [28]

Reconpstructions 3D
<20 A derésolution

1997
Reconstruction 3D a
7,4 A de résolution [6]

2016 :
Reconstruction 3D a
1,8 Ade résolution [2]

1945: 1 études
d’échantillons biologiques
par M€ [15-20]

1960 : Reconstructions
3D d’échantillons
biologiques par ME [23-27]

“images
avec un échantillon
biologique [14]

Reconstructions 3D
~ 30-40 A de résolution e (Field emission Gun) [31]
1981 : Naissance de

la cryo-microscopie
[12, 29, 30]

1990 : Apparition des microscopes

2008 : Apparition de caméras
nouvelle génération [32, 33]

Figure 3. Frise chronologique montrant les étapes principales majeures franchies par la microscopie électronique (ME) structurale en biologie depuis

1930 (*photo : Max Knoll et Ernst Ruska, 1944).

of frozen biological suspensions [12]). Pour faire face aux dégdts
engendrés par 'introduction d’un échantillon biologique dans I’envi-
ronnement sous vide d’une colonne de microscope électronique, et
afin de le maintenir dans un état morphologique aussi proche que pos-
sible de son état naturel, différentes techniques ont été développées
et optimisées en fonction de I’échantillon : des méthodes de fixation
(chimique ou par congélation sous haute pression) ; d’inclusion dans
des résines ; de coupes et de marquage/coloration pour I’étude de
tissus cellulaires ; des méthodes d’ombrage, de coloration négative
et d’échantillons congelés hydratés pour I’étude de particules isolées
[13]. Cette derniére technique, la cryo-microscopie électronique,
permet d’obtenir un film mince (de I'ordre de 100 nm d’épaisseur) de
glace vitreuse qui inclut I’échantillon a observer dans un état natif
(voir plus loin). Ces méthodes permettent un accés & la structure
interne de "objet, I'image résultante étant une projection de I'objet a
travers toute son épaisseur. Les étapes principales des progres effec-
tués en microscopie électronique dans le domaine particulier de la
biologie structurale sont résumées dans la Figure 3.

Mais qui sont ces 3 scientifiques, a qui nous devons toute cette effer-
vescence autour de la cryo-microscopie électronique, et qui sont
aujourd’hui récompensés par ce prix Nobel de Chimie ?

Jacques Dubochet

Depuis son plus jeune dge, Jacques Dubochet a
cherché a comprendre les choses pour ne plus en
avoir peur. Cela ’a conduit a faire une these : « Je
n’ai pas essayé de gagner le prix Nobel mais de

faire de la science ». Aprés sa these en Biophysique
effectuée a Geneve avec €duard Kellenberger et soutenue en 1973, il
dépose en 1978 un projet pour devenir responsable d’un groupe de
recherche, au Laboratoire européen de biologie moléculaire (EMBL),
a Heidelberg. Ce projet visait a utiliser le froid afin de pouvoir
appliquer la microscopie électronique structurale au vivant et ainsi
contourner le probléeme de I'observation d’objets hydratés dans le
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vide poussé de I’enceinte du microscope. Dans un
tel environnement, "eau contenue dans I’échantillon
s’évapore en effet, de maniere presque instantanée.
Les conséquences sur les macromolécules biologiques
sont ainsi catastrophiques : elles s’effondrent sur
elles-mémes. Leur structure tridimensionnelle fine
est donc perdue. Ce probléme peut néanmoins étre
contourné : en générant une empreinte de I’échantil-
lon insensible au vide (technique dite de coloration
négative), ou en congelant I’échantillon & suffisam-
ment basse température afin que ’eau ne puisse plus
s’évaporer. Dans la premiére technique, ce n’est pas
le complexe macromoléculaire qui est visualisé mais
son empreinte et les détails de la structure dépendent
de la taille des grains composant la substance qui
est utilisée pour la coloration négative (des sels
d’atomes lourds) (Figure 44). 'information ainsi
obtenue n’est en fait qu’une information de surface
(le colorant entoure I"objet mais ne pénétre que peu
A Pintérieur). U'objet peut également s’effondrer sur
lui-méme et étre déformé, avant que le moule ne se
soit solidifié. Cette technique ne peut donc étre uti-
lisée pour la biologie structurale a haute résolution.
La deuxieéme technique (congélation) a ses limites :
lorsque 'eau est congelée, elle cristallise et augmente
de volume. Les cristaux ainsi formés détruisent la
structure des objets en solution. C’est la qu’intervient
Jacques Dubochet : «J’ai inventé I’eau froide », a-t-
il déclaré a la suite de Pannonce de son prix Nobel.
Effectivement, il a mis au point une technique de
congélation ultra rapide d’une couche d’eau d’épais-
seur sub-micrométrique... La vitesse de congélation
dans de I’éthane liquide (& —170 °C), de I'ordre de
10 000 °C par seconde, empéche en effet la formation
de cristaux de glace. U'eau est alors figée dans un état
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tres proche de son état liquide. Cela s’appelle « glace vitreuse » ou
« amorphe » (d’ol I"appellation « eau froide » employée par Jacques
Dubochet). Cette glace de méme densité que I'eau liquide, et qui
occupe le méme volume, est translucide aux électrons (si toutefois
elle est suffisamment fine). La congélation ultra rapide de I’eau va
également conserver tout ce qu’elle contient, et donc les macromo-
lécules biologiques dont on désire étudier la structure (Figure 4B).
Entre 1981 et 1988, Dubochet et ses collegues publient cette nouvelle
méthode dans plusieurs revues [12, 29, 30] dont celle intitulée :
« Cryo-electron microscopy of vitrified specimens » [34], qui est,
aujourd’hui, citée pres de 2 000 fois, par d’autres publications. Apreés
son passage a I’EMBL d’Heidelberg, Jacques Dubochet a été recruté
par I'université de Lausanne. Il a alors poursuivi ses travaux sur la
microscopie électronique en s’intéressant a la congélation et a la
coupe ultra fine d’objets biologiques plus épais apres vitrification.
Cette nouvelle technique a été baptisée CEMOVIS : cryo-electron
microscopy of vitrious section [35].

Jacques Dubochet a ainsi rendu possible I'observation de la structure
native d’échantillons biologiques, de macromolécules a des cellules
entieres. Malgré ses contributions restées majeures, il conclut tou-
jours ces entretiens de maniere trés modeste, en disant que tout cela
n’aurait pas été possible sans le soutien des différentes institutions
dans lesquelles il a travaillé, et qu’« un scientifique, c’est un homme
dont le seul maitre est la nature »...

Joachim Frank

Un microscope électronique permet d’acquérir des
images d’un objet. Les images obtenues par cryo-
microscopie électronique contiennent de I’infor-
mation a haute résolution de cet échantillon. Pour

limiter les dommages d’irradiation que cet échantil-
lon biologique peut subir afin de le visualiser, la dose d’électrons a
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Figure 4. Image de colo-
ration négative (A) et de
cryo-microscopie (B) de
la sous-unité 50S du ribo-
some bactérien. C. Classe 2D
(moyenne) obtenue a partir
de particules sélectionnées
dans (B). D. Reconstruction
3D de I'échantillon & 7 A de
résolution. Cristaux 2D visua-
lisés en coloration négative
(€) et en cryo (F) du com-
plexe b, f de la chaine photo-
synthétique de Chlamydomo-

nas reinhardtii.

laquelle il est soumis doit étre limitée, ce qui géneére,
de facto, des images qui seront bruitées et quasiment
dénuées de toute utilité. Seule la moyenne d’un grand
nombre d’images présente un intérét pour « récupérer »
I’information a haute résolution.

Joachim Frank fut I'un des premiers a le comprendre.
Il développa, dés les années 1970, des méthodes
mathématiques afin de combiner un grand nombre
d’images bruitées d’un méme objet et ainsi, d’en
obtenir la structure 3D. Joachim Frank est donc 'un
des pionniers de I'analyse d’images en cryo-micros-
copie électronique. Il est a I'origine du concept de
« fonction enveloppe », qui décrit la fagon dont la
cohérence partielle des ondes électroniques affecte
la formation des images en microscopie électronique
en transmission [36-38]. Il est aussi a Porigine de
Putilisation de méthodes de classification des parti-
cules, par statistiques multivariées, qui permettent de
regrouper en classes des particules statistiquement
similaires [39, 40]. Ces méthodes de classification et
de calcul de moyennes de classes, développées par
Jean-Pierre Bretaudiére [41] et utilisées dans le labo-
ratoire de Joachim Frank, ont grandement contribué
au développement des logiciels d’analyse d’images
qui permettent d’obtenir des reconstructions en trois
dimensions de molécules biologiques (Figure 4C). Les
améliorations, a la fois technologiques et des logi-
ciels, permettent désormais de déterminer des struc-
tures de complexes biologiques a résolution quasi
atomique. Toutes les avancées méthodologiques et
d’analyse d’images réalisées par Joachim Frank, ont
été mises a la disposition de la communauté scien-
tifique par le biais d’un logiciel modulaire d’analyse



d’images appelé SPIDER (system for processing of image data in
electron microscopy and related field) [42].

Par ailleurs, Joachim Frank a un objet de prédilection. Il est expert
dans la biologie des ribosomes. Ces complexes ribonucléoprotéiques
existent chez tous les organismes vivants et sont essentiels pour la
synthése des protéines a partir des ARN messagers. U'étude de la
structure et de la fonction du ribosome a d’ailleurs été récompen-
sée par le prix Nobel de chimie en 2009 (attribué a Venkatraman
Ramakrishnan, Thomas A. Steitz et Ada €. Yonath). Grdce a une ana-
lyse d’images issues de ses travaux, Joachim Frank publie, en 1981,
les premiéres projections moyennées de ribosome par microscopie
électronique [40], suivi des premiéres reconstructions 3D, par colo-
ration négative, en 1987 [43], et par cryo-microscopie électronique,
en 1991 [44] (Figure 4D). L'une de ses découvertes majeures fut la
mise en évidence du pivotement de la petite sous-unité du ribosome
(30S) par rapport a la plus grande (50S). Cette rotation est associée
au mouvement des ARN de transfert & I’intérieur du ribosome [45].
Joachim Frank a également grandement contribué a la compréhen-
sion détaillée de ce qui advient durant le déplacement du ribosome
le long de ’ARN messager (phénomene de translocation), en explo-
rant notamment le role de différents facteurs d’élongation et de
terminaison par cryo-microscopie électronique [46].

La contribution de Joachim Frank a donc été double : pionnier de I"ana-
lyse d’images et des études majeures sur la biologie du ribosome par
cryo-microscopie électronique.

Richard Henderson

Richard Henderson a été récompensé pour avoir

déterminé la structure d’une protéine a résolution
./ atomique par cristallographie électronique. Il mon-
L PN trait ainsi toutes les potentialités de cette technique
lt 271 pour observer les molécules du vivant. Henderson
s’est initialement intéressé a la microscopie électronique sur un
échantillon biologique bien particulier: la membrane pourpre. La
membrane pourpre est une membrane naturelle, purifiée a partir de
la bactérie Halobacterium salinarum qui a la capacité de se déve-
lopper dans des milieux saturés en sel. Cette membrane est composée
de lipides et d’une seule protéine, la bacteriorhodopsine, organisée
en réseau (un cristal bidimensionnel de protéine). Un cofacteur, qui
absorbe la lumiere, est associé a la protéine et lui donne sa couleur
pourpre caractéristique. La bacteriorhodopsine permet a la bactérie
de transformer I’énergie lumineuse en un gradient de protons, une
énergie chimique directement utilisable par la cellule. Dans les années
1970, alors que la cristallographie aux rayons X avait montré toute
son efficacité pour déterminer la structure de protéines a partir de
cristaux 3D, il était alors admis que les protéines membranaires res-
teraient réfractaires a cette technique. Il était en effet nécessaire
d’utiliser des détergents incompatibles avec la cristalographie, afin
de préserver leur solubilité en dehors de la membrane. Des techniques
alternatives étaient donc nécessaires pour que leur structure puisse
étre déterminée.

m/sn® 12, vol. 33, décembre 2017

Afin de s’affranchir de la présence d’eau, pourtant
nécessaire a la stabilité de la protéine, mais qui a
I’époque était incompatible avec le vide de la colonne
du microscope, Henderson et Unwin ont eu I’idée
de protéger la membrane pourpre par du glucose.
Ce sucre permet en effet de satisfaire les liaisons
hydrogenes de la surface de la membrane pourpre
et donc d’en préserver la structure native. Afin de
pallier le probleme de la destruction de I’échantillon
par le faisceau d’électrons, ils « illuminent » les cris-
taux de membrane pourpre avec une tres faible dose
d’électrons : contrairement a celles obtenues apres
coloration négative (Figure 4€), les images obtenues
sans colorant ne présentent alors aucun détail visible
a I’ceil (Figure 4F). La nature cristalline de I’échantillon
va cependant permettre de moyenner un grand nombre
de molécules (le nombre moyen de protéines dans un
cristal de membrane pourpre d’'un micrometre de dia-
métre est de 120 000). Ces protéines forment en effet
un réseau bidimensionnel régulier (cristallin) et font
diffracter les électrons (de maniére similaire aux cris-
taux tridimensionnels de protéines qui font diffracter
les rayons X dans les synchrotrons). Henderson et Unwin
ont utilisé ces clichés de diffraction électronique pour
calculer, en passant par I’espace de Fourier, la structure
tridimensionnelle de la protéine formant ces réseaux.
€n 1975, Henderson et Unwin publient ainsi la premiére
structure d’une protéine membranaire, celle de la
bactériorhodopsine, @ 7 A de résolution [47]. A cette
résolution, la protéine apparait formée de 7 densités
allongées, perpendiculaires a la membrane ou inclinées
au maximum de 20°, distantes de 10 a 12 ,&, et longues
de 35 & 40 A. IIs interprétent ces densités comme des
hélices transmembranaires. Ainsi, seulement 3 ans
apres que le modele de la membrane en mosaique fluide
a été proposé par Singer et Nicholson [48], Henderson
et Unwin apportaient la preuve expérimentale que les
protéines membranaires ont une structure définie et
qu’elles traversent, en effet, la bicouche lipidique for-
mant un faisceau d’hélices alpha.

II'aura fallu quinze ans de plus pour que Henderson et
ses collégues parviennent a déterminer la structure de la
protéine @ une résolution permettant le positionnement
de chaque atome (3,5 R) [49]. Ce résultat aura pu étre
atteint par "optimisation de la préparation de I’échantil-
lon, toujours préservé dans le glucose. Il aura également
nécessité le développement de méthodes de traitement
de I'image des cristaux. €n particulier, les réseaux bidi-
mensionnel de protéines n’étant pas totalement régu-
liers, les distorsions les affectant ont pu étre corrigées
pour permettre un meilleur « moyennage » des molécules
et donc atteindre une meilleure résolution finale.
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Qutre le fait que I'obtention de la structure atomique de la bacterio-
rhodopsine a permis d’expliquer nombre de résultats qui avaient été
obtenus précédemment, elle a surtout permis de comprendre le méca-
nisme de transformation par cette protéine, de I’énergie lumineuse en
énergie chimique !

La microscopie électronique a donc amorcé une « révolution de la
résolution », et I'analyse de particules isolées atteint actuellement
des résolutions qui n"avaient été jusqu’a présent jamais espérées, sur
des protéines qui ont une taille de plus en plus petite. Cette évolution
repose également, en partie, sur le développement de détecteurs a
électrons directs, plus sensibles que les précédents détecteurs, et qui
permettent d’acquérir des images avec des doses d’électrons encore
plus faibles. Des films remplacent les images, et permettent de corriger
le mouvement de I’échantillon qui est induit par 'illumination. Cette
correction autorise un bien meilleur alignement et « moyennage » des
molécules étudiées, et donc, in fine, une bien meilleure résolution.
Bien que Richard Henderson n’ait pas été reconnu par le comité Nobel
pour cet aspect, il mérite doublement cette récompense puisqu’il a
aussi participé au développement de ces nouveaux détecteurs.

Grace aux contributions essentielles des trois lauréats du prix Nobel de
Chimie de cette année 2017, et aux développements successifs qui ont
permis d’optimiser la technique, la cryo-microscopie est actuellement
I’une des techniques phares en biologie structurale. Par un accés a des
informations a I’échelle atomique ou quasi atomique, elle permet de
comprendre dans le détail un grand nombre de processus biologiques
qui sont d’un intérét majeur pour la santé publique.

€n France, cette révolution s’amorce (lentement) avec la présence sur
le territoire national (& I’IGBMC de Strasbourg et a I’ESRF de Grenoble)
de deux cryo-microscopes de toute derniére génération (Krios, FEI)
équipés des meilleurs détecteurs actuels sur le marché (détecteurs
directs d’électrons). ¢

The resolution revolution in cryo-electron microscopy
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