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Un peu d’histoire et de physique

 En 1893, Ernst Abbe met en équation le pouvoir de
résolution:
d- 0,61 xA

N.A. ouverture numérique \
de Iobjectif | avec N.A. a1/4

longueur d'onde

— la résolution augmente lorsque la longueur d'onde diminue.

<————————— Increasing energy ————

Increasing wavelength ——m———————————

0.0001 nm 0.01 nm 10nm 1000 nm 0.01 cm 1 cm 1 m 100 m
| |




Un peu d’histoire et de physique

 En 1924, Louis-Victor de Broglie théorise les propriétés
corpusculaires et ondulatoires des particules comme les

électrons:
constante de Planck

A& =

1/2
2xm.xE.)
e e
masse énergie
de I'électron

potentiel
électrique

E.=m_xc’=Uxq_

vitesse charge
de I'électron

 Avec U=100000V, résolution théorique d =0.0037 nm.



Microscopie électronique

En 1931, Max Knoll et Ernst Ruska construisent le premier microscope
électronigue en transmission et Manfred von Ardenne construit le premier
microscope électronique a balayage.

En 1986, Ernst Ruska obtient le prix Nobel de physique pour l'invention du
microscope électronique en transmission.

En 2017, Jacques Dubochet, Joachim Frank and Richard Henderson
obtiennent le prix Nobel de chimie pour la technigue d’observation de
biomolécules en cryo-ME.

Aujourd’hui |




Microscopie électronique

* Avantage:
— La résolution atteinte est de I'ordre du nanometre.

— La plus grande résolution atteinte est de 0,05 nm (0,5
Angstroms) en science des matériaux. A cette echeIIe
les atomes sont vus individuellement. & 3

* |nconvénient:
— Les échantillons sont observés sous vide poussé.

— Les échantillons biologiques doivent étre déshydratés
ou congelés pour étre observes.



Deux technologies difféerentes

e Microscope électronique a balayage MEB (SEM):

— un fin faisceau d’électrons balaye la surface de
I’échantillon.

— I'image obtenue correspond a l'interaction ponctuelle des
électrons avec la surface de I'échantillon.
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Deux technologies difféerentes

* Microscope électronique en transmission MET (TEM):

— un large faisceau d’électrons est envoyé sur I’échantillon
(ou un faisceau d’électron balaye I'échantillon — STEM).

— I'image de I’échantillon est une projection correspondant
aux électrons qui ont traversé par rapport a ceux qui sont
arrétés ou déviés.

— L'échantillon doit étre tres fin (quelgues centaines de nm
max). S




Microscopie électronique

* La microscopie électronique offre de nombreuses
techniques:

— Coloration négative pour les petits objets: protéines,
virus, bactéries).
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Microscopie électronique

* La microscopie électronique a bientét 100 ans.

* Elle a connue de nombreux développements
dans les dernieres décennies:

— Microscopes et caméras/détecteurs.

— Préparation des échantillons (cryo, microscopie
corrélative).

— Sondes (GFP, microscopie corrélative).

— Informatique et logiciels (automatisation, analyse
et traitement des images, reconstruction 3-D, |A).



Microscopie électronique

* La microscopie électronique offrait de nombreuses
techniques dites classiques:

— Coloration négative pour les petits objets: protéines, virus,
bactéries).

— Inclusion en résine (ou congélation) et coupe ultrafine
(cryo-coupe) pour les objets épais: cellules, tissus.

— Immunomarquage a l'or colloidal.
* A suivre les nouvelles techniques offertes par |la
microscopie électronique:
— ME 3-D.
— Cryo-ME.
— Microscopie corrélative.



Microscopie électronique 3-D

* En MET:

 Tomographie. L'échantillon tourne de -70° a +70° dans le
microscope. Une image est prise a chaque degrés.

e Sections de 200-300 nm d’épaisseur d’un échantillon inclus
dans une résine.

* Un échantillon directement congelé.

 En MEB:

— FIB (Focused-lon Beam). Un faisceau d’ion vient abraser la
surface un bloc de résine ou un bloc de glace.

— SBF (Serial Block-Face). Un ultra-microtome installé dans le
MEB coupe la surface d’un bloc de résine avec un couteau.

— Une série de coupe-image de la surface du bloc.



Microscopie électronique 3-D
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MEB 3-D avec un ultra-microtome (SBF
SEM)

* Préparation de I'échantillon comme pour le MET:
— Fixation

— Post-fixation (incorporation d’agents contrastants,
métaux lourds)

— Déshydratation
— Inclusion en résine
— Polymeérisation

— Détection des électrons rétrodiffusés provenant des
métaux lourds



MEB 3-D avec un ultra-microtome (SBF
SEM)

* Le 3View:

— Ultra-microtome (couteau en diamant) dans la
chambre du MEB

— Remplacement de la porte du MEB




Microscopie électronique 3-D

e Utilisation de logiciels d’analyse d’images 3-
D.

* Sélection des objets d’intérét
(segmentation).

e Visualisation en 3-D.



Hughes et al., Journal of cell Science 2017 130: 637-647



Cryo-ME et biomolécules

e Structure 3-D des biomolécules:

— La cristallographie par rayon X. Elle ne fonctionne
gue si on peut obtenir un cristal de |la protéine.

— La spectroscopie en RMN. Elle ne fonctionne pas
sur les grosses protéines et les complexes.

— La cryo-ME. Observation de protéines de toutes
tailles ou de complexes protéiques dans leur
forme naturelle apres congélation.



Cryo-ME et biomolécules

* Congélation de la protéine purifiée.

* Observation dans un cryo-MET:
— Faible illumination, détecteur sensible.

— Collection automatique d’images.

* Analyse des images:
— Extraction des différentes orientations de la protéine.

— Classification.
— Visualisation 3-D de la protéine.

* Laséquence protéique, les données de cristallographie
ou de RMN donnent un model structural (hélice-a,
feuillet-B) que I'on fait ensuite entrer dans la
visualisation 3-D de la protéine.



Cryo-ME et biomolécules

Protéine Spike fermée
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Walls et al. Cell 16 April 2020 181(2):281-292



Cryo-ME et biomolecules
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Cryo-3-D-ME et cellules

Assemblage et
relargage du
SARS-CoV-2 de
la Covid-19 dans
les cellules par
cryoFIBSEM
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Microscopie corrélative

* Voir le méme objet avec différents types de
microscopes a différentes résolutions:

— Microscopie photonique (MP plein champ,
confocal, vidéo-microscopie, super-résolution).

— Microscopie a force atomique (AFM).
— Microscopie électronique (MET et MEB).
— Microscopie a rayon X.



Microscopie corrélative

Avoir les difféerentes informations données par les différents
microscopes sur un méme échantillon.

Pouvoir observer les événements rares en microscopie
électronique.

— Microscopie photonique (MP).

e Sur du vivant.

* Large population cellulaire, tissu.

* Suivie de protéines fluorescentes (vidéo-microscopie).

* Distribution de protéines en super-résolution (nanoscopie).
— Microscopie a force atomique (AFM).

* Topographie.

* Mesure de I'élasticité/dureté.
— Microscopie électronique (ME).

e Ultrastructure cellulaire.



Microscopie corrélative

CLEM:
— Correlative Light Electron Microscopy.

CVLEM:
— Correlative Video Light Electron Microscopy.

SuperCLEM:

— Super-resolution Correlative Light Electron
Microscopy.

CLAFEM:

— Correlative Light Atomic Force Electron Microscopy.



Microscopie corrélative

* Pour retrouver la
zone d’intérét d’un
microscope a l'autre
il faut utiliser un
systeme de repérage.
— Lamelle de verre avec

un systeme de

coordonnées grave a
sa surface




CLEM

Cellules infectées avec des parasites Toxoplasma
gondii.

Induction une délétion du gene APul avec le
systeme Crelox dans les parasites.

Apres incubation avec la rapamycine, le gene
APul est éliminé et un gene GFP est exprimé.

Les vacuoles contenant des parasites avec la
délétion deviennent fluorescentes.

: seulement 12% des vacuoles
contenant des parasites deviennent
fluorescentes.
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CLEM

* Microscopie confocale et MET







CLEM

Virus de I'hépatite C (HCV) avec une de ses
protéines non-structurales couplée a I'APEX2:
— Peroxidase ascorbate de soja.

— Diaminobenzidine (DAB)+H,0.,.

— > Le DAB donne un précipité marron, visible en

microscopie optique, la ou est localisée |la protéine
virale.

— + osmium, le précipité est visible en microscopie
électronique.
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CLEM

 Combiner differentes préparations et
difféerents modes d’observation de
I’échantillon pour chaque microscopie:
— En MP et AFM, échantillons vivants en milieu
liquide a pression atmosphérique.
— En ME, échantillons déshydratés sous vide.

* Besoin d’adapter les protocoles pour associer
les différentes microscopies.



En conclusion

* Avec |la microscopie électronique on peut:

— Voir des échantillons a trés grande résolution (nm
et A) — virus, protéines, structures intracellulaires.

— Finement localiser des protéines par rapport aux
structures intracellulaires (immunomarquage).

— Faire des analyses élémentaires (EDX et EELS).
— Faire de la reconstruction 3-D.

— Combiner avec d’autres techniques de
microscopies.



