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Parcours

Biochimiste (DEA de biochimie en 1989)

Doctorat (1992): Structure cristalline des fasciculines 1 et 2 du Mamba vert

� Remplacement Isomorphe Multiple + Remplacement moléculaire

Stage postdoctoral (1992-1995): Cornell University, CHESS (Cornell High Energy

Synchrotron Source)

� Structure complexe Interféron-gamma / Récepteur

� MAD + Contribution installation ligne de lumière A1 à CHESS

Depuis 1995: Chercheur au CEA à Saclay.

Travaux de cristallographie: Anticorps, enzymes (phosphatase alcaline, cytochrome

cyp121), marqueur tumoraux (PLAP, UPAR)

2006: mise en place du LBSR: 5 PI: des expertises différentes mises en commun

autour d’un thème général centré sur la stabilité du génome.

Un sujet principal: architecture des télomères (levure et homme)

Combinaison d’approches: cristallo, RMN, SAXS, ultracentrifugation analytique,

AFM, ITC, Sec-Mals, SRCD, …
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SAXS / Cristallographie : 

informations et limites comparées
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Diffusion des rayons-X 
aux petits angles : 

SAXS

Conformation 
moyenne en solution

Cristallographie aux 
rayons-X

Structure cristalline
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SAXS

Conformation moyenne en 
solution

Détecteur RX

Rayons
Diffusés

Rayon-X
incident

Solution

qmax

Modèle ou enveloppe
Traitement de données

Analyse
Ab initio

Modèle moléculaire

Cristallographie

Structure cristalline

Cristal Détecteur RX

Rayons
Diffractés

θmax

Rayon-X
incident

Structure 3D
Traitement de données

Résolution
Remplacement moléculaire

MAD, SAD, MIR,…

Facteurs limitants : l’agrégation et hétérogénéité Etape limitante : obtention de cristaux qui diffractent
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Echantillon :

Solution concentrée Cristal congelé

Limitations: 
Pureté, quantité, concentration, 
solubilité
Cristallisation
Goulot d’étranglement majeur
de la cristallographie

Limitations: 
- Pureté
- Quantité
- Concentration
- Solubilité 

Pour un projet donné, si des cristaux ont été obtenus, alors la 
solution protéique remplit les conditions nécessaires au SAXS.

Par contre, on peut avoir un échantillon prêt pour le SAXS qui ne 
donnera jamais de cristaux.

SAXS Cristallographie
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SAXS Cristallographie

Acquisition des données:
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SAXS Cristallographie

Acquisition des données:
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Acquisition des données:

Détecteur RX

Rayons
Diffusés

Rayon-X
incident

Solution

θmax

Cristal Détecteur RX

Rayons
diffractés

θmax

Rayon-X
incident

λ ~1 Å
Faisceau 

monochromatique

λ ~1 Å
Faisceau 

monochromatique

Dist ~200–400 cm
Θmax ~ 5°

Dist ~20–40 cm
Θmax ~ 50°

d d

360°

SAXS Cristallographie

Rappel: 2dsin Θ = nλλλλ
Donc d = n λλλλ / 2sin Θ

=> d ~ 6Å => d ~ 0.6Å
Attention, la notion de résolution en SAXS est 
à moduler du fait qu’on obtient une moyenne 

de conformations
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Acquisition des données:

Rayon-X
incident

Rayon-X
incident

360°

Mélange de molécules 
en solution dans toutes 

les orientations

Crystal de molécules 
ordonnées dans 

l’espace
Spectre de 
diffusion

Clichés de 
diffraction

On enregistre une intensité de 
diffusion en fonction de l’angle 
de diffusion � information 1D

On enregistre un jeu d’intensités 
diffractées à chaque position hkl
dans l’espace réciproque �
information 3D

SAXS Cristallographie
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Informations Directes:
SAXS Cristallographie

Plot de Guinier:
Rayon de giration
PM si la concentration 
est connue 3.1 Å

Limite de 
résolution

Qualité de 
diffraction(mono-

cristal)

Courbe de diffusion:
Agrégation, 
Qualité du signal aux grands angles,… 

Paramètres de maille
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Informations Directes:
SAXS Cristallographie

P(R) :
Rg, Dmax
Première évaluation forme de la particule

Plot de Kratky :
Evaluation du degré de structuration 
de la particule

Fonction de Patterson :
Carte de différence de Patterson
Position des atomes lourds et/ou des 
diffuseurs anomaux.

On calcule une carte de différence de 
Patterson en utilisant les coefficients FPH

- FP, FPH+ - FPH-, ou Dano
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Analyse des données:

SAXS Cristallographie

Approches 
ab initio, 

calcul 
d’enveloppe

calcul de 
structure 
moyenne

Remplacement 
moléculaire

Approches 
expérimentales: 
MIR, SAD, MAD, 

SIRAS,…
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Résultat:

Enveloppe ou modèle:
Conformation tridimensionnelle 

moyenne en solution

Structure tridimensionnelle 
expérimentale de la particule 

cristallisée

SAXS Cristallographie

2.7
2.9

2.6

2.2

Analyse à l’échelle atomique: 
conformation, distance, 

délocalisation des électrons,…

Analyse des propriétés globales 
de la particule en solution: 

proportions, flexibilité, 
assemblage,…
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Evaluation des résultats

Accord entre les données calculées et 
les données expérimentales;

SAXS Cristallographie
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Chi = 0.85 

Residual = (Ith – Iexp)/sigma(Iexp)

Chi = 1/(N-1) ∑
1

N 
[(Ith – Iexp)/sigma(Iexp)]2

On dispose de quelques centaines de points

Data col lection  
Wavelength (Å) 0.98 
Space-group P212121 
Diffraction limits (last shell) 2.95 Å (3.13 Å – 2.95 Å) 
Unit cells (axbxcxαxβxγ) 40.6×102.9×116.8 

90×90×90 
Rmerge 0.138 (0.688) 
Number of unique reflections 9831 
I/σ 14,32 (3.39) 
Completeness 0.901 (0.688) 
Molecular  replacement LLG = 1305.76 
Refinement Buster5 
Resolution 2.95 Å 
Rwork 0.1923 
Rfree 0.2650 
Figure of merit  0.869 
Number of residues 223 
Number of bases 62 
Number of water molecules 6 
RMSD bond 0.0010 
RMSD angles 1.48 
Average B-factor (protein, Å2) 62  
Average B-factor (DNA, Å2) 100 
Average B-factor (residues 675-601, Å2) 69 
PDB entry 3UKG 

 
Paramètres multiples d’évaluation de la 

structure 
Plusieurs milliers ou dizaines de milliers 

de réflexions
Quelques centaines à quelques milliers 

d’atomes
� Fiabilité ++
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Limites méthodologiques:
SAXS Cristallographie

Production d’un échantillon
- Pur 

� > 95%
- En grande quantité 

� échelle du mg
- Soluble à forte concentration �

échelle du mg/ml
- Supportant l’irradiation le temps 

de l’expérience
- Ne formant pas d’agrégats

Production d’un échantillon
- Pur 

� > 95%
- En grande quantité 

� échelle du mg
- Soluble à forte concentration �

échelle du mg/ml
- Capable de cristalliser
- Capable de diffracter
- Permettant de calculer une 

densité électronique
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Limites des informations:
SAXS Cristallographie

Analyse des propriétés globales 
de la particule en solution: 

proportions, flexibilité, 
assemblage,…

�Modèle moyen
�Pas d’information atomique

�Pas de structure expérimentale

Enveloppe ou modèle:
Conformation tridimensionnelle 

moyenne en solution

Structure tridimensionnelle 
expérimentale de la particule 

cristallisée

Analyse à l’échelle atomique: 
conformation, distance, 

délocalisation des électrons,…

�Pas d’information en solution
�Pas (ou presque pas) 
d’information dynamique
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Complémentarité:

Ambiguïté d’assemblages 
multimérique

Permet de vérifier quel 
assemblage est compatible 

avec les données de diffusion

SAXS Cristallographie

Ambiguïté d’organisation de 
domaines protéiques

Permet d’estimer la flexibilité 
d’organisation des domaines

Structure 3D à l’état 
solide

Conformation globale moyenne 
en solution

Modélisation possible des 
régions flexibles


