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Dose,typique,supportée,par,un,échanLllon,congelé%hydraté,

660x,

6,600x,
38,000x,

0.003 e/A2" 0.3 e/A2" 10 e/A2"

600x" 6000x" 60000x 

Dose,



Si,on,dépasse,une,dose,de,20,électrons,par,Angstroem2,,on,
provoque,des,dommages,d’irradiaLon,sur,les,échanLllons,
congelés%hydratés,

20,e%/A2, 40,e%/A2, 60,e%/A2, 80,e%/A2,



Image,réelle,–,Spectre,de,puissance,



RésoluLon,
GroEL,

www.wikipedia.org,

4,Å, 8,Å, 16,Å, 32,Å,



Comment,se,forme,une,image,?,

Echan'llon!

Faisceau,,,,incident,

Faisceau,,,,transmis,

Electrons,secondaires,

Rayons,X,

Lumière,visible,

Electrons,rétrodiffusés,

Electrons,Auger,

Electrons,,
absorbés,

Paires,
Électrons%trous,

Faisceau,diffracté, Diffusion,inélasLque,

Détecteur!



Image,brute,

Signal,
Bruit,
ModulaLon,



Image,d’un,film,de,carbone,
1 µm 

FoncLon,de,transfert,de,contraste,,
(FTC,ou,CTF,en,anglais),



Dans, un,microscope, électronique,, le, contraste, provient, à, la, fois, d’effets, d’amplitudes, et,
d’effets,de,phases.,,

%  , Le, contraste! d’amplitude, est, lié, à, la, perte, d’électrons, au, passage, du, faisceau, dans,
l’échanLllon,et,les,diaphragmes,des,lenLlles.,

% ,Le,contraste!de!phase,résulte,de,décalages,de,phases,des,différentes,porLons,du,faisceau,
qui,contribuent,à,l’image.,

Contraste,



2·W·cosγ"

Contraste d'amplitude 10% 

2·(1-W)·sinγ"

Contraste de phase 90% 

FTC,totale,

W = 10 %,  
Cs = 1 mm,  
λ = 0,025 Å 
Δz = -3,5 µm  



Dans,un,microscope,électronique,,la,FTC,caractérise,la,proporLon,et,la,qualité,du,contraste,
provenant, à, la, fois, d’effets, d’amplitudes, et, d’effets, de, phases., Elle, se, présente, sous, la,
forme,:,

 H(k) = 2·[(1-W)·sinγ – W·cosγ]      

Avec: 

 k = fréquence spatiale (espace réciproque 1/distance) 
 γ = 2π·(0,25·k4·Cs·λ3 – 0,5·λ·Δz·k2) 
W = pourcentage du contraste d’amplitude 
λ = longueur d’onde des électrons 
Cs = Constante d’aberration de sphéricité de la lentille 
Δz = sous-focalisation durant la prise de vue 

FoncLon,de,transfert,de,contraste,
(FTC),
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diffractogramme 

FTC x enveloppe 

enveloppe 

FTC 

Détermine le maximum des fréquences spatiales transmises (la limite de l’information 
i.e. la plus haute résolution réalisable avec le microscope) 
E(u) = Es(u)Ec(u)Ed(u)Ev(u)ED(u)  

Es(u): instabilité de la source 
Ec(u): aberration chromatique  
Ed(u): mouvements du spécimen 

Ev(u): vibrations du spécimen  
ED(u): détecteur 

Fonction d’enveloppe 



· · 
L'équaLon,correspond,au,produit,de,trois,enveloppes.,,
%La,première,exponenLelle,décrit,la,taille,de,la,source,notée,Q.,,
%La, seconde, exponenLelle, rend, compte, de, l'instabilité, de, la, défocalisaLon, notée, Ds,
(traducLon,française,pour,"defocus,spread").,
%La,troisième,exponenLelle,regroupe,les,variaLons,de,tous,les,autres,paramètres,,avec,Eg,qui,
est,la,largeur,à,mi%hauteur,de,la,foncLon,de,type,Gaussien.,,

,Dans,cet,exemple,,les,valeurs,numériques,sont,:,,
,Q,=,0.0017,Å%1,,Cs,=,1,mm,,λ,=,0,025,Å,,,
,Δz,=,%3,5,µm,,Ds,=,200,Å,et,Eg,=,0.12,Å%1.,,

E(k) = exp[-π2Q2 (k2·Cs·λ3 - Δz·k·λ)2]· 

           exp[k4·λ2·Ds2                                  ]· 

           exp[-(         )2] 

fréquences spatiales 
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FoncLon,d’enveloppe,



Contraste,

Défocus,=,0,µm,=,focale,



Contraste,de,phase,

contraste,

Défocus,



Contraste,de,phase,

contraste,



Contraste,de,phase,

résoluLon,

contraste,



0.5 µm 1 µm 

Images,d’un,film,de,carbone,



En,résumé,

Dose,<,20,e%/A2,

Contraste,vs,résoluLon,
CTF,
Bruit,



En,résumé,

Dose,<,20,e%/A2,

Contraste,vs,résoluLon,
CTF,
Bruit,

Additions sur          2              5            10            25            200 images   

Réduction du bruit par addition des images numérisées 



Imagerie,«,Low%dose,»,

Grassucci,et,al,,2008,

Search,mode,:,x,3,000,
Focus,mode,:,x,100,000,
Exposure,mode,:,x,60,000,



CollecLon,de,données,(EPU,FEI),

Atlas,=,image,de,la,grille,



CollecLon,de,données,(EPU,FEI),

Atlas,=,image,de,la,grille,

Réglages,
posiLon,des,trous,,épaisseur,de,glace,,,

dose,,zones,à,collecter…,

CollecLon,automaLque,

24%72,heures,de,collecte,
1000%3000,images,
100000%300000,parLcules,



Jeu,de,données,

1500,images,(avec,environ,100,parLcules,par,image),

Comment,procéder,?,



Grassucci,et,al,,Nature,protocols,,2007,

ContaminaLon,
éthane,

Glace,cubique,

ContaminaLons,
Glace,trop,épaisse,
Glace,non,
homogène,

Freeze%dried,
parLcles,

Tri,des,images,



Scheres,et,al,,Nature,Protocols,,2008,

Bonne,ou,mauvaise,image?,



FoncLon,de,transfert,de,contraste,
(FTC),

Image,théorique,de,
l’objet,biologique, x, =, Image,prise,de,

l’objet,biologique,

FT,
(Image,théorique,,

de,l’objet,biologique),

DéformaLon,
PSF,

x, =,
FT,

(Image,prise,de,
l’objet,biologique),



Scheres,et,al,,Nature,Protocols,,2008,

Bonne,ou,mauvaise,image?,



Scheres,et,al,,Nature,Protocols,,2008,

Bonne,ou,mauvaise,image?,



SélecLon,des,parLcules,

Manuel, AutomaLque,Semi%automaLque,,
(«,knowledge,based,»),



Signature!

Mais,aussi,EMAN2,,Spider,,Xmipp…,



Analyse,2D,

%,Alignement,

! FoncLon,d’auto%corrélaLon,
! FoncLon,de,corrélaLon,croisée,

%,Analyse,staLsLque,mulLvariée,

%,ClassificaLon,2D,



C’est la correlation croisée d’une image avec elle-même 

Image FAC 

Analyse,2D,
FoncLon,d’auto%corrélaLon,(FAC),



Analyse,2D,
FoncLon,d’auto%corrélaLon,

Images,réelles,

FAC,



Analyse,2D,

FoncLon,de,corrélaLon,croisée,angulaire,
Co

effi
ci
en

t,d
e,
co
rr
él
aL

on
,

Angle,de,rotaLon,(°),

Référence,

Image,à,aligner,



Analyse,2D,
FoncLon,de,corrélaLon,croisée,

Image,de,départ,

RotaLon,150°,

RotaLon,350°,



Analyse,2D,
FoncLon,de,corrélaLon,croisée,

Image,de,référence,

X=26,px,
Y=30,px,

X=%30,px,
Y=%30,px,



Analyse,2D,
Alignement,

Rota'on!:!350°!
Transla'on!:!?30px,!?30px!

Même,chose,à,faire,pour,les,autres,parLcules…,



D’autres!méthodes!d’alignement!ont!été!proposées!
pour!minimiser!l’influence!de!l’image!de!référence,

"Reference!free"!itera've!alignment!(Penczek,et#al.,,1992)!!:!

1), Ici,deux, images,sont,prises,au,hasard,,alignées,et, leur,moyenne,est,alors,
uLlisée,comme,nouvelle,référence,pour,aligner,une,troisième,image.,
Le, processus, se, reproduit, itéraLvement, jusqu’à, ce, que, toutes, les, images,
soient,alignées.,

2), Pour, minimiser, l’influence, de, l’ordre, dans, lequel, les, images, ont, été,
choisies, pendant, l’alignement,, on, repart, ensuite, à, l’envers,, en, alignant, la,
première, image, et, en, la, réalignant, sur, (Moyenne, totale, %, image, 1)., Puis, la,
seconde,image,est,réalignée,sur,(Moyenne,totale,%,image,2),,etc,…,

3),Le,processus,enLer,est,recommencé,à,nouveau,sur,les,images,issues,de,ce,
premier,cycle,d’alignement,(étapes,1,et,2),,jusqu’à,ce,qu’aucune,amélioraLon,
ne,soit,constatée,d’un,cycle,au,suivant.,





Analyse,2D,

%,Alignement,

! FoncLon,d’auto%corrélaLon,
! FoncLon,de,corrélaLon,croisée,

%,Analyse,staLsLque,mulLvariée,

%,ClassificaLon,2D,



Tableau!de!con'ngence!

Image No1 

Image No80 

Pixel 1 Pixel 2754 

Sommes par colonnes 

Sommes 
par lignes 

Somme  
totale 

K ij 

f . j 

f i. 

Σ" K ij 



Espace!à!n!dimensions!







Classifica'on!Ascendante!Hiérarchique!

1 2 

3 

4 

5 

1 2 

3 

4 

5 
1 3 

6 

6 

5 2 

7 

7 

4 

8 

8 





Que,peut%on,(sa)voir,
grâce,à,l’analyse,2D,?,



OligomérisaLon,

Rosenberg,et,al,,2006,



OligomérisaLon,

Rosenberg,et,al,,2006,

SAXS,



InteracLons,entre,partenaires,

Ulbrich,et,al,,2009,



Variabilité,conformaLonnelle,

Lyumkis,et,al,,2012,



Hétérogénéité,

Harauz,et,al,,1988,



2D,!,,3D,



QuesLons,?,



Dans,le,cas,d’un,«,objet,de,phase,faible,»,(spécimen,biologique),, la,diffusion,des,
électrons,peut,se,résumer,à,une,diffracLon,d’ondes,électroniques,,et,le!contraste!
provient!de!l’interférence!des!ondes!diffractées!à!travers!l’échan'llon.!!

Dans,une,lenLlle,«,parfaite,»,toutes,les,ondes,électroniques,provenant,d’un,point,
objet, sont, focalisées, en, un, point, unique, dans, le, plan, image, où, elles, arrivent,
parfaitement,en,phase.,Dans,ce,contexte,,il,n’y,a,pas,de,contraste,de,phase.,
% , Cependant,,au! dessus! et! au! dessous! du! plan! image,! des! décalages! de! phase!
produisent!des!interférences,!induisant!des!varia'ons!de!contraste.!!
% , De, plus,, les, aberraLons, des, lenLlles, produisent, également, des, décalages, de,
phases,qui,peuvent,être,tournées,à,notre,avantage,pour,produire,du,contraste.,

Le, contraste, de, phase, résulte, de, la, combinaison, de, défocalisa'on, et, des,
aberra'ons!de!la!len'lle!objec'f,du,microscope.,

Contraste,de,phase,







Théorème,de,la,secLon,centrale,

Dans, l’espace, réciproque,, toute, projecLon, bi%
dimensionnelle, d’un, objet, correspond, à, une, secLon,
centrale, dans, la, transformée, de, Fourier, 3D, de, l’objet.,
Chaque,secLon,centrale,est,orientée,perpendiculairement,
à, la, direcLon, de, projecLon, (direcLon, du, faisceau,
d’électrons).,,



Dans, l’espace, réciproque,, toute, projecLon, bi%
dimensionnelle, d’un, objet, correspond, à, une, secLon,
centrale, dans, la, transformée, de, Fourier, 3D, de, l’objet.,
Chaque,secLon,centrale,est,orientée,perpendiculairement,
à, la, direcLon, de, projecLon, (direcLon, du, faisceau,
d’électrons).,,

Elena,Orlova,,EMBO,,2003,

Théorème,de,la,secLon,centrale,



Série,de,projecLons,inclinées,

Calcul,d’un,volume,de,reconstrucLon,3D,
par,rétroprojecLon,

Principe!de!la!reconstruc'on!3D!



RCT,
Random,Conical,Tilt,

labs.mcb.harvard.edu/leschziner/research_methods.html,



Diffusion,élasLque,et,inélasLque,

•  Origine, du, contraste, des,
images,

•  En, microscopie, opLque,, on,
disLngue, des, régions,
différentes, par, leur, couleur, ou,
leur,différence,d’absorpLon,

•  En,microscopie,électronique,,le,
faisceau, est, monochromaLque,
et,l’échanLllon,est,très,mince.,Il,
n’y, a, donc, ni, absorpLon, ni,
différence, de, couleur., Tout, se,
passe,par,diffusion.,



Hétérogénéité,

Scheres,et,al,,Nature,Methods,,2007,



ClassificaLon,3D,

Fernandez,et,al,,Science,,2013,



RésoluLon,
FSC,–,Fourier,Shell,CorrelaLon,

Yu,et,al,,2013,



ResoluLon,

Emdatabank.org,



SegmentaLon%,recalage,

www.cgl.ucsf.edu/chimera,



Tomographie,

Briggs,et,al,,2006,



CLEM,
CorrelaLve,light%electron,microscopy,

Tanaka,et,al,,Cell,Reports,,2012,



Côté,praLque,%,évaluaLon,

•  Accord,entre,projecLons,et,moyennes,de,
classe,

•  RésoluLon,

•  Données,biochimiques,



Côté,praLque,%,évaluaLon,

•  Accord,entre,projecLons,et,moyennes,de,
classe,

Ludtke,et,al,,2004,



Côté,praLque,%,évaluaLon,

•  RésoluLon,

Ludtke,et,al,,2004,



Structure,d’une,protéine,
résolue,par,microscopie,électronique,

Avantages!:!
• ,Structure,3D,d’une,protéine,
• ,Etude,de,complexes,très,larges,
• ,Pas,besoin,de,cristal,

Inconvénients!:!
• ,Limite,de,taille,(>150%250,kDa),
• ,Calculs,très,gourmands,
• ,Rapport,signal,sur,bruit,très,faible,

Avantages!:!

Inconvénients!:!



Cartes!factorielles!



Normalisa'on!du!contraste!

• Supprimer!le!"ramp!effect"!/!filtra'on!passe?bas!

• (densité!op'que!–!DO!moyenne)!/!sigma!des!DO!de!l’image!

• fiYng!de!l’histogramme!du!bruit!de!fond!(autour!de!la!par'cule)!sur!celui!d’une!zone!de!
référence!contenant!seulement!de!la!glace!amorphe!(opera'on!"ce!fit"!dans!le!logiciel!spider).!

• Inversion!du!contraste!suivant!que!l’on!observe!avec!ou!sans!colorant!(nega've!staining!versus!
cryoEM)!

• Autres...!



Alignement!et!fonc'ons!de!corréla'on!!
Corréla'on!!croisée,

A = Ref B = Image 

+ = 

Puis,B,est,translaté,et,à,chaque,posiLon,de,B,en,X,
et, Y, un, nouveau, coefficient, de, corrélaLon, est,
calculé.,
Le, résultat, final, est, une, carte, bi%dimensionnelle, dont, la, taille,
correspond,à,celles,des, images,d’origine,et,qui,possède,un,pic,de,
corrélaLon, qui, correspond, à, la, translaLon, de, B, pour, laquelle, les,
deux,disques,se,supperposent,parfaitement.,La,posiLon,du,pic,par,
rapport, à, l’origine, (centre, le, la, carte), correspond, au, vecteur, de,
translaLon, à, appliquer, pour, recentrer, l’image, B, par, rapport, à,

l’image,A,(x,+15,,,y,%15).,,

y 

X 

ΣΣ  k(i,j) . f(i+n,j+m) 

k(i,j) f(i,j) 

X translation n = 0  
Y translation m = 0 



Brétaudière, JP, and, Frank, J, (1986), ReconsLtuLon, of, molecule, images, analyzed, by,
correspondence,analysis:,A,tool,for,structural,interpretaLon.,J.#Microsc.,144,,1%14.,



Méthode de la dragée 

Espace à 2754 
dimensions 

 λ2 

 λ3 

 λ1 
Axe factoriel 1 

Axe factoriel 2 

Axe factoriel 3 

La,diagonalisaLon,de,la,matrice,carrée,des,co%variances,T,=,X'X,permet,de,déterminer, la,plus,grande,

direcLon,d’extension,de,nos,données, (nuage,de,points),dans, l’espace,mulL%dimensionnel., CeÉe,direcLon,

d’extension,correspond,à, la,plus,grande,«,variaLon,»,ou,«,tendance,»,au,sein,de,nos,données.,C’est, l’axe,

factoriel,N°1,dont, l’amplitude,est,caractérisé,par, la,valeur,propre,l1.,On,effectue,alors,un,changement,de,

repère,pour,déterminer,la,posiLon,de,chacune,de,nos,données,(images),par,rapport,à,cet,axe,factoriel.,Puis,,

on,recherche,la,seconde,plus,grande,direcLon,d’extension,«,orthogonale,»,à,la,première,pour,définir, l’axe,

factoriel,N°2,caractérisé,par,une,amplitude,de,l2.,Le,fait,que, les,axes,factoriels,N°1,et,2,soit,orthogonaux,
indiquent, qu’ils, caractérisent, des, variaLons, indépendantes, (non%corrélées)., On, exprime, ainsi, par, ordre,

décroissant,toutes,les,variances,indépendantes,de,nos,données,sur,les,axes,factoriels,N°1,,2,,3,,4,,etc,…,,,


