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Le corps humain, la cellule, l'ADN



  

Le ribosome, maitre d'oeuvre de la synthèse protéique

Traduit le code génétique en protéines



  

Structure du ribosome mature



  

Eukaryotic ribosome assembly : a complicated process

F. Wandrey, PhD thesis, 2014



  

RNA maturation steps well characterized

Maturation factors : exhaustive list ; precise role(s) starting to be deciphered

Increasing number of genetic diseases and cancers linked to ribosome maturation defects

No structure of Human pre-ribosome solved yet

● What is the 3D structure of the cytoplasmic pre-40S ribosome ?
● How does it relate to the mature 40S subunit ?
● Where are maturation factors on this pre-40S structure ?
● Are the cytoplasmic pre-40S particles structures different in yeast and human ?

3D EM3D EM

Ribosome synthesis in eukaryotes (Human)



 Signal from electrons transmitted throughout the object 
 Images = 2D projections of a 3D object

Another 2D projection :
X-Ray radiograph

© F. Bing, CHU Grenoble

© Elena Orlova

Principles of 3D (T) EM



MET 3D
comment faire?

 Images = projections 2D d'objets 3D
 En théorie, combinaison de 3 vues différentes => structure 3D



3D reconstruction using single particle analysis 3D reconstruction using single particle analysis 





  

Nouvelles méthodes d'analyse d'images : 
The « resolution revolution » (1)

Structure of yeast translation initiation complex, 6.6Å resolution (Fernandez et al., Science 2013)

Improved image analysis methods : sorting out 3D structural heterogeneity



  

RELION 1.3
(Sjors Scheres, 2012)

Statistique Bayesienne

Projection matching + prise en compte du rapport signal / bruit de chacune des images

Calcul d'1 structure 3D consensus et / ou de n variants structuraux

« memory-intensive calculations»

Parallélisation hybride : 
calcul distribué sur plusieurs nœuds (mpirun/BULLxMPI) + hyperthreading (pthread) 



1. Purification of cytoplasmic pre-40S particles
(C. Montellese, Ulrike Kutay's group, ETH Zürich)

Structural study of Human pre-40S ribosomal subunitsStructural study of Human pre-40S ribosomal subunits

Human pre-40S particles suitable for a structural analysis by 3D EMHuman pre-40S particles suitable for a structural analysis by 3D EM





Structural study of Human pre-40S ribosomal subunitsStructural study of Human pre-40S ribosomal subunits

cryo-TEM images acquisition on a last generation microscope 

Cryo-EM grids 
preparation and checking

50 nm



Acquisition des images de cryo-microscopie électronique

96h temps de faisceau 
10 422 images
4096 x 4096 pixels ; 33 M / image + fichiers annexes

~ 0,4-0.5 T  pour le dataset total

Transfert / archivage du dataset brut ???

50 nm



● Sélection des images :
 (1) visuelle
 (2) estimation de la ctf des images

● Picking & Extraction des particules (1 à 3 mois de travail!) 

Pre-processing

Dataset initial exploité (images sélectionnées) : 252 G



Processing : Dataset exploité

Stack : ~100.000 particules + fichiers texte d'infos sur chacune des images utilisées

doit être transféré puis conservé sur le(s) cluster(s) pendant toute la durée de l'analyse (6 à 12 mois)

 

+
71 G



Processing - Refine

Programme Relion 1.3

Obtention d'un modèle 3D consensus, à la plus haute résolution possible

RAM requise (89 000 particules dans des boites de taille 384x384 pxl) : 15 Gb /noeud ; 
12 nœuds (8 cœurs / 36 Gb /noeud), 
1 mpi process / nœud, pthreads = 8 ;
Walltime =  96 h AUGMENTE AVEC LA RESOLUTION ET LE Nb PARTICULES

180°

résolution ~25 Å



Processing – Classification 3D
Programme Relion 1.3

Obtention de n variants structuraux, attribution de chacune des particules à l'un des variants

RAM requise (89 000 particules dans des boites de taille 384 x 384 pxl) : 4 Gb /noeud ; 
10 nœuds (8 cœurs / 36 Gb /noeud), 
1 mpi process / nœud, pthreads = 8 ;
Walltime =  ~ 80 h AUGMENTE AVEC LA RESOLUTION ET LE Nb PARTICULES



● Formations 
- Initiation informatique
- Calcul parallélisé

● Migration sur eos => Optimisation des calculs

● Gestion des fichiers intermédiaires produits lors de l'analyse
(Dataset 15G => n Structure(s) 3D 28 M + 120 G fichiers temporaires)

● Augmentation du volume de données
- nombre de particules : > 150 000 / dataset
- nombre de structures étudiées (> 2-3 datasets en parallèle)

Perspectives / Besoins



Hétérogénéité structurale continue (flexibilité) vs. discontinue (changements conformationnels)

=> Outils mathématiques et statistiques pour exploiter la flexibilité des molécules biologiques 
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Ribosomopathies

Rare, inherited diseases 
Mutations in genes encoding r-proteins or ribosomal assembly machinery components
Variable clinical manifestations ; tissue specificity
Small stature, predisposition to cancer, craniofacial abnormalities



Particules pré-40S humaines :Particules pré-40S humaines :
Analyse structurale à grande échelle par MET 3DAnalyse structurale à grande échelle par MET 3D

Préparation et vérification des grilles de cryo-MET (plateforme MeTi)

Acquisition des images de cryo-MET (NeCEN, Leiden, Pays-Bas)

Analyse des images => Structure(s) 3D (IBCG, Calmip)

Purification des particules pré-40S
(ETH, Zürich)



  

The « Resolution Revolution » (2)

Microscopes dernière génération comparables à des synchrotrons 

Correction des aberrations des lentilles => augmentation de la résolution des images

Acquisition des images entièrement automatisée => augmentation du nombre d'images

Caméras à détecteurs directs d'électrons => Augmentation du rapport signal / bruit des images
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