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Les applications du FIB-SEM en biologie :

Organismes isolés et Interactions
hote-pathogene
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SEM Carl Zeiss, Auriga
| :_t Détecteurs :

In Lens
SE2
STEM
BSD
EsB

Options :

« microscopie corrélative »
FIB-SEM + ATLAS3D (FIBICS)

— Optimisation du systéeme FIB-SEM aux contraintes biologiques



Principe FIB-SEM

milling
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(Graham Knott)




FIB-SEM en biologie

Préparation des échantillons

Parametres FIB-SEM a definir

Préparation de la surface a imager : Atlas 3D
Acquisition / analyse

Modélisation 3D

2 Etapes clés en biologie : préparation & interprétation




FIB-SEM en biologie

V 4 °
Preparation
Contraintes échantillons biologiques : Préparation des échantillons :
- Pathogénes - Fixation
- non conducteurs - Contrastants

- Déhydratation
- Inclusion en resine

- Hydratés

Pixel size 4nm




FIB-SEM
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maging (SEM
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FIB-SEM en biologie
Chalenges fixés

e Résolution sur larges volumes 3D
— Organisme isolé :
Trypanosomes

* Microscopie corrélative (CLEM)
—Interactions hote-pathogeénes
Cellules infectées par Salmonella thyphimurium



Organisme isolé : Trypanosomes

- Parasite responsable de la maladie du sommeil

- Etudie des maladies génetiques liées a des défauts de cils ou
flagelles

Flagellar Golgi Nucleus ER Flagellum

Kinetoplast Endosomes Lysosome Mitcchondrion VSG coat
1

© Class ICCP  ===mu, Endosomal cisternae
o Class Il CCP &d  Exocylic carrier




Organismes isolés : Trypanosomes

Préparation Protocole « OTO » sur cellules en culot (eppendorf®)

Préparation surface plane par microtomie
Laque d’argent + métallisation 20nm Au/Pd

surfacage montage




Organismes isolés : Trypanosomes

Axoneme

PFR= fibres paraflagellaires
Mt = microtubules corpusculaires




Organismes isolés : Trypanosomes

Alignement : 1070 images
- Image)

Modélisation :
ICY (free!)
Amira

Amira
Barre échelle = 2um
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Visualisation 3D



Organismes isolés : Trypanosomes

— Résolution: Taille de Voxel = 10nm pour un volume de 10 pum

En biologie, evenements rares : approche CLEM

Light Microscope (LM)

Définir une région d’interet par
immunofluorescence

Informations de structure,
haute résolution, localisation
de protéines de surface




Interaction Hote-pathogene

Salmonella thyphimurium

— Responsable intoxications
alimentaires

Lysosomes° é
o

Etude infection stade précoce

Implication de proteines impliquées
dans I’'endocytose (VAMP7)

S. Typhimurium

formation hyper-replication



Interaction Hote-pathogene

Echantillons : Cellules infectées par S. typhimurium en culture sur des boites
spécifiques (repéres alphanumériques)

- Imagerie FLM : Région d’interét
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Fixation

Post fixation / Contrastants
Déshydratation

Inclusion en résine 16




3. Préparation de la surface a imager

a. Repéres alphanumériques b. Cellule d’intérét

20pm

-

c. Protection de la zone d’intérét d. Création des marques dans le platine

Platine

—




Interaction Hote-pathogene

Traitement d’images : ImagelJ (contraste inversé, alignement, isotropie)
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Vidualisation 3D






Interaction Hote-pathogene

Noyau
Bactéries

- Corrélation des
informations obtenues
en fluorescence

- Haute résolution SEM

- Visualisation 3D
intracellulaire & surface




Conclusions

* FIB-SEM : information surface et intracellulaire
* Atlas 3D = confort larges volumes
* Méthode - longue

- couteuse

Le + :
Surface SEM / info. Intracellulaire TEM
Larges Volumes, isotropes, 10nm (voxel size)



3D en Biologie

Lipid bi-layer ~ Vesicle Synapse Cell Tissue biopsy Tissue
(4.3nm) (~30nm) (~500 nm) (T10um) (7100 um) (~1 mm)
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FIB/SEM tomography with TEM-like resolution for 3D imaging of high-pressure frozen cells,(2012) Paul Walther et al.



Perspectives

Clem : Mise
Continuer a au point pour
optimiser applications CRYO-FIB SEM
préparation FLM Haute

résolution
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FIB-SEM en biologie
Préparation

“classique” Kilisilyaprak et al. Jimez et al.
Fixations GA + Acide GA+ Osmium + GA+ Osmium +
tannique ferrocyanide de ferrocyanide de
potassium potassium
Acétate d’uranyle Acide tannique
Osmium
Déshydatation éthanol éthanol éthanol
Inclusion Résine Résine Résine
Métallisation 20nm Au/Pd 20nm Au/Pd 20nm Au/Pd
2 Résines testées




