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MEB-FIB: microscope double faisceau ...
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Couteau Suisse...




Microscopie électronique cellulaire
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Enjeu de la biologie
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Obijectif de la biologie structurale integrative
1. Résolution d’imagerie : MET + volume = Tomographie électronique
2. Echantillon en condition native : Cryo
3. Observation dans le context cellulaire : In situ

4. Technigue de preparation/imagerie => coupes ~100nm



Réalisation de cryo-coupes

e CEMOVIS
o Preservation close-to-native state
o <100 nm section = high SNR
o Coupes seriées

e Cryo-MEB-FIB

Ribbon on EM grid



Cryo-tomographie électronique « in-situ »
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MEB-FIB: applications (science du vivant)

e MEB

o Imagerie (Pression variable)

e Préparation d’échantillons
o Lamelles cryo-TEM

e (Micro-)Analyses
o EDX

e Imagerie 3D
o (Cryo-) Slice & view




Preparation d’échantillon

e Production des échantillons

o Culture : Bactéries, cellules
o Prélevement : tissu, échantillons environnemental
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o HPF (Waffle method, bulk method)

Cryo-FIB

Klumpe et al. 2022
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Caractérisation / contrdle

e Etape facultative

e Permetde

o Vérifier la qualité de I'’échantillon (état et concentration des cellules)
o Vérifier I'état de la glace (pas de craquelures)
o Localiser une région d’intérét (ROI)

o Enregistrer les coordonnées des ROIs

e Cryo-fluorescence/Cryo-TEM "
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Coupes = cryo-lamelles

Utilisation Cryo-FIB-SEM

Ga ou Plasma...
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Coupes = cryo-lamelles

e Utilisation Cryo-FIB-SEM
e Meétallisation (10nm Pt)

o GIS/ sputter coater (cryo)

e Angle /FIB: -10°

B ]

15



Coupes = cryo-lamelles

e Utilisation Cryo-FIB-SEM
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Coupes = cryo-lamelles

e Ultilisation Cryo-FIB-SEM

100pA
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Coupes = cryo-lamelles

e Utilisation Cryo-FIB-SEM
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Coupes = cryo-lamelles

e Ultilisation Cryo-FIB-SEM

Villa et al. 2013
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Coupes = cryo-lamelles

e Utilisation Cryo-FIB-SEM
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Coupes = cryo-lamelles

e Utilisation Cryo-FIB-SEM
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Imagerie cryo-MET

e 300kV + filtre + DD
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Imagerie cryo-MET

e Enregistrement de
o Seéries tiltées
o -60° €=>» +60°
o A partir de I'angle de la lamelle
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Cryo-tomographie électronique « in-situ »

Processing
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Cryo-MEB-FIB pour la biologie

e Cryo-MEB
o Imagerie MEB d’échantillons congelés
o Echantillons hydratés mais metallisés

e Cryo-FIB 3D

o Slice & view
o Faible contraste mais échantillons natif
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Questions ?
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MEB-FIB: applications (science du vivant)

e Preparation d’échantilon :

o MEB = Vide + irradiation
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MEB-FIB : en version cryo !!

Jeica

MICROSYSTEMS

S



Chloroplast morphology: data processing

e Tomogram reconstruction = volume

Membranes

Thylakoids

RuBisCO
Pyrenoid

Microtubules

Segmentation of features of interest .
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