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E PRESSION

Les bases de

= limitations

S tissus et son action est progressi
es structures apres un certain dé

ments structuraux = modificati
munodétection faible

ectrolytes inorganigques = compo

—> Chercher une alter

5emes Journées Scientifiques et Techni



B ] ﬁl
Imagerie eLectronioue

E PRESSION

RYO-FIXATION

structures biologiques Hydr
par congélation de la

u dans I'échantillon => se ra
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Historique - définition

Ecole polytechnique fédérale de Z

Ication de I'eau

on de l'eau liguide en eau soli
> obtenir une glace vitreuse a
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La Vitrification

sement de la T° de I'eau pure
°C /s a une T°<-196°C

oncentration de I'eau dans I'éc

= Pression
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jlace hexagonale
T°>-73°C

Vitesse de refroidissen

glace cubique
T°>-90°C —

Plus la congélation est rapide
plus les cristaux sont petits

Plus les cristaux sont petits
mieux l'ultrastructure est
préservée
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ation a Haute pression

liquid
'al‘ufb

tion de I'eau

Temperature [°C]
1
(o)}
[®)
]
]

Pressure* 10E+3 [bar]

A 2050 bars / a -90°C :

% L'eau est 1500 fois plus vis
= Reéduction du p

% Vitesse de refroidiss

Eau pure Echantillon
106 °Cl/s 104 °Cl/s
10°°Cl/s 108 °Cl/s

P ambiante
P = 2050bars

~2050 bars : point de congélati
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Les Appareillages

Automate =>

S une petite chambre de pression
est mis sous pression puis envoyé da

'grie des « HPM »

st appliquée sur I'échantillon via un liqui

La série des « EM-PACT »

8, le premier prototype fut mis au point
t en 1973 que la premiere machine fut
(Peu rapide, dangere
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La série des HPM

BAL-TEC (distributeur jusqu’en 2007 )
depuis 2008 => LEICA

our faire coincider la pression et | a dimi

e de sandwich de porte-objet

e-objet en aluminium
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2 mm ou 5mm
100 um a 60

0.5

[ : L
///fff//zﬂ?ff/ff/f/’/?

@3

Cryo-fracture
@ 3,0x 0,8 mm
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HPM - 100

Disque de Saphir
pour culture
adhérente et CLEM

@ 6 mm /120 um ép

Biopsie de
0,5

0r
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HPM - 100
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—~=-~_Flat middle piece-

s

specimen carrier assembly

liquid Nitrogen jet @ 2100 bar
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La série des EM-PACT

hydraulic fluid
@ 2100 bar

liquid Nitrogen
jet @ 10 bar

specimen
\ carrier  specimen

du méthylcyclohexane (MCH) permet d’appl

MCH état métastable pendant les 5ms entr

Jn seul porte-objet

= Porte-objet en cuivre recouverte d’or
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EMPACT - 2

Cupule pour culture

=> cellules adhére
= > tissus et CLEM

upule pour biopsie
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ation par Haute pression

jique de 0,5 a 1mm?3,
2 résolution
rastructure  => préservation de I'eau => org

énomenes rapides , figer un mécanisme bic
lles...) = études dynamiques possibles.

a détection d’antigene fragile , peu hombreu
tient des éléements diffusibles (ex: ions).

Maintient d’ éléments normalement extrait
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Les limites de I'HPF

J Chercher faut limiter I'eau au maximum.

ur / tres mauvais conducteur

=> essentiel.

zeux dans I'échantill  on ou la pr
e la vitrification

ifficile » de I'’échantillon => impo
erimentation le dira

ée d’une manip.
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proches exploitant 'HPF

[ TISSUS SUSPENSIONS ]

CRYO - ULTRAMICROTOMIE

CRYO-TRANSFERT CRYO-FRACTURE

| CRYO-TRANSFERT

Retour a
T° ambiante

|

| CRYO-TRANSFERT |

|

s | A — MICROSCOPIE
! MICROSCOPIE ELEiIAR\?AI\(!gUE

Enrobage I

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE TRANSMISSION
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TISSUS

proches exploitant 'HPF

SUSPENSIONS

CRYO-SUBSTITUTION

Déshydratation a Basse T°

Inclusion a
basse T°

FREEZE - DRYING

Inclusion a Inclusion a
basse T° T° ambiante

Inclusion a
T° ambiante

Ultrastructure
Analyse Elementaire

Ultrastructure
Analyse Elémentaire EDX, EFTEM, SIMS

Immunomarquage

MICROSCOPIE ELECTRONIQUE EN TRANSMISSION
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Cryo-substitution et inclusion en

resine d’échantillons biologigques

5emes Journées Scientifiques et Techniques du Rmui- Dijon 12 Novembre 2014



BiC

Imagerie eLectronioue

nts déshydratants et des fixateurs

asse pour éviter les effets néfastes

structure au plus pres de I'état nati

de I'enrobage basse température

r et localiser précisement les antige
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Principe gén rer I'ultrastructure n ativ

que et une déshydratatio

O Déshydratation
O Fixation chimiqu

Q Infiltration e
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Epon

time

LR Gold

GA fixation
HM20

0s04 fixation
-80 2 Devitrification - AU Fixation HM23

Dehydration Fixation Embedding Polymerisation
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Principe : La glace est soluble dans le solvant.

But : Remplacement de I'eau par le solvant.

(acétone, éthanol, methanol).

s fixateurs chimiques (osmi

- le temps d’échange avec
I/membrane a traverser.
- plus la déshydratation

des ions, rétrécissement...).
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Principe : Combiner les propriétés fixatives de plusieurs produits au fur et a mesure des
changements de température.

But ; Stabilisation et réticulation des constituants cellulaires.

ant la remontée en tempeérature.

ration des charges négatives des
phosphate -2 action de l'acétate

lum a partir de -70°C. 0

——— Acetone
—— Ethanol
—— Methanal

hyde a partir de -40°C.

Freezing point ("C)

-80

LB I I AL L L AL L L AL
0 10 2 3 40 5 60 70 8 9 100

Solvent concentration (%,
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Principe : Le solvant est miscible dans la résine.

But : Inclure I'échantillon pour obtenir un bloc suffisamment dur pour étre coupé en
ultrafines.

>P

mérisation de la résine utilisée.

LR White * s -
- Epon, Spurr : } Résines époxy Blymerisation

. a chaud
seulement au-dessus de 0°C

Lowicryl K4AM

Lowicryl HM20
Unicryl

Lowicryl K11M et HM23

> Rés
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Ultrastructure

at -90°C in acetone +Os04 1% + UA 0,25%+Glutaraldehyde 0,25% + 1% d'eau

- go to -30 5 °C/h
- at -30°C in mix 15 h
mercredi 9 juillet 2014 12:00 - rince acetone remove samples 2h
from carriers
14:00 - EPON/ Acetone 1/2 2h
16:00 - EPON/ Acetone 1/1 2h
18:00 - EPON/ Acetone 2/1 3h
go to room temperature 3 °C/h
jeudi 10 juillet 2014 10:40 - EPON 3X (change every 2 hours) 6 h
16:40 polymerise at 60 °C 48 h

Immunomarquage

The week end at-90°C in acetone + UA 0,25% + H20 5%

- go to -50 2 °C/h
- at -50°C in mix 6 h
vendredi 16 mai 2014 09:30 - rince acetone, then in ethanol 2h
remove samples fromcarriers (4h)
11:30 - HM20 /EtOH 1/4 2h
13:30 - HM20 /EtOH 1/2 2h
15:30 - HM20 /EtOH 2/1 2h
17:30 - HM20 16 h
samedi 17 mai 2014 09:30 - HM20 3X (change every hour) 3h
12:30 UV at -50°C 48 h
lundi 19 mai 2014 12:30 go to room temp 3 °C/h
mardi 20 mai 2014 9:30 UV at room temp 48 h

mes Journées Scien
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hstitution

moules hauts (Leica EM-AFS2)

En moules a plat (Leli

S

Moule aclar - fabrication maison
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Freeze substitution in 3 hours or less

K.L. McDONALD* & R.I. WEBBT
*Electron Microscope Laboratory, University of California, Berkeley, CA, U.S.A.
{Centre for Microscopy and Microanalysis, University of Queensland, Queensland, Australia

Resin Infiltration

and
polymerization in
2-3 hrs \
2 4.
/ On-Section
Morphology Immunlabeling
and CLEM

me gain de temps sans perte de qu

our l'ultrastructure et I'immuno.

Cells courtesy of Pawel Burkhardt and Nicole King, UC Berkeley

5émes Journées Scientifiques et Techniq



— L

IERC )

- VOTRE

ATT N TION

crs www.bic.u-bordeaux2.fr inserm

Institut national



