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Objectif: rassembler des personnes issues
de différents domaines autour d’une

problématique scientifique/technique.




Le GT-repositionnement-
relocalisation

Une problématique transdisciplinaire




« Analyses a petite échelle sur des échantillons hétérogenes

‘ Il faut pouvoir retrouver un endroit déja étudié :
-  Sur le méme instrument
- Sur d’autres instruments

=) Repositionnement et relocalisation

3 réseaux impligués: ReMiSol,

MFM (Microscopie de Fluorescence Multidimensionnelle), |

RCCM (Réseau des Centres Communs de Microscopie)
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Le GT, c'est:

Jean-Franc¢ois Bergamini (RémisoL, laboratoire Matiére Condensée et Systémes Electroactifs, MaCSE,CNRS, Rennes), AFM, STM, électrochimie
Astrid Canivet (MFM, Centre de Physiopathologie de Toulouse-Purpan, CPTP, INSERM-CNRS), 2PEM (Two-photon excitation microscopy),
imagerie cellulaire,

Frédéric Foucher (rRémisoL, Centre de Biophysique Moléculaire, CBM, CNRS, Orliéans), AFM/Raman, exobiologie

Isabelle Gillot (vFM, Univ. Cote d’Azur, INSERM, CNRS, iBV, France), biologie cellulaire, microscopie électronique, microscopie optique
Lorena Klein (RéMisSoL, Institut de Recherche de Chimie Paris, IRCP, CNRS, Paris), AFM, STM, physicochimie des surfaces

Adeline Mallet (Rccwm, Institut Pasteur, Paris), Lumiére Corrélative et Microscopie Electronique (CLEM), MEB, FIB, biologie
cellulaire

Isabelle Paintrand (RCCM, MFM, Laboratoire des Matériaux et du Génie Physique, LMGP, Univ. Grenoble Alpes-CNRS), microcopie optique,
confocale, AFM, MEB, interface matériaux-matiére biologique

Anna Sartori-Rupp (Rccw, Institut Pasteur, Paris), CLEM, MEB, FIB, biologie cellulaire




Mécanique vs. imagerie




« Mécanique
Platines manuelles, motorisées et/ou piézoélectriques
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AFM/Raman WITec Alpha500 RA, CBM, Microscope optique Olympus BX-51, CBM,
Orléans Orléans
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Utilisation

- Retour sur un endroit précis a partir des coordonnees
- Analyses couplées sur un méme instrument
- Repositionnement continu pour compenser une dérive

Limitations

- Nécessite de ne pas 6ter I'échantillon du systéme ou d’étre capable de le
remettre de maniéere identique

- Délicat a I'’échelle micrométrique

- Quasi-impossible a utiliser sur des systemes différents

Relocalisation



* Imagerie
Détection de structures distinctives permettant de se repérer, qu’elles
soient originelles (fissures, trous...) ou volontaires (gravures, marques...)

)
3 A -

3




« Utilisation

- Retour sur un endroit précis (aucune limite)
- Multi-analyses sur plusieurs instruments

 Limitations

- Techniques différentes = contrastes difféerents
- Techniques différentes = échelles souvent différentes

=) Méthode souvent délicate




Exemple d’une analyse multi-€chelle et multi-instrumentale
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Analyse de mlﬂrﬂfﬂsslles

Les plus anciennes traces de vie
Fossiles submicrométriques

Josefsdal, Barberton,
Afrique du Sud, -3.333 Ga

A itty’s Gap Chert, Pilbara,
« Australie, -3.446 Ga
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Preuve directe
- Observation de colonies microbiennes fossilisées. Pas suffisant.

Preuves indirectes
- Biomeléeules- # matiére carbonée. Pas suffisant.

g E g ; L5
- Biominéraux ‘ quelques biominéraux. Pas suffisant.

- Biostructures (e.g. stromatolithes fossilisés). Pas suffisant.

Nécessite un faisceau de preuves!
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Vue globale (zoom « out » max)

< Zoom a I'échelle d’'intérét >
Z0o0om out

\ 4

Localisation de zones d’intérét et prise d'images a différents
grandissements
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Changement de technique et relocalisation
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Méthode papier et méthode « facile »




Les Images papier!

L'image = le lien entre les différentes techniques
Methode: jimprime puis je cherche.
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Méthode: superposition des images apres rotation et
redimensionnement,

Rotation (2 points distincts), mise a I'échelle (barres d’échelle)
et superposition (GIMP, Inkscape, ImageJ...)




* Repositionnement
Mécanique » ~ OK (e.g. platines nano)

« Relocalisation

Imagerie # ~ & 'arrache!

Des solutions plus abouties

A eistent _




Logiciels et hardware dédiés




Journee thematique
tu 29 juin 2016

Préparation d’échantillons
Supports d’échantillons
Systemes de repositionnement
Couplage

Traitement d’image

Méthodes utilisées en astronomie

Les trois réseaux technologiques de la
Mission pour I'Interdisciplinarité du CNRS
RTMFM, RéMiSoL, RCCM

organisent une

Mercredi 29 Juin 2016 de 9h30 a 17h30

Institut Pasteur, Amphithédtre Francois Jacob
28 Rue du Docteur Roux,
75 015 Paris

http://jtreposition.sciencesconf.org/

Conférences et tables-rondes

Christopher Peddie
CRUK, London Research Institute

Anna Sartori
Institut Pasteur, Paris

Yannick Anguy
ENSAM, Bordeaux

Maitine Bergounioux
Université d'Orléans

Luc Arnold
OHP, Saint-Michel-I'Observatoire

—Institut Pasteur
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1-supports dedies

Supports particuliers :

MatTek « Glass bottom dishes », Ibidi p-dish, Aclar,
Sapphir disks, EM finder grids, des lamelles gravées pour
Shuttle and Find, des substrats vitreux graves Argolight
ou graveés par ToF-SIMS, des lamelles avec repére, ou
encore des techniques telle que celle de la pointe
d’aiguille ou des nanoparticules d’or fluorescentes.

" Ibidi p-dish

~ substrats gravés par ToF-SIMS



2 - repositionnement intelligent

 Serial EM et NanoMAPS.
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Figure 1 : carte d’un échantillon obtenue au cours de plusieurs sessions d’observation avec 2 microsopes.

Figure 2 : dérive en position observée sur un microscope Olymus BXX1 placé sur une table antivibration.




« Semi-automatique avec Icy et le module ec-CLEM, ou avec
Registax 6 en utilisation détournée (logiciel d’astronomie)

« Automatique avec le module Image Registration App pour
MatLab, les modules TrackEM, iTomo et TurboReg pour Image
J, et les logiciels Amira et llastik

R

Icy, ec-CLEM

Set Alignpoint parameters
Mnimum distance between | 3073

mgmmumw ‘Show Alignment
“ieient scan Frames

Alignmentbax si [26}4)
Max Algnpoint moement [~ 57|

Image Registration App, MatLab P

Estimate Rotation

~ TurboReg, Image J Registax 6 - o

Gotorame [ 1[57] Frame (73) 51100



Repositionnement OK pour un méme systeme, délicat des qu’on
change d’instrument.

Relocalisation facile avec utilisation de supports dédies a condition
d’avoir des contrastes avec les différentes techniques, délicat si
changement d’échelle trop important et absence de systeme optique.

Relocalisation par traitement d’images OK mais plutdt en post-
acquisition.




A venir: atelier sur la CLEM et le traitement d’image a I’Institut
Pasteur (juin ou septembre)

GT ouvert: vous étes les bienvenus/




GIMP

MEB

EXCEL

Mise a I'échelle

_Coordonneées (X,Y)
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