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Introduction

 Qu’est ce que la Microdissection Assistée au Laser ? 

 Qu’est ce que le Microarray ?

 Pourquoi associer ces techniques ?

+ =  ??



Différentes techniques 

de microdissection au 

laser

1-Technique de capture :

LCM :Laser Capture Microdissection

2- Techniques d’excision :

LPC : Laser Pressure Catapulting

LEM  : Laser Excision Microdissection

3-Technique hybride:

LEC :Laser Excision Capture

Microdissection avec laser infrarouge.



Laser Capture 

Microdissection

Stade torpille de cellules basales d’embryon d’A.thaliana



Techniques d’excision

 Principe : dissection d’un échantillon par photo 
décomposition au laser UV

 Longueur d’ondes supérieur au maximum d’absorption des 
macromolécules pour éviter la destruction de celles ci



Laser Pressure Catapulting (LPC)



Laser 

Pressure 

Catapulting

Dissection d’épiderme d’A.thaliana



Laser Excision 

Microdissection



Laser Excision 

Capture

Isolation d’endosperme d’A.thaliana



LCM

LPC

LEM

LEC

-Maintient des tissus adjacents à la zone 

ciblée

-échantillon garantie (sans perte)

-Possibilité de contamination si contact

-Possibilité d’utilisation pour échantillon 

épais

-pas de contamination

-Grande exposition au UV

-Contamination des cellules voisines

-obtention de la cible aléatoire

-Similaire au LPC

-UV uniquement sur cible

-Contamination par débris des cellules 

voisines

-perte possible de la cible comme LPC

-Pas de contamination

-pas de perte de la cible

-Grande demande en temps



Préparation de l’échantillon

 Objectif de la fixation:

o Maintenir l’intégrité histologique de l’échantillon

o Permettre l’extraction des macromolécules sans crée d’interférences

 Différents agents de pontage chimiques : 

o formaldéhyde, 

o glutaraldéhyde

 Différents fixateur : 

o éthanol, 

o acétone, 

o méthanol





Comparaisons et rendements des 

fixateurs. 

Fixation Morphologie Microdissection ExtractionARN

Congélation

70%  ethanol 3 3 3

95% ethanol 2 3 3

10% NBF 2 3 2

3% paraformaldehyde 2 2 1

Acetone 2 3 3

Paraffin

70%  ethanol 2 2 2

95% ethanol 2 2 2

10% NBF 2 2 1

3% paraformaldehyde 2 2 1
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Microarray : introduction

 Caractérisation du transciptome d’un

tissu ou d’une cellule à un tempsT

 Comparaison de l’abondance des

transcrits entre deux échantillons

 Hybridations moléculaires spécifiques

des ARN totaux rétrotranscrits

(ADNc) sur des sondes ADN fixées à

un support solide Pour plus d’information : 

http://www.affymetrix.com



Microarray : principe



Microarray : principe

 Extraction des ARNm

 Rétro-transcription 

 Marquage 

(fluorochrome)

o Vert : cyanine 3

o Rouge : cyanine 5

 Hybridation 

 Scan

 Analyse des données



Microarray : résultats et analyse

Résultats = photo statique de l’abondance des transcrits

gènes dont l'expression est augmentée,

suite au traitement

gènes peu affectés par le traitement

gènes dont l'expression est stable entre

les deux conditions

les gènes peu exprimés n'apparaissent pas

Lot d'ADNc n°1 : 

plantes non traitées, marqué en vert 

Lot d'ADNc n°2 :

plantes traitées, marqué en rouge



Microarray : résultats et analyse

 Très grand nombre de données

 Utilisation de méthodes statistiques 

 Il faut : 

o Déterminer un seuil de détection

o Répéter plusieurs fois l’analyse

o Normaliser les résultats



Microarray : avantages et inconvénients

Avantages Inconvénients

 Efficace à grande échelle :

permet l’analyse d’un

grand nombre de gènes en

même temps

 Rapide et facile à mettre en

œuvre

 Confirme l’expression des

gènes

 Présente uniquement des

données qualitatives, la

quantification est difficile

 Ne valide pas la fonction

des gènes



Microarray : méthode en développement

 Spécificité des sondes augmente

 Sensibilité de la détection augmente

 Objectif : développer des sondes pour analyser le génome entier

 Differentes techniques basés sur le même principe (sonde/cible)

pour détecter d’autres molécules



Association de la microdissection et 

de l’analyse microarray



Association de la microdissection et de 

l’analyse microarray

Ex : profile d ’expression des gènes dans la région apicale  et basale d’un embryon 

d’Arabidopsis thaliana, du stade cœur  comparé au stade  torpille



En conclusion

 Microdissection complémentaire des microarrays pour 
l’augmentation de la résolution

 Analyse globale de chaque type cellulaire d’une plante 

 Technique posant des bases pour des études plus détaillées

 Changement de profil d’expression de gènes identifiable

 Exemple d’alternative possibles à l’analyse microarray : 
SAGE
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