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Introduction

-

® Qu’est ce que la Microdissection Assistee au Laser ?
® Qu’est ce que le Microarray ?

° Pourquoi associer ces techniques ?
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Différentes techniques
de microdissection au
laser

l—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.

Photo courtesy of
Arcturus Biosciences




/

-

Laser Capture

Microdissection

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

Thermolabile polymer
on bottom surface of cap

Infrared laser melts
thermolabile polymer

Cells of interest bound
in polymer-cell composite
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Techniques d’excision
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A Capture
force

o,
B Sheer

force

Substratum
force

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

* Longueur d’ondes supérieur alu maximum d’absorption des
macromolécules pour eviter la destruction de celles ci
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Laser Pressure Catapulting (LPC)




Laser
Pressure
Catapulting
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1 PEN membrane slide

1 UV laser photovolatilizes cells
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Cells and membrane are
cut from tissue
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Laser ablation of unwanted cells
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Isolation d’endosperme d’A.thaliana




LCM

LPC

LEM

LEC

Avantages

Inconvénients

-Maintient des tissus adjacents a la zone
ciblee
-¢chantillon garantie (sans perte)

-Possibilité de contamination si contact

-Possibilite 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 I’échantillon

® Objectif de la fixation:
o Maintenir l’intégrité histologique de 1’échantillon

o Permettre |I’extraction des macromolécules sans crée d’interférences

e Différents agents de pontage Chimiques :
o formaldehyde,
o glutaraldéhyde

¢ Différents fixateur :
o ¢thanol,
O acetone,

o meéthanol




Table 3. Workflows for Preparing Frozen and Paraffin Sections

Frozen sections —

ast method preserving RMNA &

proteins, but the morphology

Paraffin sections -
time consuming, but morphology is
superb; limitations concerning

¥

might be diminished high molecular weight RNA,
DNA, and native proteins may occur
surgery surgeny

embed tissue in
freezing medium

tissue fixation

'

Y
flash-freeze paraffin infiltration and
# preparation of paraffin block
Y
section in cryostat section with microtome
Y Y
stain stain
Y '
LMD LMD
1solate HNA, Isolate LINA,
proteins or DNA RNA or proteins
Y ¥

downstream analysis

downstream analysis




Comparaisons et rendements des

fixateurs.

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




TARIFS

Prix HT Prix HT
Préparation pour la Microdissection Laser Laboratoires Laboratoires
publics DIives
Fixation (par échantillon) 1 € 2€
Automate 4 inclusion en paraffine 15¢ s €
(par cycle)
Préparation des echanfillons en vue d'une
extraction ARN ou proféines 50 € 100 €
(pour 5 lames)
Préparation des €chanfillons en vue d'une 35 € 20 €
extraction ADN (pour 5 lames) )
Capsules (a l'unite) 8 € 16 €
Utilisation du microtome pour 1h 3€ 6 €
Utilisafion du cryostat pour Th 10 € 20 €
Utilisafion du microdissecteur laser pour 1h 10 € 20 €

Facultés de Médecine-Pharmacie

CICS, RACh, R3

28, place Henri Dunant

63001 CLERMONT-FERRAND CEDEX 1




Microarray : introduction

® (Caractérisation du transciptome d’un

tissu ou d’une cellule a un tempsT

® Comparaison de I’abondance des

transcrits entre deux échantillons

° Hybridations moleculaires specifiques
des ARN totaux retrotranscrits
(ADNCc) sur des sondes ADN fixeces a

un support solide

Pour plus d’information :

http: / / www.affymetrix.com




Microarray : principe

Gene Intensité

Echantillon aadK 6234
aapA 1813
abfA 614

extfoction’ abh 13467
amplification abnA 903
abrB 4471
accA 763
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Microarray : principe

Prepare Target mRNAs
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IEE ﬁg Generate Microarray
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® Extraction des ARNm
® Rétro-transcription
® Marquage
(fluorochrome)
o Vert : cyanine 3
o Rouge : cyanine 5
* Hybridation

® Scan

.o Analyse des données




Microarray : résultats et analyse

Reésultats = photo statique de I’abondance des transcrits

genes dont I'expression est augmentee,

suite au traitement
\ 7/ .
genes peu affectés par le traitement
les génes peu exprimés n'apparaissent pas

génes dont l'expression est stable entre

les deux conditions

Lot d'ADNcn°1 :
plantes non traitees, marque en vert
Lot d'ADNcn°®2 :

LA /
plantes traitees, marque en rouge /




® Tres grand nombre de données
e Utilisation de méthodes statistiques

e ]] faut :
o Déterminer un seuil de détection
o Répéter plusieurs fois l’analyse

o Normaliser les résultats

Expression value
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Microarray : résultats et analyse
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Microarray : avantages et inconvénients

Avantages

e Efficace a grande echelle :

permet l’analyse d’un
grand nombre de génes en

meme temps

o Rapide et facile a mettre en

ocuvre

e Confirme l’expression des

génes

Inconvénients

® Préesente uniquement des
donnees qualitatives, la

quantification est difficile

e Ne valide pas la fonction

des génes




Microarray : méthode en développement

o Spécificité des sondes augmente
e Sensibilite de la detection augmente
* Obijectif : développer des sondes pour analyser le génome entier

* Differentes techniques bases sur le meéme principe (sonde/cible)

pour detecter d’autres molécules
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Association de la microdissection et

de I'analyse microarray

torpedo
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Assoclation de la microdissection et de
I"analyse microarray

Genes up-regulated at the heart stage Genes up-regulated at the heart stage
compared to the globular stage (apical) compared to the globular stage
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Ex : profile d ’expression des génes dans la région apicale et basale d’un embryon

d’Arabidopsis thaliana, du stade coeur 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 etudes plus detaillees
Changement de profil d’expression de génes identifiable

Exemple d’alternative possibles a l’analyse microarray :

SAGE
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