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Vous avez quitté la plateforme de France Université Numérique.
ij Aucune donneée personnelle ne sera réecuperee.

Pour démarrer cette séquence, veuillez cliquer sur "Ecran suivant” m»

Certaines diapositives facultatives sont signalees par une croix orange :
leur contenu est un peu plus complexe et ne sera pas au programme des evaluations.
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Comment enrichir un echantillon en cellules tumorales dans le
but d’augmenter la sensibilité des analyses moléculaires
ultéerieures ?

Docteur Luc Legrés, Ph.D
Ingénieur de recherche INSERM

Institut Universitaire d'Hematologie
Laboratoire de Pathologie UMR_S 1165
Hépital Saint-Louis, Paris
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Objectifs Pédagogiques

. Objectifs pédagogiques X®ED«D»
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[ ~ ) Objectifs du module
/"

A lissue de ce module, vous serez capable de ...
Caonnaitre l'intérét de recupérer des echantillons microdissequés dans une demarche visant a envisager des
analyses maléculaires ciblees.
Decouvrir rapidement differents systemes existants

Decouvrir de fagcon plus détaillee |a description de ['un d'entre eux.

Decouvrir les applications par quelgues exemples, suivi d'un schema recapitulatif de l'utilisation de cette

technaolagie.

La durée de votre formation est estimée a : 15 minutes

Assurez-vous de disposer de ce temps pour bien suivre ce module sans &tre dérange.
Sice n'est pas le cas, envisagez de reporter votre formation.




Objectifs techniques

Objectifs techniques X 20 « » »
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La technique de microdissection laser
permet de selectionner des zones cellulaires et des
cellules Isolées a partir de coupes tissulaires ou
d'étalements cellulaires.

Elle est fondamentale pour étudier I'hétérogenéite de
tout échantillon composé de différents types cellulaires.

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Hétérogénéité tissulaire

Notion d’heterogeneéite tissulaire
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Canalicules biliaires Source: Atlas d'Histologie humaine et animale
(auteurs principaux: Rose Thibaut, Grégaire Vincke, Eric Depiereux, Martine Haes)

Cliquez sur le bouton “Ecran sui\raj__'lt".'.' pour continuer votre formation



Tissu Cancereux

Tissu Cancereux X
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MNodules tumoraux




Sélection de population 1

Selection de population

Lymphome hodgkinien

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation

S'affranchir de
I'héetérogeénéité cellulaire



Sélection de population 2

Selection de population

| M

cellules de Reed-Sternberg

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation

S’affranchir de
I'héetérogeénéité cellulaire

Enrichir une
population cellulaire




Comparaison technique 1

Comparaison technique 1 X ® = O = B »

1) | Microdissection

Manuelle

- Fastidieux

- Peu precis

- Quantité incertaine

- Contaminants Utilisation possible

d'un micromanipulateur

& i

Legres et al. (Amer J Cancer Res, 2014)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation



Comparaison technique 2

Comparaison technique 2 X ®ED =« > »
Microdissection Microdissection
")) Manuelle Laser
- Fastidieux - Rapide
- Peu precis - Trés precis
- Quantité incertaine - Quantitatif

- Contaminants - Sans contaminants

Legres et al. (Amer J Cancer Res, 2014)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Systeme 1
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Systemes et technologie 1 : le LCM X 20 « » »
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Cette technique permet de séelectionner certaines cellules tumorales
en vue d’analyses moléculaires sur le materiel biologique extrait
(ADN, ARN ou proteines)

A

Emmert-Buck MR et al. B beyatems ARCTURUS
Laser Capture Microdissection sarsof Lafl techosiog

Science 1996, 274; 998-1001.

Arcturus® LCM System

ler systeme commercialise ~ o
ExcCiLONE

LCM : Laser Capture Microdissection

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation



Autres systemes

Autres systemes X 29 « » »

Depuis, d'autres systémes ont fait leur apparition sur le marché

Laser Laser
Microdissection : Micro
Pressure : Dissection
Catapulting :
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Microlaser Technologies

MICROSYSTEMS

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Possibles et besoins

Possibilites et besoins X ® = 9 « » »

Cette technologie s’applique aussi bien @
sur tissu fraichement préleve que déja « archive » :

. Soit fixe puis inclus en paraffine

. Soit immediatement congele puis cryopreserve

Les analyses moléculaires entreprises sur du tissu tumoral nécessitent une
phase pre-analytique dont les pathologistes représentent I'articulation majeure.

lls doivent transmettre au biologiste moléculaire un materiel tumoral representatif
.Assurant que le prelevement inclut bien la Iésion (contréle microscopique)
. Verifiant 'absence de contamination
. Préservant au maximum la chaine du froid pour les tissus cryopreserves
. Effectuant un suivi correct des echantillons (tracabilite)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Types d'échantillons
Lypes Srechagtilions ) K@ ES = »

echantillons fixes
Inclus en paraffine
puis decoupes

au microtome

MembraneSlide®

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Détails du LMPC

Details du LMPC X =20 « » »

LMPC
MembraneSlide®

Microscope
iInverse "L
) ’ ¥
My Faisceau laser 4
- UV (335nm) _ L}
Lame B | )
hlsjtr::ul_r::-gmue ﬂ;
speciale Ny,
- /
A PALM. Schematiquement
Microlaser Technologies
PALM MicroBeam
3 étapes :

: : p———
Selection des cellules s rete m--im s e
Decoupe laser par focalisation du faisceau i,-—= = =
Catapultage par défocalisation du faisceau io e' e‘ ’

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Récupération de cellules

Récupeération de cellules X @20 « » »

Immuno-marquage CD30
Proteine membranaire de la famille du TNF recepteur

(cellules de Reed-Sternberg)
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Visualisation Seélection
«1Q) : .
N Analyses Moléculaires <

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Analyse des echantillons

Analyse des echantillons X 2 0« » »

Chromatographie

RT-gPCR -hllllllllll ARN L|p|des > Liquide (LC-MS)
qPCR <@ ADN Protelnes > 2D-Gel,
2D-DIGE
LC-MS
Traitements EXtraCtlon _ _ _
chaotropiques Mlcrodlssectmn
rl‘!))

Biopsies

o

Lm$ Laser

Observations
Microscopiques

E colorations
a

Iimmunomarquages

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Types d'echantillons

Types d'echantillons recuperes (.-)) X @ =29 « » »
Sur une zone cellulaire Sur de 'uni-cellulaire

(lymphocytes)

e ©

Sélection de la cellule d’interét
(trait bleu) (point rouge)

Copyright Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation




Exemple d'application

Exemple d'application X 82 0« » »

tissu normal

tissu tumoral " "t‘*,._ &30y
non microdisséqué ‘k '

4 ﬂ..ir:""-—-r-![‘-" I

LO

i detectee
tissu tumoral

microdisséqué

Bertheau et al. (Lab Invest, 2001)

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation
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Conclusion

Conclusion X 8 = 9 « » »

_ﬂéﬂ) La microdissection laser permet sous contréle de la vue et de
I'expertise du pathologiste de sélectionner une population

cellulaire phenotypiquement identique ou une region

cellulaire d'interéet sur tous types de prélevements tissulaires.

)

Cette technique contribue a augmenter la sensibilite et la
specificite des analyses ulterieures de biologie moleculaire et
peut alors permettre de comparer avec une plus grande
precision des zones differentes au sein d'une méme tumeur
ou bien de comparer des populations cellulaires differentes a
partir d'un méme prelevement.

Cliquez sur le bouton "Ecran suivant” pour continuer votre formation



Ecran Fin
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Merci d'avoir suivi cette sequence sur
La microdissection laser
Et rendez-vous pour |a suite de votre formation,
avec le cours au format Prezi sur :
"Classification zoomable des tumeurs”




