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EXPLORATION DU METABOLISME CELLULAIRE PAR CYTOMETRIE EN FLUX ET EN IMAGES
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Metabolisme cellulaire : aspect biochimique
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» Metabolim + Cytometry + Carbohydrates
10 222 citations

» Metabolim + Cytometry +Glucose
1 494 citations

Chemistry is the logic of biological
phenomena — Reginald H Garett

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Metabolisme cellulaire : aspect biochimique

Le métabolisme regroupe l'ensemble des activités cellulaires qui se
déroulent de maniere ininterrompue pour permettre a la cellule de
remplir des fonctions qui lui sont spécifiques.

C'est un processus complexe et ordonné comprenant plusieurs aspects
étroitement liés (métabolisme énergétique, lipidique, glucidique,
protéique, nucléique, oxydatif) qui fait intervenir des processus de
dégradation (catabolisme) et de synthese organique (anabolisme).

Le meétabolisme cellulaire est un mécanisme adaptatif sujet aux
pressions de I'environnement (syndrome metabolique).

Il existe de nhombreuses pathologies (maladies géenétiques) liees a des
troubles du métabolisme (diabete de type 1, leucodystrophies
peroxysomales, ...).

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Métabolisme Lipidigue Hépatique

Acides gras a trés longue chaine 2 C22 (alimentation, métabolisme)
Cytosol ABCD1

~
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CoA-SH
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Métabolisme Lipidique Cérébral
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astrocyte

neuron
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HMGCR ABCA1

ABCG1

chol

CYP46A1

240HC

ABCG1/G4
(ABCA1)

V. Leoni, C. Caccia : Biochimie 95 (2013) 595-612 Univeraité de Boargoane ! INSERM



VLCFAs (FAs > C22)

Eicosanoides + CoA

Acide dicarboxylique (Acyl-CoA synthase)
Intermédiaires des acides biliaires (DHCA, THCA)

Voies métaboliques affectées
dans la maladie d’Alzheimer et
Démences du type Alzheimer

A
|
C24:6, n-3 DHAP
+
CoA \
(Acyl-CoA synthase) A AcyI- CoA
|
& B-oxydation
Acyl-DHAP 0,
B-oxydation i Catalase
Alkyl-DHAP HZO2
synthase
¢ (n-2) Acyl-CoA Acetyl-CoA
C22:6, n-3 Alkyl-DHAP
e OHAP )
K cot CAT
Réticulum

endoplasmique
*

£ |

plasmalogenes

Acyl-Carnitine Acétyl-Carnitine }

Oxydation mitochondriale ou élongation

Voies métaboliques
- affectées
dans les leucodystrophies
peroxysomales

Acide phytanique
+

CoA (Acyl-CoA synthase)

a-oxydation

V

Acide
pristanique

Gérard Lizard, EA7270,

Université de Bourgogne / INSERM



Statut Peroxysomal et Physiopathologie des Leucodystrophies
(X-ALD, P-NALD)

0-C=CAANA

0-c AN
[e]
O - P - ethanolamine

Plasmalogen

C24:0
C26:0

—_— ——a
DHAPAT Alkyl-DHAP
synthase

VLCFA 2 B-oxidation
Eicosanoids Z, = H,0, + acetyl-CoA/propionyl-CoA

Dicarboxylic FA
Bile acid intermediates ACOX1

Pristanic acid

Fonctions

du peroxysome

Baes M & Aubourg P
Neuroscientist 2009; 15; 367

a-oxidation

Z O —> Formyl-CoA
~OH

- X-ALD (X-Linked Adrenoleukodystrophy) - P-NALD (Pseudo Neonatal ALD)
fréequente : 1:17 000 tres rare
déficience en ABCD1 déficience en ACOX1
déficience en B-oxydation peroxysomale déficience en p-oxydation peroxysomale
accumulation d’AGTLCs (C24:0; C26:0) accumulation d’AGTLCs & déficience en DHA

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Implication du métabolisme lipidique, peroxysomal et mitochondrial

dans les maladies neurodégénératives

» Peroxysome et AGTLCs
* leucodystrophies peroxysomales,
* Incidence de dysfonctions peroxysomales sur
- viabilité cellulaire,
- stress oxydant
- inflammation
- myélinisation

* Vieillissement / démences

» Relations peroxysome — mitochondrie

» Métabolisme du cholestérol et démences (maladie d’Alzheimer)

» Métabolisme du cholestérol et déemyélinisation
(leucodystrophies, sclérose en plaque)

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Outils et méthodes de cytométrie
pour I’étude du métabolisme peroxysomal, mitochondrial,

oxydatif et lipidique

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Le peroxysome

* Organite cellulaire souvent rond
(0,1 a 1 um de diametre)

* Présent dans les cellules animales et
végeétales a I'exception des érythrocytes

 Pas d’ADN

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Charactérisation in situ du peroxysome

[—
- Microscopie électronique a transmission (activité catalase) - Fluorescent protein—based markers
for peroxisomes
Promoter Actin Fluorescent protein (eg.RFP)
RFP-Actin Fusion Gene
Peroxisome: GFP or REP=PFS1
Ollgodendrocytes murins 158N ,':" ' Hé i . o, Y S
R AEs L cadh B8 :
- Microscopie confocale (ABCD3, catalase) - Cytométrie en flux
~eco. - AN |

Catalase -- Q /L

*ACOX1 --LA
B

L-PBE

)

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM

Oligodendrocytesmurins 158N: ABCD3 Cellules neuronalets Ihumalnes SK-N-BE:
catalase




Caracterisation de la biogénese et du métabolisme peroxysomal

- Biogénese peroxysomale
» Microscopie électronique a transmission
» Immunofluorescence (ABCD3; catalase)

Microscopie confocale
Reconstruction-3D
Analyse d'images (quantification)

» PAGE / Western blotting
» RT-gPCR

- Activitée peroxysomale

» [-oxydation

> activitée catalase

> activitte ACOX1

» taux de DHA

» taux de C24:0 et C26:0; rapports: C24:0/C22:0; C26:0/C22:0
» taux d’acide phytanic

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Caracterisation in situ de la mitochondrie (MET)

. . Gérard Lizard, EA7270,
Zarrouk A et al. Oxid Med Cell Longev. 2012;2012:623257. doi: 10.1155/2012/623257 Université de Bourgogne / INSERM



Topographie mitochondriale et quantification

MitoTracker Red 22:0—5 uM €22:0 - 10 uM €22:0 - 20 uM

Control

C24:0-5uM C24:0-10 pMm C24:0-20 pM

Vehicle

C26:0-5 pM C26:0 — 10 uM €26:0 — 20 uM

Absorption
Fluorescence emission

400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)
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Fluorescence Intensité de fluorescence (MitTracker Red)

) . Gérard Lizard, EA7270,
Zarrouk A et al. Oxid Med Cell Longev. 2012;2012:623257. doi: 10.1155/2012/623257 Université de Bourgogne / INSERM



Potentiel Transmembranaire Mitochondrial (A¥Ym)
Coloration avec DIOCg(3) ou JC1

- DIOC,(3) (40 nM ; permet de détecter les cellules avec des mitochondries

dépolarisées ou hyperpolarisees)
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0
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Cellules
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vivantes

76%

—

102
DIOC(6)3

109

10¢

- JC-1 (1 pg/mL ; permet la distinction des cellules vivantes (colorées en rouge)
et mortes ( avec des mitochondries dépolarisées et colorees en vert))

HCLHN I 0 ] NH,.HCI
H
COCH
L

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM
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Fluorochromes adaptes a la détection
d’espéces réactives de I'oxygene et de I'azote

Especes réactives de
I’'oxygeéne et de I’azote

* Peroxyde d’hydrogéne ; H,O,

*Radical hydroxyl ; HO-
» Acide hypochlorique ; HOCI
» Oxyde nitreux ; -NO

» Peroxynitrite ; ONOO-

* Anion superoxyde; O, -~

Fluorochromes et réactifs

CM-H2DCFDA ; AM-H2DCFDA ; Dihydrocalcéine AM;
Dihydrorhodamine 123 ; Dihydrorhodamine 6G ;
H2DCFDA ; Lucigénine ; Luminol

3'-(p-Aminophényl) fluorescéine) ; 3'-(p-Hydroxyphényl) fluorescéine)
CM-H2DCFDA ; AM-H2DCFDA ; Proxyl fluorescamine ; TEMPO-9-AC

Aminophényl fluorescéine ; Dihydrorhodamine 123 ; Luminol

DAF-FM ; DAF-FM diaceétate ; 2,3-Diaminonaphthaléne ; Luminol

3'-(p-Aminophenyl) fluorescéine) ; 3'-(p-Hydroxyphényl) fluorescéine;
H2DCFDA; CM-H2DCFDA ; AM-H2DCFDA ; Coelenterazine;
Dihydrorhodamine 123 ; Dihydrorhodamine 6G ; Luminol

Coelentérazine ; Dihydroéthidium ; Lucigénine ; Luminol ; MTT;
NBT; Mitosox

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Mesure de la Production d’Anions Superoxydes (O,-7)
Mitochondriaux avec le Mitosox

o
Ay, - 30-20 mv @ \ Plasma membrane

\_ Mitochondrion )

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



H,DCF-DA (2’°, 7’dichlorofluorescin diacetate) : H,0, ; HO- ; ONOO- ...

H,DCFDA

(nonfluorescent)

AEXx=492-495 nm
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n \
AEM=517-527 nm
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Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM




Dihydroethidium (DHE) : Anion Superoxyde O~

HaM MHz HEN MHz
H N N+
“CHaCH; " CHaCH;

weakl':.-' fluorescent [blue] weakl':.-' fluorescent [red)

lDN.ﬂ.

intenizely fluorescent [red)

Hydroethidine

DHE

H,N NH;

Bample: Neutrophil Oxddative Burst

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Dihydrorhodamine 123 : H,O, ; HOCI ; ONOO-

%0,
CATALASE

2H,0 H,0, 20, =<—=— NADPH

CYTOPLASM

SLOW

rhodamine DHR

PEROXIDASE FAST

—- 2 H,0

Absorption
Fluorescence emission

| ~ ||

_ . \J/
350 400 450 500 550 600 650 /

Wavelength (nm)

= DHR rhodamin&—?“

HENDERSON LM, CHAPPELL JB Eur J Biochem 1993, 217 (3): 973 - 980

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Détection de I’Oxyde Nitrique (-NO)
par la Diaminofluoresceéine (DAF)

Acetylcholine

e e
+
C=NH2 Cc=0 .
|{1H NADPH NADP-& fl\"" Ca * Calmodulin
! ! NO Synthase
Pes ¢ @ —aut ., (CHls 4+ no arginine + O Citrullne + NO
HOOC - ?H HOOC=CH
", NO Synthase NH,
L-Arginine L-Citrulline
Il s §
1]
O CIGGH3 *(-'2 ‘JE’
] L]
1] [
2 2
] [
? @
2 e
3 E
w TR
350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

DAF-FM
diacétate4-amino-5-méthylamino-2',7'-difluorofluorescéine diacétate

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM




Interaction Métabolisme Peroxysomale et Métabolisme Oxydatif :

Réle d’ACOX1

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Effet de C24:0 et C26:0 sur la Production de Radicaux Oxygeneés

[—
Production de radicaux oxygenés (C24:0, 24 h)
——24h
100 -
H2-DCFDA —#—48h
80 o
S 60 A
40 1 \; A
20 &
0 L] L] L] L] L]
Contréle Alpha  C24  C24  C24  C24
cyclo 5uM  10uM 20uM 40 uM
Production d’anions superoxydes (C26:0, 24 h)
500 -
2 400 | O, (Dihydroéthidine)
S 300 .
@)
S 200
100
Nl I B . B
Contréle Alpha 5 uM 10 uM 20 uM
cyclo
, . . . Gérard Lizard, EA7270,
Résultats : Baarine M, Lizard G — Inserm 866, Dijon, France e de Bour

Université de Bourgogne / INSERM



Extinction d’Acox1 par différents siRNAs

o 1
2

g 0,8
S 06
o

q;.)_ 0,4
£ 0,2
E 0

Acox1 50 KDa

Acox1 21 KDa

B actine

Résultats : Kattan Z, Baarine M, Lizard G — Inserm 866, Dijon, France

B-actine Acox11 Acox1 2 Acox13

Acoxl silencing

WT Scr SiRNA 1 2 3

B actine
ﬁ'*‘- — —
L — =

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Conséquence de I'lnactivation d’Acox1
sur la Production d’Anions Superoxides

— ‘
500 - *
u Cellules non transfectées
u Cellules transfectées Acox1 |
400 - *
300 - * | | | I
g
e}
S
= |
o 200 -
(© ]
X
100 -
0- T T
Controle Scramble Solvant C24:0 C24:0 C24:0 C26:0 C26:0 C26:0

5uM 10uM 20 uM 5uM 10 puM 20 uM

v’ Production d’anions superoxides (Dihydroéthidine)

Gérard Lizard, EA7270,

Résultats : Kattan Z, Baarine M, Lizard G — Inserm 866, Dijon, France Université de Bourgogne / INSERM



Effet de I'inactivation d’Acox1 sur la production de H,0,

—
500 . sk
O Cellules non transfectées |—|
a00 | O Cellules transfectées Acox1
Q
© 300.
|
fd
c
8 200 .
2
100 .
0. :

Control Scr Vehicle C24:0 C24:0 C24:0 C26:0 C26:0 C26:0
5pPM 10 pM 20pM S5pM  10pM 20 pM

v' Production de H,0, (Dihydrorhodamine 123)

, . . .. Gérard Lizard, EA7270,
Résultats : Kattan Z, Baarine M, Lizard G — Inserm 866, Dijon, France Université de Bourgogne / INSERM



Interaction Métabolisme Peroxysomale et Métabolisme Lipidique :

Réle d’ABCD1

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Colorants Dédiés a I’Analyse des Lipides

Microscopie en
champs clair,
imagerie

Noir Soudan

Oil Red O

Gouttelettes
lipidiques

Lipides neutres

Microscopie en
champs clair,
imagerie,
biochimie

Maladies
métaboliques et
dégénératives

Toxicologie,maladi
es metaboliques et
dégénératives

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Fluorochromes Dédiés a I’Analyse des Lipides

Nile Red

HCS LipidTOX

Filipine

BODIPY

Laurdan

Mérocyanine 540

Cis-parinaric acid

DPH

Lipides polaires et
neutres

Lipides neutres et
phospholipides

Cholestérol non estérifié

Lipides neutres

Phospholipides

Phospholipides

Acides gras insaturé

Lipides de la membrane
plasmique

Microscopie, cytométrie

en flux, analyse spectrale

Microscopie, analyse
spectrale

Microscopie, cytométrie
en flux

Microscopie, cytométrie
en flux

Polarisation de
fluorescence,
microscopie confocale
multiphotonique

Microscopie, cytométrie
en flux

Microscopie,
cytométrie en flux

Polarisation de
fluorescence

Phospholipidose,
stéatose

Phospholipidose,
stéatose

Hypercholestérolémie

Métabolisme des
lipides, radeaux
lipidiques

Fluidité membranaire,
radeaux lipidiques

Externalisation des
phosphatidylsérines

Peroxydation lipidigque

Fluidité membranaire

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



LipidTOX : Distinction Lipides Polaires et Lipides Neutres

Fibroblastes humains: sujet pormal Fibroblastes humains: patient X-ALD
3

LipidTOX (Ref H34158; Invitrogen)

*Lipides neutres: fluorescence verte * Lipides polaires: fluorescence rouge
Contrairement au Nile Red, I'extinction de fluorescence est faible
Microscopie confocale possible dans de bonnes conditions

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM

Seguin A, Baarine M, Lizard G — Inserm 866, Dijon, France



HCS LipidTOX™ : phospholipidose et stéatose

Fibroblastes humains normaux

LipidTox

10 pm 10 pm

500 => 536 nm 590 => 620 nm

Excitation 405nm ou 488 nm

controle

LipidTox

10 pm

500 == 536 nm 590 => 620 nm

Excitation 405nm ou 488 nm

Acide gras C24.0

Diminution des lipides polaires et modifications de la répartition spatiale des

IIpIdeS neutres et polaires (Résultats: Baarine M, Seguin A, Kahn E, Lizard G — Inserm 678 et 866, Paris-Dijon)

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Oil Red-O : Quantification Intracellulaire des Lipides Neutres

Fibroblastes vivants observés en contraste de phase

e

}‘K,

BNT._‘D-Ié:: :."‘.?';":...' : % A 4 . . . . .
R W Gouttelettes lipidiques visibles en

vidéomicroscopie: granules sombres de
fort contraste de diametre 0,3 a 0,6 um
(fleche) et granules plus petits de faible
contraste (téte de fleche)

Mouvement des goutelettes lipidiques
réegions du cytoplasme contenant les
gouttelettes de fort contraste (fleche) avec
un mouvement oscillatoire, et les
gouttelettes de faible contraste (téte de
fleche) qui se déplacent a travers le
cytoplasme

Pham NA et al., J Inherit Metab Dis. 2005;28(6):991-1004 Univeraité de Boargoane ! INSERM



Conséquences de I'Inactivation d’Abcd1 et Acox1 sur le Métabolisme Lipidique

M. Sxanne & A JNarcsaence 213 (2N 2)1 14

A a0,
3.54
3.04

2,59

OD 490 nm
N
=

1.54
1.04
0.54
0.0+
C24:0 C26:0
0 Untransfected 0O Ser O Transfectad Abcdl M Transfected Acoxl
colls
B Vs ™ »
oL T Vehicle ; €240 (204M)
:’b % . 3
. m~ !
158N cells 2 S .
: e ¥
\ 15 um i
o - —
Control Vehicle B | BT
158N : ey < F
transfected cells | + '.-“ 3 . Wy e
(SIRNA Acox1-2) ST ) E i\
s ‘ B
== == e

] ] Gérard Lizard, EA7270,
Baarine M et al. Neuroscience 213 (2012) : 1-18 Université de Bourgogne / INSERM



Bodipy : Analyse des Lipides Neutres

Fibroblastes humains: sujet normal Fibroblastes humains: patient X-ALD

Bodipy. 493/503; Réf D3922; Invitrogen

Résultats: Seguin A, Baarine M, Lizard G - Inserm 866, Dijon, France

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



Laurdan : Organisation des Bicouches Lipidiques

Cellules 158N

(CHg)oN
.‘ .' "C—(CH

bl 4=Hg
0

Laurdan

LAURDAN, which is reported to be excited with the UV light (360 nm) and emits a blue fluorescence
(440 nm) in the ordered lipid phase and a green fluorescence (490 nm) in the disordered lipid phase

* Spectre de fluorescence sensible a la polarité et a la phase dans

laquelle se trouve la bicouche lipidique

* Fortement accroché dans le cceur hydrophobe de la bicouche
avec sa partie fluorescente localisée au niveau des glycérols et des
phospholipides

* Le laurdan est utilisé pour la détection des radeaux lipidiques

Gérard Lizard, EA7270,

Kahn E et al. Cytometry A 2011;79(4):293-305 Université de Bourgogne / INSERM



Incidence du 7-Cetocholestérol sur la Désorganisation des Radeaux Lipidiques:
Micrsocopie Confocale et Analyse Spectrale

Analysis of LAURDAN coloration on 7KC-treated 158N oligodendrocytes

445 nm
A : Regular mode B : Superimposed factor images /
06f

485 nm

L i i
10 15 20 25

Excitation 405 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 410-420 => 690-700 nm
Superimposed emissions : 410 <=> 470 nm

500 <=> 536 nm 590 <=> 620 nm

Analysis of LAURDAN coloration on 7KC-treated 158N oligodendrocytes

448 nm
C : Regular mode D : Superimposed factor images / 488 nm

Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm
Superimposed emissions :

443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Gérard Lizard, EA7270,
Kahn E et al. Cytometry A 2011;79(4):293-305 Université de Bourgogne / INSERM



CONCLUSIONS

- Plusieurs approches de cytometrie (flux, image) permettent d’appréhender
le métabolisme grace a différents fluorochromes et colorants

- Les méthodes de cytométrie (flux, image) sont appropriées pour aborder
différents aspects du metabolisme cellulaire et en particulier le métabolisme
lipidique

-L'identification des mécanismes moléculaires et des cibles nécessite des
approches complémentaires (chromatographie gazeuse, spectrométrie de
masse, western blotting, ...)

Gérard Lizard, EA7270,
Université de Bourgogne / INSERM



