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steme Non-Enzymatique de Défenses Anti-Radicalg
Mesure du Taux de Glutathion Reduit (GSH)
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Systeme Enzymatique de Défenses Anti-Radicalaires
Mesure des Taux de SOD et Catalase

O, —° » O, P L, H,0, =T , H,O0 + O,

Utilisation d’Anticorps

* Anti-SOD
OD (SOD1) cytoplasme

OD2) mitochondries
OD3) membrane cytoplasmique

alase (CAT)




- Confirmation de I'intervention d’un stress oxydatif

* Utilisation d’antioxydants tels que VitE, GSH, N-aceétylcystéine (NAC), Trolox...

- Origine des radicaux oxygenes

«Xanthine Oxydase, NAD(P)H oxydase (utilisation de diphénylene iodonium (DPI),
Apocynine), NO synthase (utilisation de nitro-L-arginine méthyl ester (L-NAME),
aminoguanidine, NG-nitro-L-Arginine (NLA), ....)

- Voies métaboliques impliguées

* Utilisation d’inhibiteurs de voies métaboliques

Gérard Lizard, Inserm, Université de Bourgogne
Dijon, France



Etude de I'iInflammation par Cytométrie en Flux

v’ Techniques d’analyses
- Cytokines intracellulaires : Ac et immunofluorescence sur cellules
- Cytokines secrétées: analyses moléculaires sur microbilles

E Fluorochrome

SAT
(suspension array




Cytometric Bead Array (CBA)

e

incuber

! Control négatif




Analyse d’Interleukines chez des Prématurés:
Diagnostic d’Infections Materno-Faetales Précoces

Profil cytokinique normal (5-10 pl de sérum)
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Analyse d’Interleukines chez des Prématurés:
Diagnostic d’Infections Materno-Faetales Précoces

Profil cytokiniqgue anormal (5-10 ul de sérum)
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Etude des Organels (Mitochondries, Lysosomes, Peroxysomes)

par Cytométrie en Flux

v Mitochondries

* activité mitochondriale

- potentiel transmembranaire mitochondriale (AY¥Ym):
fluorochromes cationiques et lipophiles
Rh123, DiIOC6(3), JC1, TMRM

* masse mitochondriale (quantité et taille des mitochondries
MitoTrackers, Nonyl Acridine Orange (NAO)

sosomes
* activité lysosomale
- pompes a protons, acidité du compartiment lysosorr
idine Orange (AO) (rouge (lysosomes integres); vert (I

lysosomale (nombre de lysosomes):




Cellule vivante Cellule morte

non retour
Diminution de AWm

Autophagie
Nécrose ; Necroptose

venements toujours associes a la mort cellulaire : externalisation
phatidylsérine ; chute de potentiel mitochondrial (AWm) ; augmentatio
2abilité de la membrane cytoplasmique ; dégradation de ’ADN.

ts eventuellement associés a la mort cellulaire : flux lonigues ; des
ne lysosomale ; acidification du cytoplasme ; activation d’en
, caspases) ; surproduction de radicaux oxygenes ;
es anti-radicalaires; induction de la sécrétion



Evaluation de la Viabilité Cellulaire :
Coloration a I'lodure de Propidium ou au SYTOX Gree
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Potentiel Transmembranaire Mitochondrial (AWm)
Coloration avec DiOC(3), JC1 ou TMRM

iOC6(3) (40 nM ; permet de detecter les cellules avec des mitochondries

yolarisées ou hyperpolarisées)
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Mesure de I’Externalisation des Phosphatidylséerines

AnnexineV IP

Apoptose
Nécrose
r— R Vivantes (V)
) Apoptotiques (A)

Nécrotiques (N)

w Phospholipides anioniques (phosphatidylsérines)
& Phospholipides neutres

Controle N 1 Traité

-

IP (ou 7AAD)

IP: iodure de propidium AnnexineV - FITC
7 AAD: 7 amino actinomycine D




Coloration lodure de Propidium — SYTO16
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Mesure d’Activités Enzymatiques

ures d’activités estérases membranaires

antes dans les cellules vivantes / absentes dans les cellules mortes
Fluorochromes disponibles: Di-acétate de carboxyfluoresceine (CFDA)
Calcéine-AM, BCECF-AM

'activités caspases (FLICA: Fluorescent Inhibitors of Casp
ytéases (FLISP: Fluorescent Inhibitors of Serine Protease

Jerzy Grabarek®® and Zbigniew Darzynkiewicz?®

"Brander Cancer Research Institute at New York Medical College,
Valhalla, NY, USA; ®Department af Pathology, Pomeranian School of Medicine, Szezecin, Poland

INACTIVE CASPASE BINDING OF ACTIVE CHYMOTRYPSIN
(ZYMOGEN) FLICA

ACTIVATED CASPASE INACTIVATED CHYMOTRYPSIN
(HETERO-TETRAMER) (BINDING OF FLISP)

Active center

4+————FAM
+————VAD
"MK

FLICA

Experimental Hematology 30 (2002) 982-989




ragmentation Inter-Nucléosomale de I’ADN : Sub-G1 et TUNEL

v Coloration de ’ADN a I'iodure de propidium

Nombxs de Nécrose primaire
ou seconqlaire

. Go/G

2N

contenu en ADN
(échelle I!néaire)

nique TUNEL

Absence de fragmentation Fragmentation
ipfernucléosomale de 'ADN infernucléosomale de 'ADN

Bury

Ll 1M T kil B0 an il Ll 1 i kil w0 a0 Rl
1] ]

ADN fragmenté Addition de dUTP biotinylés aux + steptavidine-
extrémités 3'OH libres de I'ADN lodure de propidium




TUNEL (Amnis technology) : CMF + imagerie

STANDARD COLLECTION SYSTEM OPTIONAL COLLECTION SYSTEM

Image Channels: 7-12

Image Channels: 1-6
Auto Focus & Velocity  SYStem

r f.'én 'ri;ﬂmon
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| )
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OBJECTIVE LENSES
Optional MultiMag: 20X & 60X

Multi-spectral
Decompasition Unit

LASERS

Optional Excitation Lasers

I

http://www.amnis.com
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Henery S et al. Apoptosis 2008, 13: 1054-1063

Gérard Lizard, Inserm, Université de Bourgogne

Dijon, France




Conclusions

- Toxicologie (nanotoxicologie) et CMF

v' Méthodes applicables in vitro et in vivo

- Domaines d’application
v’ Biologie humaine, animale et végétale
v Pharmacologie
trition / Alimentation (contrdles alimentaire

1ement (biosurveillance)




