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Qu’est ce qu’on veut mesurer

Stimulus

Résolution temporelle
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• RPE: résonance paramagnétique électronique

• Les techniques utilisant les propriétés spectroscopiques de sondes réagissant avec les ROS et les 

RNS / très répandues parce que facile à mettre en œuvre:

spectroscopie d’absorption

luminescence (comptage de de photons)

spectroscopie de fluorescence

• Dosage des produits de réaction des ROS et RNS avec les composants cellulaires

(répandues mais destructives)

• Méthodes électrochimiques (électrodes de Clark et microélectrodes)



Spectroscopie d’absorption

Maghzal FRBM 2012

• Extracellulaire

• Facilement quantitatif (beer lambert)
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Le cas du cytochrome c

hème a

hème b hème c

cytochrome b562

cytochrome c1
cytochrome c554

http://metallo.scripps.edu
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cytochrome c
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Le cas du nitroblue tetrazolium

Serrander Biochem J 2007
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Luminescence & spectroscopie de 
fluorescence
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Les éléments nécessaires
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Des spectres Des images Des intensité de fluorescence
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Des spectres, des intensités ou de la luminescence
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sélection de λexcitation

sélection de λemission

Affiche  l’intensité de la lumière 
détectée sur le PM en fonction de λ

Correction 
des 

fluctuations 
de la lampe

Lampe – lumière blanche (Xenon)

Détecteur
Photomultiplicateur

Le spectrofluorimétre



Caméra

Sélection 

spectrale 

Excitation

Miroir dichroïque

Sélection 

spectrale

Emission

Détection 
(camera, 

occulaires)

Lampe halogène
transmission

Lampe 
Lumière blanche 
(Xenon, Hg, LED)

« cube »
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Le microscope à fluorescence



Le cas confocal

Microscopie plus complexe et donc plus couteuse
Permet de collecter la fluorescence d’un seul plan

Images plein champ                                    Microscopie confocale

Marquage 
membranaire
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Focus en 1 point (pixel)

Excitation, 

LASER, Source 

de lumière 

ponctuelle, une

seule direction

Dichroic mirror
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LASER

Détecteur: photomultiplicateur

Dichroic mirror

Déplacement du point de 

focus en X et Y

Focus en 1 point (pixel)

excitation

X

Y 1 pas = le déplacement de 1 pix
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excitation

Fluorescence

Volume Excité

Pinhole = trou

Pas de lumière sur le détecteurDétecteur: photomultiplicateur

Seule la lumière (fluorescence) qui vient du plan focal est détectée
 Sectionnement en Z
Des photons sont émis et non détectés.

Objectif
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levure

cellule

cellule + levure

Détecteur: 
photomulti
plicateur flu

x

LASER

excitation

Le cytomètre



Les sondes luminescentes  Très sensible, 

 Sur des populations de cellules: production moyenne

 Ajouter une peroxydase

 Permet de voir la production à l’instant t

Maghzal FRBM 2012
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Chemiluminescence

Oxidation du luminol en presence de peroxidase

Mesure des ROS présent à l’instant t
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Lundquist FRBM 1995



Les sondes fluorescentes redox

Winterbourne BBA 2014
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Les sondes fluorescentes « non-redox »

Winterbourne BBA 2014
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18.2 Generating and Detecting Reactive Oxygen Species

http://probes.invitrogen.com/servlets/pricelist?id=29072

http://probes.invitrogen.com/handbook/sections/1802.html

http://probes.invitrogen.com/servlets/pricelist?id=29072
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Le cas du DCFH2 et de ses variantes…

Fluoresceine DCFH2                             DCF



Winterbourn BBA 2013
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Réactions de couplages sonde fluorescente / protéine

Fluorescence Microscopy, U Nienhaus, Wiley-VCH, chp4
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2’7’-dihydrodichlorofluorescein diacétate

DCFH2
NON FLUORESCENT

DCF
FLUORESCENT

Pénétration dans les cellules 

Membrane cellulaire

Non polaire, 
protection avec 
des gpes esters

ESTER ases
-HO

-

-

On dose alors la quantité de sonde oxydée dans le cytoplasme
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2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate, succinimidyl ester 

Step 1- réaction entre les groupes amine de la levure 

et le succinimidyl ester

Step 2- hydrolyse des esters (hydroxylamine1,5M)

Levure 

= constant size

5µm

Non fluorescent

AVANT oxydation
fluorescent

APRES oxydation

NH-levure

O-HO HO

-NH-levure

oxydation

Elaboration d’objets phagocytables

Tlili FRBM 2011
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Membrane de neutrophile

3) Phagosome

5) Destruction
OH•, O2

•-,
H2O2, , ClO –

2) Englobement

1) Reconnaissance

Levure de boulanger

= taille +/- constante

5µm

Anticorps qui se fixe sur la levure et 
qui vont être reconnus par des 

récepteurs à la surface du 
neutrophile

Anticorps secondaire
marqué sonde fluo verte

Visualisation de la production de O2•- / La reconnaissance: comment ça marche?

4µm



33

pipette

cellules

levure

ab
so

rp
tio

n

flu
or

es
ce

nc
e

Wavelength / nm

excitation emission

https://www.youtube.com/watch?v=OpAg9huGzAM
DCFH2-yeast

DCF-yeast

ROS

yeast
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In vitro oxidation

phagosomal oxidation

Tlili FRBM 2011

Saturation?
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Approche ratiometrique?
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Le cas des boronates et de H2O2

Lippert Acc. Chem. Res. 2011



peroxyresorufin 1 (PR1), peroxyfluor 1 (PF1), and peroxyxanthone 1 (PX1)

Lippert Acc. Chem. Res. 2011 Peroxy caged luciferin

SNAP peroxy green 2 (SPG2)SNAP peroxy green 2 (SPG2) 
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Images of peroxyresorufin 1 (PR1), 

peroxyfluor 1 (PF1), and peroxyxanthone 1 

(PX1) detecting H2O2 fluxes in living cells.

Peroxy caged luciferin 1 (PCL-1) detects 

H2O2in vivo using bioluminescence.

Lippert Acc. Chem. Res. 2011
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Possibilités d’adressage dans les cellules vivantes 
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Fluorescence Microscopy, U Nienhaus, Wiley-VCH, chp4



Images of SNAP peroxy green 2 (SPG2) 

to the plasma membrane, mitochondria, 

endoplasmic reticulum, and nucleus. Fluorescence Microscopy, U Nienhaus, Wiley-VCH, chp4
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Mais les boronates réagissent aussi avec HOCl et ONOO-!

Xu JACS 2013

H2O2 et ONOO- peuvent réagir avec les arylboronates
Mais seul ClO- peut hydrolyser la thiolactone! a) Fluorescence spectra changes of FBS with titration of OCl–. (b) Fluorescence 

intensity at 523 nm as a function of added OCl–. (c) Fluorescence spectra of FBS
before and after addition of various ROS: OCl– (20 μM), ROO• (1 mM), H2O2 (100 
μM), •O2– (25 μM), •OH (100 μM). tert-butyl hyperoxide (100 μM), ONOO– (22 
μM). 



Detection of DUOX-dependent HOCl induction in the intestinal epithelia of Drosophila. Nuclear staining of midgut cells was 

performed with DAPI (blue). Representative confocal microscopic images of dissected guts from different genotypes in the 

presence or absence of oral ingestion of bacterial extract. The genotypes of the flies used in this study were as follows: Cont

(Da-GAL4/+); PLCβ–/– (norpA7); DUOX-knockdown (KD) (UAS-DUOX-RNAi/+; Da-GAL4/+); DUOX-KD + DUOX (UAS-DUOX-

RNAi/UAS-DUOX; Da-GAL4/+).

Xu JACS 2013
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Et l’inventivité des chimistes ne s’arrête pas là! HOCl et ONOO-

Synthesis of the ROS/RNS sensor. (a, b) Reaction of oxazine 1 with glutaric anhydride to generate the quenched ROS 
responsive intermediate with a conjugated handle for attachment to the dextran shell of the iron oxide nanoparticles. 
Nanoparticles are dual labeled with Alexa Fluor 488 to monitor particle location. (c, d) Relative fluorescence signal for 
each of the reactants and products. (e, f) Blood half-life determination for the free oxazine dye and the ROS/RNS sensor

Panizzi JACS 2009



In vivo uptake and activation of the MPO sensor occurs in 

infarcted heart tissue. Histology of the infarcted tissue obtained 

from control C57BL/6 mice or mice 36 h post ligation of the left 

descending coronal artery and tail-vein injection of the MPO 

sensor 24 h prior to euthanasia. H&E staining and 

immunohistochemistry for CD11b immune cells (b), PMN (c), 

and MPO (d) are shown compared to fluorescence microscopy 

in the AF488/GFP channel (e) and oxazine/Cy5 channel (f). 

Arrows indicate areas of probe localization (yellow arrows), 

which correspond to areas with MPO and neutrophil staining 

(black arrow). The scale bars represent 50 μm.
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