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L'identification des cellules

apoptotique est basée sur ses
caractéristiques :

Identification Morphologiques
des cellules
apoptOtiques Biochimiques

Moléculaires




1. Stade précoce :

* Translocation de la phosphatidylsérine
vers le feuillet externe de la membrane
plasmique

* Perte du potentiel de la membrane
mitochondriale

* Libération du cytochrome C et de I'ATP
e Activation des caspases-8 et 9

Evenern.ents 2. Stade intermédiaire :
apoptotiques * Activation des caspase-3, 6 et 7

 Rétrécissement cellulaire
 Activation des nucléases

3. Stade avancé :

* Fragmentation de I'ADN
Effondrement nucléaire
Formation de corps apoptotiques
Phagocytose par les macrophages



Colorants de
viabilite

Test d’exclusion au Bleu Trypan
(TBET)

MTS ou MTT,

Offrent une indication générale
sur la survenu de I'apoptose

Doivent étre approfondies par
d’autres techniques plus
spécifiques
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Test d’exclusion au
bleu Trypan (TBET)

-

o

T

i

.



WL,  Aspirate media

_MTT solution

== g DMSO
S, solubilization

Absorbance 570 nm

Mitochondrial
Reductiase
Y
I Ry
s
NN
| ;
= ‘ NJ’ \[E/ -
AN Nt/
\
Purple
Formazan

Test MTT (bromure
de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-
vl)-2,5-diphenyl
tetrazolium)
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Conjugués d’annexine-V

Annexine V versus
jodure de propidium

Cytométrie en flux

Microscopie a
fluorescence



Membrane
mitochondriale

e Ester éthylique de
tétraméthylrhodamine
(TMRE)

e Ester méthylique de
tétraméthylrhodamine

(TMRM)
R IC-1




Activation des
caspases

Pro-caspasesclives :
* Western blot

* Caspases intiateurs * Immunofluorescence

actives e immunohistochimie

e Caspases executeurs
activés



Changements
morphologiques

Hématoxyline / éosine
Acridine orange (AO)
DAPI

Hoechst

lodure de propidium ( Pl)
Cytométrie en flux

Microscopie électronique a
transmission

Microscopie a fluorescence
Microscopie optique



Microscopie électronique a transmission




Microscopie optique




Hoechst et DAPI




Rétrécissement
cellulaire

24h Timapoint-Unstained

a0 i 150 200 350
FEC-A (x 1 000)

* Microscopie
 Cytométrie en flux

2dh Tlm_n'apm-nt-EuM A,

S0 10D 150 z00 250
FSiC-A (= 1,000%

Cellules normales

Cellules apoptotiques



Fragmentation d’ADN

La détection des fragments
d’ADN est réalisé par :

ELECTROPHORESIS

* Electrophorése sur gel
d’agarose
e Meéthode TUNEL

e Meéthode Sub-G1

200 bp




Fragmentation d’ADN

MW
(bp)
Electrophorése d'ADN de cellules Jurkat
traitées avec une molecule cytotoxique 1033
sur un gel d’agarose conventionnel
M: marqueur de poids moléculaire 53

Zone 1 : ADN de cellules apoptotiques,
Zone 2 : ADN de cellules non traitées

Zone 3: ADN de cellules nécrotiques, 304




Fragmentation d’ADN
Méthode TUNEL

NORMAL APOPTOSIS

TACSTdT

Undamaged supercoiled DNA Fragmented DNA .

| LEGEND \ - .

o TdT incorporated Nucleotide o Biotin & Streptavidin

a. controle positif. b. Controle négatif sans
enzyme TdT. c et f. images expérimentales

Undamaged supercoiled DNA Fragmented DNA s . ’
representatlves. Les NOoyaux COIOreS avec Ie
| LEGEND | test TUNEL sont bruns. Les coupes sont
© rdTincomorated Nucleotide ﬁ{ Anti-BrdU antibody @ sveptavidin contre-co'orées avec du vert de méthyle

Q sw O ot




Fragmentation d’ADN

Méthode Sub-G1

FL1 [nlafcitg



Corps apoptotiques

Orange d’acridine (AO)

Hématoxyline + éosine

Cytométrie en flux
Microscopie optique

Microscopie
électronique



Analyse

Immunologique de Panneaux
plusieurs marqueurs multiplex
d’apoptose a la fois



Controle positif

Controles traités dans les mémes conditions pour tenir
compte des effets des solvants : controle négatif

Controles spécifiques a l'application pour contréler des
facteurs tels que l'autofluorescence dans les
expéeriences d'immunofluorescence : : controle négatif

Controles de charge pour le transfert en Western blot.
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