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 pourront être utilisés pour tester l’effi-
cacité de nombreuses molécules à visée 
thérapeutique par criblage à haut débit 
et participer ainsi au développement 
de nouveaux  traitements pharmacolo-
giques. ‡
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> L’organisation dans le temps et l’espace 
des voies de signalisation est un élément 
essentiel dans le façonnage de la réponse 
cellulaire [1]. Ceci est vrai notamment 
dans les processus chimiotactiques, où 
l’apparition d’une organisation intracel-
lulaire asymétrique est physiologique-
ment indispensable. Dans ce contexte, la 
signalisation par les espèces oxygénées 
réactives, ou ROS, est singulière. En effet, 
ces molécules, comme le peroxyde d’hy-
drogène H2O2, sont connues principale-
ment pour leur activité bactéricide et les 
dommages induits par le stress oxydant. 
Elles jouent cependant en parallèle un rôle 
essentiel dans plusieurs voies de signa-
lisation physiologiques [2, 3] contrôlant 
des réponses variées – contraction, pro-
lifération, migration – dans de nombreux 
tissus (systèmes nerveux, hépatique, vas-
culaire, etc.). L’homéostasie locale des 
ROS est donc un processus vital dans la 
vie cellulaire pour préserver l’action phy-
siologique sans effet nuisible [4].

Comment détecter les ROS ?
L’étude de ces questions dépend de la 
capacité à détecter des ROS dans des 
cellules vivantes de façon quantitative, 

dynamique et localisée. Cependant, les 
méthodes usuelles ne répondent pas à 
ces besoins. En effet, l’imagerie de ROS se 
fait le plus couramment par l’utilisation 
de la dichlorohydrofluorescéine (DCF), 
dont l’oxydation irréversible induit une 
émission de fluorescence. L’irréversibilité 
de ce processus et la diffusion rapide 
empêchent toute détection quantitative 
et résolue dans le temps et l’espace. La 
DCF permet ainsi uniquement d’identifier 
des voies de signalisation impliquant la 
production de ROS, mais pas de suivre une 
réponse cellulaire. Plus récemment, des 
protéines sensibles au peroxyde d’hydro-
gène, dont l’oxydation est réversible, ont 
été exploitées [5]. Cependant, leur gamme 
de détection de H2O2 limitée (< 500 nM) et 
leur diffusion dans le cytosol rendent diffi-
cile une mesure locale et/ou quantitative.
En ce cas, comment comparer des voies 
de signalisation ? Comment observer un 
profil intracellulaire de concentration de 
ROS ? Nous avons proposé l’utilisation 
de nanoparticules luminescentes à base 
de terres rares YVO4:Eu pour la détection 
de ROS dans des cellules vivantes [6] 
et, dans un travail  récemment publié 
dans Chemistry and Biology, nous avons 

démontré son efficacité pour suivre 
localement le H2O2 intracellulaire [7]. 
Nous avons appliqué cette méthode aux 
voies de signalisation du facteur de 
croissance dérivé des plaquettes (PDGF), 
qui est impliqué dans le contrôle de la 
migration de cellules vasculaires [8] ou 
de certaines cellules tumorales [9].

Utilisation de nanoparticules à base de 
terres rares pour la détection de H2O2
Les nanoparticules de vanadate d’Yt-
trium YVO4 peuvent être rendues lumi-
nescentes par le dopage par des ions 
Europium (III) qui absorbent à 466 nm 
et émettent à 617 nm [10]. Sous un 
microscope à épifluorescence équipé 
d’un système de détection sensible, ces 
particules peuvent être observées indi-
viduellement. Au contraire des fluoro-
phores organiques ordinaires, elles ne 
sont pas dégradées après leur excitation. 
Leur illumination par une forte inten-
sité lumineuse induit un déclin de leur 
luminescence, provoqué par la réduction 
des ions Eu3+ en Eu2+. Nous avons alors 
montré que la luminescence était res-
taurée par un oxydant fort, comme H2O2 
(Figure 1). 

Cartographier la concentration 
intracellulaire d’espèces 
oxygénées réactives
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locale de H2O2 afin de détecter d’éven-
tuelles inhomogénéités. Nous avons 
alors eu recours à des dispositifs 
microfluidiques afin de contrôler spa-
tialement la stimulation appliquée. En 
plaçant une cellule sur l’axe d’un micro-
système en T à deux entrées – respecti-
vement PGDF et milieu de culture — il est 
possible de lui appliquer un gradient de 
PDGF avec une stimulation maximale à 
une de ses extrémités et presque nulle 
à l’autre (Figure 2). Nous avons alors 
révélé l’existence d’un profil de concen-
tration asymétrique persistant de H2O2 
induit par une stimulation par un gra-
dient de PDGF (Figure 2), en dépit de la 
faible taille des molécules de peroxyde 
d’hydrogène, qui laisserait supposer une 
homogénéisation rapide par diffusion 
dans le cytosol. Notre méthode permet 
ainsi de révéler l’existence de méca-
nismes encore inconnus, reposant soit 
sur une régulation positive de l’acti-
vité de dégradation des ROS, soit sur 
une diffusion effective ralentie par des 
interactions des ROS dans le cytosol, 

oxydante de ces dernières présente les 
mêmes motifs que celle des CMLV, mais 
implique des concentrations plus éle-
vées avec une dynamique sensiblement 
plus rapide (Figure 2). Cette propriété 
peut être une indication de la moins 
grande robustesse des cellules tumo-
rales dans le contrôle de leur migration, 
ce qui pourrait avoir un impact théra-
peutique majeur.
L’ensemble de ces mesures démontrent 
l’intérêt de notre méthode, d’une part, 
pour disséquer quantitativement des 
voies de signalisation complexes, et, 
d’autre part, pour révéler la dynamique 
de processus cellulaires susceptibles 
d’avoir un impact physiologique.

Organisation intracellulaire spatiale
Le chimiotactisme en réponse au PDGF 
est encore peu documenté au niveau 
mécanistique. L’existence même de gra-
dients intracellulaires de ROS n’avait 
jamais été démontrée. En visualisant 
des nanoparticules individuelles dans le 
cytosol, nous mesurons la  concentration 

Le niveau de luminescence obtenu 
dépend quantitativement de la concen-
tration d’oxydants dans le milieu, et cet 
effet est réversible. L’analyse précise de 
la cinétique de réoxydation de nano-
particules individuelles permet d’établir 
une correspondance univoque entre le 
signal de luminescence et la concen-
tration en oxydants. Nous avons ainsi 
démontré la possibilité de mesurer des 
concentrations d’H2O2 comprises entre 1 
et 50 μM avec une précision typique de 
0,1 μM et une résolution temporelle de 
l’ordre de 30 s (Figure 1). Le caractère 
local de la mesure est lié à la précision de 
pointé d’une nanoparticule individuelle, 
de l’ordre de ~30 nm pour nos conditions 
d’imagerie. Ces nanoparticules peuvent 
alors être internalisées par pinocytose 
dans le cytosol de cellules vivantes 
et photoréduites in situ pour suivre la 
réponse cellulaire (Figure 1).

Dynamique de production des ROS
Nous avons tout d’abord utilisé ces 
nanoparticules dans des cellules mus-
culaires lisses vasculaires (CMLV) sou-
mises à une concentration saturante 
de PDGF, et dans lesquelles nous avons 
suivi l’évolution de la luminescence de 
nanoparticules individuelles. Celle-ci 
indique la concentration cytosolique de 
H2O2 et est, dans ce cas, identique pour 
les nanoparticules d’une même cellule. 
Outre la première mesure quantitative 
d’une concentration intracellulaire de 
ROS, nous avons révélé que la produc-
tion de ROS ne se déclenche qu’après 
un délai de plusieurs minutes, proba-
blement dû à la dimérisation, limitée 
par la diffusion dans la membrane, des 
récepteurs du PDGF, préalable à leur 
activation (Figure 2). Nous avons alors 
mis en évidence le rôle de la transacti-
vation des récepteurs EGFR (epidermal 
growth factor receptor) (Figure 2) dans 
le contrôle de cette cinétique, l’inhi-
bition de leur activité ralentissant la 
production de ROS de façon importante. 
Le caractère quantitatif de nos mesures 
permet de comparer ce système à des 
cellules tumorales (HeLa). La réponse 

Figure 1. Principe de la détection d’oxydants par des nanoparticules de vanadate d’Yttrium. 
A. Nanoparticule de YVO4:Eu recouverte par une enveloppe de silice, luminescente à 617 nm sous 
excitation à 466 nm. B. Principe de la détection d’oxydants : (1) photoréduction sous illumina-
tion avec perte de luminescence ; (2) réoxydation induisant le retour de luminescence. C. Retour 
de luminescence suite à une photoréduction préalable, pour différentes concentration en H2O2. 

D. Nanoparticules individuelles internalisées dans une cellule HeLa.
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se concevoir in vivo, au prix d’un effort 
instrumental substantiel mais acces-
sible, afin d’observer la dynamique de 
processus pathologiques impliquant des 
espèces oxydantes, que ce soit des réac-
tions inflammatoires ou la progression 
de certaines tumeurs. ‡
Map the intracellular concentration 
of reactive oxygen species
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avec précision la production de ROS en 
fait un outil de choix pour sonder des 
voies de signalisation complexes où des 
signaux extérieurs multiples façonnent 
la réponse cellulaire. L’identification de 
mécanismes critiques déclencheurs de 
pathologies peut ainsi être à terme une 
de ses principales applications. L’image-
rie de nanoparticules pourra  également 

permettant le maintien d’un profil asy-
métrique de messagers secondaires et 
d’une migration dirigée.

Perspectives
La technique que nous avons introduite 
et utilisée pour l’étude la signalisation 
par le PDGF est applicable à de nom-
breux systèmes. Sa capacité à mesurer 

Figure 2. Mesure de la production des ROS. A. Evolution de la concentration d’H2O2 en présence 
d’une stimulation par le PDGF avec (vert) ou sans (bleu) inhibition des récepteurs EGFR (epidermal 
growth factor) dans des CMLV (trait pointillé) et dans des cellules HeLa (trait plein). B. Dispositif 
microfluidique permettant la création d’un gradient de PDGF. C. Nanoparticules internalisées 
dans des cellules HeLa soumises à un gradient de PDGF orienté de la droite vers la gauche. La 
couleur indique la concentration d’H2O2 détectée à la position de la nanoparticule. D. Concen-
tration moyenne d’H2O2 dans la partie proximale et la partie distale (moitié de la cellule soumise 
 respectivement aux plus fortes et aux plus faibles concentrations de PDGF) de cellules HeLa.
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