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Cet article en deux volets présente la bioélectrochimie ainsi que son application a |'étude de
phénomeénes cellulaires.

Le premier volet présente la bioélectrochimie et ses outils essentiels pour sonder le vivant.

Le deuxiéme volet (ci-dessous) présente deux exemples de l'utilisation de ces outils a I'étude des
phénomeénes cellulaires.

1. Premier exemple: effet de Ila courbure
membranaire

1.1. Facteurs physico-chimiques

Des expériences ont été menées pour étudier le role de la courbure membranaire dans la formation du pore de fusion et
son influence sur la sécrétion cellulaire, la vitesse de libération des biomolécules ainsi que la quantité d'especes
relarguées. Ces expérimentations ont été réalisées selon la configuration expérimentale décrite ci-dessus et sur cellules
vivantes, des cellules chromaffines issues de bovins. Ces cellules chromaffines ont été baignées dans des solutions de
phospholipides (le constituant lipidique important des cellules animales et végétales, comportant une partie polaire du
coté du milieu aqueux - extracellulaire ou intracellulaire - et une partie grasse ou hydrophobe au coeur de la
membrane). Ces phospholipides ou acides gras ont été choisis avec une géométrie particuliére afin qu'ils modifient la
courbure membranaire lors de la formation du pore de fusion et sont incubés avec les cellules une durée donnée afin
qu'ils s'inserent dans la membrane cellulaire externe. L'originalité de ces essais réside dans le fait que des travaux ont
déja montré en 1995 le rble de la courbure membranaire sur la fusion membranaire mais uniquement sur des
membranes lipidiqgues modeles synthétiques et non pas sur des cellules vivantes réelles [1].
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Les géométries des molécules choisies sont de deux types : I'une s’appelle la lysophosphatidylcholine, notée LPC, et
I'autre est un acide gras, I'acide arachidonique, noté AA. La LPC a une forme de « cOne inverse » qui contraint la
courbure membranaire et I'accentue, favorisant ainsi la fusion membranaire et donc la fusion des vésicules de sécrétion
avec la membrane cellulaire (Figure 1). On dit alors que le LPC est fusogéne. A I'inverse, I’AA a une géométrie conique


https://culturesciences.chimie.ens.fr/auteurs/manon-guille-collignon
https://culturesciences.chimie.ens.fr/thematiques/chimie-du-vivant/la-bioelectrochimie-pour-sonder-le-vivant-12
https://culturesciences.chimie.ens.fr/sites/default/files/styles/popup/public/2021-05/Guille8.jpg?itok=ei1GJJVP

qui empéche la fusion membranaire et est dit antifusogéne (Figure 2).

Figure 2 - Insertion de molécules lors
de I'exocytose
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= Fusogéne = Anti-fusogéne

Auteur(s)/Autrice(s) : Manon Guille-
Collignon

1.2. Effets sur la fréquence, la dynamique et la quantité de
biomolécules de la sécrétion cellulaire
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Figure 3 - Nombre d'événements de
sécrétion en fonction de la
composition membranaire
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Ces expériences de modification de la courbure membranaire lors de I’exocytose ont montré
que la fréquence de sécrétion est grandement affectée par la présence d’'une molécule
fusogene (le LPC) ou antifusogene (I’AA) dans la membrane cellulaire (Figure 3). Le nombre
d’événements détectés sur les chronoampérogrammes est en effet quasiment doublé en
présence d’'une molécule fusogene et divisé par un facteur d'ordre 2 en présence d’'une
molécule antifusogene. La vitesse de chaque événement d’exocytose a cru ainsi que le nombre
de molécules libérées qui a également augmenté d'un facteur 2 en présence de la molécule
fusogene. La tendance opposée est observée pour I'acide gras antifusogene.

Ces expériences démontrent sans ambiguité que la composition membranaire lipidique et la
courbure membranaire, probablement au niveau du pore de fusion, ont un réle crucial lors de la
libération de biomolécules dans I'exocytose de cellules chromaffines qui régulent la sécrétion
de I'adrénaline dans le sang. Ainsi il semblerait que la présence de LPC ou de AA favorise ou
défavorise I'ouverture ou la fermeture du pore de fusion créant de nouveaux événements ou en
empéchant certains par rapport au contréle. Ces résultats sont trés intéressants car ils ouvrent
des perspectives de traitement ou d’analyse de la neurotransmission en fonction des lipides
ingérés. Par ailleurs, ils montrent que I'étude par ultramicroélectrode sur cellules vivantes dans
une boite de Petri permet d’analyser tres finement les facteurs physico-chimiques de contréle
de la sécrétion et d’en déterminer les effets de maniere quantitative en termes de fréquence,
vitesse (précision au dixieme de millisecondes) et quantité de biomolécules libérées par
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événement[1]. C'est un exemple parlant de [I'utilité et la puissance de ces objets
micrométriques pour sonder le vivant.

2. Deuxieme exemple : couplage d’une technique
optique et d’une technique électrochimique

2.1. Principe analytique de détection optique

Les communautés de neurophysiologistes qui étudient la neurotransmission lors de |'exocytose ont une technique
optique de prédilection qui n’est plus électrique, comme I"'ampérométrie sur ultramicroélectrodes, mais optique. C'est
une technique fluorescente qui a une résolution spatiale intéressante, de I'ordre de la centaine de nanometres, mais
une résolution temporelle médiocre par comparaison a I'ampérométrie, de I'ordre de la dizaine de millisecondes par
rapport a la dynamique de I'exocytose. Cette résolution temporelle est en fait a comparer a celle de la technique
électrochimique décrite dans les parties 1.5, 2 et 3 qui posséde, elle, une excellente résolution temporelle (de I'ordre de
la dizaine de microsecondes) par rapport a I'échelle de temps de I'exocytose, mais qui est aveugle a la détection

intracellulaire et aux étapes précédant le pore de fusion.

Cette technique optique s’appelle la microscopie a onde évanescente ou microscopie de fluorescence par réflexion
totale interne (dite TIRF - Total Internal Reflexion Fluorescence Microscopy - en anglais). Le principe analytique de
détection de I'exocytose par TIRF est le suivant. Les vésicules de sécrétion de la cellule sont marquées au préalable par
une molécule fluorescente, située dans la membrane vésiculaire ou au cceur de la vésicule, au choix. Les cellules sont
déposées sur une lame de microscope fine et transparente pour permettre I'excitation optique par un laser ou une
diode. Le faisceau lumineux vient frapper l'interface lame de microscope/cellule avec un angle particulier, dit angle
critique. S’ensuit alors la création d'une onde évanescente de faible profondeur de pénétration, d'intensité
proportionnelle a une exponentielle décroissante en fonction de la distance z dans la direction perpendiculaire au
substrat (représenté par la lame du microscope - Figure 4). L'excitation de la fluorescence des vésicules se fait ensuite
par cette onde évanescente qui a une profondeur de pénétration de 50 a 300 nm, quand la cellule fait plutdét une
épaisseur de quelques micrometres. En conséquence, seule I'évolution de la fluorescence des vésicules proches de la
membrane cellulaire adhérée est suivie, ce qui limite la pollution des signaux par les vésicules marquées loin de
I'interface cellule-verre. Les évenements d’exocytose sont vus sous la forme de flash ou d’extinction de fluorescence.
Les avantages de cette technique sont la détection en temps réel des vésicules, I'observation de leur mouvement avec
une bonne résolution dans le plan x-y paralléle au substrat et la localisation des événements de fusion sur la membrane
cellulaire.
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Figure 4 - Principe de la microscopie
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2.2. Intéréts du couplage électrochimie/fluorescence

Une fois compris les grands intéréts de chaque technique décrite plus haut : I'ampérométrie sur microélectrodes et la
microscopie par onde évanescente pour le suivi de I'exocytose, il est aisé de se rendre compte de la complémentarité
des deux outils analytiques et des avantages de coupler ces deux techniques en temps réel. Le couplage donnerait
acces au suivi de la libération en temps réel du méme évenement d’exocytose avant/pendant/aprés la fusion
membranaire. Avant et pendant : grace au TIRF, pendant et aprés : grace aux microélectrodes. Des données
guantitatives (cinétique, quantité de neurotransmetteurs) seraient obtenues avec une excellente résolution temporelle.
Une cartographie des sites de libération pourrait étre envisagée avec une résolution spatiale fine. Et des corrélations
entre paramétres physico-chimiques et biologiques seraient tracées. Les contraintes sont néanmoins nombreuses. |l
s’agit de suivre le méme événement d’exocytose au méme endroit de la cellule au cours du temps. Il faut donc choisir
un matériau optiquement transparent et électriguement conducteur. Il faut également détecter les deux signaux a
I’endroit de la cellule ou celle-ci adhere sur le substrat transparent. Enfin, il faut que la sécrétion ait lieu a une
fréquence modérée afin de corréler aisément les signaux des deux natures.

2.3. Détection combinée
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Une premiere preuve de concept de couplage électrique et optique a été obtenue en 2011 avec une détection
fluorescente grace a une molécule de GFP (Green Fluorescent Protein) et une détection électrochimique de la
sérotonine. Lors de cette premiére réalisation, le couplage a donc été réalisé avec deux sondes différentes. Le
prototype a été réalisé sur lame fine et transparente d’ITO (oxyde d’indium dopé a I'étain) de 150 nm d’épaisseur. L'ITO
possede des propriétés optiques, avec une bonne transmission a 80% environ dans le spectre visible, et électriques,
avec une bonne conductivité électrique, et une possibilité de détecter électrochimiquement des médiateurs biologiques.
Des essais ont également été réalisés sur d’autres matériaux (qui présentent une meilleure détection électrochimique
des médiateurs biologiques mais qui ont une plus mauvaise transmission que I'l'TO) [2]. Dans ces premieres études, les
deux sondes nécessaires au couplage sont différentes et en proportions relative et absolue non connues et non
contrélées, ce qui est suffisamment peu satisfaisant pour le chimiste analyticien et pour répondre aux questions posées.
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De nouveaux essais ont donc été menés avec lI'utilisation de molécules nommées « faux neurotransmetteurs
fluorescents » ou FNF qui ont des structures chimiques proches de neurotransmetteurs biologiques endogénes. Elles ont
été initialement introduites dans la littérature spécialisée pour permettre une bonne visualisation de la
neurotransmission grace a leurs propriétés de fluorescence [3]. Certaines de ces molécules posseédent un bras amine
primaire qui facilite leur internalisation dans les vésicules de sécrétion grace a un transporteur de monoamines
primaires qui se trouve dans la membrane vésiculaire. Par ailleurs, un FNF a montré des propriétés électrochimiques
particuliéres puisqu’il est détecté électrochimiquement sur différents matériaux d’électrode comme le carbone ou I'lITO.
Cette molécule, nommée FFN102, est donc une molécule de choix puisqu’elle regroupe en une sonde unique la dualité
fluorescence/électroactivité tout en étant reconnue par les vésicules de sécrétion d’un point de vue biologique (Figure
5). Cette sonde duale FFN102 a permis une premiere étude couplée de I'exocytose sur cellules (Figure 6) et a révélé

différents types de sécrétion non observés jusqu’alors [4].

Figure 6 - Détection combinée
Détection combinée électrochimique a) et
optique b) de la sonde duale FFN102 dans
des cellules sécrétrices (exocytose
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détectée simultanément par a)
ampérométrie et b) TIRF).
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3. Conclusion

L'électrochimie connait depuis quelques années un renouveau spectaculaire notamment dans le domaine des
nanosciences, la bioanalyse (comme les études électrochimiques sur cellules vivantes) et la détection de courants trés
petits et rapides. Ces thématiques sont au coeur de cet article qui traite de la bioélectrochimie pour sonder le vivant.
Pour détecter un courant, I'électrochimiste analyticien a besoin d’une électrode qui, si elle a une taille micrométrique et
si elle est utilisée dans des conditions particuliéres, posséde des propriétés intéressantes pour la détection de
biomolécules au niveau de cellules vivantes uniques. Ces ultramicroélectrodes peuvent servir a analyser la sécrétion
cellulaire via le phénomene d'exocytose. L'exocytose vésiculaire constitue une voie physiologique fondamentale de la
communication cellulaire, utilisée par les organismes cellulaires afin de libérer hormones ou neurotransmetteurs au sein
de leur environnement pour leur permettre de communiquer. L’exemple de I'influence de la composition et la courbure
cellulaire membranaire est cité ici pour son grand réle dans I'efficacité de la sécrétion.

Par ailleurs, depuis plusieurs années, les méthodes analytiques fluorescentes et électrochimiques représentent des
outils de choix pour I'analyse de phénomenes biologiques. « Leur combinaison apparait donc comme complémentaire et
prometteuse pour sonder différentes facettes d’'un méme objet/phénoméne avec des résolutions spatiale et temporelle
optimisées. La notion de couplage proprement dit reste toutefois a définir et ce dernier présentera un intérét par
rapport aux deux techniques prises séparément si les informations sont recueillies simultanément et sur le méme
endroit de I'objet biologique. La sécrétion cellulaire illustre I'intérét et la difficulté d'élaborer un couplage électrochimie-
fluorescence sur cellule unique.» [5] Ainsi, 'ampérométrie sur électrode transparente « d’Oxyde Indium Etain » (ITO),
couplée a la Microscopie de Fluorescence a Réflexion Totale Interne (TIRF), permet une analyse exhaustive (a haute
résolution temporelle et spatiale) du phénoméne de sécrétion nommé exocytose. Le couplage TIRF-ampérométrie a
pour but de connaitre, pour un méme évenement d’exocytose, sa localisation et ses caractéristiques dynamiques en
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temps réel, ce qui implique d'adapter le dispositif expérimental. Dans ce contexte, de nouvelles sondes duales
électrofluorescentes, analogues des neurotransmetteurs endogénes (dopamine, sérotonine...) appelées Faux
Neurotransmetteurs Fluorescents (FNF) ont été développées et synthétisées. Grace a I'utilisation de ces molécules, il
semble envisageable de mettre en évidence de maniere unique certains aspects physico-chimiques du phénomeéne de
libération cellulaire, afin de permettre une meilleure compréhension de ce processus biologique.
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NOTES

0 Pour 1000 fC détectés, cela correspond a 5 x 10718 moles détectées pour une oxydation de catécholamines a 2
électrons selon la loi de Faraday, soit quelques milliers de molécules par milliseconde.
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