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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Ce sujet de these s’est mis en place grace a la contribution de deux équipes autour d’un théme
commun : I'équipe d’analyse en électrochimie et celle d’analyse des lipides en milieu vivant. D’un c6té, I'équipe
d’analyse des lipides en milieu vivant s’est focalisée pendant la derniére décennie sur les phospholipides
spécifiques au milieu marin. Les phospholipides sont les constituants lipidiques majoritaires des membranes
biologiques. Ce sont des assemblages moléculaires constitués d’une téte polaire hydrophile et de,
majoritairement, deux chaines grasses qui composent ce que l'on appelle la queue hydrophobe. Les
phospholipides s’organisent naturellement en bicouches ce qui permet de séparer des compartiments
cellulaires et subcellulaires.

Pendant longtemps les phospholipides ont été considérés uniquement comme des éléments de
structure de la cellule. Cependant, leur réle n’est pas restreint a cette fonction structurelle. Outre cette
fonction de compartimentation, Singer a proposé avec la théorie de la mosaique fluide de considérer la
membrane biologique comme une matrice fluide bidimensionnelle qui permet le mouvement latéral de
protéines membranaires (Singer 1972). C’'est le début de I'intérét de I'aspect fonctionnel des phospholipides.
Par exemple, la composition en acide gras des membranes a été a la base d’une théorie dite de I'adaptation
homéovisqueuse (Sinensky 1974). Cette théorie prévoit que les organismes adaptent leur composition lipidique
membranaire aux variations de température afin de conserver une fluidité membranaire idéale. Un autre
exemple de fonction associées aux phospholides est formulé par Hazel (Hazel and Williams 1990) qui a montré
que les organismes vivants pouvaient moduler la composition des membranes biologiques afin de s’adapter
aux conditions environnementales. Enfin, la théorie du pacemaker a été plus loin par rapport a la théorie de
I'adaptation homéovisqueuse (Hulbert and Else 2005). Cette théorie est partie de I'observation de la
corrélation forte existant entre la composition globale lipidique d’un organisme vivant et son activité
métabolique basale. Plus précisément, elle montre un lien entre la présence de certains types de lipides et
I'activité enzymatique de certaines protéines membranaires. Méme si cette théorie s’est montrée incompléte

par la suite, elle a permis de donner un nouvel élan a I'’étude de propriétés fonctionnelles des lipides.

Parallelement, il a été démontré que certaines classes de phospholipides étaient impliquées dans le
maintien de I'intégrité structurelle ou fonctionnelle de protéines membranaires. Par exemple, on peut citer des
pores transmembranaires répondant a une classe de phospholipide spécifique comme le cardiolipide ou encore
le cas de complexes enzymatiques enchassés dans la membrane de la mitochondrie dont la structure nécessite
plusieurs phospholipides spécifiques (Tsukihara et al. 1996). Cela démontre que la structure globale du lipide

est déterminante pour ces associations lipides-protéines.
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Les derniéres études du laboratoire pointent particulierement le rdle fonctionnel des lipides
notamment celui des différentes classes de phospholipides et de leur composition en acides gras. La
découverte des caractéristiques uniques du cardiolipide (CL) chez les bivalves marins par le laboratoire a été le
point de départ du projet (Kraffe et al. 2002). Le CL est le seul des phospholipides a étre constitué de quatre
chaines grasses. De plus, ces quatre chaines grasses sont majoritairement constituées du méme acide gras, ce
qui donne au CL une composition tres spécifique, propre a chaque organisme voire a chaque organe. Chez les
mammiferes par exemple, le CL de coeur de beceuf contient plus de 80% de chaines grasses de type 18:2n-6 ce
qui tranche nettement avec les autres classes de phospholipides dont la nature des chaines grasses est plus
variable. Chez les bivalves épigés (comme I’huitre japonaise, la coquille Saint-Jacques ou la moule bleue), le CL
présente une composition en chaines grasses majoritairement composé de 22:6n-3 (Kraffe et al. 2002). Cela en

fait un cas unique dans le milieu vivant.

Il existe une riche bibliographie a propos de ce lipide concernant son implication dans les transferts
d’électrons de la chaine respiratoire des organismes vivants. La chaine respiratoire est un des processus
nécessaires a la production d’énergie de la cellule. Elle est composée d’une série de complexes enzymatiques
enchassés dans la membrane interne de la mitochondrie. Cette chaine a deux fonctions : Elle utilise I'exces
d’électrons produis par le cycle de Krebs pour réduire I’oxygéne en eau et elle crée un gradient de protons de
part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. Le rétablissement de ce gradient de protons s’effectue
via un canal spécifique appelé FoF,-ATPsynthase et est couplé a une production d’ATP, molécule universelle

porteuse d’énergie pour la cellule.

Il a été montré qu’il existe des interactions entre le CL et toutes les protéines de la chaine respiratoire
mitochondriale. Ces interactions sont impliquées dans le fonctionnement de ces protéines (Fry and Green
1980; Fry and Green 1981; Robinson 1993). De plus, ces interactions font généralement intervenir la partie
hydrophobe du CL (Pinheiro et al. 1993). Or les chaines grasses du CL chez les bivalves ont une composition
spécifique qui n’a jamais été retrouvée dans d’autres organismes. La question de la relation entre la structure
particuliere de ce lipide et sa fonction s’est naturellement posée (Kraffe et al. 2008). Le transfert d’électrons le
long de la chaine respiratoire fait intervenir une petite protéine soluble, le cytochrome c (cyt c), dont le role

principal peut se décrire comme une navette de transport d’électrons entre le complexe Ill et le complexe IV.

C'est dans ce contexte que le cyt ¢ a été choisi comme modele d’étude. En effet, le CL présente des
interactions spécifiques avec cette petite métalloprotéine, qui est une protéine modele concernant I'étude du

transfert d’électrons. Le sujet de recherche s’est ainsi rapproché du domaine de I'électrochimie aux interfaces.

Comme dans plusieurs autres domaines de recherche en chimie étudiés a Brest, I'électrochimie est de
plus en plus orientée vers I'étude de systemes moléculaires issus du vivant, le biomimétisme ou la maitrise de
systéemes enzymatiques inspirés du vivant. En particulier, I'’étude du comportement catalytique des

hydrogénases est devenue une spécialité (Gloaguen and Rauchfuss 2009). Le laboratoire a aussi une bonne
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expérience de I'immobilisation des systemes bioinspirés sur des électrodes modifiées reproduisant une

membrane biologique (Thése Gomila 2010).

L’étude des réactions chimiques in-vivo est une voie d’inspiration de choix pour la recherche en
électrochimie. Nombres de réactions majeures chez les organismes vivants impliquent des réactions de
transfert d’électrons comme la photosynthése ou la respiration. La complexité de ces réactions in-vivo et leur
efficacité n’a généralement pas d’égal in-vitro. Un cas trés parlant concerne la photosynthese. Bien étudiée in-
vitro dans chacune de ses étapes, les conditions de son fonctionnement in vivo restent mal définies. Jamais le
processus complet de photosynthese créé in-vitro n’a pu égaler son efficacité in-vivo. Cela est révélateur de la
grande complexité de fonctionnement de ces systémes biochimiques et de I'importance de leur interaction

avec leur environnement direct qui comprend entre autres, des lipides membranaires.

L’étude des systemes hydrogénases implique la maitrise des techniques électrochimiques appliquées
aux protéines contenant des noyaux Fer et/ou Soufre. Ces atomes sont a la base de I'activité catalytique. La
bonne compréhension de l'influence de leur environnement direct est la clé de la maitrise de leur activité

catalytique.

Il existe également des techniques non électrochimiques pour étudier les transferts électroniques de
ces systemes. Le choix de les étudier par électrochimie se justifie par le fait qu’elle reste I'une des méthodes les
plus simples a mettre en ceuvre et également une méthode facile a contréler. En effet, la force motrice

nécessaire a I'addition ou au retrait d’un électron est facilement contrdlable par le potentiel d’électrode.

Comme pour de nombreuses métalloprotéines, I'utilisation d’électrodes métalliques ou de carbone
vitreux non modifiées ne permet pas I'étude électrochimique du cyt c (Betso et al. 1972). La protéine se
dénature au contact de I'électrode et I'atome de fer n’a plus son environnement natif protéique. Le recours a
des modifications d’électrode inspirées des membranes biologiques a permis de contourner ce probleme

(Salamon and Tollin 1991).

Les premiers travaux réalisés sur les interactions entre CL et cyt ¢ ont rapidement mis en évidence leur
nature complexe. La décennie 1990-2000 a été tres riche en terme de publication d’articles sur les interactions
entre CL et cyt c. Les travaux de I'équipe de Kinnunen ont été novateurs dans ce domaine. lls ont été les
premiers a proposer le modeéle de I’ « extended lipid anchorage ». Cette théorie prévoit I'interaction spécifique
du CL avec le cyt c avec l'insertion d’une ou deux chaines grasses dans un patch hydrophobe du cyt ¢, les autres
chaines grasses sécurisant I'accroche de la protéine a la surface de la membrane (Rytdmaa et al. 1992). Plus
précisément, deux sites d’accroches ont été identifiés sur le cyt c. Un premier site est caractérisé par des
interactions de type électrostatique avec le cyt c¢ tandis que le deuxiéme site est caractérisé par des
interactions de type hydrophobes. Si ce phénomeéne de « lipid anchorage » a été confirmé par plusieurs études

par la suite, il n'y a toujours pas de consensus sur le mécanisme précis d’introduction de la chaine grasse au
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sein du cyt c. Les recherches menées jusqu’ici accordent une large part a I'étude de la séquence peptidique du
cyt ¢ en cherchant a déceler les acides aminées déterminants impliqués dans le « lipid anchorage ». Certains
résidus lysine chargés positivement sont reconnus comme étant déterminants pendant la phase d’approche
électrostatique mais il n’y a pas de consensus sur I'identification des acides aminés clés qui interagissent avec la
partie hydrophobe du CL. Il n’y a alors que peu d’étude s’intéressant a I'effet des chaines du CL dans cette
interaction. Ce n’est qu’apres la découverte de I'importance du CL pour I'induction de I'apoptose (Liu et al.

1996) que le CL et la nature de ses chaines intéresseront les scientifiques.

L'apoptopose, ou la mort programmée cellulaire, est le processus de controle des organismes
pluricellulaires pour détruire les cellules non désirées. Ce processus peut étre déficient pour certains cancers.
Un des mécanismes d’induction de I'apoptose repose sur le « relargage » de cyt ¢ hors de la mitochondrie. Ce
phénomene, qui n’est pas encore complétement compris, implique également le CL et son interaction avec le
cyt ¢ (Liu et al. 1996). Permettre I'étude de I'interaction cyt ¢ — CL ainsi que la question de I'impact des chaines

d’AG sur ces interactions est devenu I'enjeu de ce sujet de thése.

L'objectif majeur de mon travail de these a été de mettre au point et d’optimiser une méthode
électrochimique utilisant une électrode modifiée avec du CL. Des applications pour I’étude électrochimique du
cyt c ou de la CCO devraient permettre de mettre en place des études permettant de mieux comprendre le lien
entre CL et la chaine respiratoire. La réalisation d’un tel assemblage ouvre aussi la voie a des études

comparatives pour la compréhension des spécificités structurelles du CL observées dans la nature.

Apreés une présentation de I'état des connaissances concernant les divers domaines abordés (chapitre
1), nous présenterons les méthodes expérimentales utilisées dans le cadre de ces travaux et tout
particulierement la mise au point d’une technique électrochimique originale basée sur I’AC voltamétrie
(chapitre 2). Le chapitre 3 présente une publication soumise et acceptée dans « Biochimica et Biophysica Acta »
sur I'application de cette méthode électrochimique pour une électrode modifiée au CL ayant adsorbé du cyt c.
Dans le chapitre 4, les applications de cette méthode concernant I'étude de la nature des interactions entre le
CL et le cyt ¢, la théorie du « lipid anchorage », I'effet des chaines du CL et enfin I'effet de la source de cyt ¢

sont présentées et discutées.
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CHAPITRE 1 : ETAT DE L’ART

INTRODUCTION

Ce chapitre introduit les notions théoriques nécessaires a la bonne compréhension de la
problématique abordée dans cette these. Il peut concerner a la fois la biochimie, la médecine, la chimie
analytique ou encore la biophysique. Si beaucoup de ces notions appartiennent a des domaines trés éloignés,
cela montre bien ici le caractere multidisciplinaire, de plus en plus présent dans nos structures de recherche.
Toutefois, toutes ces notions se recouperont dans la derniere partie du chapitre qui fait la synthése et tente de
rassembler toutes les pieces du puzzle pour aboutir a I'explication de la thématique qui est posée dans cet

ouvrage.

GENERALITES SUR LES PHOSPHOLIPIDES

Les lipides sont en fait un regroupement mal défini de molécules naturelles aux structures trés
diverses qui partagent cependant une propriété commune : une bonne solubilité dans les solvants organiques.
Dans les organismes vivants, certains lipides ont des fonctions de signalisation, de réserve d’énergie ou de
structure. Les phospholipides, majoritairement des glycérophospholipides, appartiennent a cette derniere
catégorie. llIs sont les constituants majeurs des membranes biologiques qui permettent de délimiter les cellules
et les compartiments cellulaires. A ce titre, on les nomme aussi lipides membranaires. C’est une grande famille
de lipides dont le point commun est une partie triester de glycérol. Sur les positions 1 et 2 du glycérol, une
chaine hydrocarbonée est estérifiée. En position 3 est estérifié un acide phosphorique dont le substituant
terminal définit la classe du phospholipide. Dans certains phospholipides, un aminodiol remplace le glycérol.
Les classes majeures de phospholipides sont présentées en Figure 1.1 et Figure 1.2. Leur dénomination
courante est dépendante de la nature de la téte polaire. Si un groupement choline est lié a I'acide

phosphorique, le phospholipide s’appelle une phosphatidylcholine.
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Figure 1.1: Différentes classes de phospholipides, PA: Acide phosphatidique, Pl: Phosphatidylinositol, PS:
Phosphatidylsérine, PE : Phosphatidyléthanolamine, PC : Phosphatidylcholine.

Mon travail s’est principalement focalisé sur deux classes de phospholipides que sont la PG
(phosphatidylglycérol) dont la téte polaire est composée d’un motif glycérol et du cardiolipide (CL) qui a la
particularité de contenir quatre chaines grasses. On peut considérer que sa structure résulte de I'association

d’une PA et d’une PG (Figure 1.2).
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Figure 1.2 : Structure moléculaire du CL et de la PG. Le CL comprend quatre chaines 18:2n-6. Sa structure peut étre considérée

comme I'assemblage de motifs PA et PG.
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Au sein d’une méme classe de phospholipides, une grande variété de chaines grasses peut étre
observée permettant de moduler les propriétés physiques des phospholipides. Les chaines grasses, que I'on
appelle acides gras (AG) sous leur forme libre ont généralement entre 12 et 22 carbones et peuvent également
posséder des insaturations (double liaison carbone-carbone), cycles ou ramifications. Méme s'il existe des
noms usuels pour nommer les différents acides gras, on utilise souvent une nomenclature systématique qui

permet généralement une meilleure visualisation du type d’acide gras. La dénomination est la suivante :

Cl:xn-p

Avec | la longueur de la chaine carbonée (12 a 22 atomes de carbones), x le nombre d’insaturations
présentes sur la chaine et p la position de la premiére insaturation en partant du groupement méthyle terminal

(Figure 1.3).

18 OH

Figure 1.3 : Structure semi développée de I'acide gras C18:2n-6

Les insaturations peuvent avoir une configuration cis ou trans. Ces configurations ne sont pas
équivalentes du point de vue des propriétés physique des chaines grasses (Tableau 1.1). En I'absence
d’indication, la configuration cis est supposée, car c’est la configuration rencontrée dans la nature a quelques
exceptions prés. De part les mécanismes de biosynthese de ces acides gras, les doubles liaisons sont séparées
par un groupement méthyle (-CH,-). Par conséquent, dans le cas de chaines grasses polyinsaturées, on ne

renseigne généralement pas sur la position des insaturations suivantes.

Les propriétés biophysiques des acides gras dépendent de leur longueur de chaine mais aussi
beaucoup de la présence et de la nature des insaturations sur la chaine grasse (Tableau 1.1). De par les
nombreuses combinaisons possibles entre le nombre de carbones et/ou d’insaturations, il existe une grande
variété de chaines grasses possible. Cette diversité se retrouve in-vivo et chaque classe de phospholipides
contient tout un panel de chaines grasses différentes. Dans le milieu marin, on retrouve une plus grande
diversité d’AG que chez les animaux terrestres et on peut compter jusqu’a 50 AG différents dans les tissus des

bivalves marins par exemple (Kraffe et al. 2004).
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Type de chaine Nom commun point de fusion (°C)
C12:0 laurique 44.2
C14:0 myristique 54.4
C16:0 palmitique 62.9
C16:1n-7 palmitoléique -0.1
C18:0 stéarique 69.6
C18:1n-9 cis oléique 16.3
C18:1n-9 trans oléique 45
C18:2n-6 linoléique -5
C18:3n-3 linolénique -11
C20:4n-6 arachidonique ou ARA -43.5
C20:5n-3 timnodonique ou EPA -53.5
C22:6n-3 DHA -44.6

Tableau 1.1 : Type de chaine grasse/acide gras et nom usuel associé ainsi que le point de fusion.

Pour étudier la fonction d’une classe de phospholipides, on choisit généralement de cibler une espece
moléculaire (phospholipide ne contenant qu’un seul type de chaine grasse). Parfois, une fonction ou un
processus cellulaire peut étre relié a une seule espéce moléculaire. C'est particulierement le cas pour le

cardiolipide (CL) dont la composition en acide gras est trés homogéne.

LE CARDIOLIPIDE

Le CL, ou 1-2-bis-(3-sn-phosphatidyl)-glycérol est le seul phospholipide présentant quatre chaines
grasses (Figure 1.2). On le trouve dans certaines membranes de bactéries ou dans la membrane interne des
mitochondries d’eucaryotes (Daum 1985). Plus généralement, le cardiolipide est présent dans toutes les
membranes dont la fonction est de créer un gradient électrochimique pour la production d’énergie cellulaire.
Sa proportion au sein de ces membranes est de I'ordre de 15 - 20%. La répartition du CL entre le feuillet
externe et interne de la bicouche membranaire n’est pas équivalente. Des mesures faites sur des
mitochondries de pancréas humain démontrent une accumulation de CL sur les feuillets externes des
membranes mitochondriales (Hovius et al. 1993). Sa découverte en 1942 dans le cceur de boeuf qui contient

une grande concentration de mitochondries lui a donné son nom usuel (Pangborn 1942).
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Malgré I'apparente symétrie de la molécule, les deux moitiés du cardiolipide ne sont pas équivalentes.

Le carbone des deux glycérols latéraux en sn2 est chiral. On peut donc avoir les configurations RR, SS et RS

(Mileykovskaya et al. 2005). Il existe aussi un centre prochiral sur I'atome central du glycérol central.

Concernant le cardiolipide naturel, seule la configuration RR est retrouvée. Les deux phosphates du CL

présentent des pK, tres différents (pK,; = 2.8 et pK,, = 7.5 - 9.5). Toutefois, cette différence serait davantage

due a la formation d’une structure cyclique qui stabiliserait la premiére protonation (Kates et al. 1993) plut6t

qu’a sa chiralité (Figure 1.4).

grasses, le cardiolipide devrait avoir une grande diversité de structures moléculaires due aux multiples
combinaisons d’acides gras possibles. Or, la composition en acide gras de cette classe de phospholipides est

trées homogéne et se distingue nettement des autres classes de phospholipides (Figure 1.5) (Schlame et al.

1990).
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Figure 1.4 : Structure bicyclique du cardiolipide, d’aprés Kates et al. 1993.

La charge nette du cardiolipide serait donc de —1 a pH physiologique. De part ses quatre chaines

Source of Molecular species Composition
mitochondria

mol/100 mol

S. cerevisiae (18:1=16:1)—(18:1=18: 1) 36.0
(18:1-16:1)—(18:1-16:1) 37
(I8 1-18:1)=(18:1—-18:1) 14.5
(16:1—-16:1)-(18:1-16:1) 14.0
(16:1-16:1)-(16:1—16:1) kN |
not wdentified 0.9

Rat liver

Bovine heant

(18:1—18:2)—(18:2—18:2) 146
(18:3—18:2)—(18:3-18:2) 5.2

(18:1—=18:2)—(18:1-18:2 4.6
(18:1—18:1)—(18:1—18:2) 07
not dentified 6.0

Figure 1.5 : Diversité des espéces moléculaires du CL intra et inter organismes (Schlame et al. 1993).
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Si ’homogénéinité de la composition en acides gras du CL est commune a tous les organismes vivants,
la nature méme des acides gras du CL peut varier dans la phylogénie. Les bactéries ont davantage de chaines
courtes et saturés. Certaines chaines chez les bactéries sont par ailleurs ramifiées (Figure 1.6) ou présentant

des cycles comme la présence de chaines C17:0cyclo dans la bactérie Escherichia coli.
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Figure 1.6 : Structure prédominante du CL des archée bactéries caractérisée par 4 chaines 4Me16:0. D’aprés Corcelli et al.

2007.

Les insectes ont des chaines majoritairement en 16:1 (Malhotra et al. 2009), les mammiféres en 18:1n-
9 et 18:2n-6 et on retrouve des acides gras a longues chaines polyinsaturées chez les organismes marins

comme les bivalves (Figure 1.7) (Kraffe et al. 2002).

— — — — — — H

Figure 1.7 : CL a quatre chaines grasses en 22:6n-3, Espéce moléculaire prédominante chez la coquille St Jacques, Pecten

maximus (Kraffe et al. 2002).
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Certains processus de contréle de la composition des acides gras du CL ont été mis en évidence
(Malhotra et al. 2009) ce qui démontre l'importance pour l'organisme d’avoir une certaine structure

moléculaire du CL.

L’apparente symétrie des CLs serait nécessaire a I'affinité particuliére observée du CL pour diverses
protéines (Schlame et al. 1990; Berger et al. 1992). Le CL est connu pour avoir une grande importance dans le
maintien de l'activité enzymatique optimale de nombre d’enzymes clés impliquées dans le métabolisme
énergique de la mitochondrie tels que les complexes | et Il (Fry and Green 1981; Bazan et al. 2013), la
cytochrome ¢ oxidase appelée CCO ou compexe IV (Arnarez et al. 2013), les transporteurs d’ADP-ATP ou le
complexe FoF; ATP-synthase. La CCO a par exemple besoin d’au moins deux CL liés pour maintenir une

structure fonctionnelle (Figure 1.8) (Robinson 1993).

Figure 1.8 : Exemple d’un complexe enzymatique impliquant la présence de deux CL (en brun) : Structure dimérique de la

cytochrome c oxidase (D’aprés Musatov 2006).

La CCO débarrassée de ses CL perd sa configuration spatiale native. Le CL est aussi impliqué dans la
formation de super complexes (association de plusieurs protéines) de la chaine respiratoire (Claypool 2009;
Schlame and Ren 2009). En plus de son role structurant pour la CCO, Vik a montré que le CL associé a la CCO a

aussi un effet sur I'affinité du cyt c a la CCO (Vik et al. 1981).
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LA CHAINE RESPIRATOIRE

La chaine respiratoire est le processus de production d’énergie de la cellule (procaryote ou eucaryote).
La chaine respiratoire est une association de complexes protéiques présents au sein de la membrane interne de

la mitochondrie et est responsable, avec I'ATP synthétase, de la production d’ATP (phosphorylation oxydative).

A partir des coenzymes réduites (NADH et FADH2) issues du métabolisme énergétique mitochondrial,
un flux d'électrons (fleches en pointillés, Figure 1.9) est généré et transféré grace a quatre complexes
protéiques et deux navettes (ubiquinone UQ et cyt ¢) jusqu'a I'oxygéne moléculaire. Les complexes |, lll, et IV
de la chaine respiratoire, en plus d'étre des transporteurs d'électrons, sont également des pompes a protons
qui font sortir des H* de la matrice vers I'espace inter membranaire, créant ainsi a la fois un gradient de pH (A
pH de -1) et un potentiel de membrane mitochondrial (AW,, ~ 200mV). La dissipation du gradient de protons

via le complexe V ou F;F,-ATP synthase fournit I’énergie nécessaire a la phosphorylation d’'un ADP en ATP.
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Figure 1.9 : Chaine de phosphorylation oxydative sur la membrane interne de la mitochondrie.

Le cyt ¢ peut se lier a ses deux partenaires de la chaine respiratoire qui sont la Cytochrome ¢ Oxidase
(Complexe IV ou CCO) et le Cytochrome bcl (complexe ll1). Il assure ainsi le transfert d’électrons entre ces deux

complexes.
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LE CYTOCHROME C

PRESENTATION GENERALE

Le cytochrome c (cyt c) est une métalloprotéine présente dans tous les organismes vivants. Il en a été
recensé environ 150 formes différentes contenant entre 1 et 16 hémes (Fedurco 2000). Malgré cette apparente
diversité, le cyt c est 'une des protéines les plus conservées au cours de I’évolution. Sa séquence de 104 acides
aminés est une des séquences peptidiques parmi les plus conservées chez les mammiféres. 27 acides aminés
du cyt ¢ mammifére sont d’ailleurs communs a tous les cyt ¢ d’eucaryotes. La conservation de cette séquence
démontre I'importance cruciale de cette protéine pour le bon fonctionnement de la machinerie cellulaire. Son
réle clé de transporteur d’électrons de la chaine respiratoire est probablement a l'origine de cette
homogénéité de structure dans tous les étres vivants. Sa forme globulaire (13 kDa) est majoritairement
constituée d’hélices alpha avec insertion d’heme a noyau ferrique a l'intérieur de la protéine (Figure 1.10). Elle
est facilement soluble dans |'eau au contraire des autres complexes de la chaine respiratoire enchassés dans la
membrane. Cela est surtout d{ aux multiples charges positives (+7/+8 a pH physiologique) portées
majoritairement par des résidus lysines situés a la surface de la protéine. Son point isoélectrique se situe aux
alentours de 10. Ces charges ne sont pas également réparties et le cyt ¢ présente un moment dipolaire

(Rytémaa and Kinnunen 1995).

Figure 1.10 : Structure protéique du cyt c humain, les atomes de ’héme sont représentés en gris. D’apres Kagan 2009
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Le cyt c est une des protéines les plus étudiées. Sa structure a été résolue par diffraction X en 1967.
C’était alors I'une des toutes premiéres résolutions de structure protéique par cette méthode (Dickerson et al.
1967). Sa séquence protéique est la premiere a étre archivée dans la base de données mondiale Swiss-Prot
crée en 1986. De part sa grande stabilité en solution aqueuse et ses propriétés d’absorption de la lumiere qui
rendent facile son étude par spectrophotométrie visible (¢ = 129100 L mol™* cm™ 4 416 nm —Margoliash and

Frohwirt 1959). Le cyt ¢ est également considéré comme une référence pour I'étude des métalloprotéines.

Les propriétés de transfert électronique du cyt ¢ a I'état natif sont issues de son héme situé a
I'intérieur d’une cavité protéique. Sur la totalité de la surface de I’heme, seuls 7.5% sont potentiellement en
contact avec du solvant et permettent une interaction avec une autre entité moléculaire (Bushnell et al. 1990).
L’ion fer central est entouré de groupements aromatiques et aliphatiques plutét hydrophobes. Pour tous les cyt

eme

c étudiés, les ligands axiaux de l'ion fer sont constitués des AA Met80 (Met80: 80 acide aminé — une

méthionine) et His18 (histidine en position 18). Cet environnement permet au cyt ¢ d’avoir un potentiel redox

d’environ 0.26 V vs NHE a pH physiologique alors que le couple en solution Fe”/Fe est a 0.77 V vs NHE

(Salemme 1977).

Si historiquement le cyt ¢ est associé a un role de transporteur d’électrons, on lui a par la suite
découvert d’autres fonctions dans divers processus cellulaires (Huttemann et al. 2011) (Figure 1.11). On peut
citer, sans étre exhaustif la fonction peroxydase du cyt ¢ (Ju et al. 2002), son role de facteur d’induction de
I'apoptose (Liu et al. 1996), de régulation du calcium (Hanson et al. 2004) ou encore son activité nitrite

réductase (Basu et al. 2008) récemment découverte.

Respiration Apoptosis

ROS Cardiolipin
scavenging » peroxidation
Redox coupled / \ ROS formation
protein import via p66she
via Erv1-Mia40

Figure 1.11 : Cyt c et ses différentes fonctions majeures associées. D’aprés Huttemann 2011.
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Il est peu courant qu’une protéine soit associée a la fois a des processus cellulaires vitaux comme la
chaine respiratoire et a un processus antagoniste comme la mort cellulaire programmée (apoptose). Cela
explique probablement le nombre impressionant de publications concernant cette metalloprotéine (63 000

dans les 40 derniéres années selon la base de données «ISI : Web of Knowledge »).

CYT C, CL ET APOPTOSE

Dans les dernieres décennies, la recherche dans le secteur médical s’est tout particulierement

intéressée au cyt c dans le cadre du processus cellulaire appelé apoptose.

En 1996, Liu découvre l'implication du cyt ¢ dans l'induction de I'apoptose, appelée aussi mort
cellulaire programmée. Dans les organismes pluricellulaires, I'apoptose a pour fonction d’éliminer des cellules
pour maintenir la bonne organisation et la fonction des tissus. C’est un processus intracellulaire vital pour
I'organisme. Il a deux voies d’induction qui sont respectivement la voie extrinseque et la voie intrinseque. Cette
derniere voie est également appelée la voie mitochondriale. Son activation provoque la perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale (processus MPT : Membrane Permeability Transition) et le relargage de cyt
¢ hors de la mitochondrie. Le cyt ¢ forme alors avec des récepteurs pro-apoptotiques (Apaf-1, Casp 9) un
assemblage moléculaire appelé apoptosome qui entraine une cascade de réactions cataboliques menant a la

destruction de la cellule (Figure 1.12).
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JATP iy = Pro-caspase 9

Assembly of the
apoptosome

Activation of
caspase 9

Pro-caspase 3 === caspase 3

APOPTOSIS :

Figure 1.12 : Apoptose induit par la voie mitochondriale (Ascenzi et al. 2011).

La bonne compréhension des mécanismes de I'apoptose et de son contrble reste un enjeu majeur
dans le secteur de la santé. En effet, la majorité des cancers résulte de tumeurs, c'est-a-dire des amas
cellulaires hors de contréle de I'organisme. Ces cellules ne sont pas réceptives aux signaux de I'organisme qui
devraient induire leur apoptose. Le déclenchement de I'apoptose pour ces cellules qui refusent de mourir est
une des voies d’étude de traitement des cancers. L'équipe de Kagan a montré que l'interaction du cyt c avec le
CL jouait un réle clé dans le relargage des facteurs proapoptotiques (Kagan et al. 2005). Le détachement du cyt
¢ des mitochondries se fait en deux étapes. D’abord le cyt ¢ se détache du CL dans I'espace inter membranaire
et constitue donc une réserve de cyt c dissous. Ensuite dans la deuxieme étape, la perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale permet le passage de cyt ¢ dans le cytosol (Ott et al. 2002; Piccotti et al.
2004). Durant la phase d’induction de I'apoptose, le contenu en CL dans la membrane interne mitochondriale
baisse. Cette perte de CL n’a jamais fait consensus en ce qui concerne son origine et plusieurs études ont suivi

des voies tres différentes :

La présence de CL péroxydé pourrait expliquer cette perte de CL (Petrosillo et al. 2001). Un mécanisme
réactionnel a été identifié concernant la péroxidation du CL. Il établit que le cyt c lié au CL peut modifier sa
structure tridimentionelle menant a un état de I'heme pentacoordinné. Dans cette configuration, I'accés a
I’'hneme est grandement facilité et une fonction péroxidase devient possible. En présence d’especes réactives de

I’oxygéne (ROS), ce complexe cyt ¢ — CL catalyse la péroxidation du CL (Figure 1.13) (Tyurina et al. 2006).
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Parallelement des études montrent que le CL péroxidé agit comme un signal pour linduction de la

perméabilisation de la membrane permettant ainsi le relargage du cyt ¢ dans le cytosol (Kagan et al. 2005).

Resting State Compound | Compound 11
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Figure 1.13 : Peroxidation du CL par la fonction cyt c peroxidase. Modifié d’aprés Tyurina 2006.

Le cardiolipide péroxydé a également une moindre affinité pour le cyt ¢, ce qui précipiterait la

migration de ce dernier dans le cytosol (Orrenius and Zhivotovsky 2005).

Une grande quantité de monolysoCL et dilysoCL est par ailleurs retrouvée dans les cellules
préapoptotiques (McMillin and Dowhan 2002). Ce sont des formes de CLs ayant perdu une (monolyso) ou deux
chaines grasses (dilyso) au cours d’un processus de déacylation. La présence de ces formes déacylées pendant
cette phase n’a pas été entierement expliquée. Toutefois, I'activation de la Phospholipase A2 (enzyme coupant
les chaines grasses en position sn2) de méme qu’un dysfonctionnement des mécanismes de réacylation des
phospholipides a été proposé (McMillin and Dowhan 2002). Il est supposé que les CLs ayant perdu des chaines
grasses perturberaient l'interaction CL - cyt ¢, précipitant le départ de cyt ¢ de la mitochondrie (Sorice et al.

2004).

Une autre hypothése formulée pour expliquer la baisse de CL pendant I'apoptose est le transport actif
de CL hors de la mitochondrie. Ce phénomene a été observé et expliqué par l'action de la protéine
transmembranaire de transport Bid (Kim et al. 2004). Bid est aussi responsable de I'exportation du cyt ¢ hors de
la mitochondrie (Esposti et al. 2001). On peut raisonnablement penser que le cyt ¢ relargue de la mitochondrie

lors de I'induction de I'apoptose est lié a un CL (modifié ou pas). Cette supposition est confortée par le fait que
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le cyt ¢ sous sa forme oxydée native ne peut pas se lier aux facteurs proapoptotiques du cytosol et ne peut pas
induire I'apoptose (Jemmerson et al. 1999). Seul le cyt ¢ sous sa configuration a haut spin, c'est-a-dire dont le

fer a perdu son ligand axial Met80, permet cette réaction.

Enfin, d’autres facteurs peuvent perturber I'interaction entre cyt c et CL menant a la perte de cyt c de
la mitochondrie. Une hausse de la concentration en Ca’* est observée pendant la phase d’induction de
I'apoptose (lverson and Orrenius 2004). Or il est établi que le ca® posséde une forte affinité pour le CL et
provoque la désorption du cyt ¢ qui y est lié (Buratta et al. 2006; Huang et al. 2006). Des concentrations plus
élevées en sels ou en phosphate peuvent également provoquer le départ du cyt ¢ dans le cytosol (Buratta et al.

2006).
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Figure 1.14 : Vue générale des facteurs pouvant pertuber I'interaction cyt ¢ — CL pendant le processus apoptotique. D’apres

Iverson and Orrenius 2004.

L’ensemble de ces processus sont plausibles et peuvent étre interconnectés. Par exemple, la présence
de Ca®* ou la péroxidation de CL peut bloquer la chaine de transport des électrons (Basova et al. 2007; Paradies
et al. 2009). Le blocage de cette chaine provoque une production accrue de ROS. Récemment, le lien entre ROS
et Ca’" a été établi comme une voie de signalisation du métabolisme énergétique mitochondrial (Feissner et al.
2009). De méme, si la hausse de la concentration de ca® peut décrocher directement le cyt c du CL, c’est aussi

un activateur des phospholipase A2 (Figure 1.14).
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ETAT DE L’ART SUR L'INTERACTION CYT C - CL

MISE EN EVIDENCE DE L’INTERACTION

Une interaction entre cyt c et les lipides membranaires des mitochondries a été proposée au début
des années 1960. Ces travaux montraient un relargage de cyt ¢ des mitochondries traitées par une solution
saline (Morrison et al. 1960). Plus tard, Green mettait en évidence I'affinité du cyt c chargé positivement pour
les phospholipides anioniques des mitochondries (Green and Fleischer 1963). Comme cité précédemment, le
cyt ¢ posséde une charge nette a pH physiologique nettement positive. Le cyt ¢ peut se lier aux membranes
biologiques contenant des phospholipides chargés négativement. Il sera clairement établi que la seule
condition requise est que la charge globale de la membrane soit négative (Mustonen et al. 1987). Quinn émet
en 1969 l'idée que le CL serait responsable de I'affinité du cyt ¢ pour la membrane interne mitochondriale
(Quinn and Dawson 1969). Ses études de I'adsorption de cyt c suivies par marquage isotopique sur des
bicouches lipidiques se concluent par cette phrase: « If cytochrome c is associated with a phospholipid in
mitochondria then cardiolipin would fulfil the characteristics of the binding most adequately. ». Par la suite,
plusieurs études en RMN et diffraction X démontrérent la forte interaction du cyt ¢ pour des vésicules

contenant spécifiquement du CL (Brown and Wuthrich 1977; MacNaughtan et al. 1985).

Si la connaissance de cette interaction n’est pas récente, sa nature sera sujette a controverse. Des
1966, il est montré que les mitochondries soumises a une solution saline menant au relargage de cyt ¢
conservent cependant une fraction non négligeable de cyt ¢ (environ 15%) ce qui avait permis de supposer

I’existence d’interactions fortes résiduelles dans la mitochondrie (MacLennan et al. 1966).

« EXTENDED LIPID ANCHORAGE »

Pendant la décade 1992-2002, des études faites principalement en spectroscopie UV-visible ont
démontré l'interaction spécifique du cardiolipide avec le cyt c. Les études de I'équipe de Kinnunen ont été
novatrices dans ce domaine. Leurs premiers travaux visaient a tester I'affinité du cyt ¢ pour différents lipides
membranaires anioniques. Les essais ont été réalisés sur des liposomes contenant du CL, PG, lyso-PG ou DCP

(dicétylphosphate). Tous ces phospholipides sont chargés —1 a pH physiologique. Les résultats indiquent que si
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tout les liposomes contenant ces especes moléculaires avaient la capacité d’adsorber du cyt c, seul les
liposomes contenant du CL permettent une bonne accroche de cyt c et surtout qu’une fraction de celui-ci reste
accroché a la membrane quel que soit la méthode choisie pour le décrocher. En effet, en plus d’une interaction
électrostatique, des interactions plus fortes existent vraisemblablement comme le démontre I'impuissance
d’une solution concentrée de NaCl ou d’ATP a décrocher le cyt ¢ accroché a une membrane de liposome
contenant du CL (Rytémaa et al. 1992). Ce résultat est confirmé sur une membrane de mitochondrie interne
par I'étude de Cortese qui démontre qu’apreés traitement équivalent a une forte force ionique une fraction de

cyt c lié a cette membrane persiste (Cortese et al. 1998).

Pour expliquer ces résultats, I'équipe de Kinnunen a proposé le modele de I’ « extended lipid
anchorage ». Cette théorie prévoit I'insertion d’une ou deux chaines d’AG du CL a l'intérieur du cyt c, les autres
chaines sécurisant I'accroche de la protéine a la surface de la membrane (Rytémaa et al. 1992; Kinnunen 1996).
Plus précisément, deux sites d’accroche ont été identifiés sur le cyt ¢ (Figure 1.15). Un premier site est
caractérisé par des interactions de type électrostatique, il est appelé A-site (A comme sensible aux Anions). Le
deuxieéme site est caractérisé par des interactions plus spécifiques au cardiolipide, il est appelé C-site (C comme

sensible au Cardiolipide).

(o)

Figure 1.15 : Modeéle d’interactions entre le Cyt C et le PG (demi CL), sites de fixation A (a gauche) et C (a droite) des groupes

phosphate du lipide aux résidus du Cyt C (Rytémaa and Kinnunen 1995).

Le site A peut se lier au phosphate du CL non hydrogéné (CL chargé -1 ou -2) par deux résidus Lysine
(Lys 72, Lys 73) tandis que le site C serait lié¢ a un groupe phosphate du CL par un résidu Asparagine (Asn 52)
(Rytémaa and Kinnunen 1995). Les acides aminés concernés font partie des acides aminés les plus conservés de
la séquence protéique du cyt c et sont communs dans quasiment tous les phylums. La liaison entre les groupes
phosphates des phospholipides et les résidus lysines 72 et 73 a la surface du cyt ¢ fait consensus. Cette
interaction a été confirmée par des études en infrarouge (FTIR) (Schlereth and Maentele 1993; Lojou and

Bianco 2000) ou par des données spectroscopiques (Stewart et al. 2000; Kalanxhi and Wallace 2007).
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L'interaction du CL sur le site C du cyt c est plus forte, apparemment irréversible et steechiométrique
(Rytomaa and Kinnunen 1995; Tuominen et al. 2002). Elle implique des liaisons hydrogéne et des interactions
de type Van der Walls. Contrairement aux interactions électrostatiques entre le cyt c et les phospholipides
anioniques (site A) qui sont bien expliquées et qui n’ont jamais été remises en question, les interactions avec le
site C sont sujettes a discussion. En effet, I'observation d’interactions hydrophobes entre les chaines du CL et le

cyt ¢ seraient induites par ces interactions des sites A et surtout C.

Si I'existence d’interactions hydrophobes était déja supposée entre la membrane mitochondriale
interne et le cyt c¢ (Letellier and Shechter 1973), il était davantage considéré que cela était le fruit d’une
insertion partielle du cyt ¢ dans la membrane mitochondriale. Bien qu’il y ait des données spectroscopiques et
de diffraction X qui montrent qu’il n’y a pas de pénétration du cyt ¢ dans la partie hydrophobe de la bicouche
(MacNaughtan et al. 1985), il y a aussi des données qui montrent le contraire (par RMN - Brown and Wuthrich
1977, par sondes fluorescente - Teissie 1981). Certaines études démontrent méme que le cyt ¢ se liant aux
vésicules contenant du CL pénétre dans la bicouche lipidique jusqu’a un point ou il peut communiquer avec

I’espace interne des liposomes (Szebeni and Tollin 1988).

Des études par transfert d’énergie par résonance (FRET) (Gorbenko and Domanov 2003; Domanov et
al. 2005; Gorbenko et al. 2006) de méme qu’avec des techniques de résonance des plasmons de surface (SPR)
(Salamon and Tollin 1996) ont mis également en évidence l'insertion, au moins partielle, du cyt ¢ dans une

membrane contenant du CL.

La présence d’un patch hydrophobe composé des acides aminés lle 81, Phe 82, Ala 83, Gly 84 (ou Phe
84) et lle 85 est compatible avec I’hypothése de I'insertion d’une chaine grasse du CL dans ce patch (Figure
1.16). La présence des sites A et C de coordination au CL décrits par Rytomma a proximité de ce patch

hydrophobe confirmerait cette théorie (Rivas et al. 2002).

(A) Lys8
Lys 27
Lys 13
Lys 86 and 87
Hydrophobic domain:

Ile 81, Phe 82, Ala 83,
Phe 84 and Ile 85

Lys 72

Figure 1.16 : En gris : Patch hydrophobe décrit par Rivas - En rouge : Acides aminés cationiques type Lysine, Arginine - En

bleu : Acides aminés anioniques type Aspartate, Glutamate. D’apres El Kirat and Morandat 2009.
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Le mécanisme d’insertion d’une chaine grasse dans une cavité hydrophobe du cyt c requiert
théoriquement une premiere étape d’approche du CL par des AAs « pilotes » situés a la surface du cyt c. Les
études se sont massivement focalisées sur ce mécanisme d’induction de I'insertion d’une chaine grasse car il
est a la base des fonctions secondaires du cyt c. La quasi-totalité de ces études mettent a profit la synthese de
mutants de cyt ¢ dont des résidus choisis sont modifiés. Toutefois, aucun consensus n’a pu étre dégagé de ces
études (Rytomaa and Kinnunen 1995; Kostrzewa et al. 2000; Kawai et al. 2005; Kalanxhi and Wallace 2007;
Sinibaldi et al. 2010; Hanske et al. 2012; Rajagopal et al. 2012) comme le montre le tableau récapitulatif
(Tableau 1.2).

Site impliqué dans l'interaction cyt c - CL

Auteur : Cys66/92 Lys87 | Arg9l
Rytomaa 1995 X X
Kostrzewa 2000 X X
Kawai 2005 X X X
Kalanxhi 2007 X Non pos X X
Sinibaldi 2010 X X
Rajagopal 2012 X X
Hanske 2012 X

Tableau 1.2 : Comparatif des AAs impliqués dans I'interaction cyt ¢ — CL par divers auteurs. Non pos : les auteurs ont montré

I"absence d’interaction de ce résidu.

EVOLUTION DU MODELE « EXTENDED LIPID ANCHORAGE »

Pour tenter d’expliquer cette dispersion des résultats, des théories alternatives apparaissent. Tout
d’abord, certains auteurs tentent d’écarter I'implication de certains AAs qui ne faisaient pas consensus.
L’équipe de Kalanxhi a démontré que le résidu Asn52 n’a pas le role d’acide aminé pilote supposé jusqu’alors.
Cette méme étude suggere également que le patch hydrophobe peut étre séparé en deux zones distinctes ce

qui pourrait multiplier les possibilités d’insertion d’une chaine grasse (Figure 1.17) (Kalanxhi and Wallace 2007).
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Figure 1.17 : Les deux patchs hydrophobes sur le cyt c identifiés par Kalanxhi

Plus tard, les travaux de Sinibaldi et al. (Sinibaldi et al. 2008; Sinibaldi et al. 2010; Sinibaldi et al. 2010)
réaffirment I'existence de deux sites C. L'un serait un site C a haute affinité composé de I’Asn52 et du patch
hydrophobe décrit plus haut. Le deuxieme site C dit a basse affinité serait aussi composé d’acides aminés
hydrophobes mais ceux-ci sont situés a proximité de I'hneme. De par la présence de deux sites de fixation de
type hydrophobe, Sinibaldi avance I'hypothése de l'insertion simultanée de deux chaines grasses du
cardiolipide dans le cyt c (Figure 1.18). La mesure de deux cinétiques d’adsorption distinctes du cyt ¢ sur des
liposomes contenant du CL serait pour Sinibaldi une preuve de l'insertion conjointe de deux chaines du CL

(Sinibaldi et al. 2010).
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Membrane plane

Figure 1.18 : Insertion de deux chaines grasses du CL (en vert) sur le cyt ¢ (en violet) et son interaction avec ’lhéme central (en

orange). D’apres Sinibaldi et al. 2010.

Les dernieres études sur le « lipid anchorage » suggerent une remise a plat des hypothéses formulées
précédemment. L’équipe de Hanske et al. a ainsi récemment postulé que certains résidus du cyt c interagissent
de maniere électrostatique avec le CL mais que cette interaction provoquerait le déroulement du cyt ¢ sur la
surface membranaire (Figure 1.19). Ce déroulement permettrait alors une interaction hydrophobe entre une

chaine du CL et le cyt ¢ (Hanske et al. 2012).

y /) Compact " ’ " Extended
S RSP = 1o )

Native

Figure 1.19 : Modéle de I’ « extended cyt c anchorage » vue par Hanske. D’aprés Hanske et al. 2012.
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MODIFICATION DES PROPRIETES ELECTRONIQUES DU CYT C

Les études de l'interaction entre le cyt c et les lipides ont mené a une observation concernant I'état
électronique du fer coordonné a I’héme. Le cyt ¢ oxydé, a I'état natif, posséde un ion de fer hexacoordonné
(Figure 1.20). L'héme donne par ses atomes d’azote les ligands équatoriaux tandis que la Met80 et le His18

forment les ligands axiaux (Fedurco 2000).

His(18)

Figure 1.20 : Etat de coordination du Ferlll hexacoordonné du cyt c. D’aprés Fedurco 2000.

Quand le Fer passe a I'état d’oxydation Il (réduit), un changement de coordination est observé avec la
rupture du ligand axial Met80. Cela serait di a une réorganisation conformationelle du cyt ¢ qui subirait un

déroulement partiel de sa séquence peptidique.

Letellier identifie une réorganisation spatiale différente du cyt ¢ adsorbé sur une membrane
dépendante de I'état d’oxydation du fer central (Letellier and Shechter 1973). Cette configuration
majoritairement associée a I'état d’oxydation du fer Il est bien identifiée, en particulier par des techniques
spectrophotométriques (Vincent and Levin 1986). La conformation « déroulée » du cyt ¢ réduit serait impliquée
dans le mécanisme de transfert électronique vers son partenaire redox de la chaine respiratoire, la CCO
(Dopner et al. 1999). L’hypothése est que suite a la réduction du cyt ¢, I'accés a I'heme est facilité suite au

déroulement d’une partie de sa séquence peptidique.

Des études ont aussi montré qu’une configuration non-native du cyt ¢ pouvait aussi se retrouver a

I’état oxydée si le cyt c se liait a un lipide (Letellier and Shechter 1973; Vincent and Levin 1986; Spooner and
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Watts 1991). Ce changement de conformation provoque la modification de la configuration de I’heme avec le
Felll devenant pentacoordonné. Il perd le lien avec la Met80 axial et passe dans un état a haut spin exactement
comme pour un cyt ¢ réduit. Le cyt ¢ réduit, sous sa configuration non native peut interagir librement avec des
phospholipides sans spécificité apparente mais la forme native oxydée interagit spécifiquement avec le CL

(Choi and Swanson 1995).

Le changement de I’environnement immédiat de I'atome de fer va influer directement sur le potentiel

III/FeII (Hildebrandt and Stockburger 1989; Hildebrandt and Stockburger 1989b). Fedurco a

redox du couple Fe
calculé par EPR les potentiels que I'on devrait observer suite a un changement du ligand Met80 du cyt ¢ (Figure

1.21).

Axial ligands E® (V)

His Met 0.265
His pyridine —0.029
His/Lys —0.055
His CN - (—0.400)
His His —0.150
His Im —0.161

Figure 1.21 : Variation du potentiel redox (E°’) du cyt c en fonction de I'état de coordination axiale du fer. D’aprés Fedurco

2000.

Une hypothese a été formulée concernant I'impact in-vivo de ce décalage en potentiel. Le décalage du
potentiel redox du cyt ¢ sous une conformation non native peut empécher le transfert électronique vers son
partenaire redox naturel dans la chaine respiratoire. Un blocage du transport électronique vers le complexe IV
(CCO) peut également produire des ROS (Figure 1.22) et indirectement une induction de I'apoptose (Basova et

al. 2007).
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Complex IlI Complex IV

Inner mitochondrial membrane

Figure 1.22 : Lien entre blocage du transport d’électrons de la chaine respiratoire et la production de ROS. D’aprés Basova

2007.

Ces différents états d’adsorption et/ou de conformation associés provoquent un comportement
électrochimique différent de celui du cyt ¢ natif. Tout comme le signale les travaux de El Kasmi et al. (El Kasmi
et al. 2002), on peut observer pour le cyt ¢ un comportement électrochimique quasiréversible inhabituel (UQR
en anglais) attribué aux différentes conformations de la protéine. Ces deux configurations spatiales
correspondant aux deux états de spin différents de I'ion fer de I’'héme. Selon son état d’oxydation, le cyt c sera

préférentiellement sous la conformation la plus stable.

ETAT DE L’ART SUR L’EFFET DE LA NATURE DE LA PARTIE HYDROPHOBE SUR
L’INTERACTION CYT C-LIPIDES

L’étude de la nature des chaines grasses dans les interactions hydrophobes lipides-protéines est peu
développée dans le cas du CL. La grande homogénéité des types de chaines grasses du CL chez les mammiféres
peut certainement expliquer le peu d’intérét pour étudier ce paramétre. Mais |'observation de la modification
des chaines grasses du CL pour des pathologies (Schlame et al. 2003) ou plus généralement dans le cas du

processus d’apoptose ont permis d’apporter quelques éclaircissements.

La premiére étude pointant le role de la nature de la chaine grasse du CL sur l'interaction avec le cyt ¢

a été réalisée par des mesures de RPE par I'équipe de Pinheiro (Pinheiro et al. 1993; Pinheiro and Watts 1994).
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Ils ont démontré que la zone insaturée du CL 18:2 de mammifere interagissait avec le cyt ¢ laissant supposer

une implication de ces insaturations pour cette interaction hydrophobe (Pinheiro et al. 1993).

En 2000, L'équipe de Stewart pose la problématique suivante : si des liaisons non covalentes peuvent
modifier le comportement électrochimique du cyt ¢, est-ce un avantage da a la nature de la partie hydrophobe

ou bien de la partie hydrophile du lipide ?

Pour tester cette hypothése, ils étudient la cinétique d’accroche et I'affinité du cyt c sur des
suspensions de dérivés lipidiques de différentes nature par cinétique a flux interrompu, par liaison d’acides

gras radioactifs, par spectrophotométrie et par RMN (Figure 1.23).
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Figure 1.23 : Etude par spectrophotométrie de I'affinité de différents types d’AG et de ses dérivés pour le cyt c. Nature de la
téte polaire (par défaut: acide carboxylique): —OH : alcool, -CoA : coenzyme A, -Carn: carnitine, SDS : dodécylsulfate de sodium.

D’aprés Stewart et al. 2000.

Ces résultats confirment I'importance de la partie hydrophile, hypothese déja vérifiée avec I'étude de
classes de phospholipides mais également de la partie hydrophobe pour une interaction entre le cyt c et des
lipides. Littéralement, sa conclusion est « Il est clair que la longueur de la chaine des acides gras est un facteur

important pour I'association avec le cyt c. ».

Les travaux de Piccotti sur le CL directement mettent plus particulierement I'accent sur le degré
d’insaturation, c'est-a-dire le nombre moyen d’insaturations présentes par chaine grasse (Piccotti et al. 2004).

L'utilisation de mitochondries entiéres possédant des CL dont les degrés globaux d’insaturation sont tres variés
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montre des cinétiques de décrochage du cyt ¢ intermembranaire différentes. Le CL de coeur de rat (80% de
chaines 18:2) retient moins bien le cyt ¢ que le CL de cerveau de rat (20% de chaines 18:2, 34% de chaines 18:1

et 22% de chaines 20:4).

L'impact de la longueur et du degré d’insaturation du CL dans son association avec le cyt c est
également confirmé par les études de Belikova et al. qui montrent que I’énergie de liaison entre le cyt c et le CL
est plus importante avec le CL 18:2 qu’avec le CL 14:0 (Belikova et al. 2006). Une hypotheése est alors avancée
pour expliquer cette accroche plus facile du CL 18:2. La présence d’insaturations fait baisser I'hydrophobicité
des chaines grasses et pourrait faciliter leur sortie du plan de la bicouche lipidique pour « accrocher » le cyt ¢
(Belikova et al. 2006). Des travaux récents sont en désaccord avec le role joué par les insaturations. Par
exemple, les travaux de Stepanov (Stepanov et al. 2009) démontrent que le CL 14:0 a une plus grande
constante d’affinité pour le cyt ¢ que tous les autres phospholipides testés (dont le CL 18:1). Pour Abe (Abe et
al. 2011), c’est le CL 18:0 qui a la meilleure affinité pour le cyt c. Cependant, tous les auteurs s’accordent sur le
fait que I'affinité ou I'accroche du cyt ¢ sont des processus indépendants du niveau d’activité de la fonction

péroxidase induite par cette accroche.

La découverte tardive de l'activité péroxidase du cyt ¢ (Ju et al. 2002) et de son importance pour
I'induction de I'apoptose (Kagan 2005) a provoqué une convergence de toutes les études vers le role du
caractere hydrophobe du complexe cyt c-CL pour essayer de décrypter cette activité enzymatique. Les travaux
menés a partir de cette époque (Belikova et al. 2006; Tyurina et al. 2006; Vladimirov et al. 2006; Basova et al.
2007; Kapralov et al. 2007; Borisenko et al. 2008; Belikova et al. 2009; Casalini et al. 2010; Abe et al. 2011)

relient tous les chaines du CL a I'induction de I'activité péroxidase du cyt c.

En effet, toutes les études s’accordent sur le fait que I'insertion d’'une chaine grasse dans la cavité du
cyt ¢ et a proximité de I'héme est un prérequis a I'exposition de I’héme au solvant et donc a I'activation de sa
fonction péroxidase. Toutefois, il n'y a pas de consensus sur I'influence de la longueur des chaines ou de la

présence d’insaturation sur I’activation de cette activité péroxidase.
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Figure 1.24 : Effet de différentes formes ou analogues moléculaires du CL sur I’activation de la fonction péroxidase du CL.
DOPC : PC 18:2, TSCL: CL 18:0, TOCL : CL 18:1, TLCL: CL 18:2, TMCL : CL 14:0, LSCL/SLCL : CL 18:0/18:2, TDLCL : CL18:2 diméthyl. D’aprés
Abe et al. 2011.

Pour certaines études, I'interaction du CL ayant des acides gras saturés provoque |’activité péroxydase
la plus élevée (Figure 1.24). Pourtant, d’autres études démontrent le lien inverse avec une activation de la
fonction peroxydase plus grande avec des chaines polyinsaturées (Stepanov et al. 2009). Les profonds
désaccords mis en évidence par ces études sont probablement dus aux techniques d’analyses tres différentes
utilisées. De plus, la question des propriétés biophysiques des lipides testés n’est généralement pas posée alors

qu’elle semble primordiale pour comparer un CL 14:0 et un CL 18:2.

ELECTROCHIMIE DU CYT C

ELECTROCHIMIE SUR ELECTRODE NUE

L’adsorption de cyt ¢ sur des électrodes modifiées est un sujet dont les premieres publications
apparaissent dés 1933 (Brdicka 1933). Le point de départ de toute ces études concerne le fait que le cyt ¢ n’est
pas électroactif sur une surface de carbone nue. Plus généralement, cette électroinactivité concerne des
espéces moléculaires comme un complexe de métaux de transition, une protéine, une molécule organique, ou
toute autre entité qui n’est pas capable d’échanger un électron directement avec une électrode. Cette

incapacité peut étre liée a l'inaccessibilité du centre redox au sein de I'entité moléculaire due a un
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encombrement stérique. Ce peut étre le cas de complexes de coordination présentant des ligands imposants
qui masquent le centre métallique. De méme, les centres électroactifs de complexes protéiques sont
généralement profondément « enfouis » au sein de la chaine polypeptidique. Souvent, seule une orientation
particuliere de la protéine par rapport au plan de I'électrode peut permettre un transfert électronique.
L’électroinactivité de ces entités chimiques peut également provenir de I'inactivation ou de la dénaturation de

I’entité chimique au contact de I'électrode.

Ce probléme d’électroinactivité des protéines sur des électrodes métalliques nues a été résolu de
plusieurs fagcons. La premiere concerne l'utilisation de médiateurs redox dissous. Ce sont généralement des
composeés a faible poids moléculaire qui ont eux-mémes des propriétés redox. Le médiateur sert de relais entre
les composés présents en solution et la surface de I'électrode. Le transfert d’électrons est donc indirect et
certains parametres du comportement électrochimique (diffusion, réactivité, mécanismes de transfert)
peuvent demeurer inaccessibles par cette méthode. Par exemple, Heineman a étudié le comportement
électrochimique de la CCO grace a un médiateur redox qu’est le méthyl-viologéne. La CCO est inactive sur les
électrodes métalliques nues. L'utilisation de méthyl-viologene a permis de déterminer qu’il faut 4 électrons
pour réduire totalement chaque complexe CCO (Heineman et al. 1972). On appelle cette technique la

médiation électrochimique.

Dans le cas du cyt ¢, sa dénaturation au contact d’une électrode nue est due au fait que l'ion fer de
I’héme n’a plus son environnement protéique natif. Il en résulte la perte du signal électrochimique ou dans le
meilleur des cas un comportement électrochimique irréversible (Betso et al. 1972). L'utilisation d’un médiateur
redox qui fait le lien entre le cyt c en solution et la surface de I'électrode permet de contourner ce probleme

(Haladjian et al. 1985).

Toutefois, le probléme de I'électroinactivité du cyt ¢ avec des électrodes classiques a surtout été
résolu par la modification de I’état de surface de I’électrode. Tout d’abord, I'apparition de nouveaux matériaux
semi-conducteurs ont permis d’avoir un état de surface compatible avec une adsorption de cyt c¢ sans
dénaturation de ce dernier. L'oxyde d’indium dopé a I'étain (ITO) est la premiére électrode nue ol I'on a
observé un comportement redox réversible du cyt ¢ (Yeh and Kuwana 1977). La faible vitesse du transfert
d’électrons sur ces électrodes non modifiées d’ITO et surtout les résultats obtenus quasiment au méme
moment sur des électrodes modifiées ont rapidement mis de coté cette technique. Des chercheurs ont
également eu I'idée de modifier I’état de la surface de I'électrode afin de faciliter le transfert électronique. Les
promoteurs (appelés parfois facilitateurs) sont également de petites molécules mais dépourvues de propriétés

redox. Les promoteurs ont deux grands roles pour permettre I'électroactivité de I'entité électrochimique.
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ELECTROCHIMIE AVEC UN PROMOTEUR DE SURFACE

Le premier role d’un promoteur est celui d’agent de surface: La modification de la surface de
I’électrode par ces promoteurs a pour but d’empécher la dénaturation de I'entité moléculaire d’intérét afin
d’étudier son transfert électronique direct avec I'électrode. Par exemple, Eddowes publie la découverte d’une
réaction quasi-réversible du cyt ¢ sur une électrode d’or modifiée avec du 4,4’bipyridyl (Eddowes and Hill 1977;
Eddowes and Hill 1979). Puis les travaux de Taniguchi (Taniguchi et al. 1982), Bowden (Bowden et al. 1984) et
finalement Allen (Allen et al. 1984) ont montré I'importance de la nature du modificateur de surface sur I'étude
des propriétés électrochimique du cyt c. Cette premiére étape dans I'obtention d’un signal électrochimique de
I’'hneme ferrique du cyt ¢ en solution a permis ensuite de se pencher sur I'adsorption de la protéine sur la

surface de I'électrode.

Le promoteur peut également avoir un rble de fixation de I'espece électrochimique a proximité de
I’électrode : La fixation peut faire intervenir toutes sorte d’interactions : covalente, ionique, Van der Waals,... Le
choix du promoteur permet de controler 'orientation d’une protéine et également sa distance par rapport au
plan de I'électrode. Cette stratégie a comme caractéristique de produire des espéces électroactives adsorbées
sur la surface de I'électrode. De ce fait, les quantités de centres redox étudiés sont bien plus faibles qu’avec
une espece en solution. Les courants résultants sont plus faibles et peuvent nécessiter des méthodes
d’analyses adaptées. La fixation d’espéces redox a la surface de I'électrode peut également étre d’une grande
aide dans le cas de trés faibles concentrations de I'espéce redox en solution. Il existe sur le sujet une revue trées

complete de Fedurco (Fedurco 2000).

Cette propriété d’adsorption de la protéine sur la surface de I'électrode a été montré pour une
majorité de modificateurs de surface, y compris le 4,4’bipyridyl (Allen et al. 1984; Sagara et al. 1990; Santucci et
al. 1991; Ruzgas et al. 1998). Le mode d’action des modificateurs, qui sont alors une famille de molécules qui
ne sont pas liés de fagon covalente a I'électrode, est également per¢u comme atténuateur de charges positives
du cyt ¢ (le cyt c est charge +7/+8 a pH physiologique) ce qui permet une adsorption moins dénaturante de la
protéine sur une surface chargée. Egalement, ces modificateurs de surfaces sont impliqués dans la
réorientation des molécules de cyt ¢ par rapport au plan de I'électrode pour favoriser le transfert d’électrons

(Allen et al. 1984; Sagara et al. 1991).
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ELECTROCHIMIE AVEC DES SAMS

Une autre technique décrite en 1983 par I'équipe d’Allara a rapidement été prisée pour sa propension
a obtenir des monocouches parfaitement organisées et reproductibles, les Monocouches Auto-Arrangées ou
SAMs (Self-Assembled Monolayers). Ces électrodes modifiées par un greffage covalent de modificateurs ont
comme principale qualité la possibilité de maitriser avec une grande précision la modification de la surface de

I’électrode (Nuzzo and Allara 1983) ainsi que la distance entre les espéces venant de la solution et le plan de

i

//////////Au//////

|’électrode.

Figure 1.25 : Structure typique d’une SAM. Le groupement terminal X peut étre un acide, une base ou toute autre fonction

d’intérét.

La réactivité des thiols (composés organiques contenant une fonction —SH) vis-a-vis des métaux
comme 'or ou I'argent a été mise a profit pour obtenir une surface métallique modifiée par une monocouche
parfaitement homogene (Figure 1.25). Lors de I'adsorption d’organothiols sur une surface d’or, I’hydrogéne est
éliminé du groupement thiol et une liaison covalente S-Au est formée (Ulman 1996). Les greffages de type
thiol-Au ou thiol-Ag sont stables a I’air, en solution aqueuse et se conservent dans des solutions alcooliques
pendant plusieurs mois (Bain et al. 1989). Des lors, la possibilité de controler la nature du modificateur de
surface en choisissant le thiol adapté a ouvert un large champ d’étude pour les centres redox adsorbés. D’une
part, la variation de la longueur de la chaine carbonée des thiols a permis d’étudier I'effet tunnel sur le
transfert d’électrons entre I'électrode d’or et les centres redox adsorbés (Finklea and Hanshew 1992), c'est-a-
dire le lien entre la distance électrode-centre redox et la vitesse de transfert de(s) électron(s). A partir de cette
époque, on observe la publication de nombreuses études concernant I’adsorption du cyt ¢ sur les SAMs (Song
et al. 1993; Feng et al. 1995; El Kasmi et al. 1998; Murgida and Hildebrandt 2001; Chen et al. 2002). Ces études
ont confirmé le lien entre la longueur de chaine des thiols utilisés et la vitesse de transfert des électrons entre

le cyt c et I'électrode. De plus, I'intégration sur I'extrémité des thiols de fonctions chimiques variées a permis
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de jouer directement sur les phénomeénes d’adsorption. Ainsi des études concernant I'orientation des protéines
adsorbées par rapport a I'électrode ou I'influence du champ électrostatique sur I'adsorption de protéines sont
devenues accessibles. Si ces montages moléculaires permettent de faire varier de fagon précise la longueur de
chaine des modificateurs, la nature de la « téte polaire », ils sont difficilement utilisables pour répondre a des

questions biologiques sur les interactions entre membranes et cyt c.

ELECTROCHIMIE AVEC DES LIPIDES

La découverte de nouvelles propriétés du cyt ¢ pour le fonctionnement cellulaire, principalement
I'apoptose en 1996 (Liu et al. 1996) a renforcé la nécessité d’avoir un modéle d’interactions cyt ¢ —
modificateur de surface le plus proche des conditions in-vivo. A cette époque également, on commence a
comprendre l'influence des lipides sur I'activité de protéines membranaires (Paradies et al. 1993). De fait, des
modifications de la surface de I'électrode par des composés présents in-vivo se développent a partir de cette
époque. Des électrodes hybrides mélant thiols greffés sur une électrode d’or et des phospholipides
membranaires apparaissent (Figure 1.26) (Plant 1993; Burgess et al. 1998; Su et al. 2004; Lewis et al. 2006;
Mechler et al. 2006; Lee et al. 2010).

Figure 1.26 : Electrode modifiée hydride SAM/phospholipides (DMPC). D’aprés Mechler et al. 2006.

Les structures en bicouches, plus proches des conditions in-vivo se développent (Haladjian et al. 1994;

Plant 1999; Lojou and Bianco 2000) et donne les ME (Membrane électrodes) dont on peut voir la structure
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Figure 1.27. Différentes stratégies d’'immobilisation de protéines sur des bicouches ont alors permis I’étude

électrochimique directe de complexes protéiques transmembranaires qui étaient alors inaccessibles jusqu’ici.

(A) f ® f ;
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Tethered Lipid Membrane Tethered Enzyme

Figure 1.27 : Quatre stratégies différentes d’immobilisation de la CCO sur électrode. Hybrid membrane - solid supported lipid

bilayer — Tethered lipid membrane — His-tag tethered membrane. D’aprés Jeuken 2009.

Souvent, I"électrochimie de ces protéines sur des ME donnent des résultats trés satisfaisants par
rapport a I'électrochimie pratiquée sur des SAMs uniquement. L’équipe de Mechler a fait un comparatif entre
électrochimie du cyt ¢ sur une monocouche de SAM et sur une bicouche hybride SAM/PC 14:0 (Figure 1.26).
Malgré une plus grande passivation de I’électrode par rapport a la solution aqueuse dans le cas d’une électrode
SAM/PC 14:0, le signal électrochimique du cyt ¢ est amélioré (caractérisé par une adsorption de cyt ¢ plus

importante et une cinétique de transfert électronique kgr plus élevée).
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ELECTRODES MODIFIEES AVEC DES PHOSPHOLIPIDES

LES DIFFERENTES STRATEGIES DE DEPOT DES LIPIDES

Les électrodes modifiées dites CMEs (pour Chemically Modified Electrode) regroupent de trés
nombreuses techniques de modification de I'état de surface des électrodes. Le rapport de Durst sur le sujet est

tres complet (Durst et al. 1997). Parmis les différentes CMEs, Durst identifie les méthodes de dépot suivantes :

. Dip-coating : Technique consistant a immerger I'électrode dans une solution jusqu’a ce qu’un
film se forme spontanément a sa surface. Le controle de I"épaisseur d’un polymere déposé
par cette technique est aisé.

. Solvent evaporation : Une goutte de solution du modificateur de surface est déposée sur
I’électrode et est laissée a évaporer. L'avantage de cette technique réside dans le fait que la
quantité de dép6t du modificateur est connue avec précision. (Alternate term: droplet
evaporation).

. Spin coating : Une goutte est également déposée sur la surface de |'électrode. L’électrode est
mise en rotation pour extraire I'excés de solvant. L'étape peut étre répétée pour obtenir une
électrode modifiée avec de multiples couches de modificateurs.

° Electrochemical deposition: La formation d’'un dépdt se fait grace a la réduction ou a
I’oxydation d’un composé qui devient alors, généralement de fagon irréversible, insoluble.

. Electrochemical polymerization : Une solution d’un monomere est oxydée ou réduite pour
provoquer la polymérisation du monomere directement sur la surface de I’électrode.

. Radiofrequency polymerization : C'est une méthode pour obtenir un polymeére de surface.
Les monomeres polymérisent suite a une décharge de plasma a radiofréquences.

. Cross-linking : C’est une réaction entre un polymere fonctionnalisé déposé sur la surface

d’une électrode et un composé afin de modifier les propriétés de ce polymere.

Les lipides ont souvent I'avantage d’étre a la fois agent de surface et fixateur, en particulier dans le cas
d’enzymes membranaires. L'utilisation de surfactants ou de lipides permet de recréer I'environnement
membranaire naturel de ces protéines qui est parfois essentiel a I'activation de leurs propriétés catalytiques

(Figure 1.28) et de les maintenir a la surface de I'électrode.
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Figure 1.28 : vue conceptuelle d’une électrode modifiée surfactant-protéine. D’apres Hu 2001.

La premiere étude du cyt c réalisée avec une électrode uniquement modifiée aux phospholipides est
celle de Salamon (Salamon and Tollin 1991a). Elle faisait appel a la technique de spin-coating. Une électrode
d’argent avait été immergée dans une suspension aqueuse de phospholipides. Les tétes polaires sont attirées
par la nature trés hydrophile de I'argent. Une deuxiéme couche de phospholipides se dépose naturellement
dans une deuxieme étape pour former une bicouche. Salamon a utilisé cette technique avec des médiateurs
redox intégrés a la bicouche lipidique (Salamon and Tollin 1991b) mais aussi sans médiateur (Salamon and

Tollin 1996; Salamon and Tollin 1997).

D’autres méthodes de préparation de I'électrode sont également possibles pour modifier une
électrode par des phospholipides et ainsi promouvoir le transfert électronique du cyt c. Le dépot par
évaporation de solvant sur une électrode de carbone pyrolytique a été réalisé par I’équipe de Bianco (Bianco
and Haladjian 1994). Lojou a utilisé des membranes de dialyses appliquées sur une électrode de carbone

vitreux (Lojou and Bianco 2000).

La technique utilisée pour cette thése est une technique de dépdt des lipides sur une électrode de GC
faisant a la fois appel aux techniques de spin-coating et d’évaporation de solvant. Elle a déja été utilisée par
Park (Park et al. 1997) avec un dépo6t de PC sur une électrode de GC. Puis, elle a été adaptée a I'étude
électrochimique du cyt ¢ en incorporant du CL dans le dépot lipidique (Salamon and Tollin 1997; Park et al.

2001).
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PHOSPHOLIPIDES ET REORGANISATION MEMBRANAIRE

Quelque soit la technique utilisée pour mimer une monocouche ou une bicouche lipidique, ces
techniques doivent prendre en compte les propriétés biophysiques des phospholipides. Les biomembranes
sont principalement structurées par les phospholipides. On peut définir les biomembranes comme le
réarrangement moléculaire de tétes polaires chargées et de queues hydrophobes constituées de chaines
grasses. La combinaison de ces parties hydrophiles et hydrophobes donne généralement, dans les conditions

physiologiques, une structure lamellaire.

Sur une électrode, les propriétés naturelles de réarrangement des phospholipides sont utilisées pour
créer des surfaces modifiées de mono ou bicouches lipidiques. Les phospholipides ne s’assemblent pas
toujours dans cette phase dite lamellaire. La nature des lipides et plus spécifiquement la courbure des lipides
détermine quel sera son comportement en présence d’un solvant protique. La courbure d’un phospholipide
résulte principalement de la différence de I'encombrement stérique entre la téte polaire et la queue

hydrophobe (Figure 1.29) (Janmey and Kinnunen 2006).
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Figure 1.29 : Encombrement stérique de phospholipides et réarrangements associés. En haut — L : Phase lamellaire, Hl : Phase

hexagonal 1, Hll : phase hexagonale inverse 2.

La nature des lipides testés peut donc interférer avec la structure lamellaire désirée sur une électrode
modifiée (Figure 1.30). La classe de lipide et la nature des chaines grasses associées déterminent
principalement le type de phase que I'on obtiendra (avec la température et la pression comme deuxiémes

variables notables). La question peut se poser dans le cas du cardiolipide car c’est une classe de phospholipide
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dont les quatre chaines grasses provoquent un fort encombrement stérique dans la partie hydrophobe. Les CL
n’auraient pas une forte propension a former des structures hexagonales inverses sauf en cas de présence de
cations divalents (Rand and Sengupta 1972; Vasilenko et al. 1982) ou de protéines spécifiques comme le cyt ¢

(de Kruijff and Cullis 1980).

Inverse )
Micellar fla H, b L. c H, d :\Sﬂuzlzell_lar
Solution olution

— =——— Mean interfacial curvature ———= +

Figure 1.30 : Comportement de lipides en fonction de la courbure des phospholipides (Seddon et al. 2000). De gauche a

droite, les phases de micelle inversée, hexagonale inverse Il, lamellaire, Hexagonale | et micelle.

Toutefois, la présence de ces lipides dans les membranes biologiques ne compromet généralement
pas I'intégrité physique de la structure lamellaire. En effet, la présence de certaines classes de phospholipides
permet de préserver cette structure. C’'est le cas de la PC dont la courbure quasiment nulle lui procure une
tendance naturelle a former des structures lamellaires. La PC est le phospholipide le plus abondant dans les
membranes biologiques. Ainsi la présence majoritaire de PC dans un mélange PC-CL permet de conserver cette

phase lamellaire indispensable afin d’obtenir un réarrangement en monocouche sur une électrode de carbone.

Lors de I'arrangement de phospholipides en structure lamellaires de type monocouche ou bicouche,
on peut distinguer plusieurs type d’états physiques liés a la température. En dessous d’une certaine
température appelée température de transition de phase, les lipides sont dans une phase de type
« gel compact» caractérisée par un déplacement latéral des chaines grasses trés limité et une concentration
surfacique des lipides maximisée. Au dessus de ce seuil de température, on atteint un état de la membrane dit
de « cristal liquide ». Les chalnes sont plus mobiles, I’épaisseur de la membrane diminue de 'ordre de 10 a 15%

et les lipides occupent une surface plus importante (Figure 1.31).
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Liquid crystal

Figure 1.31 : Transition de phase d’une bicouche lipidique (D’aprés Garret and Grisham: Biochemistry, 2™ edition - figure
9.12)

Cette température de transition de phase dépend principalement de la composition en acides gras des
phopholipides mais aussi de la nature de la téte polaire (c'est-a-dire la classe de phospholipides) et dans une

moindre mesure du pH et de la force ionique.

Quelques exemples de températures de transition de phase (sources Avanti Polar Lipids, Sankaram et

al. 1989) :

PC14:0 23°C CL14:0 40°C

PC18:0 55°C PG 18:0 55°C

PC18:1n-9 -20°C PG 18:1n-9 -18°C CL18:1n-9 25°C
PC18:2n-6 -53°C CL18:2n-6  20°C

Cette température de transition de phase peut avoir une importance capitale dans le cas d’études
comparatives. Comme on le verra dans le chapitre 2, elle est également impliquée dans les processus de

formation de la monocouche déposée a la surface de I’électrode.

L’IMPORTANCE DES ESPECES MOLECULAIRES DU CL

LE CL 22:6N-3 CHEZ LES BIVALVES

Un point de départ des recherches menant a ce travail de these concerne I'étude des classes de lipides
chez le bivalve Pecten maximus (coquille Saint Jacques). Initialement, une classe de lipide polaire inconnue
avait été caractérisée par des méthodes chromatographiques. Appelée en premiere instance GLY car supposée

comme étant un glycolipide (Soudant et al. 1995), cette classe de lipide présente un profil en acides gras peu
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ordinaire avec plus de 80% de chaines de type 22:6n-3 (Figure 1.32). Suite a des analyses de la structure de ce

GLY, il a finalement été identifié comme un cardiolipide (Kraffe et al. 2002).

Figure 1.32 : Espéce moléculaire majoritaire du cardiolipide de Pecten maximus contenant quatre chaines de type 22:6n-3.

Sa composition en acides gras est tres homogéne au sein des différents organes de Pecten maximus

(Figure 1.33).
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Figure 1.33 : Composition en acides gras du CL de Pecten maximus pour différents organes. D’apreés la thése de E. Kraffe 2003.

L’étude de la composition en AG du CL pour d’autres especes de bivalves révele toutefois des
différences. Si I'huitre japonaise (Crassostrea gigas) présente le méme profil en AG que Pecten maximus, la
palourde (Ruditapes philippinarum) ou la mye (Mya arenaria) ont un profil en AG partagé entre le 22:6n-3 et le

20:5n-3 (Kraffe et al. 2005) (Figure 1.34).
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Figure 1.34 : Composition en acides gras du CL de Ruditapes philippinarum pour différents organes. D’aprés Kraffe 2005.

Afin de vérifier s’il existait d’autres compositions du CL chez les bivalves, une étude postérieure
portant sur 37 espéces de bivalves a pu mettre en évidence que ces deux compositions sont uniques chez les
bivalves marins. Ces compositions en AG ont ainsi été corrélées a la phylogénie des bivalves marins. En effet, le
CL 22:6n-3 appelé type 1 est retrouvé dans les bivalves de la famille des Filibranches Eupteriomorphes, des
bivalves épigés (vivant sur le sédiment). Le CL 20:5n-3/22:6n-3 (CL type 2) a été identifié comme marqueur des

Eulamellibranches, des bivalves endogés vivant enfouis dans le sédiment (Kraffe et al. 2008).

La corrélation observée entre le type de CL et I’'environnement naturel du bivalve suggére que le CL a
une fonction bien précise liée a I'habitat de I'organisme. Des essais de nutritions contrélées ont confirmé le
role important de la chaine 22:6n-3 dans le CL de bivalve. Des cultures de microalgues de deux especes
différentes, I'une riche en 20 :5n-3 (C. calcitrans) et I'autre riche en 22 :6n-3 (T. isochrysis) ont servi de base
nutritionnelle pour des bivalves épigés (CL type 1) et des bivalves endogés (CL type 2). Les résultats montrent
une stabilité de la composition en AG du CL pour les différents cas de figure sauf pour le bivalve endogé nourri
avec T.isochrysis (Figure 1.35). Dans ce dernier cas, la proportion d’AG 20:5n-3 chute en faveur du 22:6n-3

pointant ainsi davantage son importance pour I'organisme (Thése Kraffe 2003).
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Figure 1.35 : Composition en AG du CL basale de la coque (T0) et modification aprés nutrition contrélée (T2) avec C.calcitrans

et T.isochrysis. D’apreés la thése de E. Kraffe 2003.

La nécessité pour I'organisme de conserver préférentiellement les AG 22:6n-3 est la question sous-
jacente a ces études. L'idée d’une modification des activités enzymatiques de la chaine respiratoire liée a I'AG

22 :6n-3 a donc été supposé (Kraffe et al. 2008).

FONCTIONS DE L'ESPECE MOLECULAIRE CL 22:6N-3

L'idée d’une fonction spécifique associée au CL possédant quatre chaines 22:6n-3 existe déja dans la
littérature. L'exemple de I'impact du CL 22:6n-3 pour la fonction de transport transmembranaire d’ATP et
d’ADP via le « ADP/ATP Carrier » (AAC) est particulierement pertinent. L'AAC requiert 6 CLs liés de fagon
irréversible afin de stabiliser sa structure tridimensionnelle. 2 autres CLs peuvent étre liés mais avec une
interaction moindre et un échange dynamique avec des CL membranaires a été mis en évidence. Outre sa
fonction de translocation régulée d’ATP et d’ADP, ce transporteur mitochondrial est aussi impliqué dans le MPT
(Mitochondrial Permeability Transition), c’est a dire la phase de perméabilisation de la mitochondrie pendant
I"'apoptose (Klingenberg 2009). En effet, I’AAC adopte une conformation ouverte, non sélective, en présence
d’une concentration physiologique anormalement élevée de Ca’*. Le Ca®* se lie aux 2 CLs de 'AAC qui se

retrouve alors dans sa conformation ouverte (Figure 1.36).
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Figure 1.36 : Conformation fermée et ouverte de I’AAC pendant le MPT. D’apreés Klingenberg 2009.

Ce qui nous concerne directement, c’est la susceptibilité de 'AAC a adopter cette conformation en
fonction de la composition lipidique de la membrane mitochondriale. Récemment, des études des fonctions
mitochondriales incluant I'ouverture de I’AAC pendant la MPT ont été réalisées sur des mitochondries de coeur
de rats nourris avec un régime normal, riche en EPA (20:5n-3) ou riche en DHA (22:6n-3) (Khairallah et al.
2010). Une nette inhibition de la MPT est observée dans le cas de mitochondries enrichies en DHA (Figure

1.37).
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Figure 1.37 : Concentration de Ca’* nécessaire 3 la perméabilisation mitochondriale en fonction de I'enrichissement en AG

EPA ou DHA, D’apres Khairallah et al. 2010.

Dans le cas d’un régime controlé enrichi en DHA, L’assimilation des AG est supposée se reporter sur les

phospholipides membranaires. L’assimilation de DHA dans la classe de CL a déja été reportée (Berger et al.
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1992; Watkins et al. 1998). Mais ce régime riche en DHA est aussi connu pour augmenter la proportion de CL

dans les membranes mitochondriales ( Khairallah et al. 2010; Khairallah et al. 2012).

Si I'on suppose que I'apport en DHA est bien assimilé par la classe de CL, alors il existe une incertitude
quand a l'explication des effets observés sur la MPT. Est-ce d( a I'action de I’enrichissement du CL en chaines
22:6n-3 ou a la hausse de la quantité de CL mitochondrial ? On peut tout de méme remarquer que malgré les
faibles différences d’un point de vue structurel entre des chaines EPA ou DHA, les effets in-vivo de

I’enrichissement en AG de I'un ou de l'autre sont trés différents. Cela suggére une reconnaissance et un mode

d’action spécifique des chaines DHA.

CL 22:6N-3 ET METABOLISME ENERGETIQUE

L’étude de Watkins pointe également le réle que pourrait jouer le CL 22:6n-3 dans le métabolisme

énergétique de la mitochondrie (Figure 1.38).

Fatty Acid Control 20:5 22:6
14:0 PL 4504 33=05 5110
CL 3.2=05 6.0 =43 56+4.1
16:0 PL 24903 22310 276 =04
CL 186 =29 19.6 =45 6.4 +0.6
16:1 PL 141=x15 12.1 =4.0 9.1x1.0
gL 255+ 14 149 =54 11.8 = 3.9
18:0 PL 91=03 105 =138 122 £ 0.7
CL 6.0=1.0 7.2=20 2701
18:1 PL 281 +03 249 =21 179+ 22
CL 155 06 13.0 £ 2.7 97+23
18:1n-7 Bl 3203 2.2 =08 24+02
CL 103 =10 7724 6.6 1.7
18:2 RL 22=02 1.6 =04 1.5+0.1
CL 83=05 9.7 =3.7 40=x10
20:4 Bl 59=07 45 =09 4.1+0.1
CL 0.7=0.2 20=04 0.7 +00
20:5 PL 0.7=06 13.0 £ 0.1 52+08
CGL 0.0 =0.0 8704 0.5+0.0
22:6 PL 23=02 1.8 =04 116 =13
CGL 32+05 23=03 47.7 £ 5.0
Other PL 5.0 3.8 3.3
CL 8.7 8.9 4.3

Figure 1.38 : Composition en AG des phospholipides totaux (PL) et du cardiolipide (CL) pour différentes cultures cellulaires de

cellules humaines HT-29 non modifiées (Control), enrichies en AG 20:5n et en AG 22:6. D’aprés Watkins et al. 1998.
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Le potentiel transmembranaire mitochondrial a été mesuré pour des mitochondries dont les CL ont eu
une modification de leur composition en AG (Watkins et al. 1998). Seul le CL enrichi en chaines 22 :6n-3 permet
de maintenir et méme d’augmenter ce potentiel par rapport aux mitochondries témoins (Figure 1.39). La

production de ROS est elle aussi la plus élevée en présence de CL enrichi en chaines 22:6n-3.
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Figure 1.39 : Potentiel mitochondrial (a gauche) et production de ROS par la chaine respiratoire (a droite) pour différents

enrichissements du CL en AG. AG 18:1n-9 (OA), 18:2n-6 (LA), 20:4n-6 (AA), 20:5n-3 (EPA) et 22:6n-3 (DHA). D’aprés Watkins et al. 1998.

La production de ROS peut avoir plusieurs origines mais elle est principalement liée au
fonctionnement de la chaine respiratoire. Ainsi, une hausse des ROS pourrait étre le signe d’une forte activité

de la chaine respiratoire.

Cette derniere possibilité gagne en crédibilité en prenant en compte les mesures d’activité CCO et
F,Fo-ATPase réalisé par Yamaoka (Yamaoka et al. 1988). Par des essais de nutrition controlée sur des rats,
Yamaoka identifie une accumulation de chaines 22:6n-3 dans la classe de CL. La mesure de 'activité CCO dans

les mitochondries enrichies en DHA est plus faible que pour une cellule nourrie au 18:2n-6 (Figure 1.40).

Specific activities

Group F,F,-ATPase? Cytochrome c oxidase*
P, nmol/(min - mg protein) s~'/mg protein

(60) 1703 = 113 1.06 + 0.05

SO 2250 = 195° 0.51 = 0.02¢

Figure 1.40 : Activités enzymatiques de la CCO et de la F1IFO-ATPase de cellules soumises a un régime a base d’huile de mais

(CO) riche en AG 18:2n-6 ou d’huile de sardine (SO) riche en AG 20:5n-3 et 22:6n-3. D’aprés Yamaoka et al. 1988.
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Plusieurs études laissent toutefois supposer que la présence de CLs a longue chaines de type PUFA
permettrait de compenser une baisse de CL a chaines 18:2n-6 ou 18:1n-9 dans la mitochondrie et ainsi de
maintenir une activité respiratoire a un niveau de base (Schlame et al. 2003; Minkler and Hoppel 2009;

Khairallah et al. 2012). Khairallah conclut par cette phrase:

« High levels of tetralinoleoyl cardiolipin were not essential for normal mitochondrial function if

replaced with very-long chain n3 or n6 PUFAs”.

Si les informations présentées ci-dessus laissent penser a un effet de la nature des chaines du CL sur le
fonctionnement de I'activité de la chaine respiratoire de la mitochondrie, il existe également des arguments

pour étayer la these inverse.

Une étude récente, portant sur 'utilisation de mutants de levure dont la composition en AG du CL a
été modifiée, montre que le principal effet de la modification des chaines grasses du CL s’observe pour le
complexe alpha-cétoglutarate déshydrogénase qui, bien que faisant partie du métabolisme énergétique de la

mitochondrie, n’est pas associé a la chaine respiratoire mitochondriale (van Gestel et al. 2010).

Egalement, des études de nutritions contrélées enrichies en AG de type n-3 sur des rats (Astorg and
Chevalier 1991; Lemieux et al. 2008) ou des truites (Martin et al. 2012) ont confirmé I'incorporation des ces
AGs (22:6n-3 principalement) dans le CL mais aucune ou peu de variations de l'activité des enzymes de la
chaine respiratoire n’ont été observées. Une hypothése permettant d’expliquer ces observations serait que
seule une espece moléculaire minoritaire serait impliquée dans la régulation de certaines activités
enzymatiques de la mitochondrie et que la plus grande partie de la variabilité de la composition en AG du CL

n’est pas liée a cette régulation.

SYNTHESE ET LIENS AVEC LES OBJECTIFS DE THESE

Mises bout a bout, les études discutées dans ce chapitre peuvent suggérer une fonction unique liée a

une espéce moléculaire de CL et a sa composition en AG.

Plus généralement, toutes ces informations menent a I'idée que seule une espece moléculaire de
phospholipide peut étre impliquée dans un processus cellulaire spécifique. La trés grande diversité de ces
especes moléculaires présentes dans les organismes vivants rend difficile voire impossible la mise en évidence
de fonction liées a certains lipides. L'étude séparée de chaque espéce moléculaire est une solution pour

identifier un mode d’action spécifique dépendant de la structure du lipide.
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L’objectif majeur de ce travail de these a été de mettre au point et d’optimiser une méthode
électrochimique utilisant une électrode modifiée avec du CL. Nous montrerons que ce montage est adéquat
pour étudier les propriétés de différentes especes moléculaires de CL. En mettant en évidence des propriétés
spécifiques ou non a une espece moléculaire de CL, nous pourrions franchir une étape importante pour la

compréhension des modifications complexes de la composition lipidique des membranes.
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CHAPITRE 2 : PROTOCOLES — MISES AU POINT

INTRODUCTION

Si beaucoup des techniques présentées dans ce chapitre sont issues des techniques et du savoir-faire du
laboratoire quelques unes ont été novatrices et ont dues étre mises au point au cours de la thése. De fait, ce
chapitre ne peut pas s’apparenter a un chapitre de matériel et méthodes classique. Comme souvent en recherche
fondamentale, le chercheur est une sorte de pionnier et lors de la lente mise au point de ses expériences, il
entrevoit souvent des applications complémentaires ou bien I'apparition d’une variable supplémentaire qui n’était
pas prévue initialement. Des lors, toute cette mise au point doit étre, a mon sens, vue comme un travail de
recherche a part entiére et non comme un travail préliminaire dont on ne retiendra, une fois les parametres
expérimentaux optimisés, que I'image finale. Ainsi, je tiens aussi a présenter dans ce chapitre des résultats obtenus
dans le cadre de cette mise au point des techniques d’analyse. Cela concerne aussi des extensions possibles pour

des études futures. Ces deux types d’informations n’ont pas toujours leur place dans les publications scientifiques.

TECHNIQUES EN CHIMIE DES LIPIDES

SEPARATION DES LIPIDES SUR MICROCOLONNE

Si plusieurs échantillons de phospholipides utilisés proviennent de distributeurs tels que Sigma-aldrich ou
Avanti Polar Lipids, certains ont été obtenus directement a partir de tissus biologiques. Les techniques de
purification des lipides utilisés dans le cadre de cette thése sont celles utilisées en routine dans le laboratoire

d’analyse de « Lipides en Milieu Vivant ».

La purification des phospholipides se fait en deux étapes. La premiére étape consiste a séparer les lipides
totaux d’un broyat de tissus biologiques. Cette étape, qui est une extraction liquide-liquide est dérivée de la
méthode d’extraction de Folch (Folch et al. 1957). Les lipides sont extraits des tissus par une solution de

chloroforme/méthanol (2:1 v/v). Aprés avoir récupéré la phase organique, 0.01% massique de butyl
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hydroxytoluene (BHT) est ajouté comme antioxydant. La solution-mere de lipides totaux obtenue est conservée a -

20°C.

La deuxiéme étape consiste a extraire des lipides totaux uniquement les lipides polaires et dans notre cas
spécifiquement le cardiolipide. On utilise pour cela une extraction en phase solide sur une microcolonne de silice

(Marty et al. 1992).

€luant
extrait lipidique

+— silice

laine de verre

k— fraction récupérée

(v

Figure 2.1 : Montage utilisé pour la purification des phospholipides.

La micro colonne (30x5mm) est composé de silice Kiesegel Merck 70-230 mesh, préalablement chauffée a
450°C et partiellement désactivée avec de I'eau en proportion de 6% massique (Figure 2.1). Un échantillon
lipidique dissous dans du chloroforme est déposé en téte de colonne. Des élutions successives présentant un
gradient de polarité du solvant permettent de « décrocher » les différentes classes de lipides de I'extrait. Les
lipides neutres sont élués en premier avec un mélange 98:2 CHCl;/MeOH qui est trés peu polaire. L’augmentation
de la quantité de MeOH permet d’augmenter la polarité de I’éluant et de contréler la migration des especes
lipidiques polaires. Parmi les différentes classes de phospholipides, qui sont tous des lipides polaires, la nature de
la téte polaire détermine principalement la polarité de la molécule. La nature des chaines grasses a un impact

mineur. La fraction contenant du CL est récupérée par I'utilisation d’un mélange CHCl; : MeOH au ratio de 90:10.
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EXTRACTION DES PHOSPHOLIPIDES PAR LA TECHNIQUE DE « BLIGH AND DYER »

A l'origine cette méthode a été mise au point afin d’économiser la consommation de solvant par rapport a
la méthode d’extraction de Folch. C’'est un protocole d’extraction des lipides issus de tissus biologiques mais la
méthode peut étre appliquée pour I'extraction de lipides d’'un milieu réactionnel ou d’une plaque de TLC comme
on le verra plus loin dans ce chapitre. Cette méthode d’extraction des lipides est basée sur le coefficient de partage
des molécules lipidiques entre une phase aqueuse et une phase organique composée de chloroforme et de
méthanol (Bligh and Dyer 1959). Concretement, deux volumes de méthanol et un volume de chloroforme sont
ajoutés a un extrait lipidique contenant déja de I'eau. Le milieu monophasique est homogénéisé par agitation
mécanique. Puis un volume d’eau (pouvant contenir des sels comme NaCl ou KCl en cas d’extraction difficile) et un
volume de chloroforme supplémentaire menent a I'apparition d’'un milieu biphasique. Apres décantation, la phase
organique inférieure contenant les phospholipides est récupérée. La phase aqueuse est lavée deux fois par un
volume équivalent de chloroforme. Les phases organiques sont réunies en une seule qui est évaporée sous flux

d’azote et reprise dans un volume défini de chloroforme/méthanol (98:2 v/v).

TECHNIQUES EN TLC:

CARACTERISATION DE PHOSPHOLIPIDES EN TLC

La TLC (Thin Layer Chromatography ou CCM Chromatographie sur couche mince) utilise une fine plaque
d’aluminium recouvert d’environ 0.2 mm de silice. La migration d’un solvant (phase mobile) entraine les composés
a analyser. C'est tout d’abord une méthode d’analyse des classes de phospholipides dans notre cas. Les supports
de TLC utilisés sont des feuilles d’aluminium de 12x12cm recouvertes de gel de silice 60 (Merk 5582) avec présence
d’une zone de préconcentration. La migration des espéces est effectuée avec un mélange CHCl;/MeOH/H,0 en

proportion volumique 65/35/4.
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Figure 2.2 : TLC d’un standard PC Soy bean (A), Extrait de lipides totaux de bivalves (B et C) et d’un standard CL mammifére

(D).Révélation au cuivre/acide phosphorique.

La plaque de TLC peut étre révélée par différentes méthodes. La méthode la plus commune est celle au
cuivre / acide phosphorique. La plaque est immergée 5 secondes dans une solution a 3% (w/v) de CuSO, et 8%
H;PO,. La plaque est ensuite chauffée a 150°C pendant 15mn. Des spots bruns révelent la présence de carbone sur
la silice. La présence d’insaturations sur les chaines grasses des lipides augmente l'intensité de ces spots. Il faut
savoir que cette technique est limitée dans le cas de |'utilisation de lipides possédant des AGs faiblement insaturés
(14:0, 16:0, 18:1). . Cela est particulierement génant dans le cas de l'utilisation de phospholipides a chaines
uniquement saturés ou dans le cas de lysophospholipides car les positions snl des phospholipides sont

généralement constituées de chaines saturées (Vance et al. 1996).

Une autre technique moins connue consiste a vaporiser de I'eau sur la plaque. La nature hydrophobe de
certains phospholipides va repousser I'eau et on peut alors nettement visualiser des spots de migration sous la
forme de taches blanches sur un fond translucide. Cette méthode de révélation peut étre complémentaire a la
révélation au cuivre. L'expérience présentée en Figure 2.3 est pertinente quand a la nécessité d’avoir des
méthodes de révélation complémentaires. Un échantillon de PG de jaune d’ceuf (Egg yolk) est bien visible avec une
révélation au cuivre grace a la présence de chaines 18:2. La présence de la forme lyso (déacylée) n’est pas révélée
par la méthode au cuivre. A contraire, la révélation a I'eau permet de distinguer la présence de la forme lyso pour

cet échantillon.
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Figure 2.3 : TLC d’'une PG Egg yolk (chaines 30% 18:1, 30% 16:0 et 20% 18:2) et de PG 18 :1 traitée avec une Phospholipase A2. A

gauche : Révélation a I'eau. A droite : Révélation au cuivre/acide phosphorique.

DOSAGE DE PHOSPHOLIPIDES EN TLC

Dans le cas d’une révélation au cuivre, I'analyse densitométrique des spots permet une quantification des
phospholipides révélés (Fuchs et al. 2011). Par le logiciel Image J, les bandes de migration sont intégrées pour

obtenir un profil de migration (Figure 2.4). De ce profil, I'intégration sous les pics peut étre directement corrélée a

la quantité de lipides déposés sur la plaque.
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Figure 2.4 : Traitement d’image d’une série de bandes de migration sur TLC (a gauche). Le profil de migration résultant (a droite)

permet d’intentifier les pics densitométriques de dilysoCL (dICL), de monolysoCL (mICL) et le CL.

Le dosage par TLC requiert la réalisation d’'un étalonnage pour chaque classe de phospholipide. Il faut
également s’assurer de rester entre les quantités minimum (seuil de détection) et maximum (saturation de la
révélation) de dépot de phopholipides sur la plaque de TLC. Avec ces précautions, la linéarité de la réponse est
généralement satisfaisante pour une estimation rapide de la concentration du lipide sans passer par la technique

de la CPG (chromatographie gazeuse) présentée plus loin (Figure 2.5).
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Figure 2.5 : Expérience de dosage du CL 18:2 par analyse densitométrique.

PURIFICATION DE PHOSPHOLIPIDES EN TLC

La derniere utilité de la technique de TLC concerne la purification des phospholipides. Chaque bande de
migration peut étre découpée directement sur la plaque de TLC. Les fractions de TLC sont mises en présence d’eau
afin de désactiver la silice. Une extraction classique de type « Bligh and Dyer » peut alors étre réalisée afin

d’extraire les phospholipides de la silice.

La TLC est une technique qui permet a la fois de caractériser, purifier et doser les phospholipides. Cette
polyvalence s’obtient toutefois au prix de la précision de la mesure. La technique de purification par microcolonne
est plus rapide et permet d’utiliser de plus grande quantité de lipides. De méme, si la TLC permet d’estimer la

concentration d’un échantillon, seule la CPG permet de doser de maniére précise un contenu en AG.

CPG (CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZ) :

La chromatographie gazeuse permet de doser et de caractériser les acides gras d’un échantillon lipidique
en les convertissant en méthyl-esters d’acides gras (Figure 2.6). Le protocole complet est décrit par Marty et al.

(Marty et al. 1992). Un échantillon comprenant idéalement entre 1 et 20 pug de phospholipides est évaporé a sec
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dans un tube en verre de 7 mL. Les chaines grasses sont transméthylées avec 0.8 mL de MeOH/BF; a 14% (w/w)
pendant 10 mn au bain-marie a 100°C. Ce protocole de transméthylation est dérivé de la technique initialement

décrite par Metcalfe (Metcalfe and Schmitz 1961).
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Figure 2.6 : Principe de réaction de la transméthylation avant I'injection en chromatographie gazeuse.

Apreés refroidissement, I'ajout de 1.5 mL d’eau et de 0.8 mL d’hexane forme deux phases dont la phase
supérieure d’hexane contient les méthyl-esters d’acides gras produits. Cette phase organique est lavée deux fois a
I'eau distillée. Lors du dernier lavage, I"’échantillon est congelé a -20°C afin de pouvoir récupérer uniquement
I’'hexane qui reste sous forme liquide. Les échantillons sont ensuite évaporés sous flux d’azote et repris dans un

volume prédéfini en vue de l'injection en CPG.

La CPG est une Agilent modéle 6965. Elle est composée d’un passeur d’échantillon thermostaté, de deux
colonnes Chrompack de type polaire (CPsil 52) et apolaire (CPsil 8) avec le dihydrogéne (H,) comme phase mobile.

Deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettent la détection des méthyl-esters d’acides gras.
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Figure 2.7 : Chromatogramme d’AG issus du cardiolipide de Pecten maximus.

Un étalon interne, le C23:0 est rajouté aux échantillons afin de quantifier les pics de méthyl-ester d’acides
gras (Figure 2.7). L'identification des pics est obtenue par comparaison avec des standards dont la composition en

acides gras est connue.

SYNTHESE DE VARIANTS MOLECULAIRES

SATURATION D’ACIDES GRAS

Afin de tester I'hypothése de I'implication des insaturations des chaines grasses du CL pour les
interactions lipides — protéines, un protocole d’hydrogénation de ces insaturations a été mis au point. La réduction
catalytique des doubles liaisons présentes sur les chaines du CL a été réalisée en présence de dihydrogéne et d’un

catalyseur au Palladium (Figure 2.8).
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Figure 2.8 : Réaction d’hydrogénation sur le CL 18:2

Le montage expérimental est composé d’un réacteur en verre d’environ 3mL relié a un réseau pressurisé
de dihydrogéne et a une source de vide par I'intermédiaire d’un robinet trois voies. Un extrait (50 a 500ug) de CL
18:2 dissous dans 500uL de méthanol et un catalyseur type sulfate de Barium contenant 10% de palladium (Merk)
sont introduits dans le réacteur. Trois cycles de purge / introduction de dihydrogéne suffisent alors généralement a

faire virer la couleur du catalyseur de brun a noir, signe que I’hydrogénation est complete.

L’extrait méthanolique est ensuite filtré et extrait selon la méthode de « Bligh and Dyer » puis purifié par
microcolonne. Pour vérifier la bonne hydrogénation des insaturations, un extrait de la solution de CL 18:0 obtenue

est transméthylé et passé en CPG pour quantification de la quantité de CL 18:0 obtenu.

OBTENTION DES FORMES LYSO DE PHOSPHOLIPIDES

Les phospholipides possedent deux sites d’accroche pour leurs chaines grasses selon leur position sur le
squelette glycérol (positions snl et sn2). On appelle les phospholipides ayant perdu une chaine grasse en snl ou

sn2 les lysophospholipides.

L’obtention de formes déacylées de phospholipides est souvent compliquée. Outre le fait que certains
fabricants proposent ces lipides a la vente environ 20 fois plus cher que le prix du lipide non modifié, seul un faible

choix de types moléculaires de lyso-phospholipides est proposé. La mise au point d’une méthode a donc été
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nécessaire afin d’obtenir ces variants moléculaires de type lysophospholipides. L’utilisation d’'une enzyme qui
catalyse naturellement cette réaction a été employée. La phospholipase A2 (PLA2) est une grande famille
d’enzyme catalysant la coupure des chaines grasses spécifiquement en position sn2 des phospholipides (Figure

2.9).
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Figure 2.9 : Principe de la réaction de la PLA2 sur les positions sn2 du CL 22:6n-3/20:5n-3. Le produit de la réaction est deux AG

20:5n-3 et un dilyso CL 22:6n-3.

Sa réaction compléete sur la classe de CL aboutit a la formation d’un dilysocardiolipide (Figure 2.9). Les
travaux de Heo (Heo et al. 1997), Sedlak (Sedlak and Robinson 1999) et Tyurin (Tyurin et al. 2006) ont permis
d’avoir un point de départ pour définir les conditions de réaction comme la nature du tampon, le pH, les

activateurs/inhibiteurs utilisés.

Brievement, 100 a 500ug de lipides sont évaporés a sec et mis en présence d’1mL d’une solution tampon
100 mM TRIS/TRIS-HCI, pH 8, avec 1 mM de Ca”". Le calcium est ici utilisé comme activateur de la PLA2. En effet, la
modulation de I'activité de la famille de PLA2 intracellulaires cytosoliques est directement liée a la présence de
calcium. Ici 'enzyme utilisée (P233 Sigma-aldrich — Phospholipase A2 from Porcine pancreas) est trés dépendante
du calcium. l'ajout de 1U (unité enzymatique permettant la catalyse de 1 umol de réactif par minute) de PLA2 au
milieu a été démontré comme suffisant pour la quantité de lipide donnée. Une agitation vigoureuse a température

ambiante permettra a la fois d’obtenir une émulsion des lipides dans le solvant aqueux et ainsi permettre I'acces
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de la PLA2 a son substrat. Il a été observé que la vitesse de réaction est dépendante du type de lipide utilisé (sa
classe et ses chaines). La réaction est stoppée en rajoutant 50 uL d’EDTA 0.1 M (5 mM conc.finale) qui a pour effet
de chélater les ions calcium et inhiber ainsi la PLA2. Les lipides sont ensuite extraits par la méthode de « Bligh and
Dyer ». La caractérisation des phospholipides peut idéalement étre réalisée par TLC. Ci-dessous, une TLC de

I'action de la PLA2 pour différents temps de réaction sur un CL 18:2n-6 (Figure 2.10).
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Figure 2.10 : TLC de réaction de la PLA2 sur du CL 18:2. mICL : monolysoCL, dICL : dilysoCL.

On remarque pour le standard CL 18:2 une légére présence de monolysoCL. La bande de migration
supérieure correspond aux acides gras libres générés lors de la réaction de la PLA2. Apres 1h30 de réaction, la

quasi-totalité des 100 pg de CL ont donné du dilysoCL.
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PREPARATION DE L’"ELECTRODE MODIFIEE

EQUIPEMENT ELECTROCHIMIQUE

La cellule électrochimique utilisée repose sur un modéle a trois électrodes (Figure 2.11). Par rapport a un
montage a deux électrodes, le role de la troisieme électrode ou contre-électrode est de permettre I'établissement
d’un courant électrochimique sans que celui-ci n’ait a traverser I'électrode de référence. Ainsi I'électrode de
référence reste stable (absence de réactions internes). Ce type de montage permet également de limiter

I'influence de la chute ohmique sur la réponse courant-potentiel.

Potentiostat

Figure 2.11 : Montage a trois électrodes. WE : électrode de travail, Ref : électrode de référence, CE : contre-électrode.

Deux cellules électrochimiques en verre et en quartz ont été utilisées pour les mesures. Elles sont toutes
les deux thermostatées avec un Thermostat Lauda A103. L’électrode de travail utilisée est une électrode de
carbone vitreux Metrohm de 0.071 cm? de surface. La contre électrode est un fil de platine (Radiometer) et
I'électrode de référence est une électrode au calomel saturé Metrohm (SCE). Les mesures électrochimiques ont

été effectuées sur trois potentiostats/galvanostats différents au cours de la thése :

- Metrohm-Autolab PGSTAT12 avec option Scangen

Metrohm-Autolab PGSTAT302N avec module d’impédance
- Biologic SP-200

Le logiciel d’acquisition des données utilisé dépend du potentiostat utilisé. Il s’agit de GPES (PGSTAT 12),
FRA (PGSTAT 12), Nova (PGSTAT 30) ou de EC-Labs (SP-200).
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DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE

L’électrode de carbone vitreux est modifiée par spin-coating (cf Chapitre 1) d’'une monocouche de
phospholipides. Les phospholipides ont la particularité d’avoir a la fois un caractere hydrophobe (chaines grasses)
et hydrophile (téte polaire). En présence d’un solvant fortement polaire comme I'eau et de par la nature
hydrophobe de la surface de carbone, les phospholipides ainsi déposés s’autoarrangent pour présenter leur téte

polaire vers la solution aqueuse et leur queue apolaire vers la surface de carbone qui est hydrophobe.

Une électrode de carbone vitreux (GC) est polie avec de I'alumine de grain 0.3 um ou 0.04 um jusqu’a
I'obtention d’une finition miroir. L’électrode est rincée a I'eau distillée. Puis, trois étapes de sonication de 2 mn
chacune dans de I'eau distillée, de 'acétone (HPLC grade) et de I'eau distillée respectivement permettent d’obtenir

une surface de carbone homogene et propre (voir Figure 2.13).

Plusieurs gouttes de lipides dissous dans du chloroforme (concentration entre 0.1 et 1 ug uL™) contenant
0.05% de BHT (antioxydant) sont déposées a la surface de I'électrode. Puis I"électrode est placée sur un portoir
tournant 3 une vitesse de 500-1000 tr mn™ afin d’assurer une évaporation compléte et un recouvrement
homogéne du dépot. Compte tenu des faibles volumes de CHCI; déposés a la surface de I'électrode, I'évaporation
totale de la solution de lipides déposée prend environ une minute. Pour les études comparatives ol certains
lipides a longues chaines polyinsaturés sont utilisés (chaines 20:5n-3 ou 22:6n-3), le dépot de la solution de lipide
est réalisé sous une cloche dégazée a I’Argon ou au diazote (N,) car ce type de chaine grasse fortement

polyinsaturée est connue pour sa susceptibilité a s’oxyder facilement en présence d’oxygéne (Cho et al. 1987).

Ensuite, I'électrode subit un traitement thermique. Celui-ci consiste a plonger I'électrode en rotation
(1000-2500 tr mn™) dans une solution tamponnée (tampon TRIS 20mM pH7, 20mM KCI et 1mM EDTA) portée 3
une température donnée (de 30 a 45°C selon la nature des lipides). Ce traitement thermique a plusieurs fonctions.
L’environnement aqueux permet |'autoarrangement nécessaire des lipides déposés pour obtenir une monocouche
stable et répétable (Figure 2.12). Egalement, ce traitement permet de s’assurer que toutes les préparations
lipidigues sont dans un état «liquide cristalin» lors de cet auto-arrangement. Cet état physique des
phospholipides est déterminant lors de la formation de la monocouche ou de la bicouche (Tamm and McConnell
1985). Les lipides ayant des températures de transition de phase trés basses comme le CL 14:0, le CL 18:0 ou la PC
22:0 ne sont pas dans cette phase « gel-cristalin » lors du dépot. Les études de Tamm sur différentes PC (PC 14:0,
PC 16:0 et PC 18:1n-9) pointe une forte dépendance a la température sur la formation d’une bicouche sur une
surface d’oxyde de silicium (Tamm and McConnell 1985). Cette étape de traitement thermique est détaillée dans

les sections suivantes.
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L’électrode modifiée ainsi crée est transférée dans une cellule électrochimique a trois électrodes
contenant une solution de cyt ¢ solubilisé dans un tampon TRIS 20mM a pH 7, 20mM de KCl et ImM d’EDTA. Nous
avons utilisé un tampon phosphate pour nos premiers essais. Cependant, de par un possible effet de médiation du
transfert électronique du cyt ¢ par des anions phosphates (Szucs and Novak 1995; Boussaad et al. 1997), nous
avons préféré utiliser un tampon TRIS. Le KCl est ajouté afin d’augmenter la conductivité de la solution (diminution
de la chute ohmique). La faible molarité du tampon et de I'électrolyte support est justifiée par le fait que la
cinétique d’accroche du cyt ¢ sur une électrode modifiée est fortement dépendante de la force ionique (Szucs and
Novak 1995). L’'EDTA est utilisé pour éviter les problémes liés a la présence de trace de cations divalents. En effet,

ces derniers interagissent fortement avec le CL (lverson and Orrenius 2004; Huang et al. 2006).

Figure 2.12 : Schéma de I'électrode modifiée. Mélange de PC (vert) et de CL (bleu) formant une monocouche sur une électrode de

carbone.

Cette premiere cellule a pour fonction de pouvoir visualiser I'adsorption de cyt ¢ a la surface de
I’électrode. La cinétique d’adsorption peut étre mesurée par des balayages successifs en voltamétrie cyclique (CV).
Le signal (courant) observé a plusieurs origines : il a une composante liée au cyt ¢ immobilisé directement sur
I’électrode. Ce cyt ¢ ne quitte pas la vinicité de I'électrode. Il y a également une deuxiéme composante liée a une
forme « libre » de cyt ¢ en solution. Cette promotion électrochimique du cyt c « libre » est due a la modification de
la surface de GC. L’électrode de GC modifiée ne dénature plus les protéines a sa surface. Le cyt c électroactif
« libre » ne s’adsorbe pas sur I'électrode. Ces différentes formes de cyt c¢ électroactifs sont détaillées dans le

chapitre 3 et 4.
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Aprés avoir atteint une adsorption maximale de cyt c visualisée par le courant de pic en CV, I'électrode est
transférée dans une deuxieme cellule électrochimique dont les propriétés physicochimiques (pH, force ionique,

température) sont identiques mais qui est dépourvue de cyt ¢ en solution.

Une perte du signal électrochimique (courant) du cyt c est observée lors de ce transfert. Il correspond
d’une part au cyt c électroactif par médiation qui ne reste pas accroché a I'électrode lors du transfert. Il
correspond également a une perte liée au lavage de I'électrode effectué lors du transfert de cellule
électrochimique. Le cyt c électroactif analysé dans la deuxieme cellule électrochimique provient donc uniquement

de protéines adsorbées sur la surface de I'électrode modifiée.

La mise au point de cette technique a abouti a la rédaction d’un article présenté dans le chapitre 3.

CHOIX DE LA QUANTITE DE LIPIDES DEPOSES :

Calculer le nombre de lipides nécessaires au recouvrement total d’une surface de GC polie est difficile. En
effet, une surface de GC comporte toujours un facteur de rugosité qui donne une surface réelle plus grande que sa
surface géométrique. De plus, le réarrangement des lipides dépend de nombreux facteurs qui sont difficiles a

controler.

Toutefois, un calcul théorique permet ici de se donner une idée de la quantité théorique de lipides

nécessaires pour un recouvrement en monocouche d’une électrode de GC de 0.071 cm?.

Vu perpendiculairement au plan de I'électrode, les tétes polaires sont assimilées a des cercles organisés
en réarrangement hexagonal compact. L’'encombrement varie en fonction des classes de lipides utilisés et on peut
associer des surfaces d’encombrement pour la PC et le CL de I'ordre de grandeur suivant (Aguayo et al. 2012;

Hanske et al. 2012) :

e (CL:71A2
e PC:70A?
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Rapporté a la surface (géométrique) de I'électrode, cela donne un nombre de mole d’environ 10
picomoles de PC et 2.5 picomoles de CL pour un mélange PC-CL 80:20 en ratio mol:mol. Cela équivaut a une masse

de lipides totale d’environ 14 ng théorique pour un recouvrement complet de |'électrode.

En pratique, la quantité de lipide déposée est plus importante (de I'ordre de 100-1000 ng). Plusieurs
facteurs peuvent expliquer cette différence. Premierement, certains lipides vont combler les imperfections de la
surface de GC et par ailleurs, la surface réelle de I'électrode est supérieure a sa surface géométrique. Le dépot d’un
surplus de lipide permet de s’assurer du recouvrement complet de |'électrode. L’hypothése avancée dans le cadre
de ces travaux de mise au point est que le surplus lipidique est éliminé lors de la rotation de |’électrode au
moment du dépoét et également lors du traitement thermique imposé a I'électrode lors de cette étape. Ce
traitement thermique est supposé étre impliqué dans la bonne réorganisation de la structure lamellaire du dépot
lipidique. Lors du traitement thermique, le passage a un état de transition dit « cristal — liquide » provoque un
« étalement » des phospholipides di a I'augmentation des forces latérales intramembranaires (Chapitre 1). On

peut alors supposer que le surplus de lipide se localise sur la surface de téflon adjacente.

Le traitement thermique est également nécessaire dans le cas d’utilisation de lipides dont la température

de transition de phase est basse comparée a la température ambiante.

CARACTERISATION DE L’ELECTRODE MODIFIEE

PAR AFM

L’AFM (Microscopie a force atomique) a été utilisée en vue de caractériser par microscopie a I'échelle
nanométrique I'état de surface de notre électrode modifiée. L’élément principal est une pointe fine de forme
pyramidale supporté par un levier, ou cantilever, que I'on nomme sonde AFM. Par I'intermédiaire d’un systéme
piézoélectrique la sonde AFM peut étre déplacée sur I’échantillon suivant les trois directions de I'espace. La pointe
peut également étre mise en régime d’oscillation forcée (a une fréquence proche de la fréquence de résonance du
levier) par excitation du levier grace a un systéme piézoélectrique. La détection par un systéme de photodiodes, de
la réflexion d’un faisceau laser focalisé sur la face arriére du levier permet de suivre les mouvements du faisceau

laser associés aux déflexions du levier.

L'image résultante donne la topographie de I’échantillon (Figure 2.13).
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Figure 2.13 : Exemple d’AFM d’une surface de GC nue polie a 3um et lavée une fois a I'eau distillée (gauche) et polie a 0.3um avec

3 lavages successifs (droite).

L’appareillage utilisé est un Nanoscope Multimode V (Veeco Digital Instruments). L’acquisition des
données est faite en mode “contact” avec des sondes AFM en silice (TAP150, Veeco). Les vitesses de balayage sont
de I'ordre de 10-50 mm s™. Lacquisition est réalisée a température ambiante. La pointe AFM est positionnée sur
un cantilever MPP12100 (Nanodevices) dont la fréquence de résonance est d’environ 20 KHz. Le signal
correspondant a I'erreur d’amplitude peut étre considéré comme la dérivée de I'image topographique par rapport
a la composante horizontale (vitesse de balayage). Les images résultantes appelées « Images d’amplitude » sont
assimilables a une image topographique en fausses ombres (éclairage par la droite) et permettent généralement

de mieux apprécier le relief d’'une surface (Figure 2.14).
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Figure 2.14 : Image topographique (gauche) et image d’amplitude (droite) d’'une surface de carbone recouverte par une

monocouche de lipides.

Il existe un parametre autre que la topographie de la surface disponible par ces mesures AFM. Lors de
I'approche de la pointe AFM sur la surface a étudier, la réponse plus ou moins élastique du milieu peut étre
mesurée. La nature dure ou molle du support va influer sur la phase de I'oscillation de la sonde AFM. On peut

visualiser ce paramétre avec I'image de phase (Figure 2.15).
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Figure 2.15 : Image de phase d’une surface de GC recouverte d’un film lipidique PC/CL 80/20.

Dans certaines conditions, I'image de phase permet de visualiser des zones dont les propriétés
mécaniques sont différentes. Dans la Figure 2.15, les structures visualisées dans les zones claires sont caractérisées
par une nature plus molle que le film lipidique adjacent. Nous pouvons supposer que |I’on visualise ici une couche

de phospholipide supplémentaire au film lipidique sous-jacent.

PAR CV : VOLTAMETRIE CYCLIQUE

La voltamétrie cyclique est généralement la premiere technique utilisée en électrochimie pour visualiser
rapidement le comportement électroactif d’'un composé. Une rampe de potentiel est appliquée sur le systeme
électrochimique. Elle est caractérisée par ses bornes minimum et maximum en potentiel ainsi que par sa vitesse de

-1 , ). . , N , ,
balayage (en V s7). Le courant mesuré entre I'électrode de travail et la contre électrode peut étre décomposé en
deux parties : un courant capacitif lié a I'existence d’une double couche a l'interface électrode - électrolyte et un

courant faradique d@ a une réaction d’oxydoréduction (transfert d’électrons a l'interface).

L'aller et le retour de la rampe de potentiel permet de séparer le comportement du composé d’intérét en

réduction et en oxydation. L'aire sous les pics, le potentiel a demi-pic, I'écart entre les pics de réduction et
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d’oxydation sont autant de paramétres révélateurs des propriétés thermodynamiques et cinétiques du systeme

électrochimique étudié.

Dans I’'exemple suivant, la voltamétrie cyclique permet d’évaluer la taux de recouvrement de I'électrode
de carbone par les lipides en utilisant une solution de médiateur redox tel que le couple ferri/ferrocyanure

[Fe(CN))*/[Fe(CN)e]* (Figure 2.16).

150 -
100 B

50 -
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Figure 2.16 : Voltamétrie cyclique de 20mM de ferricyanure de potassium sur une électrode de GC nue (bleu) et une électrode de

GC modifiée avec un dépot de 1 pg de PC-CL (rouge).

Le passage de la forme en pic a une forme en vague dans le cas de I'électrode modifiée par les lipides
correspond au passage d’un régime de diffusion plane a une diffusion hémisphérique. Ce type de diffusion
correspond au passage localisé de médiateur redox au niveau d’imperfections, de trous dans la monocouche
lipidique. Globalement, le signal est fortement inhibé par le recouvrement du carbone par les lipides. Le méme
type de signal électrochimique du ferri/ferro a été observé sur une électrode de GC recouverte de PC 14:0 (Wu et

al. 2001) et également sur une électrode d’or recouverte d’une membrane hybride thiol/POPC (Plant 1993).

L’étude des composés électroactifs adsorbés sur des électrodes modifiées est un domaine particulier en

électrochimie. Elle nécessite généralement des techniques plus spécifiques que la voltamétrie cyclique comme le
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souligne la revue d’Eckermann (Eckermann et al. 2010) qui liste les différentes possibilités de ces techniques, leurs

avantages et leurs défauts.

PAR EIS : SPECTROCOPIE D'IMPEDANCE ELECTROCHIMIQUE

La principale méthode de caractérisation de I'état de surface d’une électrode est I'EIS (Spectroscopie
d’impédance électrochimique). La méthode consiste a appliquer un potentiel sinusoidal a I’électrode et de
mesurer le courant induit par cette perturbation. Le signal obtenu permet d’avoir la magnitude de I'impédance et

le déphasage des deux signaux en fonction de la fréquence du signal appliqué.

Ainsi il est possible de relier les résultats des mesures aux propriétés physiques et chimiques de
I’électrode et cela a travers une modélisation de la réponse en fréquence du systeme électrochimique par des
circuits linéaires composés de résistances, condensateurs et des inductances traduisant le caractére résistant,

capacitif ou selfique du matériau.

Dans I'exemple choisi, I'EIS a été employé afin de tester deux quantités différentes de dépots lipidiques

sur I'électrode de GC (Figure 2.17).
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Figure 2.17 : Représentations de Nyquist (en haut) et de Bode (en bas) pour les mesures EIS d’une électrode de GC nue (courbes
bleues), modifiée avec 0.5 ug de PC-CL (courbes rouges) ou 1 ug de PC-CL (courbes vertes) pour une solution de 25mM de ferricyanure de

potassium.

Le signal sinusoidal peut étre décomposé en composantes réelles et imaginaires. Le graphe de Nyquist
représente ces deux composantes pour toute la gamme de fréquence appliquée. Les courbes obtenues permettent
d’apprécier I'état de surface et le comportement de transfert d’électrons. Les valeurs de la résistance en solution

sont directement accessibles avec I'abscisse a |'origine. Les demi-cercles observés correspondent a un transfert
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électronique. On peut calculer la résistance au transfert électronique et la capacité de double couche associés a ce

phénomene par l'intermédiaire d’un circuit équivalent.

Les notions de composante réelles et imaginaires d’un signal sinusoidal ainsi que |'utilisation d’un circuit

équivalent pour modéliser un systéme redox sont décrits en détail dans la section qui suit (AC Voltamétrie).

Dans notre exemple d’EIS, plus la quantité de dépot lipidique augmente, plus la résistance au transfert de
charge est grande. La présence de deux demi-cercles laisse supposer un dépot hétérogéne composé de deux types

distincts de modification de la surface.

Cette observation est confortée par le graphique de Bode qui représente le module de I'impédance
(parametre proportionnel au courant induit) en fonction de la fréquence appliquée. Pour une modification de la
surface de 0.5 pg de PC-CL, on n’observe qu’une seule vague correspondant a un systeme redox ayant des
parametres (de cinétique de transfert d’électrons en particulier) homogeénes. Au contraire, le doublement de la

quantité de lipidique provoque I'apparition d’une deuxiéme vague correspondant a un systéme redox plus « lent ».

L’EIS a permis dans notre cas de supposer la présence d’une couche lipidique multiple dans nos conditions

expérimentales de dépot de 1 pg de PC-CL sur I'électrode de GC.

STABILITE DE LA MONOCOUCHE LIPIDIQUE :

La couche lipidique déposée a la surface de I'électrode est soumise a plusieurs facteurs provoquant sa
désorganisation. La présence de molécules réactives vis-a-vis des insaturations présentes sur les chaines grasses
est un facteur de destruction. Des antioxydants sont couramment employés pour s’affranchir du risque
d’oxydation des lipides. Le BHT (Butylhydroxytoluene) a été utilisé dans les solutions lipidiques dissoutes dans du
chloroforme/méthanol comme antioxydant. Des tests ont été effectués pour voir si la présence de BHT ne

perturbe pas le signal électrochimique mesuré. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence (Figure 2.18)
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Figure 2.18 : ACV a 54Hz d’une électrode modifiée PC-CL 18:2 80/20 avec du cyt c Bovin Heart « immobilisé ».

Un autre facteur de dégradation de cette couche lipidique implique I'utilisation de |’électrode modifiée
pour différentes techniques d’analyse en électrochimie. En effet, I'imposition d’un potentiel a travers la couche
lipidique induit potentiellement une réorganisation des lipides déposés (Thuren et al. 1987). Nous avons pu le
confirmer expérimentalement. Une électrode modifiée ayant du cyt ¢ adsorbé et non utilisée pendant deux
heures aura perdu moins de cyt ¢ que la méme électrode ayant subi des analyses électrochimiques durant une
heure. Cependant la réorganisation lipidique évoquée doit nécessairement prendre un certain temps, de |'ordre de
quelques secondes a quelques minutes. De fait, les techniques électrochimiques utilisant un potentiel alternatif
(ACV, squarewave, EIS, SPEIS, ...) sont plus adaptées pour conserver I'intégrité de la monocouche lipidique car
I'imposition d’un potentiel pouvant provoquer une désorganisation de la monocouche lipidique est limité dans le
temps (de quelques ms a quelques s). Au contraire, une voltamétrie cyclique, en particulier aux faibles vitesses de
balayage, aura davantage tendance a désorber rapidement le cyt c. Bien sir, ces modifications pourraient étre
également dues a des répulsions électrostatiques provoquées par la migration de contre-ions a proximité de la

membrane, on ne peut toutefois pas exclure un réarrangement des lipides aux potentiels utilisés.

Des essais de modifications d’électrode de mercure par une monocouche de lipides ont été également
réalisés. Ce test avait pour but de s’affranchir des irrégularités d’une surface de carbone vitreux en profitant de la
surface quasi-parfaite d’une goutte de mercure. Si un film lipidique constitué d’un mélange 80-20 PC-CL a bien été
obtenu sur une goutte de mercure, sa stabilité aux potentiels utilisés n’a pas permis son utilisation. En effet, la PC
se désorbe d’une électrode de mercure pour peu que le potentiel imposé dépasse 80mV vs NHE. Or le cyt ¢
possede un potentiel redox d’environ 1 V dans ces conditions. Cela souligne la potentielle sensibilité de ces

monocouches lipidiques soumises a un potentiel électrique.
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Le dosage en retour d’une électrode de carbone vitreux modifiée avec 1 ug de mélange PC-CL a été réalisé
afin d’apprécier sa composition aprés une série d’expérience en électrochimie. Brievement, |'électrode est retirée
de la cellule électrochimique et est rincée avec un mélange 98:2 CHCl;:MeOH. Apres transméthylation au BFs-
MeOH, I'analyse en acide gras est effectuée. Les résultats ont montré que nous récupérons 80% de la quantité de
lipides déposés sur I'électrode. Si I'on considéere qu’une partie des lipides est perdue lors des étapes d’extraction,
on peut conclure que la majorité des lipides reste sur la surface de I'électrode pendant toute la durée de

I'expérience.

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LE DEPOT LIPIDIQUE.

Un autre facteur de stabilité a prendre en compte pour la couche lipidique crée concerne la température
a laquelle les analyses électrochimiques sont réalisées. Dans notre cas, les lipides testés sont en grande majorité
des lipides dont la température de transition de phase est inférieure a la température des conditions
expérimentales (20 ou 25°C). La PC soybean utilisée a une bonne mobilité au sein de la membrane créée
(température de transition de phase de -53°C). Cependant certains CLs peuvent avoir des températures de
transition de phase supérieures a celle de la cellule électrochimique (CL 14:0, CL 18:0). De plus, méme si le point de
fusion est déja atteint, certains passages de la phase lamellaire a la phase hexagonale inverse peuvent apparaitre
suite a un changement de température. Par exemple, cette transition se fait vers 20°C pour le CL 18:2 (Ortiz et al.
1999). Méme si la température de transition de phase est difficilement accessible pour des mélanges de lipides
que I'on utilise (PC-CL 80/20 mol/mol généralement), nous avons testé la qualité du dépét lipidique sur I'électrode

en fonction de la température.

La premiére phase d’adsorption de cyt ¢ a été réalisé a 15°C jusqu’a I'adsorption maximale de cyt ¢
électroactif, c’est a dire environ une vingtaine de cycles voltamétriques (5 mn). Au bout de ce laps de temps, la
température est graduellement augmentée pendant la poursuite des cycles voltamétriques. Alors que dans un
premier temps, I'augmentation de température n’a aucun effet sur |'adsorption maximale de cyt ¢, le
comportement électrochimique du cyt ¢ se modifie profondément a partir de +35°C. Comme le montre la Figure
2.19, la quantité de cyt c électroactif augmente et la largeur a mi-pic se resserre nettement. C'est le signe d’une
réorganisation du cyt ¢ adsorbé. Il y a manifestement plus de protéine adsorbée et surtout I'adsorption est plus

homogéne.
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Figure 2.19 : CV de cyt c de cceur de boeuf adsorbé sur une électrode modifiée PC-CL sans traitement thermique (courbes bleues)

et avec traitement thermique a 35°C (courbes rouges) et a 50°C (courbe verte).

Si 'on continue a faire monter la température du systeme, on finit par désorber irréversiblement le cyt ¢
et les lipides (courbe verte dans la Figure 2.19). On peut supposer que nous avons alors atteint la température de
fusion des lipides qui vont avoir tendance a passer en solution sous forme de suspension lipidique, de micelles et

de film a la surface de I’électrolyte dans la cellule électrochimique.

L'état de « gel » de notre mélange lipidique déposé a la surface de GC a la température de 20 ou 25°C ne
peut pas exactement étre considéré comme un état figé et immuable. Des mesures réalisées en AFM sur une
méme surface de carbone modifiée ont montré qu’il y avait une évolution de I'arrangement de la membrane mais
sur une échelle de temps de I'ordre d’heures voire de jours. A I'échelle de temps de nos analyses en électrochimie,
on peut toutefois considérer que la réorganisation des lipides reste tres limitée. L'intérét d’un prétraitement du
dépot lipidique a une température supérieure a la température de transition de phase est d’atteindre plus
rapidement une organisation de la monocouche lipidique homogéne et répétable. De plus, nous observons que la

durée d’utilisation de I'électrode modifiée est augmentée quand elle a subi ce traitement.
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INFLUENCE DE L’IMPOSITION D’UN POTENTIEL SUR LA MONOCOUCHE LIPIDIQUE.

La monocouche créée est sensée représenter la membrane interne de la mitochondrie. Cette membrane
est naturellement soumise a des gradients électrochimiques (électrique en I'occurrence) parmi les plus élevés au
sein d’une cellule. Les valeurs de gradients in vivo tournent autour de 100-200 mV (Wilson and Forman 1982;
Andersson et al. 1987). L'influence de I'imposition d’un potentiel électrique a travers la monocouche créée se pose
dans la mesure ou 'organisation méme des espéces lipidiques peut varier sous l'influence de ce potentiel. En effet,
on peut citer les travaux de Thuren (Thuren et al. 1987) qui pointent un changement dans I'arrangement d’une

monocouche lipidique contenant de la PG sous lI'influence d’un champ électrique de I'ordre de 25-175 mV.

Nous ne pouvons pas mesurer directement quel est le gradient de potentiel subi par le dép6t lipidique sur
notre électrode modifiée (qui dépend du PZC ?) mais la stabilité du dépot lipidique a été vérifiée pour une gamme
de potentiels plus étendue que celle utilisée dans nos expériences sans observer de modification du signal.
Concrétement, des mesures d’EIS pour une électrode modifiée avec un dépot de PC-CL ont démontré une bonne
passivation de la surface avec une sonde au ferricyanure de potassium aprés une imposition du potentiel pendant
deux minutes a -400 mV vs SCE et +600 mV vs SCE. Les gammes de potentiels couramment utilisées pour I'étude

du cyt c sont de -300 mV a +400 mV.

ETUDE DU TRANSFERT ELECTRONIQUE

ACV : VOLTAMETRIE EN POTENTIEL ALTERNATIF

Il'y a, a proprement parler, une "vraie" et une "fausse" AC voltamétrie (ACV). La "vraie" ACV est la
superposition d'une rampe analogique ou numérique de potentiel, sur un intervalle donné, a une sinusoide. La
période est tres largement supérieure au pas de la rampe de potentiel. Pour cette rampe de potentiel Il y a,

comme en voltamétrie cyclique classique, généralement un aller et un retour (Figure 2.20).
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Figure 2.20 : Profil type de rampe de potentiel appliqué en ACV.

Cependant, la réduction et I'oxydation du centre redox se réalisant a I'échelle de temps d'une période de
la sinusoide, les deux pics observés a I'aller et au retour correspondent a la réduction et a I'oxydation graduelle du
composé (un centre redox pouvant échanger des électrons plusieurs fois par cycle). Cette AC voltamétrie se fait

pour une fréquence unique (Figure 2.21).

e R — m,,‘,‘,,,,',mmng .

T ’ i
’/W’I’lﬁfmf L

“u'.'h

”f ‘> i

'}’r'i’;
i

-

'M“” ’r,auu, (‘l%
w-*,,"" m‘vm i nm,,,,m'

’"' i

H

0

|

i

< od—|
-0.0005

v\h__,'

L

ﬁﬁ

M 1 mw.oWo‘&m 0‘ ) y
= ' l il ‘«W “ gni,u‘,““ o i
\ “ “““‘,““) MIN}&MW)‘! I M“‘} ‘w 'H" #%%i?“ﬂ""“"” l DAY
et 't'o't'&'o't'i'o'md’Wm»

T T T T T
-0.2 —U.Z =01 o 02 03

Figure 2.21 : Exemple d’ACV obtenue sur le potentiostat BioLogic SP-200 pour le couple ferri/ferro sur une électrode de carbone.

Vitesse de balayage 50mV/s, fréquence 10Hz et amplitude 14.14 mV.

Pour obtenir des résultats pour 15 fréquences, il faut réaliser 15 AC voltamétries. Cela en fait une
technique assez longue et lourde également du point de vue du traitement des résultats (Transformée de Fourier a

réaliser pour chaque AC voltamétrie).
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Plus appréciée et plus fréquemment rencontrée dans les publications scientifiques, la "fausse" AC
voltamétrie est en réalité une spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) réalisée pour toute une gamme de
potentiels. A ce titre, elle est parfois citée comme une SPEIS (Staircase Potentio Electrochemical Impedance
Spectroscopy). Chaque potentiel est fixé durant le temps nécessaire a l'imposition de toute une gamme de
fréquences de potentiels (de 100 mHz a 3 KHz dans notre cas) et a la mesure du courant sinusoidal induit (Figure

2.22).

Figure 2.22 : Type de potentiel appliqué en SPEIS

Selon la gamme de fréquences souhaitée, chaque potentiel requiert entre 20 et 40 secondes d'analyse.
Pour obtenir une résolution horizontale (en potentiel) suffisante, on répete la mesure pour au minimum 100
potentiels par volts balayés. Le choix des potentiels peut étre optimisé de fagon a serrer les potentiels d'intérét au

niveau des potentiels redox et aussi d'espacer les potentiels aux extrémités (Figure 2.23).
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Figure 2.23 : ACV de cyt c de cceur de boeuf adsorbé sur une électrode modifiée avec un dépot de PC-CL14:0.

Cette technique permet d'avoir acces a des jeux de données trés complets. Elle permet aussi d'avoir accés
a tous les graphes usuellement utilisés en EIS tel que les graphes Nyquist ou Bode mais aussi les graphes classiques
de Tafel ou d’intensité-potentiel (I=f(E)). Eckermann décrit cette technique comme avantageuse pour |'étude de
protéines. En particulier, la faible quantité de centre redox dans les phénomenes d’adsorption protéique est

suffisante pour I'utilisation de cette technique davantage sensible que la CV (Eckermann et al. 2010).

LES PARAMETRES DE SPEIS :

Outre le choix des fréquences et des potentiels, plusieurs parametres permettent d'affiner la mesure
SPEIS. Il s'agit de I'amplitude de la fréquence appliquée, du nombre de périodes de repos pour chaque fréquence

avant le début de 'acquisition des données et enfin de la moyenne sur le nombre de mesures réalisées.

L'amplitude est un parametre qui est intéressant dans le cas de couples redox dont les potentiels sont tres
proches ou bien dans le cas de tres faible quantité d'espece redox présente. En effet, I'ajustement de I'amplitude
est un compromis entre la résolution horizontale (en potentiel donc) de I'ACV et sa sensibilité verticale (en courant
induit). A amplitude forte, le courant induit est maximisé et on peut visualiser des pics qui pouvaient étre invisibles
a faibles intensités. Cependant, de part la forte amplitude de potentiel balayée (+/- 0.1 V de I'E° par exemple), ces
pics sont larges. Dans le cas de systemes redox qui ont des cinétiques et des potentiels E° proches, un seul pic peut

apparaitre. En faisant diminuer I'amplitude, la hauteur de pic diminue mais également sa largeur. On gagne ainsi
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en résolution. A tres faible amplitude (de I'ordre de 2-10 mV rms), I'étude de systemes dont les potentiels redox

sont séparés d'environ 50 mV est possible.

SIMULATION DU COMPORTEMENT ELECTROCHIMIQUE DU CYT C ADSORBE

Le but est de simuler le comportement électrochimique d’une espéce redox adsorbée a la surface d’une
électrode a laquelle on impose une variation de potentiel sinusoidal. Cette variation est caractérisée par son
amplitude efficace U, mesurée en volt rms (root mean square, cf vide infra), sa fréquence f mesurée en hertz et
son potentiel médian U en volt vs référence. On récupére en sortie un courant sinusoidal de méme fréquence dont

I’'amplitude a pu étre modifiée ainsi que sa phase w (décalage dans le temps du signal).

Le comportement de ces signaux sinusoidaux peut étre modélisé par des notations
mathématiques différentes (Cosinus/sinus, exponentielle, nombres complexes, équation différentielle,..) La
notation sous forme de nombres complexes est généralement favorisée en électrochimie. En effet, pour un
nombre complexe de type y = a + b.j, elle donne accés directement a la partie réelle (a) et imaginaire (b) qui

représentent respectivement la partie résistive et capacitive du courant.

Impédance :

Il revient facilement dans les mémoires la regle liant tension et courant dans un circuit fermé alimenté en

courant continu (loi d’Ohm) :

Udc= R.I

Avec Ug. (en volt) une tension continue non nulle, R (en ohm) la résistance du circuit et | (en Ampéres) le
courant induit. R peut étre vu comme la résistance au passage d’électrons induit par une différence de potentiel

(U,e). Le flux d’électrons est représenté par |.

Si on impose une tension de nature sinusoidale pour ce méme circuit, I'équation devient :

Upe = Z.I
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Avec U, (en volt) une tension sinusoidale efficace, Z (en ohm) I'impédance du circuit et | (en Ampéres) le
courant sinusoidal efficace induit. L'impédance Z peut donc étre pergue comme la résistance d’un circuit alimenté

par une tension alternative.
On définit aussi I'admittance Y (en Siemens) qui est I'inverse de I'impédance :

Y=1/Z

Tout comme il est possible de calculer I'intensité de courant théorique dans un circuit en tension continu
en connaissant la tension de départ et la résistance du circuit, il est également possible de connaitre la nature du
courant induit par un circuit alimenté en tension alternative dont on connait tous les composants. En effet, chaque

composant d’un circuit a une impédance donné qui contribue a I'impédance totale du circuit.

Par exemple, une résistance R a une impédance Zz=R, R étant la valeur de la résistance (en ohm). Zz est
donc un nombre complexe réel pur. Une capacité C a une impédance Z.= 1/w.C.j. C est donc un imaginaire pur (j
est le nombre complexe). C est la valeur de la capacité en Farad et w est la valeur du déphasage en radians. Pour

combiner des éléments entre euy, il faut respecter les régles suivantes :

Pour des composants du circuit en série, leurs impédances s’additionnent :
Ztot = Zl + 22 + 23 + ..
Et concernant leurs admittances :

1 1

Yo L 1.1
Rty ty

+ ..

Pour des composants en paralléles, on additionne de préférence leurs admittances :

Yot = Y1+ Yo + Y3+ ...

ou
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Pour étudier le comportement d’un circuit électrique dont la majorité des éléments sont en paralléles, le
choix de travailler avec les admittances plutot qu’avec les impédances est plus judicieux du fait de la simplicité des

calculs qui en découle.

Le circuit équivalent choisi pour simuler le comportement électrochimique du cyt ¢ adsorbé sur une

électrode de GC modifiée est le suivant :

Rsol

Cads Rct

Figure 2.24 : Circuit électrique équivalent retenu a 5 centres redox.

C’est un circuit intermédiaire entre celui de Creager (Creager and Wooster 1998) qui comporte un seul
centre redox et le circuit équivalent de Li (Li et al. 2000) qui simule 11 centres redox. Dans le principe, il
s’apparente au circuit équivalent de Randles (Figure 2.25). Le modele de Randles permet de décrire I'impédance
électrochimique d'une interface et s'applique particulierement aux phénomenes physicochimiques tels que

I'adsorption et la formation de film a la surface d'une électrode.
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™

Figure 2.25 : Circuit électrique équivalent de Randles.

Dans ce circuit, Rsol est la résistance de la solution entre I'électrode de travail et I'électrode de référence,
Rct est la résistance de transfert de charge a l'interface électrode/solution, et Cdl est la capacité de la double
couche a cette méme l'interface. Pour le calcul de I'impédance complexe de notre modele a cing centres redox

adsorbés, on va séparer notre circuit équivalent en 3 parties :

- Larésistance de la solution Re, dont I'impédance est définie par Zg.
- Lacapacité de double couche de I'électrode nue Cy dont I'impédance est définie par Zcy
- Les 5 centres redoxs dont les impédances sont caractérisés par Z.q pour un centre redox et Zseq

pour les cing centres redox.

Il est couramment admis que la paire d’éléments R + C en série représente au niveau électrique le
comportement d’un centre redox adsorbé sur I'électrode. La résistance R représente le transfert de charge et la

capacité C représente le phénomeéne de capacitance lié au chargement des especes proches de I'électrode.

L'impedance Z,.q d'un centre redox composé des éléments R + C en série se définit comme tel :

1
Z R +
red ct Cads- (U.j
Soit :
Zrea = Rt — - (D’apres note 3, rappels en fin de section)

Afin de combiner les 5 centres redox en paralléle, on passe en admittance :
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v 1
red Zred
1
Yred Ji
Ree Cpas- W
D’aprés la note 3, on a:
R +
v = ¢t Cpas- @
red — 2 1 2
R+ (g
On multiplie par (w.C,4)?> au numérateur et au dénominateur :
Coas® w2 Ry + Cuys- . ]
_ “ads - s et ads- W-]
Yred -

(Cads- w. Rct)z +1

On a bien séparé les admittances réelles et imaginaires d’une unité redox. Cela correspond
respectivement a la conductance (parameétre lié a l'induction d’un courant faradique) et a la susceptance

(parametre lié a I'induction d’un courant capacitif) d'un centre redox adsorbé (pas de diffusion).
Y=G+jB

G étant la conductance et B la susceptance.

Dans notre cas :

2 2
Cads L. Rct

G =
(Cads- w. Rct)z +1

Et

Cads- w

B =
(Cads- w. Rct)z +1
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Par extension, on peut donc formuler I'admittance complexe de 5 unités redox en parallele (d’apres la

note 1 en rappels) :

5 5
Ysrea = Z Gy + Z By.j
x=1 x=1

5 2 2 5
Y. _ Z [ Cadsx'w 'Rctx ] + Z [ Cadsx-w ] ]
d - .
ore (Cadsx- w. Rctx)z +1 =1 (Cadsx- w. Rctx)z +1

x=1

On additionne également I'admittance de la capacité de la double couche de I'électrode nue Cy qui est

purement imaginaire :

P 1
Ca — w. Cdl' ]

D’ol :

YCdl = W. Cdl'j

Cela nous donne :

5 5
Y. _Z[ ngsx'wz'Rctx ]+Z [( Cadsx-w >+ .C ] ]
d+cdl — sudl ] -
pred+¢ (Cadsx- w-Rctx)z +1 =1 (Cadsx- w. Rctx)z +1

x=1

Pour simplifier, posons A et B réels tel que :

Ysreascat = A+ B.j

Il nous reste uniquement la résistance de la solution Ry, a intégrer a 'impédance complexe du systeme.
Bien que la résistance de la solution n’ait quasiment pas d’impact sur la cinétique des espéeces redox adsorbés
comme le montre Creager, il est préférable d’avoir I'équation complete décrivant le comportement du circuit
préalablement décrit. Ry, étant en série du reste du circuit, il est judicieux de passer d’admittance a impédance
afin d’additionner simplement la résistance a la partie réelle de I'impédance obtenue :

1

Zsrearcar = 7},
Sred+Cdl
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A-B.j
Zsredscdl = T B2

Avec donc :

-3

x=1

5
Codsx- @
B = Z . + .C
[((Cadsx- w-Rctx)z +1 @t

x=1

[ ngsx' wz- Rctx ]
(Cadsx- w-Rctx)z +1

Ziot = Zsrearcar T Zrsol

A—B.j

Zior = 1B + Rgo1

p _A+Ry  —B.j
tot ™ g2 4 g2 ' A2 4 B2

L'impédance totale complexe du circuit a été résolue. Sa partie réelle Z’ (résistance) vaut :

_A+Rgy
T A%+ B?

!

Sa partie imaginaire Z" (réactance) vaut :

e -B
T A2+ B?

Pour calculer I'intensité efficace . (en Ampeére) dégagée par ce circuit alimenté par une tension efficace

U (en Volt rms), la formule est :

I Uers
eff |Ztot|

Ui étant ici assimilé a 'amplitude rms (root mean square) par opposition a I'amplitude de pic (appelé

aussi amplitude maximale) :

Umax

Uerr = 7z
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Et |Zio:| €étant le module de Z,.; définit par :

|Zeotl =V Z'2+ 2"

Le courant peut ainsi étre calculé pour les 5 centres redox avec comme parameétres d’entrée C,q4 et Rg.

Ces paramétres peuvent étre reliés a des parametres utilisés en électrochimie tel que :

e Laconstante de vitesse de transfert des électrons ker (s™): ket = 1/(2.Cags-Rer)

* Le nombre de charge électroactives Gamma (coulombs): [ = (4 C,4..R.T) / (A.F?)

On obtient alors une formule pour ces deux paramétres :

e Cue=(TAF?)/(4.RT)
*  Rq=(2.RT)/(MAFke)

Les paramétres restants C,ys et Ry sont ajustés indépendamment avec une macro dans une feuille de
calcul Excel. Pour plus de commodité, les capacités des centres redox C,4 ne sont pas fixées directement pour
chaque centre redox mais on joue sur sa mesure physique associée (I). On fixe une quantité de centre redox total I
qui est ensuite partagé entre les cinqg centres redox modélisés (I, I, T3, ...) via des coefficients X,, de partage

propres :

M= Xg.Feor

De méme, R, n’est pas ajusté directement mais on passe par la vitesse de transfert d’électrons ke; pour

chaque centre redox apres avoir fixé les différents C,q; :

1

k =
et 2. Cadsl- Rctl

Pour effectuer une simulation compléete du comportement électrochimique de notre électrode modifiée,
il faut aussi rentrer au préalable la Résistance en solution R, ainsi que la capacité de double couche de I'électrode

nue Cy,.
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Rso est directement proportionnelle a la distance séparant I'électrode de travail et la contre-électrode.
Elle dépend également de la conductivité de I'électrolyte utilisé dans la cellule. Elle change donc a chaque nouvelle
expérience. Elle peut étre calculée par la relation :
l
Rso1 = p-Z
Re, €St en ohm, p est la résistance spécifique de la solution en ohm cm™, | est la longueur séparant les
électrodes de travail et de référence en cm et A est la surface de I'électrode en cm?. p peut étre calculé a partir du
type d’électrolyte et de sa concentration. Il est toutefois plus simple de reporter la valeur de Ry, qui est
directement accessible a partir des données d’impédance. Ce parametre est également le moins important
concernant la simulation du comportement électrochimique du systéme. En effet, il n’influe ni sur la concentration
surfacique des centres redox I ni sur la vitesse de transfert d’électrons ke, les deux parameétres principalement

visés.

Cq représente la tendance naturelle d’une surface conductrice chargée et immergée dans un électrolyte a

former a proximité de sa surface un regroupement de contre charges locales (Figure 2.26).

NI AN NP
ACTIVATED CARBON LACTIVATED CARBON
ELECTRODE”
/ & AQUEOUS
ELECTROLYTE
e e
® To
e
(<)
V
DISCHARGED CHARGED

Figure 2.26 : Capacitance de double couche induite par des électrolutes en solution lors de la polarisation d’'une électrode de

carbone.
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Dans le cas de notre électrode modifiée avec une monocouche de phospholipides, Cy représente tous les
phénomenes d’accumulation de charges situées a proximité directe de la surface de carbone vitreux ou des

phospholipides, charges qui ne participent pas a un transfert d’électrons.

A ce titre, la capacitance issue du recouvrement des phospholipides peut se calculer suivant :

Avec g, la permittivité électrique du vide, €, la permittivité électrique des lipides déposés (environ 2.1

pour les phospholipides), A la surface modifiée et d I'épaisseur des lipides déposés.

La capacité de double couche totale Cy s’obtient avec les données d’'impédances d’une électrode nue. On
peut également retrouver cette valeur a partir d’'une simple voltamogramme cyclique. En effet, la capacité de
double couche peut se formuler ainsi :

dQ  dE
dt ~ W4t

. e dQ . .  dE, . - . R .
Ou l'on peut |dent|f|erd—fa i etaa v, la vitesse de balayage de la voltamétrie cyclique. Concretement, il

s’agit de faire la différence entre le courant capacitif de I'aller et du retour. Cette différence est proportionnelle a

la vitesse de balayage au coefficient C pres :
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Figure 2.27 : Voltamétrie cyclique et calcul de la capacité de double couche

Dans cette voltamétrie 2 40 mV s, la différence entre le courant anodique et le courant cathodique

donne une capacité de double couche de 4.3 pF (Figure 2.27).

Les éventuels ajustements a effectuer pour la modélisation concerne la température a laquelle sont faite
les expériences et la surface de I'électrode de travail. Une simulation achevée donne le profil du ratio Ip/lb
représentée en Figure 2.28. Ip représente le courant de pic mesuré en ACV et Ib représente le courant basal (b

comme background). Pour les hautes fréquences, Ip/Ib = 1 signifie que le pic n’est plus visible.

10

9 -+

81 ® Data

7 4 —— Simulation

I(peak)/I(background)
w

0 T T T
102 10" 100 101 10? 10° 104 10% 108

Frequency, Hz

Figure 2.28 : Intensité de pic d’un systéme électrochimique de ker=13s™, Données expérimentales (points) et simulation par la

méthode de Creager. D’aprés Creager and Wooster 1998.
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Le modele développé ici permet de sortir les parametres de 5 systemes redox. Une estimation de la
dispersion des parametres de cinétique de transfert d’électrons est donc faisable comme le démontre I'étude de Li

(Li et al. 2000).

Notes / Rappels :

1) Z,+Z, = (a+ib) + (c +id)

=(a+c)+(b+ad).i

2) Z,.Z, =(a+ib).(c+id)
= (ac — bd) + (ad + bc).i

1 1
3) 7= (a+ib)
1 a—ib
4) 7 @b
1 Z1.Z
5) T 1N o, .,
(Z_1+Z) Z1+7;

ANALYSES STATISTIQUES

Si les expériences ont été répétées, les réplicas de mesures sont présentés avec une valeur moyenne avec
I’erreur standard associée. L’erreur standard est définie par I’écart-type divisé par la racine carrée du nombre de

mesures effectués.

Si des réplicas ont été réalisés, des tests statistiques peuvent étre effectués. Les différentes analyses
statistiques ont été effectuées a I'aide du logiciel Statgraphic 5.1+. Pour tester des différences entre des groupes

de mesures, un test T ou une ANOVA (Analyse de variance) a été réalisé.

Les criteres d’application de I’ANOVA que sont la normalité et 'homéoscédasticité des variances ont été
testés. Si ces criteres sont remplis, ’ANOVA a été réalisée selon la méthode LSD (Least Significant Difference) de
Fisher pour un seuil de 0.05% de marge d’erreur. Pour chaque groupe de valeur testé, la p-value résultante indique

que les groupes sont différents pour des valeurs inférieures a 0.05.

Les mesures qui ne respectent pas les conditions de normalité et/ou d’homéoscédasticité, un test non

paramétrique de type Kruskall-Wallis a été réalisé.
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CHAPITRE 3 : ETUDE PAR AC VOLTAMETRIE DE L’'INTERACTION CL - CYT C

INTRODUCTION

Les travaux présentés dans ce chapitre ont par ailleurs été exposés dans deux colloques traitant de
bioélectrochimie (Lacanau 2010) et des métalloprotéines et modeles (Aussois 2010). Le rapprochement entre
électrochimistes et biologistes ne s’est fait que récemment et il y a encore une quinzaine d’année, il se limitait a
'étude de systemes redox biologiques simples comme le cyt c. En effet, ce n'est qu’aprées avoir décrit
correctement ces systémes a un seul centre redox que ce domaine de recherche peut s’appliquer a décrypter les
processus complexes de transfert électronique que I'on retrouve in-vivo (photosynthése, chaine respiratoire, par

exemple).

Ce n’est également que récemment que les électrochimistes travaillant sur les transferts électroniques
des protéines se sont intéressés a I'environnement de ces systémes in-vivo. Dans le cas des protéines ayant une
interaction avec les membranes biologiques, I'environnement lipidique est un facteur possible de régulation du
processus de transfert électronique. Ainsi, le développement des modéles membranaires biomimétiques en
électrochimie des protéines s’est développé avec la création d’électrodes modifiées avec des monocouches ou

bicouches de lipides (Salamon and Tollin 1991; Plant 1993).

Les mécanismes de transfert électronique hétérogenes confinés a la surface de I'électrode font souvent
appel a des techniques électrochimiques spécialisées qui ont été recensées dans une revue récente (Eckermann et
al. 2010). Les techniques de choix pour la compréhension des phénomenes d’adsorption, de transfert électronique
et de caractérisation de la surface de I'électrode sont les techniques dérivées des mesures d'impédance
électrochimique. Les dernieres études électrochimiques du cyt ¢ sur des électrodes modifiées reproduisant un
environnement biomimétique s’appuient généralement sur des analyses par spectroscopie d’impédance
électrochimique (EIS) de leur systéme redox (Yang et al. 2009; Lee et al. 2010). Une décennie plus t6t, les travaux
de Clark et Ruzgas (Clark and Bowden 1997; Ruzgas et al. 1998) attribuaient le comportement électrochimique non
idéal du cyt c adsorbé sur une électrode modifiée (élargissement des pics, distribution des cinétiques de transfert

électronique) a une hétérogénéité induite par I'adsorption des protéines.

La mise au point de nouvelles techniques d’analyses en électrochimie permet d’explorer de nouvelles
voies pour la compréhension de ces systemes atypiques. La méthode électrochimique développée par Creager

(Creager and Wooster 1998) puis reprise par Li (Li et al. 2000) est basée sur le traitement d’un signal d’'impédance
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électrochimique appliqué a I'étude de centres redox adsorbés sur I’électrode. Elle est décrite comme sensible et
adaptée a I'étude de la cinétique de transfert électronique de protéines adsorbées (Eckermann et al. 2010). Les
travaux de Li (Li et al. 2000) ont montré que cette méthode est adaptée pour I'étude de systemes redox qui

possedent une dispersion des vitesses de transfert électronique.

L’objectif que nous nous fixons ici est de simuler le comportement « non idéal » du cyt ¢ adsorbé sur une
électrode modifiée. La modification de I"électrode a pour but de reproduire I’environnement naturel du cyt c afin
de coupler éventuellement la nature du modificateur de surface au comportement électrochimique complexe du
cyt c. Dans un premier temps, nous allons décrire les problemes posés par les techniques électrochimiques plus
« classiques » pour I'étude du systéme puis nous présenterons et discuterons de la publication qui a émergé du

travail réalisé avec I'utilisation de la technique de Creager.

CARACTERISATION DU SIGNAL ELECTROCHIMIQUE NON IDEAL DU CYT C ADSORBE

La premiere approche pour caractériser le cyt ¢ adsorbé sur une électrode modifiée a été d’utiliser les
méthodes classiques en électrochimie comme la voltamétrie cyclique (CV). La CV est constituée d’une rampe de
potentiel entre deux bornes que I'on peut répéter pour différentes vitesses de balayage. La CV d’un systéme redox
est caractérisée par un pic d’oxydation et de réduction lors de I'aller et du retour du scan de potentiel. Selon
I'approche de Butler-Volmer, la variation de I"écart entre les pics en fonction de la vitesse de balayage permet

également de renseigner sur la cinétique de transfert électronique (Figure 3.1).

anFv. nFv,
ket =g =1 =%

Figure 3.1 : Equation de Butler-Volmer liant vitesse de transfert électronique (ker) et vitesse de balayage (mu)

Cette propriété a été mise en pratique par Laviron 1979 qui a proposé une méthode de traitement des
résultats sous forme de graphiques en «trompette » (trumpet-plot), représentations bien connues des

électrochimistes. Dans certaines conditions expérimentales, I'écart entre les pics ne suit pas le comportement
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décrit par Laviron. Un exemple concret du comportement en CV d’une électrode modifiée au CL (100% CL) est
présentée Figure 3.2. Le pic d’oxydation du cyt ¢ adsorbé varie en fonction de la vitesse de balayage. Jusqu’a un
balayage de 1V s™ le potentiel de pic diminue alors que la théorie de Butler-Volmer prédit qu’il doit augmenter en

cas de limitation du transfert électronique par la vitesse de balayage.
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Figure 3.2 : Variation du potentiel de pic en réduction (triangle bleu) et en oxydation (croix rouge) en fonction du logarithme de la

vitesse de balayage. Electrode modifiée avec 3ug de CL, tampon phosphate 10 mM pH 6.8, adsorption préliminaire dans 50uM de cyt ¢ BH.

Cette observation est cohérente si I'on considere qu’il existe une interaction entre la charge du cyt c et
une stabilisation de sa conformation. L’échelle temporelle de la cinétique de changement conformationelle est
comparable au temps d’une voltamétrie cyclique pour des vitesses de balayage de I'ordre de 500 mV s-'. Aux
faibles vitesses de balayage, le cyt ¢ réduit tend a se mettre sous sa conformation la plus stable tandis qu’a haute
vitesse, le cyt ¢ n’a pas le temps de se réarranger. Ce modele a été proposé par El Kasmi pour expliquer ce
comportement quasi-réversible inhabituel (unsual quasi-reversibility — UQR) du cyt ¢ adsorbé sur une électrode (El

Kasmi et al. 2002).

L’hypothése d’une réorganisation du cyt ¢ réduit adsorbé sur I’électrode est cohérent avec les vitesses de

transfert électroniques calculées par la méthode de Laviron (Figure 3.3).
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Figure 3.3 : Variation de la cinétique de transfert électronique calculée par la méthode de Laviron pour différentes vitesses de

balayage. Calculs a partir de CVs d’une solution de 2.5uM de cyt ¢ BH sur une électrode modifiée avec 3pg de PC-CL.

La vitesse de transfert électronique varie en fonction de la vitesse de balayage. Elle augmente jusqu’a
atteindre une valeur seuil aux hautes vitesses de balayage. Le méme profil de cinétiques de transfert électronique

a également été identifié par El Kasmi et al. (El Kasmi et al. 2002).

L’explication apportée est qu’aux faibles vitesses de balayage (inférieures a 2 V s dans notre cas), la
forme relaxée du cyt c réduit apparait. Cette forme est caractérisée par une cinétique de transfert électronique

plus faible que pour la conformation originelle du cyt c.

Ce comportement électrochimique non idéal se manifeste également par la largeur a mi-hauteur du pic
voltamétrique qui n’a pas la valeur idéale théorique de 90 mV / électron échangé (Bard - Electrochemical Methods:
Fundamentals and Applications). L’élargissement des pics en CV du cyt c adsorbé a également été décrit par

différents auteurs (Clark and Bowden 1997; Ruzgas et al. 1998; El Kasmi et al. 2002).

Il est dés lors difficile d’étudier la cinétique du cyt c adsorbé par I'analyse des « trumpet-plots ». L’objectif
a alors été de se tourner vers le calcul des cinétiques de transfert électronique en se basant sur la théorie de
Marcus. Cette théorie prévoit que la vitesse de transfert électronique entre un donneur et un accepteur
d’électrons est dépendante de I'énergie libre (AG), de la réorganisation d’énergie (A), de la température (7) et du

couplage électronique entre les deux entités (H,g) (Marcus 1965).
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47%Hg, —(AGHAY
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hy/4mAksT eyt

Figure 3.4 : Equation de Marcus liant la vitesse de transfert électronique (ker) et les différents paramétres de réorganisation de la

sphére de solvatation du centre redox.

La courbe suivante (Figure 3.5) permet de comparer les intensités de pics attendues aux différentes
vitesses de balayage pour la théorie de Butler-Volmer et de Marcus. Les valeurs de cinétiques de transfert
électronique calculées par la méthode de Marcus étaient toujours tres dispersées. Toutefois, une information a pu
étre extraite de ces essais concernant la différence de comportement entre les especes oxydées et réduites de cyt
c adsorbées a I'électrode. En effet, les intensités de pic cathodiques suivent généralement la loi de Butler-Volmer

alors que les intensités de pic anodiques correspondent davantage au modele de Marcus (Figure 3.5).
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Figure 3.5 : Intensités de pic (issu des CVs) normalisées pour les pic de réduction (carré rouge) et d’oxydation (croix noire)
comparées a la théorie de Butler-Volmer (courbe bleue) et de Marcus (courbe en pointillé verte - coefficient de partage utilisé pour la

simulation de a = 0.5).
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La loi de Marcus prend mieux en compte les effets d’'un changement de I'environnement et de la distance
entre le cyt c et I’électrode. Ces observations confirment le comportement électrochimique différent du cyt ¢ selon
la charge qu’il porte. Si les mesures de cinétiques semblaient si dispersées et de nature complexe, 'idée de
I'adsorption différentielle de protéines a la surface de notre électrode modifiée est également apparue cohérente.
Le choix d’utiliser des méthodes électrochimiques plus sensible comme la Square Wave voltamétrie puis I’AC

voltamétrie et plus précisément la SPEIS s’est imposé des I'obtention de ces résultats préliminaires.

La mise au point d’une méthode électrochimique basée sur I’AC voltamétrie adaptée a I'étude d’une
électrode modifiée au CL ayant adsorbé du cyt ¢ a fait I'objet d’un article accepté dans le journal « Biochimica et

Biophysica Acta »

PUBLICATION

RESUME

Dans cet article, nous avons décrit le comportement électrochimique du cyt ¢ adsorbé sur une électrode
modifiée avec un dépo6t de PC-CL. Il apparait que seule la présence de CL permet I'électroactivité du cyt c car une
électrode modifiée seulement a la PC ne permet pas I'immobilisation de cyt c. Une technique dérivée de I’AC
voltamétrie a permis d’identifier deux sous-populations de cyt ¢ adsorbé en présence de CL appelées sous-
populations 1 et 2. Le traitement de cette électrode modifiée avec une solution a forte force ionique (0.5 M KCl) a
permis de discriminer le type d’accroche de ces deux sous-populations de cyt ¢ immobilisées. Le KCl a désorbé le
cyt ¢ de la sous-population 1 de cyt ¢ au contraire de la sous-population 2 qui n’a pas été affectée par ce
traitement. Nous avons donc supposé que la sous-population 1 est caractérisée par des interactions de type
électrostatiques avec le CL tandis que la nature de la sous-population 2 est plus compliquée a caractériser.
Toutefois, des différences de potentiel redox et de vitesse de transfert électronique de la sous-population 2 de cyt
c ont été observées en testant deux type de CL différenciés par la nature de leur chaine grasse (14:0 ou 18:2). Ce

résultat nous suggére I'existence d’interactions de type hydrophobe pour la sous-population 2 de cyt c.
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Abstract

Electrochemistry of cytochrome c (cyt ¢) immobilized on a cardiolipin (CL) / phosphatidylcholine (PC) film
supported on a glassy carbon electrode was investigated using variable-frequency AC voltammetry. At low ionic
strength, we observed two redox-active subpopulations characterized by distinct values of potential (E;/,) and
electron transfer rate constant (kgr). At high ionic strength, only one subpopulation was detected, consistent with
the existence of very stable cyt ¢ — CL adducts, most probably formed by hydrophobic interactions between the
protein and the fatty acid (FA) chains carried by CL. This subpopulation exhibits a comparatively high kg value (>
300 s ') apparently changing with the structure of the FA chains of CL, i.e. 18:2(n-6) or 14:0. Our study suggests
that electrochemistry can be a useful technique for probing protein - lipid interactions, and more particularly the

role played by the specific structure of the FA chains of CL on cyt ¢ binding.

Keywords: Cardiolipin; Cytochrome c; Electron transfer, Fatty acid chain; Lipid anchorage; Voltammetry
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1. Introduction

Probing protein — lipid interactions is of considerable interest to gain basic understanding of structure —
function relationships in biological membranes [1, 2], but also to control the construction of hybrid biological —
inorganic objects [3, 4]. Cytochrome c (cyt c) is a water-soluble protein involved in the respiratory chain of
mitochondria [5]. The heme group of cyt ¢ shuttles electrons from cyt ¢ reductase to cyt ¢ oxidase. Cardiolipin (CL)
is an essential component of the inner mitochondrial membrane [6]. This negatively charged phospholipid bears
two phosphate moieties and four fatty acid (FA) chains of length ranging from 14 to 22 carbon atoms. CL plays a
key role in maintaining optimal activity of numerous mitochondrial processes, such as electron transfer and
ADP/ATP translocation [7], but also cell apoptosis [8]. The specific structure of FA chains seems to be an important
requirement for biological functions of CL [9]. Interactions between cyt ¢ and CL have been extensively
investigated using liposomes [10, 11]. At neutral pH, cyt ¢ holds a positive charge of ca. +7 (the actual charge
depends on the organism from which it derives), whereas CL carries a negative charge of -1 [12] explaining the
occurrence of electrostatic interaction between this two physiological partners. In addition, evidence for the
formation of cyt ¢ — CL adducts stabilized by hydrogen bonding and hydrophobic interactions at specific sites on
the protein scaffold have been reported [13, 14]. According to the so-called lipid anchorage theory [13, 15-18], one
or two FA chains of CL find a place into a large hydrophobic channel of cyt ¢, which extends from the surface of
protein to the neighborhood of the heme group, while the other FA chains remains within the mitochondrial lipid

layer to secure the binding.

The direct electrochemical reduction of cyt c is irreversible at most conventional electrodes [19].
Reversible electron transfer (ET) between the heme group of cyt ¢ and the electrode has however been achieved
using surface modifiers such as bipyridine adsorbed on gold [19] or self-assembled monolayers (SAMs) [3, 20]. In
addition, the redox properties of cyt ¢ immobilized on negatively charged SAMs has been used as a probe of the
protein conformation and/or orientation [21-24]. Both the redox potential and the ET rate depend on the structure
of the molecules composing the SAMs. Lipid films containing CL have also been used to mediate ET between cyt ¢
and the electrode supporting the film [25-28]. As seen for negatively charged SAMs, electrostatic interaction
between cyt ¢ and a CL-modified electrode is believed to permit the binding of the protein in an orientation
allowing ET [27]. Another possibility is the formation of cyt ¢ — CL adducts stabilized by lipid anchorage, but this

hypothesis remains to be tested.

The objective of the present study was to determine whether electrochemistry of cyt ¢ immobilized on a
lipid-modified electrode could provide insights on the interactions between cyt ¢ and CL. This approach requires
precise measurements of the redox properties of CL-bound cyt c. To this aim, instead of cyclic voltammetry (CV),

we used the variable-frequency AC voltammetry (ACV) method developed by Creager and coworkers [29, 30]
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allowing the study of small amounts of immobilized redox centers transferring electrons at different potentials and
rates. Finally, the role played by hydrophobic interaction on electrochemistry of CL-bound cyt ¢ was probed using
electrodes modified by CL carrying either saturated or unsaturated FA chains, i.e. myristic acid (14:0) or linoleic

acid (18:2(n-6)).

2. Materials and methods

2.1. Materials

Natural soybean phosphatidylcholine (PC) with FA of composition 18:2(n-6) (66.8%), 16:0 (14.7%) and
18:1(n-9) (7.1%), and 1,1',2,2'-tetramyristoyl cardiolipin (CL14:0) were obtained from Avanti Polar Lipids. 1,1',2,2'-
tetralinoleoyl cardiolipin (CL18:2(n-6)) was purchased from Sigma. Lipids were purified using high performance
liquid chromatography (HPLC), and then dissolved in chloroform/methanol mixture (98/2 v/v) to prepare ca. 0.1 ug
uL™ solutions containing CL and PC in a 20/80 molar ratio. Exact lipid concentration was determined by
quantitative analysis of FA using FA23:0 as an internal standard [31]. Briefly, after addition of BF; in CH30H (0.8 mL,
14% w) and butylated hydroxytoluene (0.01% w/w) as antioxidant, the lipids were transesterified by heating at 100
°C during 10 min. The amount of FA methyl esters was measured using a gas chromatograph equipped with an on-
column injector and a flame-ionization detector. Cyt ¢ from bovine heart provided by Sigma was used without
additional purification. All other reagents were of the highest purity available. Solutions containing cyt ¢ (50 uM)
and TRIS-HCI buffer (20 mM, pH 7.0) were prepared using deionized water coming from a MilliQ Millipore system.
EDTA (1 mM) was added to prevent divalent cation substitution [28]. Protein solutions were stored at 4 °C and

discarded when older than one week.

2.2. Preparation of lipid-modified electrodes

The electrode supporting the lipid film was a glassy carbon (GC) rotating disk electrode of 0.071 cm’
(Metrohm) polished with alumina to a mirror finish, cleaned in water using an ultrasound bath, and rinsed with
acetone. Several drops (ca. 2 plL) of lipid solution were deposited on the GC disk to obtain a total amount of 1 ug of

lipids. Solvents were then evaporated by rotation of the electrode at 500 rpm.
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2.3. Electrochemical measurements

Electrochemical experiments were carried out in a standard three-electrode cell at the controlled
temperature of 25 +0.1 °C. The reference electrode was a saturated calomel electrode (SCE) and the counter
electrode a platinum wire. Voltammetric data were recorded using a potentiostat (PGSTAT30A , Autolab) equipped
with a FRA additional module. To immobilize cyt ¢ on the lipid film, the electrode was immersed in an argon-
purged cyt ¢ solution and cycled between 0.3 and -0.3 V vs. SCE at a scan rate of 50 mV s (Fig. S1 in
supplementary data). Then, the electrode was gently washed with argon-purged TRIS-HCI buffer solution (20 mM,
pH 7) and transferred to a second cell containing the same buffer solution but no cyt c. Measurements of the redox
potential (E;;) and ET rate of cyt ¢ immobilized on the lipid-modified electrode was carried out using the
frequency-variable ACV method developed by Creager and coworkers [29, 30]. ACV experiments at high
frequencies showed two redox peaks. As a result, for each peak potential, a plot of the background corrected peak
current against the logarithm of the frequency was fitted using an equivalent circuit, which simulates an electrode
modified by adsorbed redox species exhibiting a distribution of ET rate constants. This procedure gave us the value
of the ET rate constant (kgr) and coverage (/) of each cyt ¢ subpopulation (see supplementary data for further
details). Electrochemical measurements were repeated at least four times with each time a completely new lipid-
modified electrode. The mean values of E,, ker and 7"thus obtained were statistically compared using Statgraphics
5.1+ software. Analysis of variance (ANOVA) was carried out using the post-hoc Fisher’s least significant difference
test. ANOVA was performed as long as criteria of normality and homogeneity of variances were respected. For
data set not following criterion of normality, non parametric Kruskall-Wallis ANOVA was performed. For each

group of means tested, differences were considered as significant when P-value < 0.05.

2.4. Atomic force microscopy images

Images of the GC electrode and the lipid film were obtained under ambient condition using a multimode
AFM (Nanoscope V, Digital Instruments, Veeco). Tapping mode was used to reduce the potentially destructive
lateral forces exerted on the lipid film. Topographic and error amplitude images were simultaneously recorded
using commercial silicon probes of nominal radius < 10 nm (TAP150, Veeco) and cantilevers of spring constant of 5

N m™" and resonant frequency of 20 kHz (MPP12100, Nanodevices).
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3. Results and Discussion

3.1. Characterization and stability of the supported lipid film

Unless otherwise noted, the lipid film was composed of PC and either CL 14:0 or CL18:2 in 80/20 molar
ratio to mimic the mitochondrial membrane composition [6]. This choice is furthermore justified by the finding
that cyt c interacts more favorably with CL when the latter is mixed with PC [32]. Besides, we verified that a GC
electrode covered with a film of pure PC does not efficiently exchange electrons with cyt ¢ (Fig. S2 in

supplementary data) [26].

The good quality of the CL/PC film coating the GC electrode was confirmed by inspection of the AFM
images recorded on the same spot before and after evaporation of a drop of lipid solution. As shown in Fig. 1, the
surface is fully covered by lipids forming most certainly a monolayer. Small patches on the top of the lipid film can
also be observed. Since the relative height of these patches is ca. 2 nm, they are ascribed to the formation of a

bilayer.

The coating of the GC electrode by the lipid film was additionally checked using Fe(CN)s>~ as a redox probe
(Fig. S3 in supplementary data). As expected, the electrochemical signal of this anion in TRIS-HCI buffer solution
(pH 7) is mostly suppressed after modification of the GC electrode with a negatively charged lipid film. This redox
behavior points to the successful formation of a lipid film covering the entire electrode surface. We however note
that the current — potential response is not flat but takes the shape of a wave, as would be observed in the case of
an array of microelectrodes, suggesting the existence of pinholes [33]. Small defects in the lipid film are without
consequences for the study of the electrochemistry of immobilized cyt ¢, since there is no direct ET between the

protein and a bare GC electrode (vide infra).

The stability of the lipid film under electrochemical conditions was verified by re-dissolution of the lipids
in chloroform at the end of a series of measurements. Quantitative analysis by gas chromatography indicated that
less than 20% of the amount initially deposited was lost after a period of two hours, emphasizing the good stability
of the lipid-modified electrode. In a previously reported study, CL was mixed with cholesterol to improve the
stability of the lipid film during long-time electrochemical measurements [27]. This method was found unnecessary
because of the stability of our lipid film, and was disregarded as the presence of cholesterol could alter the

interactions between CL and cyt c.
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3.2. Electrochemistry of cyt c at CL/PC-modified electrode

We first verified by CV that there is no ET between cyt c in solution and a bare GC electrode (Fig. 2) [27].
After modification of the GC electrode with a CL/PC film, CV shows reversible redox peaks ascribed to the
reduction and the oxidation of the heme group of cyt c. In the course of potential cycling, the redox peaks develop
in height, eventually reaching a maximum value after a period of 5-10 min (Fig. S1 in supplementary data). This
electrochemical response indicates that saturation coverage of cyt ¢ on the lipid film is achieved. During the cycling
procedure, the half-peak potential is slightly shifted toward negative values, consistent with previous observations
[22, 34]. As shown in Fig. 2, the half-peak potential of the heme group of cyt is £y, = =11 mV vs. SCE with a peak-
to-peak separation AE, = 44 mV at a scan rate of 50 mV s, in good agreement with the voltammetric data

measured under similar conditions at a CL-modified graphite electrode [28].

The voltammograms recorded after the transfer of the CL/PC-modified electrode saturated with surface-
confined cyt c in a cell containing no protein clearly show a signal lost (Fig. 2), indicating that the amount of cyt c in
the vicinity of the electrode has significantly decreased. The most possible explanation is that free-diffusing cyt c is
able to exchange electrons with the electrode through the lipid film, hence the large signal in solution containing
protein. In addition, removal of surface-confined protein loosely interacting with the lipid film is very likely during
the transfer procedure. The methodology used here is therefore suitable to limit the electrochemical

measurements to the fraction of cyt c that interacts either electrostatically or hydrophobically with the lipid film.

CV of immobilized cyt ¢ shows redox peaks spanning over a large potential range (Fig. 2). In contrast, the
ACV displays a sharp peak that can be easily discriminated from the background current (Fig. 3). The ACV measured
at the frequency of 4 Hz shows a peak for immobilized cyt ¢ centered at about —20 mV vs. SCE. The formal
potential of cyt c in solution is Ey/y ¢, = +15 mV vs. SCE. Although the measured redox potential for immobilized cyt
c varies with the electrode material and the nature of the modifier, electrochemical and spectroscopic studies have
shown that a large potential shift up to -0.4 V relative to £;/,, may be associated with large modification of the
protein structure away of its native state [35]. Here the potential is only slightly downshifted by relative to that in
solution, as in the case of gold electrodes coated with alkanethiols terminating in carboxylic acid groups [20],

which indicates that cyt c immobilized on the lipid film is not denaturated.

A full monolayer of cyt ¢ would correspond to a surface concentration of about 15 pmol of protein per cm?
[23]. The surface concentrations measured by ACV were 5.2 and 8.1 pmol cm ™2 for CL14:0 and 18:2, corresponding
to a theoretical surface coverage of 35% and 54%, respectively (Table 1). We however note that the actual surface
coverage of immobilized protein should be significantly lower since the roughness factor of the glassy carbon

electrode largely exceeds unity (see AFM images in Fig. 1).
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3.3. Evidence for two subpopulations of immobilized cyt ¢

Five representative ACVs acquired at frequencies ranging from 4 to 692 Hz for cyt ¢ immobilized on a
CL/PC-modified electrode are shown in Fig. 3. At low frequencies, there is one redox peak centered at about -20
mV. The peak current rapidly decreases with increasing the frequency, indicating that the redox process under
scrutiny cannot exchange electrons rapidly. At frequencies exceeding 30 Hz, a new redox peak centered at about
-130 mV appears. The height of this second peak is much less responsive to frequency increase, indicating a fast ET
process. This electrochemical behavior, which was observed at both CL14:0/PC- and CL18:2/PC-modified
electrodes, can only be explained by the existence of two independent subpopulations of immobilized redox
molecules exhibiting different redox potentials and ET rates. Additional support for this assumption was obtained
from the plot of the background corrected ACV current at -50 mV against the logarithm of the frequency, on which
two distinct sigmoids centered respectively below 1 Hz and above 100 Hz could be clearly observed (Fig. S4 in

supplementary data) [29, 30].

The redox potential (E;/;), and corresponding ET rate constant (kgr) and protein coverage (f), calculated
from the ACV measurements for each subpopulation are listed in Table 1 (see also Figs. S5 and S6 in
supplementary data). Cyt ¢ of subpopulation 1, which represents the majority of immobilized protein, is
characterized by a comparatively slow ET rate at a potential close to that of the protein in solution. In contrast, cyt
c of subpopulation 2 exchanges electrons at high rate, but at a redox potential negatively shifted by more than 100
mV. Shift in reduction potentials appears thus to parallel the strength of interactions between cyt ¢ and the lipid
film. Numerous studies using liposomes have reported the existence of two subpopulations of cyt ¢ bound to CL
[14, 18, 25, 36, 37]. In most cases, it has been shown that about 90% of the total amount correspond to
electrostatically-bound cyt ¢, while the remaining 10% correspond to hydrophobically-bound cyt c. In our work,
subpopulation 2, which is the less abundant, was calculated to represent respectively 15% for CL14:0/PC and 5%
for CL18:2/PC of the total coverage of immobilized cyt c. After extensive washing of the electrode with a high ionic
strength solution (i.e. 0.5 M KCI), the signal corresponding to subpopulation 1 is almost suppressed, while that
corresponding to subpopulation 2 remains mainly unchanged (Fig. 4). These observations strongly suggest that
subpopulation 2 is composed of very stable cyt ¢ — CL adducts formed by hydrophobic interactions, whereas

subpopulation 1 corresponds to cyt c interacting mainly electrostatically with CL.

The ET rates measured for cyt ¢ of subpopulation 2 are order of magnitudes larger to that measured with
cyt c electrostatically immobilized on SAM formed by a thiol spacer comprising a similar number of carbon atoms
[23]. Although insertion of cyt ¢ into the lipid film might occur, ‘simple’ distance-dependent electron tunneling
process cannot explain the magnitude of the ET rate measured for subpopulation 2 at the lipid-modified electrodes
[38]. The most likely assumption is that formation of stable cyt ¢ — CL adducts modifies the orientation of the

protein relative to the electrode surface and/or the coordination sphere of the iron ion in the heme group, hence
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accelerating the ET rate. Indeed, replacement of the amino acid axially coordinating the heme group of

immobilized cyt ¢ has been shown to have a pronounced effect on the ET rate [35].

3.4. Dependence of the ET rate on the nature of CL

For subpopulation 1, it seems at first sight that the average rate constant is slower at CL18:2/PC- than
CL14:0/PC-modified electrode (ker = 8 2 s and 30 +11 s, respectively) (Table 1). Nevertheless, statistical analysis
of these mean values showed that the difference is not significant (P-value = 0.18), leading to the conclusion that

there is no influence of the nature of the CL on the redox properties of cyt c composing subpopulation 1.

Cyt ¢ composing subpopulation 2 behaves differently. Mean values of kgt showed that there is for the
subpopulation 2 an effect of the nature of the CL composing the lipid film (P-value = 0.002). The ET rate is twice
faster at a CL18:2/PC- than at CL14:0/PC-modified electrode. This results points to an effect of the structure of the
FA chains on the ET rate of cyt c composing subpopulation 2. Evidence for specific interactions between the double
carbon bonds in the FA chains of CL and bound cyt ¢ has been obtained by spectroscopic methods [36]. According
to the lipid anchorage theory, one or two FA chains are brought in close vicinity to the heme group of cyt c. Our
study tends to show that such interaction might provide a more favorable pathway for ET in the case of 18:2(n-6)
FA chains holding double carbon bonds at specific locations. This assumption is yet speculative and additional
electrochemical experiments using CL carrying 18:0 and 18:1 FA chains are needed to address more precisely this
issue, and more broadly the question of the biological function of atypical FA chain composition in CL of

eukaryotes.

4. Conclusions

Prior to our work, there have been several studies on the electrochemistry of cyt c at electrodes modified
by phospholipids. However the main goal was to measure the rate of ET under various conditions of pH and ionic
strength, without any particular interest to the biophysical properties and the biological functions of the

phospholipids.

Herein, lipids were carefully analyzed and the lipid film was composed of CL and PC in a 20/80 molar ratio
to mimic the mitochondrial membrane composition. Using ACV, we were able to characterize two subpopulations
of cyt ¢ bound to CL, a result that could not be obtained using classical CV techniques. At high ionic strength, only

one subpopulation remained detected, consistent with the existence of very stable cyt ¢ — CL adducts, most
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probably formed by hydrophobic interactions. This assumption was further supported by the high kg7 values (> 300
s™') measured for this cyt ¢ subpopulation. This finding allowed us to analyze more finely the influence of CL on the
electrochemistry of cyt c. We found that the ET rate of hydrophobically-bound cyt c is twice faster at a CL18:2/PC-
than at a CL14:0/PC-modified electrode. Our study suggests that electrochemistry might be a useful technique for
probing protein - lipid interactions, and particularly the role played by the specific structure of FA chains on

conformation and orientation of cyt ¢ bound to CL.
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Tables

Table 1. Redox potential (Ey5), and the corresponding ET rate constant (ker) and cyt c¢ coverage (I)

calculated from ACV for the two different subpopulations of cyt ¢ immobilized either on a CL14:0- or a CL 18:2-

modified electrode. The mean values of Ejj, ker and I were extracted from four (CL14:0) and seven (CL18:2)

independent measures (see text).

Lipid film Ey1/; (V vs. SCE) ker (s™) I (pmol cm™2)
CL14:0

Subpopulation 1 -0.010 + 0.006 3011 5.2+25
Subpopulation 2 -0.120 + 0.009 306 +9 0.9 +0.1
CL18:2

Subpopulation 1 -0.020 + 0.004 812 8.1+3.1
Subpopulation 2 -0.141 + 0.008 689 +64 0.4 0.1
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2 Anplte Bror 50um

Fig. 1. Topographic (left) and error amplitude (right) AFM images. Same spot on the electrode before (A)
and after (B) deposition of a CL/PC film. Small patches of bilayer characterized by a relative height of 2 nm can be

observed at the bottom left.
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Fig. 2. Representative examples of voltammograms recorded at a bare GC electrode (dotted trace) and a
CL/PC-modified GC electrode (dashed trace) in a solution containing 50 uM cyt ¢ and 20 mM TRIS-HCI (pH 7). The
voltammogram recorded for the same lipid-modified GC electrode after transfer in a 20 mM TRIS-HCI buffer

solution that does not contain cyt c is also shown (solid trace).
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Fig. 3. Representative AC voltammograms recorded at frequencies ranging from 4 to 692 Hz for cyt ¢
immobilized on a CL/PC-modified GC electrode in a 20 mM TRIS-HCI buffer solution (pH 7). Data are background

corrected.
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Fig. 4. AC voltammograms recorded at a frequency of 24 Hz for cyt ¢ immobilized on a CL/PC-modified

electrode before (open squares) and after (open triangles) washing with 0.5 M KClI solution.
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DISCUSSION

Ces premiers résultats ont permis d’affiner les conditions de fabrication du film lipidique modifiant
I’électrode. Par exemple, les premiéres électrodes étaient modifiées avec I'ajout de 3 a 10 ug de CL (100% CL) par
spin coating sans précautions particulieres. Le tampon de mesure était un tampon phosphate 10 mM. Les
conditions expérimentales présentées dans I'article ci-dessus ont permis d’améliorer sensiblement la qualité et la
répétabilité des mesures. Par la suite, les conditions et précautions finales de dépot lipidique retenues a la fin de

nos travaux ont encore été affinées pour tendre vers les parameétres suivants :

0.5 pg de PC/CL (80/20) déposés sur I'électrode

Traitement thermique sur électrode tournante (2500 tr mn™) pour Iobtention d’une
monocouche répétable

Dépét sous cloche d’Argon ou de diazote et/ou ajout de BHT pour éviter la péroxydation des
lipides polyinsaturés

Tampon de mesure TRIS 20 mM pH 7.4 avec 20 mM KCl comme électrolyte support et 1 mM

d’EDTA pour s’affranchir de I'effet de la présence inopportune de cations divalents.

Globalement, les paramétres ont également évolué pour tendre vers les conditions physicochimiques
présentes naturellement dans la mitochondrie dans le but de s’approcher d’un systéme électrochimique

biomimétique (Gorbenko et al. 2006) :

pH 7.4
Force ionique : 0.15 M

%mol CL dans la membrane interne : 16-20 %

Pour étudier le phénomene d’accroche, les précédentes publications jouent plutdt sur la concentration de

cyt ¢, la force ionique ou bien la présence de molécules provoquant la désorption du cyt ¢ (urée, calcium, ...).

Ainsi, certaines études soulignent I'importance capitale de la force ionique sur I'accroche de cyt ¢ sur une
électrode modifiée (Salamon and Tollin 1997; Ruzgas et al. 1998). A force ionique forte voire modérée (0.2 M pour

Ruzgas 1998), le cyt ¢ en solution ne s’adsorbe plus sur une électrode d’or modifiée avec des SAMs.
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Dans le cadre de nos travaux, la phase d’adsorption du cyt ¢ dans la premiére cellule électrochimique a
été testée pour différentes forces ioniques. Le voltamogramme suivant représente I'accroche de cyt c¢ sur une
électrode modifiée dans une cellule électrochimique contenant 15 uM de cyt ¢ de cceur de boeuf (Bovin Heart —BH)

avec ou sans ajout de 50 mM de KCl.
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Figure 3.6 : Voltamétrie cyclique de cyt ¢ BH adsorbé sur une électrode de GC modifiée avec 1.5ug de PC-CL 18:2 80-20, conditions

de mesure : Tampon phosphate 10mM pH 6.8 a 25°C avec (courbe en bleu) ou sans (courbe en rouge) KCl 50mM

En présence de KCl, le systéme électrochimique a un potentiel redox décalé de +25 mV et la vitesse de
transfert d’électrons est plus de deux fois plus rapide que celle en absence de KCl (kg calculée par la méthode de
Laviron). La quantité de cyt c électroactif est similaire. Toutefois, on peut supposer que la forme de cyt ¢
électroactif dit « libre », issu de protéines non immobilisées, est davantage présent en présence de 50mM de KCI.
Pour étayer cette hypothése, on peut noter que le potentiel redox en présence de KCI (-2 mV vs SCE) est plus
proche du potentiel natif du cyt ¢ (+20 mV vs SCE) que celui en absence de 50 mM KCI (-27 mV). Une telle tendance
a déja été observée sur une électrode de GC activé (Hagen 1989). La différence de potentiel du cyt c est de +27 mV

en passant d’une force ionique de 1.76 mM a 176 mM.

Deuxiémement, si I'on transfére ces électrodes dans une cellule dépourvue de cyt ¢, I'électrode
préparée en présence de 50 mM de KCl possede une quantité plus faible de cyt c immobilisé. Cela atteste d’une

plus grande proportion de cyt ¢ « libre » transférant des électrons a |’électrode en présence de KCl.
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D’autre part, la modification de la vitesse de transfert d’électrons est une indication qu’en présence de
KCl, le cyt ¢ n’est pas «arrangé » de la méme facon lors du transfert électronique. Cela peut étre di au
rapprochement de la protéine du plan de surface de I'électrode carbone ou bien a une orientation de la protéine

par rapport au plan de I'électrode qui favoriserait le transfert d’électrons.

Ces parametres (décalage du potentiel, perte de cyt ¢ lors du transfert de cellule électrochimique et
vitesse de transfert électronique), méme s’ils ne permettent pas de caractériser la sous-population 2 de cyt ¢
immobilisé, permettent tout de méme d’avoir une information sur le phénomene d’immobilisation de cyt ¢ sur

I’électrode modifiée et pourront étre utilisés pour tester le « lipid anchorage » sur d’autres classes de lipides.

L'un des principaux résultats apportés par ces travaux est donc l'identification d’une deuxiéme sous-
population de cyt ¢ adsorbée sur I'électrode et caractérisée par un recouvrement plus faible, un potentiel décalé
vers des valeurs négatives et une vitesse de transfert électronique plus élevée comparativement a la premiére

population de cyt c.

L'utilisation de sels a permis d’identifier que les forces qui lient la sous-population 2 de cyt ¢ ne sont pas
de méme nature que celles qui entrent en jeu pour la sous-population 1. D’apres les nombreuses publications sur
le « lipid anchorage » qui prévoit I'insertion d’une chaine grasse du CL dans le cyt ¢, nous pouvons supposer que
cette population 2 est lié de facon hydrophobe au cyt c. Mais les mesures par électrochimie ne permettent pas de
confirmer définitivement cette hypothese. Il est également possible que cette interaction plus forte identifiée pour

la sous-population 2 soit de différente nature.

Une autre hypothese consiste a dire que la sous-population 2 de cyt ¢ est liée a la présence de
microdomaines enrichis en CL sur la surface de I'électrode. Le CL est un phospholipide qui est connu pour
composer ces microdomaines, appelés aussi radeaux lipidiques, dans les membranes mitochondriales (Sorice et al.
2009). Nous pouvons supposer qu’un regroupement local de CL sur une membrane composée de PC/CL
permettrait une adsorption plus forte de cyt c. Au niveau des surfaces occupées perpendiculairement au plan de
I’électrode, un cyt ¢ a une empreinte quasi circulaire d’environ 9 nm? tandis que le CL a une empreinte de 0.7 nm?
(Caffrey and Wang 1995; Hanske et al. 2012). La surface occupée par un cyt ¢ est équivalente a celle occupée par
11-12 CL. La densité de charges négatives portée par ces microdomaines enrichis en CL serait plus élevée que celle
d’un mélange homogeéne PC/CL car la PC porte une charge globale neutre. En présence de tel microdomaines, on
peut également supposer que le cyt ¢, dont la charge nette est de +7/+8 a pH physiologique, s’adsorberait
préférentiellement sur ces microdomaines. Cette hypothése est confortée par I'étude de Kim (Kim et al. 1998) qui
étudie 'accroche de cyt ¢ sur des mélanges lipidiques PC-CL par RMN et qui émet I'hypothése d’une interaction

forte du cyt ¢ sur des microdomaines composés de CL.
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L’hypothese de I'explication du cyt ¢ accroché fortement sur des microdomaines enrichis en CL serait

confortée par certaines de nos observations :

Voici des images d’AFM d’une électrode de GC recouverte d’un film lipidique de PC/CL 80/20 (PC soybean
et CL 18:2) aprés un traitement thermique a 37°C qui a permis un réarrangement des lipides sur la surface de
carbone (Figure 3.7). Nous avons observé un réarrangement du recouvrement lipidique pour former des ilots de

lipides plus « durs » (zones sombres) par rapport a la matrice lipidique plus « molle ».

Figure 3.7 : Image de phase en AFM d’une surface de GC modifiée avec un mélange PC-CL et aprés un traitement thermique a 37°C

(80/20 PC soybean / CL 18:2n-6).

Des essais en EFM (Electrostatic Force Microscopy) pour essayer de visualiser des variations locales de
champ électrostatique sur un dépot de PC-CL ont eu lieu mais n‘ont donné aucun résultat satisfaisant pour

I'instant.

Une autre hypothese pour expliquer la nature des forces liant la sous-population 2 du cyt ¢ sur I’électrode
modifiée PC-CL serait de postuler qu’il existe une population de CL entierement déprotonée (charge globale de -2)
en parallele des autres CL chargés -1. De cette population de CL chargés -2 résulterait une accroche plus forte de

cytc.

Il existe en effet une incertitude quand a la charge portée par le CL. Si les deux phosphates portés par le
CL laissent penser qu’il serait chargé -2 a pH physiologique, en réalité le comportement acido-basique du CL est

assez complexe. Comme présenté dans le chapitre 1, la forme semi-protonée du CL pourrait se stabiliser sous une
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forme bicyclique impliquant le motif glycérol terminal (Kates et al. 1993). Ainsi, le pk,, se situe dans une fourchette

de 7.539.5.

Nous avons réalisé un titrage acide-base de CL 18:1 (Figure 3.8). Un profil de titrage similaire a été réalisé

par Kates (Kates et al. 1993).
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Figure 3.8 : Dosage acide/base de CL 18:1 par du KOH, volume équivalent théorique a V=133pL.

Par rapport a un comportement classique de diacide, on remarque que la premiére équivalence est
décalée (1.11 au lieu de 1) et aussi la deuxieme équivalence (1.47 au lieu de 2). S'il est difficile de conclure sur le
comportement acidobasique du CL en particulier car des phénomenes de protection des groupes phosphates liés a
une réorganisation sous forme de micelles du CL lors du titrage peuvent survenir, on peut néanmoins supposer

qu’il doit exister a pH 7.4 une fraction de CL déprotoné.

Une étude de 2006 s’est par ailleurs intéressée a I'état de protonation du CL en lien avec son interaction
avec le cyt ¢ (Figure 3.9). Une simulation numérique aboutit a la méme conclusion, c'est-a-dire qu’il existerait une
part minoritaire de CL chargé -2 a pH physiologique qui serait a la base d’un deuxiéme type interaction entre cyt ¢

et CL (Gorbenko et al. 2006).
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Figure 3.9 : Calculs de la distribution d’une solution 4 mM de cyt c lié a des liposomes (100 mM) de type PC-CL en fonction de la
force ionique et de I'état de protonation du CL. Le CL peut étre sous une forme déprotoné (DPS) ou semiprotoné (HPS). D’aprés Gorbenko et

al. 2006.

Les études électrochimiques apportent peu de réponses par rapport a ces hypothéses sur la nature de
I'interaction cyt ¢ — CL pour la sous-population 2. Toutefois, ces hypotheses alternatives a celles de I’ »extended
lipid anchorage » et de I'insertion d’une chaine grasse dans un patch hydrophobe du cyt ¢ ont en commun le fait
d’avoir a proximité du cyt ¢ un environnement dont la densité de charges négatives est plus importante
(microdomaines de CL ou CL chargé -2). Ceci est en accord avec le décalage du potentiel de la sous-population 2 du
cyt ¢ vers les potentiels négatifs qui peut étre corrélé a une augmentation de la présence de charges négatives a la

proximité de I'ion fer (Salamon and Tollin 1991). Ces deux phénomeénes peuvent également coexister.
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CONCLUSION - PERSPECTIVES

ELECTROCHIMIE SUR LA FORME ADSORBEE DU CYT C

Le protocole expérimental présenté dans ce chapitre fait intervenir un changement de cellule
électrochimique afin d’étudier uniquement le cyt ¢ immobilisé sur I'électrode. Cette approche est intéressante
dans le sens ou elle permet de discriminer plusieurs état électroactifs du cyt c. Lors du transfert de cellule,
I’électrode est lavée a I'eau distillée ou avec un tampon similaire a celui présent dans la cellule. Le signal
électrochimique observé dans la deuxiéme cellule exclut donc totalement le cyt ¢ « libre ». De méme, dans la
deuxieme cellule électrochimique, le signal correspondant au cyt ¢ « immobilisé » diminue dans un premier temps
et se stabilise finalement pour atteindre une valeur du recouvrement surfacique constante. Cela induit la présence
de protéines faiblement liées a I'électrode modifiée méme aprés le lavage lors du transfert de cellule. La quantité
et la proportion relative de ces différentes populations de cyt ¢ sera étudié dans le chapitre suivant traitant de la

théorie du « lipid anchorage ».

INFLUENCE DE LA NATURE DU LIPIDE

Comme présenté dans le premier chapitre, des d’électrodes modifiées par des phospholipides ont déja
été utilisées pour des études portant sur I'électrochimie du cyt c. Cependant, ces études ont toutes un objectif
convergeant : promouvoir I'électrochimie du cyt ¢ pour mesurer les parametres de cinétiques de transfert
électronique principalement. Ainsi, ces études prennent peu en considération les propriétés physicochimiques de
phospholipides car leur sujet d’étude est focalisé sur la relation entre I’état de coordination de I'ion fer du cyt c et

la vitesse ou le potentiel du transfert électronique observé.

Les travaux effectués par Salamon (Salamon and Tollin 1997), Park (Park et al. 2001) et Wu (Wu et al.
2001) ont été pris comme référence pour la mise au point des techniques utilisées dans cette these. Ces deux
études ont en commun I'utilisation d’une électrode modifiée avec un dép6t de PC-CL en proportion molaire 80/20
pour I'étude électrochimique du cyt c. Le but n’a pas été de reproduire ces expériences mais de les prolonger afin

de mettre en évidence le role des phospholipides sur ce systeme.

Salamon et Tollin identifient plusieurs sous-populations de cyt ¢ sur une électrode d’ITO modifiée avec un

mélange PC-CL 80/20 pour des concentrations variables de cyt c. Cette étude est assez révélatrice de I'approche
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traditionnelle en électrochimie de ces systémes. Si la surface de I'ITO est idéale pour un recouvrement lipidique en
monocouche/bicouche, le choix de ce matériau est peu judicieux pour étudier l'interaction du cyt ¢ avec les
phospholipides. En effet, I'lTO est une des seules électrodes qui permettent I'électrochimie du cyt c sans
modification de sa surface (Yeh and Kuwana 1977). Cela se vérifie dans cette étude par I'électroactivité du cyt ¢ sur
une électrode d’ITO modifiée par de la PC (Egg yolk) uniquement. Le signal électrochimique observé dans ce cas
correspond vraisemblablement a un transfert électronique direct du cyt ¢ a I'électrode d’ITO. Les travaux de
Salamon et Tollin sont uniquement fait avec du cyt ¢ présent en solution et ne permettent pas de distinguer les
phénomenes d’accroche du cyt ¢ sur une électrode modifiée. Enfin, le CL est vu ici comme une molécule organique
modifiant la surface de I’électrode. Aucune information sur ses propriétés biophysiques ni méme sa nature (pas

d’information sur le type de chaines du CL) n’est discutée dans cette étude.

La méconnaissance des propriétés et de la diversité extrémement importante d’especes moléculaires de
phospholipides retrouvés dans les systemes biologiques est souvent flagrante dans ces études électrochimiques.
Par exemple, pour modifier une électrode de GC, Wu utilise de la PC 14:0 qu’il nomme a tort dans son résumé

« DMPG, a kind of lipid » (Wu et al. 2001).

Si la technique présentée dans ce chapitre devait se rapporter a une étude existante, ce serait sans nul
doute aux travaux de Park et al. (Park et al. 2001). Son modeéle expérimental est également I'étude
électrochimique du cyt ¢ grace a une électrode de GC modifiée par spin-coating avec un dépot lipidique contenant
du CL. Notre protocole s’est d’ailleurs inspiré initialement de ces conditions expérimentales. Toutefois, comme
pointé précédemment, c’est surtout la déconnexion qui existe entre le modele expérimental utilisé et le
fonctionnement de ces systemes in-vivo qui peut poser probleme. Comment comprendre que la couche de
phospholipides déposée (qui n’est pas exactement une monocouche selon les auteurs) de 30 nm d’épaisseur
puisse étre comparée a une membrane biologique (environ 5nm d’épaisseur). Le choix du type de CL (issu de E.

coli) semblent également peu judicieux pour étudier son interaction avec un cyt ¢ de cceur de cheval.
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CHAPITRE 4 - PARTIE 1 : ETUDE DE LA SOUS-POPULATION 2 DU CYT C

INTRODUCTION

Le chapitre 4 a pour objectif d’aller plus loin dans les aspects des spécificités de structures des
phospholipides par rapport a I'interaction et aux transferts électroniques avec le cyt c. Certaines questions
quant aux effets des différentes formes moléculaires de phospholipides et différentes sources de cyt ¢

présentent un intérét particulier.

Des études récentes montrent que le complexe cyt ¢ — CL (insertion de la chaine grasse dans la partie
hydrophobe du cyt c) ne serait plus impliqué dans le processus de transfert électronique de la chaine
respiratoire mais dans d’autres fonctions comme I’activité péroxidase du complexe (Basova et al. 2007; Hanske
et al. 2012), son implication dans I'apoptose ou son affinité pour le CO et le NO (Rajagopal et al. 2012) entre
autres. La nature des interactions qui entrent en jeu pour la sous-population 2 du cyt c identifiée dans le
chapitre précédent acquiert alors un certain intérét. Nous avons testé par électrochimie différents parameétres
liés a I'environnement de la membrane interne de la mitochondrie comme l'effet du pH ou du ca” sur le
complexe cyt ¢ — CL. L'objectif principal consiste a comprendre quel pourrait étre le role de la sous-population 2

de cyt c en fonction de parametres liés au fonctionnement de la mitochondrie.

Ces expériences sont également utiles pour mieux comprendre la nature des interactions existant
entre le cyt ¢ et le CL pour les deux sous-populations de cyt c identifiées dans le chapitre précédent. Nous
apportons donc une extension de l'utilisation du modéle électrochimique décrit précédemment pour I'étude de

I'effet du pH et du Ca*".
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EFFET DU PH

Le CL présente une sensibilité toute particuliere envers les variations de pH. C’'est le seul phospholipide
connu qui a un comportement atypique face aux variations de pH. Sa structure, plus particulierement son motif
glycérol central, est impliqué dans le deuxiéeme pk, (Kates et al. 1993) qui peut varier selon les conditions
expérimentales et selon la nature des chaines grasses portées (Haines et al. 2008 et communications
personnelles Pr. Em. Richard Epand). L'équipe de Khalifat travaille depuis peu sur l'effet d’un
microenvironnement acide (pH 4-5) induit par une injection de HCl a proximité d’un liposome (GUV) dont la
membrane contient du CL. Leurs travaux (Khalifat et al. 2008; Khalifat et al. 2011) a permis d’identifier que seul
la présence de CL provoque des modifications drastiques des propriétés biophysique de la membrane en milieu

acide (Figure 4.1).

Figure 4.1 : Application d’un microenvironnement acide (pH~4) sur des GUV (Giant Unilamellar Liposome) composé de PC/PE
(%mol 66/34, image de droite) ou de PC/CL (%mol 90/10 image de gauche, résultats identiques avec un mélange PC/PE/CL 60/30/10).
D’aprés Khalifat et al. 2008; Khalifat et al. 2011.

Seule la présence de CL permet de créer des invaginations mimant les crétes que I'on retrouve dans

les mitochondries (Khalifat 2008 —2011).

Concernant le cyt ¢, il existe une riche bibliographie concernant I'impact du pH sur sa structure et ses
propriétés (Koller and Hawkridge 1988; Rytémaa et al. 1992; Kawai et al. 2005; Zhou et al. 2007). En effet, le pH
est 'un des premiers parametres utilisés afin d’identifier des conformations différentes de la protéine. Des
1939, Theorell identifie cing conformations de cyt ¢ en fonction du pH (Theorell and Akesson 1941). Plus tard,

les études électrochimiques en milieu acide (lkeshoji et al. 1989) et en milieu basique (Barker and Mauk 1992)
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permettront d’identifier des formes non natives de cyt c induites par un changement de pH. Cependant ces
études portent sur des pH relativement éloignés des conditions que I'on retrouve in-vivo (pH de 2.5 pour
Ikeshoji et 10.4 pour Barker) et seul deux formes conformationelles de ferricytochrome c (cyt c oxydé) ont été

identifiées a pH physiologique (Greenwood and Palmer 1965).

Nous avons étudié I'influence du pH sur les deux sous-populations de cyt c immobilisé. Il faut noter ici
que la phase d’adsorption du cyt c est réalisée a pH physiologique (pH 7.2) dans la premiére cellule
électrochimique tandis que dans la deuxieme cellule électrochimique différents pH ont été fixés. Le protocole

pour modifier I'électrode est similaire a celui du chapitre 3 mais avec les variantes suivantes :

* 0.2 pg de PC-CL est déposé sur I'électrode.
* La premiére cellule électrochimique contient 10 uM du cyt c.
* Un traitement thermique est appliqué a I'électrode au sein de la premiére cellule
électrochimique (+34°C).
Le pH de la deuxiéeme cellule est fixé par un tampon 20 mM choisi en fonction de la gamme
de pH utilisée :
* pH4et5.5: Tampon acide acétique/acétate
e pHG6.5,7.5et8.5: Tampon TRIS-HCI/TRIS

* pH 10 : Tampon Bicarbonate/Carbonate

RESULTATS -DISCUSSION

On constate d’emblée que la quantité maximale de cyt ¢ immobilisé sur I'électrode modifiée est
dépendante du pH. Les valeurs de quantité de cyt c adsorbé sont les plus importantes a des pH de I'ordre de 7-
8 (Figure 4.2). Quand le pH décroit, la quantité de cyt c adsorbée diminue. A pH 4, la quantité de cyt c adsorbée

représente 14% de la quantité adsorbée a pH 7.5.
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Figure 4.2 : Variation de I'intensité du pic de la sous-population 1 de cyt c en ACV a 0.2 Hz sur une électrode modifiée PC-CL

18:1.

Globalement I"évolution de I'accroche du cyt ¢ en fonction du pH observé est cohérente avec les

mesures d’Eddowes (Figure 4.3) méme si I'électrode modifiée utilisée dans cette étude ne contient pas de CL.

La raison de la décroissance de la quantité de cyt c adsorbé aux faibles pH peut étre expliquée par la
densité de charge positive plus élevée de la membrane PC-CL. Aux faibles pH, le CL aura une proportion de
forme biprotonée plus élevée. Ce CL biprotoné porte une charge globale neutre. La charge globale de la
membrane tendant vers la neutralité a des faibles valeurs de pH peut étre I'explication du départ du cyt ¢ qui

est lui-méme fortement chargé positivement.
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| o5t /
/

4 S 6 7 8 9 10

— pH —

Figure 4.3 : Variation de 'intensité du pic de cytochrome c de cceur de cheval 5mg/L sur une électrode d’ITO modifiée avec du

4-4'-bipyridyl. D’aprés Eddowes and Hill 1979.
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En milieu basique, le cyt ¢ perd ses charges positives (les groupements amines des résidus lysine
principalement). Le point isoélectronique (charge globale neutre) du cyt ¢ est d’environ 10. Ceci peut expliquer

la baisse de I'adsorption de cyt ¢ pour les pH basiques.

A pH 11, nous n’observons que de trés faibles adsorptions concernant les sous-population 1 et 2
identifiées a pH physiologique. Parallelement un pic principal apparait a +164 mV (Figure 4.4). Aux pH
fortement basique, diverses études observent une dénaturation du cyt c. Nous supposons que nous observons

cette forme pour un pH de 11.
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Figure 4.4 : ACV a 0.2 Hz de cyt c adsorbé sur une électrode PC-CL 18:1 a pH 11

La présence de la sous-population 2 de cyt c a pu étre identifiée sur la gamme de pH 4-10. On observe
pour les deux sous-populations de cyt c des décalages en potentiels en milieu acide. A pH 4, la sous-population
2 identifiée dans le dernier chapitre a un potentiel redox plus élevé que le cyt c lié de fagon électrostatique au

CL (Figure 4.5) ce qui est la tendance inverse par rapport a celle rencontrée a pH physiologique.
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Figure 4.5 : Intensités normalisées de ’ACV a 0.2 Hz de la sous-population 1 du cyt ¢ (ronds bleus) et de 'ACV a 258 Hz de la
sous-population 2 du cyt ¢ (croix rouges) sur une électrode modifiée type PC-CL a pH 4. Les courbes associées représentent le meilleur

« fit » par rapport au jeu de données.

Les potentiels redox des deux sous-populations de cyt ¢ se décalent vers les valeurs positives avec
I’'augmentation du pH (Figure 4.5). La sous-population 2 apparait cependant davantage sensible aux variations
de pH (Figure 4.6). Alors qu’en milieu basique le potentiel de cette sous-population de cyt ¢ n’est pas ou peu
sensible aux variations de pH, on observe une relation linéaire entre pH et potentiel redox quand on se situe

dans la zone de pH en dessous de la neutralité.
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Figure 4.6 : Effet du pH sur les potentiels redox des sous-populations 1 (Croix bleues) et sous-populations 2 (Croix rouges) du

cyt c adsorbé. Pour chaque valeur de pH, deux mesures ont été réalisées.

Un tel comportement a déja été reporté dans le cas de cyt c immobilisé sur une électrode modifiée
par des SAMs (Murgida and Hildebrandt 2001; Jin et al. 2012). Ces différentes études ne font pas de
distinctions entre différentes sous-populations de cyt ¢ adsorbés mais observent une variation du potentiel de
cyt ¢ similaire en milieu acide (Figure 4.7). Les auteurs expliquent la variation du potentiel redox dans la zone
acide de pH par une réaction couplée entre un proton et un électron, phénomene connu sous le nom de PCET

(Proton Coupled Electron Transfer).
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Figure 4.7 : Dépendance au pH du potentiel redox du cyt ¢ immobilisé sur une électrode d’or modifiée par des SAMs C11

acides. D’apreés Jin 2012.
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La pente du potentiel formel de la sous-population 2 du cyt c immobilisé est de 56 mV par unité de pH
(Figure 4.6) ce qui est trés proche de la valeur théorique de 59 mV par unité de pH calculée pour 1

proton/électron échangé (Figure 4.8).

Ox + mH* + ne” — Red(H), "™+
E=E 4+ 0.059mpI_I
n

Figure 4.8 : Variation du potentiel formel d’un composé lors d’'un PCET. 0.059 = 2.3R.T/F avec T=25°C. D’aprés Weinberg 2012.

Les valeurs de cinétiques calculées pour la sous-population 2 sont plus élevées a pH 4 qu’a pH 7.5
(Figure 4.9) ce qui est donc cohérent avec un transfert électronique couplé avec un transfert de proton. A pH
acide, la disponibilité en proton est trés forte et on tend vers une limitation de la vitesse de réaction par la

vitesse de transfert des électrons.
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Figure 4.9: Vitesse de transfert électronique de la sous-population 2 de cyt ¢ en fonction du pH. Les barres d’erreurs

représentent I'erreur-type lié a la méthode de calcul du Ker.

En milieu alcalin, nous n’observons pas de variation de la vitesse de transfert électronique. Cela est dii
a la faible disponibilité du milieu en proton. La vitesse globale de réaction est limitée par la vitesse de transfert

des protons dans ces conditions.

Grace a l'utilisation d’eau deutérée, les travaux de Murgida ont été les premiers a prouver |'existence
d’un PCET pour le cyt ¢ (Murgida and Hildebrandt 2001). Le PCET serait relié au réarrangement des liaisons
hydrogenes a I'intérieur du cyt ¢ lors du changement d’état d’oxydation (Murgida and Hildebrandt 2001; Jin et
al. 2012).
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D’une maniére générale, la variation du potentiel redox d’une métalloprotéine est liée au changement
de I’environnement de I'ion métallique central. Il est possible que le cyt ¢ se dénature dans les gammes de pH
acides. Cela a déja été supposé dans les études électrochimiques de Park (Park et al. 2001) et Lojou (Lojou and
Bianco 2000) qui notent la présence de formes dénaturées du cyt c a faible pH (2.3-4.6) ou a pH 6.3,
respectivement. Toutefois, cette hypothése est peu probable car si le cyt ¢ adopte différentes conformations
préférentielles a des pH extrémes, il peut généralement retrouver sa forme native aprés le retour au pH
neutre. Jin a montré que si le cyt ¢ change de conformation a pH acide (pH de 4.5), il peut retrouver sa
conformation a pH neutre mais ce retour a la forme native est plutét lent (de I'ordre de 30 mn). Dans nos
expériences, nous avons observé qu’une électrode modifiée PC/CL avec du cyt ¢ adsorbé mis en présence d’une
solution acide (pH 4) pouvait étre réutilisée a pH 7.4 et donnent des résultats similaires a des mesures réalisées
sans ce traitement acide. Cela suggére que les modifications de potentiel observées ne sont pas associées a

une dénaturation du cyt c.

Un autre parametre intéressant concerne la quantité de sous-population 2 de cyt ¢ adsorbé en
fonction du pH. En effet, il est possible que ce parameétre varie si I’'on considere les hypotheses formulées en fin
de chapitre 3 sur la nature de la sous-population 2 (cyt ¢ accroché a du CL chargé -2 ou sur des microdomaines
de CL). Toutefois, les valeurs de potentiels formels de la sous-population 2 de cyt ¢ se sont rapprochées de celle
de la sous-population 1 ce qui rend plus difficile le calcul de la quantité de la sous-population 2 de cyt c. Les
intensités de pics a hautes fréquences (ou la sous-population 1 n’est plus visible) peuvent donner une
indication de la quantité de la sous-population 2 de cyt c adsorbé. Cette quantité semble augmenter pour les

pH acides (Figure 4.10).
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Figure 4.10 : Variation de I'intensité du pic de la sous-population 2 de cyt ¢ en fonction du pH en ACV a hautes fréquences

(258 Hz 3 pH 4, 98 Hz  pH 5.5 -6.5 et 230 Hz & pH 7.5 -8.5).
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On peut supposer que les hauteurs de pics a 230 Hz et 258 Hz sont trés comparables et les différences
observées (I pic de I'ordre de 40-60 nA a pH 7.5-8.5 contre des | pic de I'ordre de 120-150 nA aux pH acides)
refletent qu’il existe une plus grande proportion de sous-population 2 par rapport a la sous-population 1 a pH 4
qu’a pH 7.5. Ces intensités de pics reportées sont issues de fréquences différentes et ne sont théoriquement
pas comparables car plus la fréquence appliquée augmente, plus on a potentiellement d’échanges

électroniques possibles.

Dans I’hypothése d’un lien entre une fraction de CL chargé -2 et la sous-population 2 de cyt ¢ adsorbé,
la proportion de sous-population 2 de cyt ¢ devrait diminuer avec la baisse de pH. Or c’est I'inverse qui est
observé. Cela est cependant cohérent avec les premiers travaux réalisés sur le « lipid anchorage » qui
identifient a I'origine les deux sites d’accroche du cyt ¢ (A-site et C-site) en fonction du pH (Rytémaa et al.

1992). Rytdmaa décrit le site d’accroche de type C-site a un pH de 4 (Figure 4.11).

Figure 4.11 : Les deux sites d’accroche du cyt ¢ sur une membrane contenant du CL : A-site a pH 7 (sensible aux anions) et C-

site a pH 4 (sensible au cardiolipide). D’aprés Rytémaa et al. 1992.

On pourrait alors faire un paralléle entre les formes A et C de Rytdmaa et les sous-populations 1 et 2
identifiées précédemment. La théorie initiale du « lipid anchorage » définit que le site d’accroche C nécessite
un CL protoné (charge globale neutre) ce qui est donc a I'opposé de I'hypothése formulée précédemment qui

consiste a voir la sous-population 2 comme une association entre cyt c et CL chargé -2.
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EFFET DU CA®* SUR L’ANCHORAGE

Le lien entre I'accroche de cyt ¢ dans la mitochondrie et calcium a été ensuite pointé par les études de
Hanson (Hanson et al. 2004). Lors d’un faible relargage de cyt c dans le cytoplasme qui ne suffit pas a induire
I"apoptose, il existe un mécanisme d’amplification de ce relargage de cyt c. Hanson et al. montre que le cyt ¢
peut se lier a des récepteurs cytoplasmiques spécifiques nommeés IP3 dont la fonction est de réguler le
transport d’ion calcium du réticulum endoplasmique. Le cyt c lié a IP3 provoque le relargage de Ca” dans le
cytoplasme (Hanson et al. 2004). Ce ca® provoque alors une rétroaction positive de par son action dans la
mitochondrie qui provoque un relargage plus important de cyt c. Ce phénomene s’emballe jusqu’a former les

apoptosomes, et donc I'induction de I'apoptose (Figure 4.12).
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Figure 4.12 : Effet amplificateur de la rétroaction du calcium sur le relargage du cyt c dans le cytosol. D’aprés Hanson et al.

2004.

Le fait que le ca® puisse décrocher du cyt ¢ des mitochondries est bien documenté (Petrosillo et al.
2004; Petrosillo et al. 2006; Paradies et al. 2009). L’étude de Huang a méme permis de démontrer in vitro que
le cyt ¢ en solution ne s’adsorbe pas sur une électrode modifiée avec du CL en présence de 200 uM de ca”

(Huang et al. 2006) (Figure 4.13).
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Figure 4.13 : CV d’une solution de 1 pM de cyt ¢ aprés addition de 10, 40, 100 et 200 uM de Ca**. Modifié d’aprés Huang et al.
2006.

Il s’est donc avéré intéressant de comprendre comment peuvent évoluer nos deux sous-populations
, , ape 2 2 . N . N
de cyt ¢ adsorbé sur une électrode modifiée PC-CL face au Ca“". Le protocole mis en place a cette fin est trés

similaire a celui utilisé pour I’étude de I'effet du pH. Les conditions de mesures sont les suivantes :

* 0.25pg de PC-CL est déposé

* Letampon de contient plus d’EDTA

* Un traitement thermique est appliqué a I’électrode au sein de la premiere cellule
électrochimique (+35°C)

* Une injection de 50uL de CaCl, 0.1M est faite dans la deuxiéme cellule
électrochimique pour obtenir une concentration en ions Ca”™ d’environ 1mM. Cette

étape a été répétée pour tester des concentrations en Ca” finales de 100 et 10uM.

Avant I'ajout de ca”, le profil retrouvé en AC voltamétrie est tres similaire a celui décrit au chapitre 3.
Pour une concentration de 1 mM de Ca”* dans la deuxiéme cellule, la sous-population 2 de cyt ¢ disparait et
seule reste une fraction du cyt c adsorbé (Figure 4.14). Ce protocole a été réitéré avec une concentration de
calcium passant de 1 mM a 10 uM avec les mémes observations. Etonnamment, la fraction du cyt c restante en
présence de cation calcium présente une vitesse de transfert électronique trés élevée par rapport aux vitesses
habituellement observées pour la sous-population 1 de cyt c a ce potentiel. La question d’une troisieme sous-

population de cyt c immobilisé dans ces conditions se pose.
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Figure 4.14 : Représentation des deux sous-populations de cyt ¢ sans Ca’* et comparaison avec le signal électrochimique

observé aprés 'addition de 1 mM de Ca* (courbe rouge).

Le transfert d’électrons pour ce cyt c résiduel est toujours observé pour des fréquences en potentiel
de I'ordre de 1500-2000 Hz. La Figure 4.15 représente une ACV du cyt ¢ résiduel aprés exposition au Ca™ et
pour une fréquence de 600 Hz, fréquence pour laquelle les deux sous-populations de cyt ¢ ne transferent plus

d’électrons dans les conditions expérimentales classiques. Cette observation peut avoir plus explications.
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Figure 4.15 : ACV 3 600Hz de cyt ¢ adsorbé sur une électrode PC-CL en présence de 10 pM de Ca®'. E° mesuré +20.5 mV, ker

d’environ 2000s™.

Le potentiel redox de la sous-population de cyt c lié de fagcon hydrophobe a pu se décaler. Pour

appuyer cette hypotheése, on peut remarquer que le potentiel de +20.5 mV du cyt ¢ en présence de Ca’* est
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sensiblement différent du potentiel de la sous-population de cyt c électrostatique en condition normale (-18.7
mV mesuré pour cette expérience). De plus, la gamme de vitesse de transfert d’électrons est davantage
comparable avec celle de la sous-population 2 de cyt ¢ (qui est de I'ordre de 300 — 800 st pour la sous-

population 2, 1-50 st pour la sous-population 1).

Le cyt c résiduel peut également provenir de certains cyt ¢ qui seraient « enfouis » partiellement ou
totalement dans le dépdt lipidique et qui auraient échappé a I'influence du calcium présent en solution. Les
fortes vitesses de transfert électronique peuvent suggérer qu’il existe une faible distance entre ces cyt c et la

surface de I'électrode.

Les cations divalents et plus particulierement le calcium sont connus pour perturber I'interaction entre
le CL et le cyt c. Une étude électrochimique de 2006 a démontré que la présence de faibles concentration de
calcium dissous (~0.2 mM) peuvent annihiler la médiation du cyt ¢ sur une électrode modifiée au CL (Huang et
al. 2006). Nos expériences different de cette étude car seul le cyt ¢ adsorbé sur I'électrode modifiée est étudié.
Nos résultats confirment I'effet du Ca** comme perturbateur de l'interaction CL - cyt ¢ pour nos deux sous-
populations de cyt ¢ et ce pour des concentrations plus faibles que celles mentionnées dans la littérature (10
KUM). Les mesures d’ACV montrent également que I'interaction cyt ¢ — CL pour la sous-population 2 du cyt ¢ est
rompue par la présence de Ca’ au contraire d’une solution saline concentrée (KCl) comme ce la avait été

démontré dans le chapitre 3.

Tout d’abord, on peut émettre I’hypothése que c’est la forte affinité du ca® pour le CL qui provoque la
perturbation de I'interaction cyt ¢ — CL. Cela induit que I'interaction supposée hydrophobe entre le cyt c et le CL
de la sous-population 2 possede également des interactions de nature électrostatiques en paralléle car le ca”

ne devrait pas perturber une interaction purement hydrophobe.

Cette vision n’est pas incohérente avec le modele du « lipid anchorage » proposé par I'équipe de
Kinnunen (chapitre 1). En effet, le site A, de nature électrostatique est sensible aux anions et plus
généralement aux sels, il n’est pas étonnant de voir un effet du Ca** pour ce type d’interaction. Mais le second
site d’accroche C du cyt ¢ sur des liposomes contenant du CL est décrit par une interaction de type liaison

hydrogene entre le résidu Asn52 et un groupe phosphate du CL (Figure 4.16).
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Figure 4.16 : Liaisons hydrogéne entre le résidu Asn52 du cyt c et le groupement phosphate du phospholipide. D’apres

Rytomaa and Kinnunen 1995

La aussi, on peut comprendre que l'affinité du ca® pour le groupement phosphate du CL puisse
perturber cette interaction. La présence dans le CL de deux groupements phosphates proches a été suggérée

comme étant le motif structurel responsable de la forte affinité du ca” pour le CL (de Kruijff et al. 1982).

L’association Ca**-CL va nécessairement diminuer la densité de charge négative des groupements
phosphates. Or, c’est cette densité de charges négatives qui est a la base de la formation de liaisons hydrogéne

entre phosphates et le résidu Asn52 du cyt c.

Une autre possibilité consiste a dire que le changement des propriétés biophysiques du CL en
présence de Ca’" est responsable de la perte de cyt c. En effet, en présence de Ca’, le CL subit une
« rétractation » de ses chaines grasses (Hegner et al. 1973) et adopte préférentiellement une phase hexagonale
inverse méme en mélange avec de la PC (Macdonald and Seelig 1987). Une des possibilités de I'origine de ce
mécanisme serait la déstabilisation de la forme bicyclique du CL en présence de ca™. La perte de cette
structure modifie I'encombrement stérique de la téte polaire du CL, donc sa courbure et potentiellement son
comportement de préférence d’état de phase (Haines 2009). Cela suggére que l'intégrité méme du dépot

lipidique serait touchée en présence de ca”™.
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EFFET DU A L’ETAT REDUIT DU CYT C

Le cyt ¢ sous sa forme fortement liée a une membrane contenant du CL peut exister sous une
conformation spécifique (Cortese et al. 1998). La question est de savoir si I’état d’oxydation de la protéine a
une influence sur I'induction de cette modification structurelle ou bien si I'interaction avec la membrane peut a

elle seule I'induire (Letellier and Shechter 1973; Cortese et al. 1995; Cortese et al. 1998).

Concrétement, la question s’est posée pour nos expériences de savoir si la deuxieme sous-population
de cyt ¢ pouvait étre induite par les potentiels réducteurs imposés lors des voltamétries cycliques faites dans la
premiére cellule. En effet, le suivi de I'adsorption lors de cette phase d’accroche du cyt ¢ suppose une
réduction et une oxydation de la protéine toutes les 20-25 secondes que dure un cycle voltamétrique. Pour
vérifier I'hypothése que seul le cyt ¢ réduit pourrait interagir de facon hydrophobe avec le CL, deux

manipulations ont été réalisées :

1. La phase d’adsorption a été réalisée sans porter |'électrode a des potentiels
réducteurs. L’électrode modifiée a été immergée dans une solution 100 pM de cyt ¢
de cceur de boeuf pendant 15 minutes.

2. Une solution de cyt ¢ a été réduite a 95% avec de la dithionite (hydrosulfite de
sodium) selon un protocole détaillé en Annexes. Ce cyt c réduit a remplacé la

solution de cyt ¢ qui est sous la forme oxydée par défaut.

La premiere expérience a démontré qu’il n’y avait pas d’impact apparent de I'utilisation ou non d’un

potentiel réducteur sur la formation des deux sous-populations de cyt ¢ adsorbé respectives (Figure 4.17).
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Figure 4.17 : ACV a 14Hz d’une électrode PC-CL préimmergée dans une solution 100uM de cyt ¢ sans imposition d’un potentiel
réducteur lors de I’adsorption. Croix noires : Données corrigées de la ligne de base, Courbes rouges et bleues : Déconvolution du signal

en deux gaussiens représentants les sous-population 1 et 2, Courbe verte : Courbe résultante des deux déconvolutions.
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Ce résultat tend a montrer que le cyt ¢ réduit n’est pas un prérequis a la formation d’un lien plus fort
entre cyt ¢ et CL. L'utilisation d’un cyt ¢ réduit en solution dans la premiére cellule conduit cependant a des
résultats fort différents par rapport au schéma classique. Le cyt ¢ réduit ne présente aucune cinétique
d’adsorption sur une électrode modifiée PC-CL et ce méme pour de faibles (5 uM) ou fortes (100 uM)

concentrations en protéines.

Tout d’abord, ce résultat peut étre le fait d’'une espéce chimique issue du processus de réduction du
cyt ¢ par la dithionite. Toutefois, les résidus sulfates et sulfites issus de I'oxydation de I'hydrosulfite ne sont
probablement pas un frein a I’électroactivité du cyt c. Les ions nitrates (Hagen 1989), phosphates (Szucs and
Novak 1995) ou sulfates (Sun et al. 1988) ont la propriété de médiation du cyt ¢ sur une électrode métallique
nue. Hormis ce possible biais expérimental, cela peut démontrer que la charge portée par le Fer du cyt c est
impliquée dans le processus d’accroche sur une membrane biologique contenant du CL. Les travaux de Kim
(Kim et al. 1998) ont déja montré que le cyt ¢ oxydé s’adsorbe deux fois plus que le cyt ¢ réduit sur des
liposomes contenant du CL. Aucune des deux sous-populations n’ayant été observées appuie le fait que le cyt ¢

réduit n’est pas une condition a la formation de la sous-population 2 sur I"électrode.

CONCLUSION

Ces expériences ont permis d’apporter quelques informations sur notre systeme électrochimique cyt ¢
— CL sur I"électrode modifiée. Tout d’abord, a pH acide, on peut identifier un mécanisme de transfert
électronique couplé a un transfert de proton pour la sous-population 2 de cyt c. Murgida émet deux
hypothéses pouvant expliquer la présence d’un PCET pour le cyt ¢ adsorbé (Murgida and Hildebrandt 2001). Il
s’agirait d’une réorganisation structurelle de la protéine ou bien de la formation d’'une conformation
intermédiaire de cyt c. De maniére générale, on peut donc avancer, par ces observations faites a différents pH,
que la sous-population 2 de cyt ¢ n’est pas dans la méme conformation que la protéine native qui serait

davantage associée a la sous-population 1 de cyt c.

La présence de la sous-population 2 a un pH 4 donne aussi une indication que le CL déprotoné (CL
chargé -2) n’est probablement pas impliqué dans I'interaction cyt ¢ — CL de la sous-population 2. Toutefois, les
interactions entrant en jeu pour la sous-population 2 pourraient étre liées aux groupements phosphates du CL

car le Ca** peut les perturber.
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Enfin, I'absence totale d’adsorption de cyt ¢ réduit sur une électrode modifiée PC-CL est intéressante.
Elle montre que la structure du cyt ¢, davantage que sa charge, est déterminante pour son accroche sur une
membrane PC-CL. Le cyt ¢ réduit en solution adopte une conformation préférentielle caractérisée par un état
de spin différent. Cette conformation ne permettrait pas de s’adsorber sur une membrane PC-CL. La forme
conformationelle oxydée du cyt c¢ serait un prérequis a I'adsorption sur une membrane contenant du CL. Une
reconnaissance spécifique entre un site d’accroche sur du cyt ¢ oxydé et le phospholipide doit exister. Dans la
partie suivante, plusieurs classes de phospholipides anioniques caractérisées par la structure de tétes polaires

ont été testées afin de mieux cerner cette spécificité.
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CHAPITRE 4 - PARTIE 2 : MEDIATION ELECTROCHIMIQUE DU CYT C, LIPID

ANCHORAGE

INTRODUCTION

Etablie pour la premiére fois par I'’équipe de Kinnunen dans les années 90, la théorie du « lipid
anchorage » du cyt c et les interactions lipides membranaires — cyt ¢ étaient déja pressenti par différentes
études antérieures. En 1969, Quinn réalise des études sur le cyt ¢ radiomarqué adsorbé sur des bicouches
lipidiques de différentes natures (PC, PA et CL), identifie des interactions électrostatiques entre CL, PA et cyt ¢
(Quinn and Dawson 1969). Toutefois, le CL devient a partir de ce moment le meilleur candidat pour expliquer le
phénomene d’immobilisation de cyt ¢ sur les membranes mitochondriales. Quinn ajoute d’ailleurs: « It is
perhaps not a coincidence that the cytochrome ¢ content of mammalian tissues appears to be related to the
cardiolipin content (Getz et al. 1968) ». Par la suite, I'adsorption du cyt ¢ sur des membranes contenant des
phospholipides anioniques a été identifiée, confirmant I'existence d’une interaction de type électrostatique
avec le cyt c. L’équipe de Kinnunen qui est a la base de la théorie du « lipid anchorage » a décrit ce phénomene
pour des liposomes contenant du CL mais aussi de la PG. Dans ce chapitre, I'électrode modifiée décrite
précédemment a été utilisée pour tester une majorité de classes de phospholipides anioniques (CL, PG, PI, PS,
PA) ainsi que des variantes de ces classes amputées de certains acides gras les composant dans le but de mieux

comprendre le phénomeéne du « lipid anchorage » et le lien avec les deux sous-populations de cyt c adsorbé.
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LES DIFFERENTES ESPECES ELECTROACTIVES DU CYT C

Comme expliqué dans le premier chapitre, le cyt ¢ n’est pas électroactif sur une électrode métallique
ou de carbone vitreux nue. Cela est lié au phénomene de dénaturation de la structure protéique du cyt c sur
une surface d’électrode « dure ». La solution d’utiliser des phospholipides comme modifieur de surface a
plusieurs avantages dans notre cas. L'un de ces avantages est que nous observons deux propriétés de ce
modifieur qui sont la fixation et la promotion électrochimique du cyt c. Le chapitre 3 a démontré qu’une
électrode modifiée avec des phospholipides permet d’observer un comportement électrochimique réversible

du cyt c. Toutefois, le signal électrochimique retrouvé peut avoir deux origines.

1. La promotion électrochimique du cyt ¢ en solution (forme de cyt ¢ que I'on appellera cyt ¢
« libre »)
2. L'immobilisation du cyt ¢ a la surface de I'électrode modifiée (forme de cyt ¢ que l'on

appellera cyt ¢ « immobilisé »).
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Figure 4.20 : Variation de la quantité de cyt c électroactif au cours de I'expérience. Courbe bleue : phase d’adsorption du cyt ¢
dans la premiére cellule. Courbe rouge : phase de désorption du cyt ¢ dans la deuxieme cellule. Qa: Charge surfacique issue de
I'immobilisation et de la médiation du cyt ¢, Qb : Charge surfacique issue de I'immobilisation du cyt c apres le transfert de cellule, Qc :

cyt c résiduel apres stabilisation.
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Ces deux formes de cyt c électroactifs ont pu étre séparées grace au transfert, apres lavage, de
I’électrode modifiée dans une deuxieme cellule électrochimique dépourvue de cyt ¢ en solution, ce qui exclu la

présence de cyt ¢ « promotion ».

La variation de la quantité de cyt c électroactif sur I'électrode modifiée est présentée Figure 4.20. La
premiére courbe représente I'adsorption de cyt c dans la premiere cellule électrochimique en présence de cyt ¢
dissous. On observe une augmentation du cyt c électroactif jusqu’a une valeur seuil appelée Qa. Qa représente
le cyt c total, c'est-a-dire, le cyt ¢ « libre » + cyt ¢ « immobilisé ». Qb représente la quantité initiale de cyt ¢
apres le lavage de I’électrode et son transfert dans la deuxieme cellule électrochimique. On observe a ce stade

une perte de cyt ¢ qui se stabilise jusqu’a une quantité limite représentée par Qc.

Nous définissons les différentes populations de cyt c électroactifs comme suit :

cyt ¢ « libre » : Qa-Qb
cyt ¢ « immobilisé faible » : Qb-Qc

cyt ¢ « immobilisé fort » : Qc

Le cyt ¢ « libre » n"est pas véritablement Qa-Qb car nous devons vraisemblablement perdre une partie
du cyt c adsorbé lors du lavage de I'électrode. Toutefois, I'existence de |'effet de médiation s’est vérifiée par les

observations faites sur le potentiel redox du cyt ¢ (vide infra).

VARIATION DE L’ADSORPTION DE CYT C EN FONCTION DE LA CLASSE DE
PHOSPHOLIPIDES

Le cardiolipide n’est pas le seul phospholipide anionique a pH physiologique (pH 7.4). Pour ne citer que
les principaux, il existe aussi I'acide phosphatidique (PA), la phosphatidylinositol (Pl), la phosphatidylsérine (PS),
la phosphatidylglycérol (PG). Il nous est apparu intéressant de tester d’autres modifieurs de surface que notre
mélange PC-CL 80/20 afin de vérifier et mieux comprendre la spécificité supposée du cyt ¢ pour le CL. L’objectif
est d’identifier si les différentes formes de cyt c électroactifs définis précédemment (« libre» ou
« immobilisée ») sur une électrode modifiée existent pour différentes classes de phospholipides. Une
comparaison avec deux phospholipides neutres que sont la phosphatidyléthanolamine (PE), et la
phosphatidylcholine (PC) a aussi été réalisée. Les abréviations utilisées pour les sources de phospholipides (par
exemple PE BB = Phoshatidylethanolamine bovine brain) ainsi que leurs compositions en AG sont détaillées en

Annexes. Les classes de phospholipide suivantes ont été testées :
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*  PE: Phosphatidyléthanolamine BB (bovine brain)
e PC:Phosphatidylcholine SB (soybean)

* PG :Phosphatidylglycérol 18:1

e CL:Cardiolipide 18:1

* PA: Acide phosphatidique 18:1

*  PS:Phosphatidylsérine BB

*  Pl:Phosphatidylinositol SB

Les mélanges lipidiques ont été réalisés afin d’obtenir une proportion massique de 67/33 PC-
phospholipide équivalente pour chaque mélange (hormis pour la PC qui a été utilisée pure). Cela permet de
fixer la quantité du phospholipide d’intérét afin de s’affranchir du biais lié a des masses molaires différentes
entre phospholipides. Par exemple, un mélange molaire 80/20 PC-PG a environ deux fois plus de phospholipide

anionique (la PG ici) qu’un mélange PC-CL 80/20 (mol/mol).

Les quantités de cyt c électroactifs définis en Figure 4.20 ont été reportés dans la Figure 4.21 pour les
différentes classes de phospholipides testées. Nous avons testé deux phospholipides zwitterioniques (charge
globale neutre au pH utilisé de 7.4) que sont la PC et la PE. La PC n’est pas représentée dans le tableau car
aucune forme de cyt c électroactif n’a pu étre identifiée lors de ces expériences. Nous discuterons de

I’observation de cette électroinactivité du cyt c avec la PC plus en détail dans la partie suivante.
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Figure 4.21 : Quantité de cyt c électroactif a différentes étapes de I'expérience pour les classes de phospholipide CL, PG, PA,

Pl, PS et PE (n=3 pour CL, n=4 pour PG, n=1 pour PA, PI, PS et PE).
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Contrairement a la PC, la PE permet la promotion de cyt ¢ « libre » (c'est-a-dire Qa-Qc) et dans une

moindre mesure que le CL, une accroche du cyt c.

Ce résultat peut paraitre surprenant car il existe peu de différences de structure entre une téte polaire

de type choline (PC) et une téte polaire de type éthanolamine (PE) (Figure 4.22).
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Figure 4.22 : Structures semi-développées de la PE et de la PC

Le pk, du groupement amine de la PE a une valeur supérieure a 11 (Figure 4.23). Il peut en résulter une
valeur légerement plus faible de la charge globale de la PE par rapport a la PC. Toutefois, il est peu plausible
que ce facteur explique a lui seul la différence de comportement observée. Le fait que, dans le cas de la PC, le
groupement amine soit quaternaire et donc que la charge positive portée par ce groupement soit moins

accessible est probablement un facteur plus important.

Il faut également noter que la composition en AGs de cette PE « bovine brain » est tres différente de la
PC « soy bean » méme si ce facteur ne permet pas d’expliquer une absence de cyt c électroactif « libre » ou
« immobilisé ». La PC a une majorité de chaines en 18:2 tandis que la PE posséde des AGs majoritaires

composés de 18:1, 20:4, 18:0 et 22:6 (détails des compositions en Annexes).
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Figure 4.23: Polarisation de la PE (graphique supérieur) et de la PC (graphique inférieur) en fonction de la charge des

différentes fonctions portées par le phospholipide en fonction du pH. D’aprés Avanti Polar Lipid.

Nous pouvons tout de méme observer que cette différence de comportement électrochimique du cyt
c en présence de PC ou de PE renforce I'idée que la structure de la téte polaire du phospholipide est tres

importante pour observer un effet « d’accroche » du cyt ¢ sur notre électrode.

Toutes les électrodes modifiées par les phospholipides anioniques (PI, PS, PA, PG, et CL) ont la capacité
de transférer des électrons avec le cyt ¢ « libre » en solution. Toutes ces électrodes ont également la capacité
d’immobiliser du cyt ¢ dans un premier temps (Qb). Toutefois, durant la phase de désorption qui suit le
transfert de I’électrode dans la deuxieme cellule électrochimique, nous observons une stabilisation du cyt c a
des valeurs significativement plus hautes uniquement pour le CL et la PG. PS, Pl et PA montrent une désorption

progressive de cyt ¢ pour atteindre un seuil autour de 2-8 pmol cm™.

Les potentiels redox ainsi que les vitesses de transfert électronique de la sous-population 1 de cyt ¢
pour les différentes classes de phospholipides testées sont présentés en Tableau 4.1. Mise a part la PE qui est

le seul phospholipide neutre du groupe, les valeurs de potentiels et de cinétiques sont similaires.
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CL PG PA Pl PS PE
E° -14.7+6.5 -14.3%2 -15.3 -10 -17.8 15.5
ket 55+34 64+44 n.d. 22 65 n.d.

Tableau 4.1 : Potentiel et vitesse de transfert électronique de la sous-population 1 de cyt ¢ pour différentes modification

d’électrodes (n=3 pour CL, n=4 pour PG, n=1 pour PA, PI, PS et PE). Les données sont présentées + erreur standard si possible.

Pour la PA, la PS et la PI, les plus faibles valeurs d’adsorption de cyt ¢ mesurées montrent que ces
parameétres ont été mesurés sur des traces résiduelles de cyt ¢ (en particulier pour la PA) et ne sont pas
représentatifs d’'un processus d’accroche comparable a celui observé avec la PG et le CL. On a pu observer que
les valeurs de potentiels sont plus élevées pour la PI, PA et PS par rapport a la PG et au CL dans la premiere
cellule électrochimique qui contient du cyt ¢ en solution. Cet aspect est bien représenté par la différence de
valeurs de potentiels de demi-pic et d’écart entre les pics qui a été calculé lors du transfert de cellule

électrochimique (Figure 4.24).
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Figure 4.24 : Variation des valeurs d’E1/2 et de AE des sous-population 1 de cyt c immobilisé lors du transfert entre les deux

cellules électrochimiques.

Le potentiel redox du cyt ¢ « libre » est probablement trés proche du potentiel du cyt ¢ natif qui est
d’environ +20 mV vs SCE. Apres transfert dans la deuxieme cellule, le potentiel rédox du cyt c est déplacé
négativement. Cela est principalement d a la perte du signal du cyt ¢ « libre » qui posséde un potentiel formel
plus élevé que le cyt ¢ « immobilisé » qui doit se situer vers -20 mV vs SCE. Ces variations sont d’autant plus
importantes que la part de cyt ¢ « libre » dans la premiére cellule électrochimique est importante comme cela
est le cas pour la PA, la Pl et la PS. A la fois les valeurs quantité de cyt c électroactifs entre les différentes
cellules (Figure 4.21) et les variations présentées en Figure 4.24 démontrent que la majorité du cyt ¢

électroactif pour les électrodes modifiées de type PA, Pl et PS est le cyt ¢ « libre » dans la premiére cellule.
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Pour les électrodes modifiées de type CL et PG, nous retrouvons la sous-population 2 de cyt ¢ adsorbé
qui a été identifiée dans le chapitre 3 comme la sous-population « hydrophobe ». Le cyt ¢ adsorbé sur une
électrode modifiée avec de la PG possede également une sous-population 2 décalée dans les potentiels
négatifs par rapport a la premiere (Tableau 4.2). Les électrodes modifiées par la PA, la PS et la PI n’ont pas de

trace d’une deuxiéme sous-population.

CL PG
E° -125+0.5 -131+4
ket 33565 487x117

Tableau 4.2 : Potentiel et vitesse de transfert électronique de la sous-population 2 de cyt ¢ pour différentes modification

d’électrodes (n=3 pour CL, n=4 pour PG).

Globalement, les valeurs des parametres électrochimiques, c'est-a-dire des quantités de cyt c
électroactifs (Figure 4.21) ou des valeurs de potentiel redox et de cinétique de transfert électronique des sous-
populations 1 (Tableau 4.1) et des sous-populations 2 (Tableau 4.2) de cyt ¢ sont comparables pour les
électrodes modifiées de type PG et CL. Les données présentées pour les autres phospholipides anioniques se
séparent nettement des valeurs obtenues pour le CL et la PG. Cela renvoie aux premiers travaux de Rytomaa
qui démontrent qu’en condition de faible force ionique (comme dans nos conditions expérimentales), le cyt ¢

possede la méme affinité pour des liposomes composés de PG ou bien de CL (Rytémaa and Kinnunen 1994).

Ces résultats sont cohérents avec une hypothese basée sur un effet de promotion électrochimique du
cyt ¢ « libre » pour les phospholipides anioniques. Si la charge négative portée par le phospholipide permet la
promotion électrochimique de cyt ¢ « libre », il faut un phospholipide présentant un motif glycérol dans la

structure de sa téte polaire afin de retenir le cyt ¢ sur une électrode de GC modifiée.
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EFFET DU CA®" SUR LE SYSTEME CYT C - PG

Nous avons testé I'effet de I'ajout de 2 mM de Ca’* dans la deuxieme cellule électrochimique sur du
cyt ¢ « immobilisé » sur une électrode modifiée avec un dépdét PC-PG. L'expérience a été réalisée avec un
tampon de mesure classique contenant 1 mM d’EDTA. Nous avons donc doublé la quantité de Ca®™ afin de

palier 3 la perte de Ca®* par 'EDTA.
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Figure 4.25 : ACV (ligne de base non corrigée) a 1 Hz de cyt ¢ adsorbé sur une électrode modifiée PC-PG 18:1 avec (croix

noires) ou sans (ronds rouges) addition de 2 mM Ca>*.

Deux ACV ont été réalisées, a la suite, avec ou sans injection de 2 mM de ca® (Figure 4.25). Nous
observons une réduction de la quantité de la sous-population 1 de cyt ¢ en présence de ca®. La sous-
population 2 de cyt ¢ préalablement identifiée n’est pas modifiée par le traitement au ca®*. Pour rappel, I'effet
du Ca”" sur une électrode de type PC-CL a provoqué une désorption quasi-totale des deux sous-populations de
cyt c. Pour la PG, on retrouve la méme réponse que pour I'électrode de type PC-CL traitée au KCl (chapitre 3).
La réponse de la sous-population 2 au Ca” entre une électrode modifiée PC-CL et PC-PG pourrait apporter des
indications importantes aux interactions spécifiques ca’*/CL. La présence de deux groupes phosphates dans le

cas du CL pourrait en étre |'origine de I'affinité particuliere du ca® pour le CL (de Kruijff et al. 1982).
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CINETIQUES D’ADSORPTION DE CYT C

Le protocole expérimental de modification de I’électrode de GC par un mélange PC-CL fait intervenir
une étape d’adsorption de cyt ¢ dans la premiere cellule électrochimique. On observe une adsorption de cyt ¢
(Figure 4.21) jusqu’a une limite que I'on peut calculer par une des lois mathématiques d’adsorption. Cette
cinétique d’adsorption peut étre d’ordre 0, 1 ou 2. Un profil typique d’adsorption de cyt ¢ sur une électrode

modifiée PC-CL est présenté en Figure 4.26.
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Figure 4.26 : Suivi de I'évolution en voltamétrie cyclique de la quantité de cyt c en fonction du temps d’immersion dans la

premiére cellule électrochimique. Modification de I’électrode 0.25ug PC-CL 18:1.

Soit Q la quantité de cyt c électroactif en coulombs, t le temps en secondes, 8 la constante de

désorption du cyt ¢ et donc Q.5 la quantité maximale de cyt ¢ adsorbé, les cinétiques d’adsorption s’écrivent :

Ordre0: Q = 0.t

6

Ordrel: Q = Quax- e~ Omax?

t
0+t

Ordre2: Q = Qnmax-G—)

On utilise généralement des formulations adaptées qui permettent de trouver graphiquement les
parameétres d’adsorption maximale Q... et le facteur d’adsorption & comme la linéarisation de Lineweaver et

Burke pour I'ordre 2 par exemple :
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[ 1

Ordre 2 : 1- .3
Q t

Qm ax Qm ax

Et pour ordre1: Ln(Q) = Ln(Qmax) — QL%

Les cinétiques d’adsorption ont été calculées pour tous les phospholipides anioniques testés (Figure
4.27). Ce sont toutes des cinétiques d’ordre 1 hormis le cas de la PA qui se situe entre une cinétique d’ordre 0
et 1. Le coefficient de corrélation pour une cinétique d’ordre 1 est de 0.96 pour la PG et 0.91 pour la PA, tandis
qu’il est de 0.83 pour la PG et 0.94 pour la PA si I'on considere une cinétique d’ordre 0. Ce résultat suggére que
le mécanisme d’adsorption entre la PA et les autres phospholipides anioniques est différent. Ce comportement
est aussi observé lors de la phase de désorption de cyt ¢ sur une électrode modifiée avec de la PA (cinétique de
désorption intermédiaire entre un ordre 1 et 0). La valeur négative de la cinétique d’adsorption pour la PS
correspond en réalité au fait que I'adsorption maximale est atteinte des les premiers balayages en CV et que les

balayages suivants montrent une perte graduelle de cyt c électroactif.
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Figure 4.27 : Cinétiques d’adsorption du cyt c sur différentes électrodes modifiées. Une constante d’adsorption plus grande

témoigne d’une adsorption plus lente par rapport a une constante plus faible.

La PG et le CL ont des cinétiques d’adsorption similaires et plus lentes que la PA, PI, PS et PE. Comme
on le verra dans la derniére partie de ce chapitre traitant de I'effet des chaines du CL, la nature des chaines
grasses portées par les phospholipides peuvent avoir un effet sur la vitesse d’adsorption du cyt c. Ainsi, les
différences de cinétique d’adsorption observées entre les classes de phospholipides étudiées pourraient étre
en partie influencées par les différences de composition en AG. La PI, la PS et la PE portent en effet des AG

polyinsaturés au contraire de la PA, la PG et le CL qui ont uniquement des AG en 18:1.
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On peut néanmoins penser que la cinétique d’adsorption lente observée pour le CL et la PG
correspond a un mécanisme d’adsorption différent a ceux des autres phospholipides et en particulier la PA qui
comporte les mémes chaines grasses. Ce processus se produit sur une échelle temporelle de I'ordre de 10
minutes pour la PG et le CL alors qu’il est quasi-instantané pour la PS, ou de I'ordre de quelques dizaines de

secondes pour la Pl, la PE ou la PA.

RETENTION DE CYT C SUR UNE ELECTRODE MODIFIEE PC-PA

Si I'immobilisation de cyt ¢ sur une électrode modifiée PC-PA n’est pas observée pour les résultats
présentés précédemment, des modifications des conditions de préparation de I'électrode ont permis d’obtenir
une accroche durable de cyt ¢ en présence de PA. Une augmentation de la rugosité locale en polissant
I’électrode de GC avec de I'alumine dont les grains font 3 um (taille habituellement utilisée 0.04 um) a été

réalisée. Nous avons également porté la proportion de PA a 45% (%mol).

Dans ces conditions, le cyt ¢ « immobilisé » atteint des valeurs similaires a celle pour des électrodes
modifiées de type PG ou CL. Dans I’'exemple suivant (Figure 4.28), nous obtenons une adsorption stable de 125

pmol cm” de cyt ¢ sur une électrode modifiée PC-PA.
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Figure 4.28 : 15 cycles stables en CV dans la deuxiéme cellule électrochimique de cyt ¢ adsorbé sur une électrode de GC

« rugueuse » et modifiée avec un dépot de PC-PA
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On peut supposer que ces conditions expérimentales permettent |’établissement d’interactions
multiples entre la PA et le cyt c. La protéine pourrait étre stabilisée grace a la rugosité de la surface de carbone
(Figure 4.29). Une adsorption de cyt ¢ sur des liposomes composés d’'un mélange PC-PA a déja été reportée par
Mustonen (Mustonen et al. 1987). Toutefois, les auteurs montrent que c’est davantage la formation de
microdomaines de PA qui permet cette adsorption alors qu’une membrane dont les PC et PA sont distribués de

fagcon homogéne ne permet pas d’adsorption de cyt c.

Cela démontre qu’indépendamment de la nature du phospholipide anionique utilisé sur une électrode
modifiée, la quantité et I'accessibilité des charges négatives peuvent suffirent a une immobilisation

conséquente de cyt c.

Figure 4.29 : Modeéle conceptuel de I'accroche de cyt ¢ sur une électrode de GC recouverte d’un dépot de PC-PA 60-40

(mol/mol).

Plus généralement, cela démontre I'importance cruciale de la bonne préparation de I'état de surface
de I'électrode pour obtenir un modele expérimental fiable et répétable. Les conditions expérimentales ont
évolué au cours de ces travaux afin d’essayer de s’affranchir de ce type de biais qui n’est pas représentatif du
modele biomimétique que I’on souhaite obtenir. Toutefois, si I'obtention d’un poli miroir sur une électrode de
GC avec un processus d’au moins 15 mn de polissage avec de I'alumine de grain 0.04 um a permis d’obtenir un
état de surface plus adéquat, cela a provoqué un resserrement des parameétres électrochimiques mesurés
autour de valeurs communes, notamment pour les dernieres expériences réalisées sur les spécificités de

composition en AG du CL (partie 3 de ce chapitre).
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IMMOBILISATION DE CYT C AVEC DU DILYSO CARDIOLIPIDE

Un CL 18:2 dont deux chaines grasses ont été lysés a été utilisé. Ce lipide est identifié sous le nom de
dilyso CL (dLCL). Il a été utilisé en mélange 72/28 (mol/mol) afin d’avoir le méme rapport massique qu’un
mélange PC-CL 80/20. Dans ces conditions, le cyt ¢ « immobilisé » (dans la deuxiéme cellule électrochimique)
est identifié sur I"électrode modifiée (Figure 4.30). Ce cyt c est caractérisé par une quantité adsorbée de 20
pmol cm™ et un potentiel de demi-pic de +6 mV vs SCE. La quantité de cyt ¢ « immobilisé » est donc apparue
plus légerement faible que dans le cas d’un CL ayant quatre chaines grasses du méme type (18:2). Le potentiel
formel mesuré avec une électrode de type dICL se rapproche davantage du potentiel du cyt ¢ « libre » que du
cyt ¢ « immobilisé » avec un CL a quatre chaines ce qui est une indication que le processus d’'immobilisation du

cyt c n’est pas tout a fait identique.

Comme on le verra plus loin dans ce chapitre, une des hypotheses permettant d’expliquer un décalage
vers les potentiels négatifs de la sous-population 1 de cyt ¢ adsorbé est de considérer que le cyt ¢ réduit subit

une réorganisation conformationelle en présence de CL.
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Figure 4.30 : CV a 50 mV s-1 de cyt ¢ « immobilisé » (deuxiéme cellule) sur une électrode modifiée avec un dépot de PC-dLCL

18:2 en proportion molaire 72/28.

Pour aller plus loin, nous pouvons remarquer que la voltamétrie cyclique (Figure 4.30) laisse apparaitre
un comportement non idéal caractérisé par une dissymétrie entre les pics d’oxydation et de réduction du cyt ¢

immobilisé avec du dLCL. La charge calculée lors de I'oxydation est environ de 2/3 celle calculée lors de la
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réduction du cyt c. Ces paramétres attestent d’un état d’adsorption différent du cyt c en présence de dLCL par

rapport au CL.

Malheureusement, les mesures en ACV ne sont pas exploitables et la présence de la sous-population 2
en présence de ce phospholipide n’a pas pu étre vérifiée. Toutefois, la présence d’une sous-population 1 fixée
sur I'électrode suggéere que lintégralité de la structure hydrophobe n’est pas si déterminante pour une

immobilisation de cyt c.

La théorie du «lipid anchorage » prévoit I'insertion d’une seule chaine grasse dans un patch
hydrophobe du cyt c. Mais récemment, I'équipe de Sinibaldi (Sinibaldi et al. 2010) suppose I'insertion
simultanée de deux chaines grasses du CL dans le cyt ¢ (Figure 1.18 — chapitre 1). Le fait d’avoir une adsorption
plus faible avec un CL ne possédant que deux chaines ne signifie pas forcement que les chaines sont
primordiales pour I'immobilisation de cyt c. En effet, la nature de la partie hydrophobe du CL pourrait
potentiellement influencer les propriétés de la téte polaire du CL. Par exemple, la nature et la position des
chaines grasses portées par le CL auraient un impact sur le pka du CL (communications personnelles avec le Pr.
Richard Emand, Haines et al. 2008). Ces résultats préliminaires ne permettent pas de rejeter I'hypothese de

Sinibaldi.
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PHOSPHOLIPIDES NEUTRES, CAS DE LA PC

Ces essais ont permis de confirmer I'absence de médiation électrochimique du cyt ¢ avec une
électrode de GC modifiée a la PC. Pourtant, il y aurait matiére a débattre quant a la possibilité par une
électrode modifiée avec de la PC de permettre la promotion du cyt ¢ « libre ». La partie suivante apporte

quelques précisions sur le phénomene d’électroinactivité du cyt c sur une électrode modifiée avec de la PC.

La PC a globalement la méme structure que les autres phospholipides testés ici (PA, PS, PI, PG ou CL),
c'est-a-dire une queue hydrophobe et une partie hydrophile constituée par la téte polaire. Mais contrairement
aux autres phospholipides dont la téte polaire est chargée n égativement, celle de la PC est considérée comme
neutre. L'absence de promotion électrochimique dans le cas de la PC sous entendrait que la partie hydrophile

est déterminante pour la promotion électrochimique du cyt c « libre ».

Il existe un débat sur I'importance de la partie hydrophile ou hydrophobe d’un phospholipide pour la
médiation d’'une métalloprotéine. Lors de la médiation d’une protéine rendue possible par une modification de
la surface par des phospholipides, qui des chalnes grasses, de la téte polaire ou de la structure globale permet

le transfert électronique? Les différentes réponses ne font pas toujours consensus.

Allen (Allen et al. 1984) ont étudié une cinquantaine de composés organiques utilisés comme
modificateurs d’une électrode d’or pour permettre la médiation du cyt c. La nature de ces composés est tres
variable avec la présence de cycles aromatiques ou encore de thiols a courtes chaines a terminaison acide ou
non. Une de ses conclusions est que la partie polaire est déterminante pour assurer une médiation du cyt ¢

tandis que la partie hydrophobe n’a que peu d’impact sur la médiation du cyt c.

D’un autre coté, une étude concernant la médiation des métalloprotéines sur les électrodes de GC par
différents « surfactants » (détergents comme le Triton X-100 ou le SDS) pointent le role crucial de la nature
hydrophobique de ces modifieurs de surface (Chattopadhyay and Mazumdar 2001). Dans cette étude, il est
constaté que la charge portée par les modifieurs n'a que peu d'impact sur leur capacité de médiation
électrochimique des protéines. Les auteurs arrivent a la conclusion que c’est la nature hydrophobe des

modifieurs de surface qui permettent une bonne médiation électrochimique des métalloprotéines.

Dans notre cas, hous comprenons bien pourquoi le cyt ¢ qui est chargé +7/+8 a pH physiologique a une
attirance pour les lipides chargés négativement comme la PG ou le CL. Concernant la PC, une charge négative
portée par un groupement phosphate et une charge positive portée par la téte choline lui confére sa nature
zwitterionique. La charge globale neutre de la PC devrait éviter le probleme de répulsion électrostatique a
proximité de I'électrode. Tout comme le réle des détergeant décrits plus haut, La PC devrait a minima pouvoir
agir comme un agent de surface en adoucissant la surface de GC et permettre une médiation de cyt ¢ en

solution.
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Hors, comme présenté dans le chapitre 3, une électrode modifiée uniquement avec de la PC ne
permet ni la médiation, ni I'accroche de cyt ¢ (Figure 4.31). Ce comportement a déja été signalé par plusieurs

études électrochimiques (Bianco and Haladjian 1994; Boussaad et al. 1998; El Kasmi et al. 2002).
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Figure 4.31 : Voltamétrie cyclique d’une électrode modifiée avec 100% de PC Soy bean dans une solution 50uM de cyt c.

Une hypothese pour expliquer I'absence de promotion électrochimique de cyt ¢ avec de la PC serait
que le cyt ¢ pourrait s’insérer dans la couche lipidique déposée sur I'électrode et finirait par se dénaturer

directement au contact du carbone vitreux.

Un test réalisé avec de la PC comportant des chaines en 22:0 a permis de clarifier cette absence de
promotion. La PC 22:0 a une température de transition de phase tres élevée (75°C). C'est le seul des
phospholipides utilisés dans le cadre de cette thése qui se présente sous forme de gel lors de son stockage
dans une solution de chloroforme/méthanol 98:2 a -20°C. Les chaines en 22:0 conférent a cette PC une grande

rigidité a température ambiante.

Une électrode modifiée avec de la PC 22:0 ne donne pas davantage de signal électrochimique en
présence de cyt ¢ en solution. Toutefois, en chauffant progressivement la cellule électrochimique, on observe

un signal qui évolue et passe par plusieurs étapes transitoires présentées en figure 4.32.
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Figure 4.32 : 50 cycles voltamétriques d’une électrode de GC recouverte de 3ug de PC 22:0 dans une solution de cyt ¢ BH

50uM. Chauffage de 20°C a 40°C par pas de 0.5°C par cycle.

Les différentes étapes sont détaillées dans la figure 4.33. La premiére phase est un voltamogramme
(courbe orange) qui ne montre pas la présence d’especes électroactives. Cet état peut étre provoqué par
I'action passivante du recouvrement de PC 22:0 sur la surface de I'électrode. La faible fluidité de ce
recouvrement a 20°C pourrait empécher le cyt ¢ de s’y insérer et les charges positives superficielles ne

permettraient pas son adsorption électrostatique.

Une rampe de température est appliquée dés le quinzieme cycle. L’évolution de la température est
d’un degré Celsius toutes les 50 secondes soit 0.5°C par cycle voltamétrique. On voit alors apparaitre un pic de
réduction seul vers -100 mV vs SCE (courbe rouge). Ce pic grandit et se décale vers les valeurs de potentiel
positives au fur et a mesure de I'élévation de la température (courbe violette). Enfin, ce pic en réduction se
résorbe parallelement a I'apparition d’un pic en oxydation vers +110 — 120 mV vs SCE (courbe bleue). Enfin, la
fin du cycle de chauffage (température finale de 40°C) correspond a la stabilisation du pic d’oxydation vers

+120 mV et a la disparition du pic de réduction. La température finale de 40°C n’est pas une température
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dénaturante pour le cyt c. En effet, des adsorptions de cyt ¢ a 50°C dans des conditions classiques (modification

avec 80-20 de PC-CL) ont déja été réalisées sans noter de dénaturation du signal électrochimique du cyt c.
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Figure 4.33 : Phases transitoires du comportement électrochimique présenté en Figure 4.2.10 décrivant la dénaturation du cyt

¢ sur une électrode modifiée par une matrice de PC 22:0.

Ce comportement électrochimique n’est pas observé pour la PC soy bean utilisée habituellement. La

PC soy bean a une composition majoritairement composée de chaines 18:2n-6 (voir Annexes).

L’hypothese avancée pour expliquer ce comportement électrochimique pour une électrode modifiée
par la PC 22:0 est de considérer ces différentes phases comme la décomposition du phénoméne de
dénaturation du cyt ¢ sur une surface de GC « ralenti » par une matrice de PC 22:0. Ce dép6t de PC freinerait la
pénétration de la protéine de la solution jusqu’a la surface de carbone. Le fait de pouvoir maintenir le cyt c a

une certaine distance de I'électrode permet de visualiser un ET sans dénaturation du cyt c.

Par extension de cette hypothése, une conséquence directe serait que la PC soy bean aurait le méme
type de comportement que la PC 22:0 face au cyt ¢ mais dont le phénoméne de pénétration du cyt ¢ dans la
couche de lipide serait plus rapide. La nature plus « fluide » d’un dépot de PC soy bean conférée par ses
chaines majoritairement composées d’AG 18:2n-6 provoquerait la dénaturation immédiate du cyt c sur la
surface de GC. Cette vision d’une PC « transparente » a la diffusion de cyt ¢ peut aussi étre supposée par des
études faites sur des électrodes d’oxyde d’indium dopé a I'étain (ITO). Une électroactivité du cyt ¢ sur une
électrode d’ITO recouverte d’une bicouche de PC Egg yolk a été mise en évidence par I'étude de Salamon
(Salamon and Tollin 1997). L'ITO est un des seuls matériaux a promouvoir le transfert électronique du cyt ¢ sans

avoir recours a un modifieur de surface (Yeh and Kuwana 1977).
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Egalement, les chaines grasses portées par un phospholipide qui présentent une ou plusieurs
insaturations sont plus mobiles et ne participent pas seulement a changer la fluidité d’'une membrane mais
également sa stabilité et sa perméabilité (Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes, 4th edition -

D.E. Vance, J.E. Vance, p182).

A la suite du dernier cycle a 40°C, cette électrode a ensuite été transférée dans la deuxieme cellule
électrochimique dépourvue de cyt ¢ en solution. Un pic unique en oxydation est observé cette fois-ci a +190
mV et uniquement pour le premier scan. Aucun processus faradique n’est observé par la suite (Figure 4.34).
Nous supposons que ce signal correspond a la dénaturation finale des especes de cyt ¢ préadsorbées dans la

matrice de PC 22:0 et a proximité directe de la surface de GC.
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Figure 4.34 : Premiére voltamétrie cyclique (bleu) et voltamétries cycliques suivantes (rouge) d’une électrode modifiée PC

22:0 avec cyt ¢ préadsorbé.

De ces résultats, on peut considérer qu’'une modification de la surface de GC par une couche
constituée de PC peut étre considérée comme une phase liquide intermédiaire entre le cyt ¢ en solution et la

surface de GC.

L'utilisation de PC 22:0 est un exemple tres parlant de la modulation du comportement

électrochimique d’une protéine par les propriétés biophysiques d’une espéece moléculaire de phospholipide.
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REFLEXION SUR LA VARIATION DU POTENTIEL D’OXYDATION DU CYT C LORS DE
LA PHASE D’ADSORPTION

Nous avons déja discuté d’un premier phénomeéne de décalage de potentiel du cyt c vers les potentiels
négatifs lié au transfert de I'électrode dans la deuxiéme cellule électrochimique (Figure 4.24). L’explication
avancée est de dire que le cyt ¢ « immobilisé » possede un potentiel redox plus faible que le potentiel du cyt ¢

« libre ».

Comme le montre les travaux de Salamon (Salamon and Tollin 1991), plus on incorpore des charges
négatives sur une électrode modifiée avec un dépot de PC, plus le potentiel formel du cyt ¢ baisse. L'explication
la plus probable pour expliquer ce décalage de potentiel serait que I'augmentation du champ électrostatique
local modifie directement le potentiel formel (Todorovic et al. 2006). L’augmentation du champ électrostatique

local peut également avoir un effet de stabilisation de la forme oxydée du cyt c.

Il existe cependant un autre effet de décalage en potentiel que nous observons lors de la phase
d’adsorption du cyt ¢ dans la premiere cellule électrochimique. Le potentiel d’oxydation du cyt c visualisé par
des balayages en CV successifs évolue vers les potentiels positifs. En réalité, 'augmentation de la quantité de
cyt ¢ électroactif va provoquer mécaniquement I'laugmentation de I'écart entre les pics d’oxydation et de

réduction ce qui participe au décalage vers les potentiels positifs du pic d’oxydation du cyt c.

Or, nous n’observons pas de symétrie dans I’évolution des valeurs de potentiels de réduction et
d’oxydation du cyt ¢ au cours de cette étape d’adsorption. Cela revient a dire que le potentiel d’oxydation se
décale plus vite que le potentiel de réduction qui ne varie méme pas dans certains cas (Figure 4.35). Dans
I'exemple présenté ci-dessous, la différence de potentiel du pic d’oxydation entre le premier et le dernier

balayage est de 26 mV alors qu’il est de 6 mV en réduction.
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Figure 4.35 : Evolution des potentiels a mi-pic (losange vert) et des potentiels de pics de réduction (triangle bleu), d’oxydation
(rond rouge) ainsi que de I’écart entre les pics AE du cyt c lors de la phase d’adsorption de cyt ¢ dans la premiére cellule électrochimique

sur une électrode modifiée PC-CL.

Ce décalage vers les potentiels positifs du pic d’oxydation du cyt ¢ dans la premiere cellule peut
s’expliquer par la modification de I'environnement de ’heme du cyt c. Todorovic explique que I'augmentation
du caractere hydrophobe de ’héme lié a la présence de chaines grasses a proximité décale le potentiel formel
du fer vers les potentiels positifs (Todorovic et al. 2006). Cet effet est probablement d{ a la stabilisation de la

forme Fe'.

Un argument de plus pour supposer la présence d’un environnement plus hydrophobe a proximité de
I’'hneme est que le cyt c lié a un CL ou le cyt ¢ réduit subissent une réorganisation conformationelle dont le

résultat est une augmentation de I'accessibilité de I'héme au milieu extérieur. Si le milieu extérieur est
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composé d’un solvant protique comme |'eau, un décalage du potentiel redox vers des valeurs négatives est
observé (Song et al. 1993). Au contraire, Kassner (Kassner 1972; Kassner 1973) a démontré qu’en plagant
I’'hneme dans un environnement caractérisé par une constante diélectrique faible (cas des phospholipides), le

potentiel redox est décalé vers des valeurs positives.

Si I'on observe un décalage du pic d’oxydation du cyt c lors de sa phase d’adsorption, nous pouvons

supposer qu’il existe une forme conformationelle du cyt c réduit plus stable que celle du cyt c oxydée.

L’évolution du potentiel des pics pendant I'adsorption ne peut pas étre expliquée uniquement par un
décalage du E;/; du cyt ¢ qui devrait aussi théoriquement décaler le potentiel de réduction du cyt c. Cet effet de
stabilisation de la forme réduite du cyt c adsorbé a été étudié sur une électrode ITO par El Kasmi (El Kasmi et al.

2002) qui a proposé un schéma a 4 formes de cyt c (Figure 4.36).
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Figure 4.36 : Modéle décrivant le comportement électrochimique du cyt ¢ adsorbé sous deux formes conformationelles

différentes A et B. D’aprés El Kasmi et al. 2002.

Le comportement du cyt ¢ que I'on observe s’explique alors parfaitement si I'on pose les potentiels

formels suivants :

CytcA: E°=15mVvsSCE
CytcB: E°=-5mVvsSCE

En I'absence de potentiel imposé a I'électrode, le cyt ¢ est sous forme oxydée. Lors du premier passage
en voltamétrie cyclique, le cyt ¢ A réduit change au fur et a mesure en la conformation B juste avant |’oxydation
des protéines lors du passage retour du balayage. A chaque passage, la population de cyt ¢ B augmente par

rapport a celle de cyt ¢ A d’ou le potentiel plus élevé observé.

L’explication de I'absence de décalage du pic de réduction du cyt c lors de la phase d’adsorption du cyt
¢ pourrait se justifier par une relaxation rapide de la forme cyt c(Ox)B a cyt c(Ox)A. Toutefois, il est plus
probable que la relaxation de la forme oxydée de B a A n’est pas suffisamment rapide mais que la forme B

possede un kgr plus faible, ce qui induit un AE plus élevé. A la vitesse de balayage choisie pour visualiser
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I'adsorption de cyt ¢ (50 mV s'l), I'augmentation du AE (donc la baisse du potentiel du pic de réduction)
compense exactement la variation du Ey, Les calculs de ket aux différentes vitesses de balayage présentés en

Figure 3.3 (chapitre 3) confortent cette possibilité.

CONCLUSION

Le chapitre 3 a déja démontré que I"électrochimie du cyt c est dépendante de la modification de la
surface d’une électrode de GC par des phospholipides. La nature de ces phospholipide est déterminante car
une PC ne permet ni I'accroche, ni la médiation de cyt ¢ en solution, au contraire du CL (Chapitre 3, Park et al.
2001). La différence de charge nette entre la PC (+1) et le CL(-1) a tout d’abord été retenue pour expliquer ce

comportement.

D’autres phospholipides anioniques ont été testés et la PG a donné des résultats trés similaires a ceux
obtenus avec le CL avec, entre autres, la présence d’une sous-population 2 de cyt ¢ « immobilisé ». La
médiation électrochimique avec la PG a déja été observée. Melcher montre que I'ajout de DMPG sur une
électrode d’or modifiée par des SAMs permet d’améliorer considérablement la médiation électrochimique du
cyt ¢ (Mechler et al. 2006). Les premiers travaux sur le « lipid anchorage » par I’équipe de Kinnunen utilisaient
des liposomes contenant du CL mais la PG fut testée par la suite et donne des résultats similaires (Rytomaa et

al. 1992; Rytdmaa and Kinnunen 1994; Rytdmaa and Kinnunen 1995).

Si les autres phospholipides anioniques ont aussi la capacité de médiation du cyt ¢ en solution, en
revanche, ils ne permettent pas la fixation de cyt c. Ces résultats démontrent que la structure de la téte polaire
du phospholipide est impliquée dans le phénomene d’accroche du cyt ¢ sur une surface membranaire. La
similarité de structure entre les deux phospholipides que sont la PG et le CL est probablement liée a ce
phénomene (Figure 4.37). En particulier, on peut observer que la PG est composé d’une PA auquel on a greffé
un motif glycérol. Or, la PA ne permet pas, dans les conditions expérimentales adéquates, d'immobiliser du cyt
c. L’hypothese principale repose sur le fait que le motif glycérol central du CL ou de la PG serait impliqué dans
I'interaction avec le cyt ¢ que ce soit pour les sous-populations 1 ou 2 de cyt c. L'existence, pour ce glycérol,
d’une forme cyclique stabilisée par des liaisons hydrogénes proposé initialement par Kates (Kates et al. 1993)

pourrait également avoir un lien avec cette interaction.
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Figure 4.37 : Comparaison des structures de la PA et de la PG. Le CL peut étre considéré comme I’assemblage d’une PG et

d’une PA. D’aprés Gonzalvez and Gottlieb 2007.

Le comportement des autres phospholipides anionique est également intéressant. Il montre que la
charge négative porté par le phospholipide a certainement une importance pour une premiére approche de cyt
c a la surface d’'une membrane. En particulier, I'expérience que nous avons réalisé avec I'augmentation de la
proportion de PA sur une électrode modifiée ainsi que la modification de la rugosité de I'électrode permet

d’améliorer sensiblement I'accroche de cyt c.

Les expériences faites avec le Ca” laissent supposer un lien nécessaire entre les phosphates du CL et
les résidus chargés positivement du cyt ¢ pour I'établissement de la sous-population 2 du cyt c lié au CL. L'effet
du Ca”" est sensiblement différent entre le CL et la PG avec la disparition du signal électrochimique de la sous-
population 2 dans le cas du CL. La différence de structure entre ces deux phospholipides est trés probablement

la cause de cette différence de comportement.

Dans les travaux de de Kruijff (de Kruijff et al. 1982) portant sur I'étude de I'interaction entre Ca*etCL
par RMN du phosphore et diffraction X, les auteurs supposaient que les groupements étaient perturbés lors de
I'interaction entre Ca”" et CL. Dans la forme bicyclique du CL (Figure 4.38) on pourrait suggérer que le Ca’ se
substitue au groupement OH central (en bleu dans la Figure 4.38) ce qui provoquerait la déstabilisation de

cette forme bicyclique.
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Figure 4.38 : Forme bicyclique du CL vue par Haines (Haines 2009).

La nécessité d’avoir deux groupes phosphates proches renforce I'affinité forte Ca’ - CL et pourrait
expliquer la différence de résultats obtenus avec la PG. Ainsi, une forme de résonance entre le groupement OH
du glycérol terminal et un ou deux phosphates serait déterminante pour observer le phénoméne de « lipid
anchorage ». A ce titre, nous pouvons noter que la perte d’une chaine grasse du CL pourrait également
déstabiliser cette forme bicyclique (Haines 2009). L’acquisition des données en ACV pour le dLCL fait ici
particulierement défaut. Néanmoins, nous pouvons noter que I'immobilisation du cyt ¢ sur une électrode
modifiée avec du dLCL est plus importante qu’avec de la PA (qui comporte également deux chaines grasses) ce
qui montre que la présence d’un motif glycérol dans la téte polaire semble plus importante que la structure a

quatre chaines grasses du CL.

Toutes ces observations pointent le réle majeur joué par la téte polaire pour l'interaction entre CL et
cyt c. On ne peut toutefois pas exclure une interaction hydrophobe telle qu’elle est supposée dans la théorie du
« lipid anchorage ». Le décalage du pic d’oxydation du cyt c lors de la phase d’adsorption pourrait trouver une
explication dans la variation de I'environnement de I'"héme vers un milieu plus hydrophobe. La présence
d’interaction a la fois de type électrostatique et hydrophobe pour la sous-population 2 du cyt c lié a une
électrode modifiée contenant de la PG ou du CL est possible et avait été suggérée dans le chapitre 3 par

I"utilisation de deux types de CL a chaines 14:0 et 18:2 montrant des kgy différents.

La partie suivante tente d’aller plus loin dans cette étude des chaines sur les propriétés

électrochimiques du cyt ¢ sur une électrode modifiée.
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CHAPITRE 4 - PARTIE 3 : EFFET DES CHAINES DU CL ET DE LA NATURE DU CYT C

INTRODUCTION

La mise en évidence du « lipid anchorage » par I'équipe de Kinnunen a apporté un regain d’intérét
concernant les interactions entre lipides et protéines solubles. Si I'influence de I'environnement lipidique sur
les protéines transmembranaires était alors bien établie, le fait qu’une interaction spécifique soit identifiée
entre une protéine soluble et certains lipides de la mitochondrie était plutét novateur. Pour aller plus loin
gu’un modele basé sur une adsorption de cyt ¢ de nature électrostatique a la surface de la membrane, c’est
une interaction de type hydrophobe entre le CL et le cyt ¢ qui est alors proposée (Rytdmaa et al. 1992; Rytémaa
and Kinnunen 1994; Rytdmaa and Kinnunen 1995). Peu de temps aprés les premiers papiers sur le « lipid
anchorage » (Rytdmaa et al. 1992), I’équipe de Pinheiro démontre par RMN qu’il existe une interaction entre

les chaines grasses du CL et le cyt ¢ (Pinheiro et al. 1993).

A partir de la, plusieurs nouvelles voies de recherche ont pu apparaitre comme par exemple quelle
serait I'influence d’un changement de la composition en AG du CL sur les différentes fonctions du cyt ¢ dans la
mitochondrie. Une modification des AG du CL, que ce soit par des tests en nutrition contrélée (McMillin and
Dowhan 2002) ou bien a cause d’une pathologie comme le syndrome de Bart (Schlame et al. 2003) est associé a
une perte des fonctions mitochondriales comme la chaine respiratoire ou I'induction de I'apoptose. Est-ce que

I'interaction CL - cyt c serait liée a ce phénomeéne ?

Egalement, la composition en AG du CL semble étroitement régulée. Schlame pointe, dans ses
premiéres études sur le CL, la distribution trés homogene des AG du CL pour un organisme donné (Schlame et
al. 1993). Il suppose alors qu’une telle composition en AG uniquement pour cette classe de phospholipide doit
étre issue d’'un mécanisme de régulation des AG du CL et qu’il doit exister un lien entre la nature des ces AG et
la fonction du CL dans la mitochondrie. Par la suite, la biosynthése du CL a été identifiée et a permis de mieux
comprendre l'origine de la régulation de la composition en AG du CL (Schlame et al. 2000). L’étude de la
composition en AG du CL chez les bivalves marins pose également les mémes questions. En effet, on retrouve
chez les bivalves épigés (coquille saint Jacques, palourde,...) un profil en acides gras tres homogene composé de

plus de 80% de chaines de type 22:6n-3.



Chapitre 4 - partie 3 : Effet des chaines du CL et de la nature du cyt ¢ 194

Les questions qui se posent sont:

*  Existe-t-il une spécificité entre cyt c et CL entre différents organismes ?

* Quel est I'impact de la nature des chaines du CL sur I'interaction cyt c—CL ?

Les études dans cette derniere partie ont pour but d’aller plus loin dans les aspects des spécificités de
structure du CL par rapport a l'interaction et aux transferts électroniques avec le cyt c. L’hypothése avancée est
que la longueur de chaine spécifique retrouvée dans les différents organismes (voir chapitre 1) pourrait étre
lige avec l'interaction hydrophobe entre CL et cyt c. Il s’agit aussi de vérifier I'hypothése avancée dans le
chapitre 3 ou la comparaison d’un CL 14:0 et d’'un CL 18:2 avait permis de suggérer qu’il pouvait exister des

cinétiques de transfert d’électrons différentes entre ces deux CL pour la sous-population 2 de cyt c.

ETUDE DE LA COMPOSITION EN AG DU CL

LES DIFFERENTES FORMES MOLECULAIRES DE CL

Les lipides choisis pour cette étude sont :

e CL 14:0: Standart provenant d’Avanti Polar Lipid composé de 100% de chaines en
14:0.

* CL 16:0: CL de Escherichia coli provenant d’Avanti Polar Lipids. La composition en
AGs de ce CL, caractérisée par CPG, est de 16:0 (52%), du 16:1n-7 (18%), et du 18:1n-
7 (14%). La composition détaillée est disponible en Annexes. On le nommera par
commodité CL 16:0.

e CL 18:0: CL provenant de I'hydrogénation du CL 18:2 (Standard Sigma détaillé ci-
dessous).

¢ (CL18:1n-9: CL synthétique produit par Avanti Polar Lipid.

* CL18:2n-6 : Standard produit par Sigma Aldrich.

e CL 22:6n-3: CL extrait de tissus de Pecten maximus (Coquille Saint Jacques)
échantillonnés dans le cadre de la Thése de Kraffe 2003 dont la composition en AG

est a plus de 80% en 22:6n-3.
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PRECAUTIONS PRISES PAR RAPPORT A CES FORMES MOLECULAIRES.

Comme reporté dans les chapitres 1 et 2, la nature des chaines grasses influe sur plusieurs propriétés
biophysiques des lipides membranaires. D’une part la température de fusion de ces lipides va fortement
dépendre des chaines grasses qu’il porte (Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes, 4th edition -
D.E. Vance, J.E. Vance). D’autre part, la sensibilité a I'oxydation et la dégradation des chaines grasses est
extrémement variable avec la nature des chaines grasses et particulierement selon le nombre d’insaturations

présentes (Cho et al. 1987).

Malheuresement, nous ne pouvons pas nous affranchir de certaines propriétés liées au type de
chaines du CL qui pourraient influencer sur la qualité du dépét lipidique sur la surface de I'électrode. Par
exemple, le type de chaines portées par le CL est un facteur important pour déterminer sa préférence de
phase. Une étude par RMN de Vasilenko (Vasilenko et al. 1982) a montré qu’un CL de mammifére (CL 18:2) et

gu’un CL de bactérie (CL 15:0) ont des comportements lamellaires différents.

INFLUENCE DE LA TEMPERATURE DE TRANSITION DE PHASE.

Les CL utilisés ont des températures de transition de phase bien distinctes (Sankaram et al. 1989). Les
deux cas extrémes concernent le CL 18:0 et le CL 22:6. Si le dernier se présente naturellement sous un état
liquide cristallin a température ambiante (20°C), le CL 18:0 est par contre sous une forme gel compact a cette
température. Dés lors, les études comparatives doivent essayer au maximum de s’affranchir de ce biais. Le
principal probléme concerne la méthode de préparation de I'électrode. L’établissement d’une monocouche de
phospholipides sur une surface de carbone implique un auto-réarrangement des lipides. Comme pour tous les
processus moléculaires (réaction, adsorption, mouvements intramoléculaires, ...), il est légitime de supposer

que I'agitation moléculaire est le moteur de ce réarrangement.

La température est le moyen de jouer sur I'agitation moléculaire des chaines grasses. Le traitement
thermique mis au point permet d’essayer de s’affranchir de biais qui pourrait apparaitre par rapport a
I'organisation de la monocouche lipidique lors du dépét de lipides ayant des températures de phase

différentes.

e (CL12:0:25°C(Rainer 1979)
e (L 14:0:40°C (Rainer 1979)
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e (CL16:0:56°C (Hubner 1991)
e (CL18:0:61°C(Hubner 1991)
e (CL18:1: 25°C(Sankaram 1989)
e (CL18:2: 20°C(Sankaram 1989)

OXYDATION DES CHAINES GRASSES POLYINSATUREES

Dées que I’AG comporte plus d’une insaturation, on note une propension a I'oxydation de la chaine
grasse (Cho et al. 1987). Cette tendance a l'oxydation croit alors exponentiellement avec le nombre
d’insaturations. La multiplication des insaturations sur la chaine carbonée provoque alors une certaine

instabilité de ces AGs dans des conditions oxydantes.

Dans nos conditions expérimentales, I'utilisation d’un CL 22:6 sur une électrode modifiée PC-CL 80/20
(mol/mol) sans précaution particuliere ne permet qu’environ une heure de manipulation. A contrario, si un CL
de type 18:1 est utilisé, I'électrode peut étre maintenue fonctionnelle a température ambiante pendant
plusieurs jours. Ces différences pourraient donc étre associées a cette instabilité des chaines 22:6 par rapport

aux chaines 18:1 face a la peroxydation.

Si la caractérisation de produit de péroxydation lipidique n’a pas été entreprise, plusieurs précautions

ont permis de prolonger la durée de vie d’une électrode modifiée contenant des CL polyinsaturés.

* Le dépdt sur I'électrode est effectué sous une cloche remplie d’Ar ou de N,.

* Les solutions lipidiques ont 0.05% de BHT comme antioxydant.

PARAMETRES LIES A L’ADSORPTION DE CYT C

Les cinétiques d’adsorption de cyt c ont toutes été identifiées comme des cinétiques du premier ordre.

Les constantes d’adsorption associées pour chaque espece moléculaire de CL sont présentées en Figure 4.39.

Les CL possédant des chaines saturées (CL 14:0) et majoritairement saturées comme le CL d’E. coli (CL
16:0) ont des cinétiques d’adsorption trés lentes par rapport aux CL qui possédent des chaines polyinsaturées

comme le CL 18:2 ou le CL 22:6 (Un kads élevé indique une cinétique d’adsorption lente).
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Le cas du CL 18:0 est un peu a part car I'adsorption de cyt ¢ n’est pas visible a 20-25°C et nécessite un
chauffage de la cellule électrochimique vers 40°C pour obtenir une adsorption de cyt c. La valeur du Kads (de
I'ordre de 1500 s'l) dans le cas de l'utilisation de CL 18:0 est donc biaisée par rapport aux autres CL dont

I'adsorption s’est faite a 20°C. Elle n’est donc pas présentée sur la Figure 4.39.
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Figure 4.39 : Cinétiques d’adsorption de cyt c sur une électrode modifiée composée de différentes especes moléculaires de CL

(barres d’erreur standard pour n=3).

Mise a part ce cas, les cinétiques d’adsorptions semblent corrélées a la température de transition de
phase du CL composant le dép6t lipidique. Il faut noter ici que le CL 16:0 est une abréviation utilisée pour le CL
d’Escherichia coli qui comporte, outre une majorité de chaines en 16:0, des chaines en 16:1 et 18:1 ce qui peut

expliquer la cinétique d’adsorption plus rapide observée par rapport au CL 14:0.
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Figure 4.40 : Exemple de cinétique d’adsorption lente de cyt ¢ sur une électrode PC-CL 14:0.

La comparaison entre les deux CL 18:1 et 18:2 révele toutefois des différences de cinétique
d’adsorption qui sont difficilement explicables par un effet lié aux températures de transition de phase qui sont
de 20°C et 25°C pour les CL 18:1 et 18:2, respectivement. Le CL correspondant a I'animal dont le cyt c est issu
(bceuf) est composé de chaines principalement en 18:2 (Figure 1.5 — chapitre 1). Les cinétiques
particulierement rapides pourraient suggérer |'existence d’une adaptation spécifique entre la structure du CL

18:2 et du cyt ¢ « bovine heart ».

Un exemple d’adsorption de cyt ¢ BH sur une électrode PC-CL14:0 est présntée en Figure 4.40. C'est
avec le CL18:0 les seuls cas d’adsorption suffisamment lente ol I'on peut observer une quantité de cyt ¢

adsorbé quasiment nulle aux premiers balayages en CV.

Les valeurs de quantités de cyt c électroactif dans la premiere et dans la deuxieme cellule
(respectivement Qa et Qc) pour les différents CL utilisés sont présentées dans le Tableau 1. Les valeurs de
quantités de cyt c électroactifs (Qa et Qc) sont trés dispersées comme le témoigne les erreurs standards

relevées.
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CL 14:0 27555.0 6501.0 96.5 33.0 60.7 n.d.
CL 16:0 12904.7 6827.8 170.5 29.5 101.0 11.0
CL 18:0 1574.0 838.6 12.0 4.7 8.5 6.0
CL18:1 17255.3 6942.1 141.2 46.7 87.4 13.6
CL 18:2 1362.7 894.0 87.1 20.1 32.2 5.5
CL22:6 5887.3 2004.1 102.8 30.4 42.6 15.6

Tableau 1: Parameétres liés a I'adsorption du cyt ¢ pour différentes électrodes modifiées. L’erreur standard associée est

I’écart-type divisé par la racine carrée du nombre de mesures.

Pour les CL ayant un faible degré d’insaturation (CL 14:0, CL 16:0, CL 18:0 et CL 18:1), la perte de cyt ¢
lors du transfert de cellule est de I'ordre de 40% tandis que pour les CL de type PUFA (PolyUnsaturated Fatty
Acid), la perte de cyt c est de I'ordre de 60%. Une explication plausible consiste a considérer qu’une partie du
cyt ¢ adsorbé est maintenue par la rigidité des chaines du CL alors qu’une plus grande fraction de cyt ¢ peut se
désorber du fait de la grande agitation moléculaire des CL PUFA (CL 18:2 et CL 22:6). Cela pourrait expliquer

pourquoi les valeurs plus faibles de Qc (cyt ¢ « immobilisé ») semblent plus faibles pour les CL PUFA.

Toutefois, la variabilité des mesures ne permet pas de conclure a un effet des chaines. A cet égard, on
peut noter qu’il n’y a pas de consensus si I'on regarde des travaux équivalents portant sur I'étude de I'affinité
entre des espéces moléculaires de CL équivalentes et le cyt c. Pour Belikova, le CL 18:2 aurait la meilleure
affinité pour le cyt ¢ (Belikova et al. 2006) tandis que ce serait le CL 14:0 selon Stepanov (Stepanov et al. 2009)
et le CL 18:0 selon Abe (Abe et al. 2011).

PARAMETRES ELECTROCHIMIQUES DES SOUS-POPULATIONS DE CYT C

Nous avons observé pour toutes les espéces moléculaires de CL composant le dépét lipidique sur
I’électrode, I'existence des deux sous-populations de cyt c identifiées dans le chapitre 3. Les valeurs des
parameétres calculées par le modéle de Creager (Potentiel E°, cinétique de transfert électronique kg et quantité
électroactive I') pour les deux sous-populations de cyt ¢ «immobilisé » (dans la deuxiéme cellule

électrochimique) sont présentées dans le Tableau 2.
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CL 14:0 -9.0 5.7 27.0 17.0 41.5 25.2

CL 16:0 -9.5 3.5 16.0 n.d. 96.0 n.d.
CL 18:0 -20.0 8.0 12.0 2.0 8.7 4.1
CL18:1 -14.3 6.2 27.2 15.8 82.0 48.7
CL18:2 -21.2 4.6 17.7 9.6 30.6 5.3
CL 22:6 -16.9 1.5 14.6 4.7 27.7 13.8

CL14:0 -126.3 13 312.8 9.2 1.8 0.4
CL16:0 -202.0 n.d. 50.0 n.d. 0.9 n.d.
CL18:0 -169.0 20.0 350.0 70.0 1.1 0.4
CL18:1 -125.5 0.5 233.3 108.4 1.1 0.4
CL18:2 -146.0 15.3 550.5 119.8 0.6 0.2
CL 22:6 -136.0 6.1 424.0 36.5 1.3 0.4

Tableau 2 : Caractéristiques électrochimiques (Potentiel E°, cinétique de transfert électronique kgr et quantité électroactive

I') des deux sous-populations de cyt ¢ « immobilisé » sur une électrode modifiée de différents types.

Le croisement des données des potentiels et des cinétiques de transfert électroniques des deux sous-
population de cyt c immobilisé sur une électrode modifiée par les sept CL testés ne donnent pas de différences
statistiques significatives comme nous avions pu le voir dans le chapitre 3 entre le CL 14:0 et le CL 18:2. Cela

peut étre d{ a plusieurs facteurs.

Tout d’abord, d’un point de vue purement statistique, comparer sept groupes est assez différent par
rapport a une comparaison deux a deux comme effectué dans le chapitre 3. Deux groupes statistiquement
différents quand ils sont testés deux a deux peuvent finalement ne pas étre différenciés si I'on incorpore au
test d’autres groupes et en particulier quand les groupes ajoutés ont des valeurs intermédiaires aux deux

groupes de départ. C'est en effet le cas ici.

Les conditions de mesure ont également évolué pour aboutir a davantage de répétabilité mais cela a
provoqué également un resserrement des parametres électrochimiques issus des différents groupes de lipides
autour de valeurs similaires. Comme nous avons pu le constater avec I'expérience consistant a augmenter la
rugosité de I'électrode pour immobiliser du cyt ¢ sur une électrode modifiée avec de la PA, la préparation de

I’électrode est un facteur trés important vis-a-vis du signal électrochimique obtenu. La préparation minutieuse
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de la surface de carbone pour ces expériences sur I'effet des chaines du CL a peut étre permis de s’affranchir de
biais qui nous laissaient précédemment entrevoir des différences de comportement électrochimique entre les

différentes électrodes modifiées par le CL 14:0 et le CL 18:2.

Il est clair que la grande sensibilité de la préparation de I'électrode modifiée joue sur la variabilité des
valeurs calculées par la technique de traitement de I’ACV de Creager. Dans I’hypothése ou il existerait un effet
des chaines du CL sur le potentiel ou la cinétique de transfert électronique du cyt c, il est possible que la

différence entre les différents CL soit masquée par cette variabilité.

Enfin, il est également possible qu’il n’y ait pas d’effet des chaines sur les parametres électrochimiques
étudiés (kgr, [ des sous-populations 1 et 2 du cyt ¢ « immobilisé »). Les derniers travaux pointant I'effet
d’espéces moléculaires différentes du CL portent presque toutes sur I'induction de I'activité peroxidase du cyt
c. Il est possible que cette propriété du cyt c lié au CL soit indépendante des paramétres que nous avons

mesurés.

VARIATIONS DES POTENTIELS LORS DU TRANSFERT DE CELLULE

Les parameétres tels que potentiels de demi-pic et I'écart entre les pics issus des CV utilisées pour
visualiser les phases d’adsorption et de désorption du cyt ¢, avant les études en ACV, sont reportés dans le

Tableau 3.

CL 14:0 15.6 7.7 70.7 10.2 -12.0 n.d. 115.6 n.d.
CL16:0 0.4 6.2 66.7 27.2 -19.5 6.5 71.7 15.7
CL 18:0 -7.6 7.6 59.2 12.9 -20.3 6.8 75.5 1.5
CL18:1 -4.3 3.2 55.7 14.9 -12.4 7.1 56.3 9.5
CL 18:2 4.5 1.8 46.8 17.7 -10.0 7.9 22.9 5.4
CL 22:6 -3.0 1.7 70.8 6.0 -8.6 3.9 60.6 5.4

Tableau 3 : Potentiel de demi-pic (E;/;) et écart entre les pic (AE) de cyt c électroactif dans la premiére et dans la deuxiéme

cellule électrochimique.

Nous retrouvons pour tous les CL testés les variations de potentiels formels déja observés dans la
partie précédente, c'est-a-dire un décalage vers les potentiels négatifs lors du transfert dans la deuxieme
cellule (E/, celll = Eyj; cell2). En nous focalisant sur I'écart entre les pics (AE celll et AE cell2), nous observons

une augmentation de cet écart lors du transfert de cellule pour les CL a courte chaine et/ou présentant un

201




Chapitre 4 - partie 3 : Effet des chaines du CL et de la nature du cyt ¢

faible nombre d’insaturations. Pour les autres CL, et particulierement pour le CL 18:2, cet écart entre les pics
diminue lors du transfert de cellule. Cet effet est particulierement marqué et méme si I'erreur standard
associée a ces mesures parait élevée, on retrouve toujours cette tendance pour les CL 22:6 et 18:2 si I'on prend

les données une a une (expérience par expérience).

La raison de cette variation d’écart entre les pics lors du transfert de cellule n’est pas encore connue.
L’écart entre les pics est associé a la cinétique de transfert électronique si I'on se base sur le modéle classique
de Laviron. Or, nous n’observons pas de corrélation entre I'écart entre les pics dans la deuxieme cellule et les
cinétiques calculées avec le modele de Creager (Tableau 2). La revue d’Armstrong sur la voltamétrie des films
protéiques peut donner une explication par rapport aux comportements électrochimique non idéaux des
protéines adsorbées sur une électrode (Armstrong et al. 1997). Un décalage des pics peut étre associé a un

changement de conformation d’une forme (oxydée ou réduite) de la protéine.

ESPECE MOLECULAIRE DU CL ET LIENS AVEC LA NATURE DU CYT C

Dans un second temps, nous avons voulu tester I'hypothese qu’il pouvait exister une interaction
spécifique entre les chaines du CL retrouvées chez une espeéce et la structure du cyt c de cette espéce. Trois cyt
c ont été testés. Il s’agit du cyt ¢ de coeur de beoeuf (identifié comme cyt ¢ BH — « Bovin Heart »), de cceur de
cheval (cyt ¢ HH — « Horse Heart ») et de levure de boulanger Saccharomyces cerevisiae (cyt ¢ YE — « Yeast »).
Cependant, pour des raisons de clarté, nous avons seulement présenté les résultats des cyt ¢ YE et BH. En effet,
aucune différence n’a été observée entre le cyt ¢ HH et le cyt ¢ BH pour tous les parametres électrochimiques

mesurés. Dans le texte, nous dénommeront les cyt ¢ HH et BH sont le méme terme de cyt c de mammifere.

Les CL naturellement présents dans ces organismes sont composés d’AG majoritairement en 18:2
pour le coceur de cheval ou de beeuf (Schlame et al. 1993) et d’AG de type 18:1/16:1 pour la levure (Schlame et
al. 1993; Rijken et al. 2009; van Gestel et al. 2010).

AFFINITE CL-CYT C

Une étude comparative de I'affinité du cyt ¢ de mammifére et de levure sur une électrode modifiée

PC-CL 18:1 a été réalisée. La valeur de charge du cyt c dans la premiere cellule électrochimique a été reportée
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pour des concentrations en cyt ¢ variant entre 1.25 et 44 uM. Les phénoménes d’adsorption, c'est-a-dire de

transfert de composés dissous sur une surface solide sont décrits par les isothermes d’adsorption de Langmuir.

_QnkiC
1+k.C

Q est la quantité de protéine adsorbée, Qm est la quantité maximum de protéine adsorbée, k; est la
constante d’affinité de Langmuir et C est la concentration de la protéine. Cette équation décrit I'affinité d’un
composé qui comble des sites vacants sur la surface d’une électrode en fonction de la concentration de ce

composé en solution.

Tout comme les équations de cinétiques d’adsorption et de désorption, on utilise davantage la forme
linéaire de cette équation qui permet de retrouver graphiquement les valeurs des constantes d’affinité et

d’adsorption maximale :

11, 1
Q Om Qnk.C

160 -

140 - X

80 X X cytcBH

Q, pmol cm?

AcytcYE

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

[cyt c], uM

Figure 4.41 : Variation de la quantité de cyt c électroactif pour différentes concentrations

Les isothermes obtenus pour les deux cyt c¢ utilisés sont cohérents avec le modele d’adsorption de
Langmuir (Figure 4.41). L’étude d’Heimburg (Heimburg and Marsh 1995) étudie en détail les isothermes
d’adsorption de cyt ¢ de mammifere sur une bicouche lipidique comprenant de la PG 18:2 et obtient des
résultats similaires. Dans le cas du cyt c de levure, on a pu observer lors de la phase d’adsorption du cyt ¢, une

perte de signal graduelle du cyt c en solution a partir d’'une concentration en cyt ¢ de 20 uM qui aboutit a une
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quantité de cyt c électroactif presque nulle. Ainsi, seule la valeur de charge initiale (premiers balayages en CV) a

été retenue pour obtenir le graphique en Figure 4.41.

Les valeurs des constantes d’affinité calculées sont de k; = 257 mM™ et k, = 130 mM™ pour le cyt ¢ BH
et YE, respectivement. Le cyt ¢ BH a une affinité environ deux fois plus élevée pour s’adsorber sur un dépot
lipidique constitué d’'un mélange PC-CL 18:1 en proportion 80/20 que le cyt ¢ YE. Les valeurs d’adsorption
maximale sont de Q;,, = 148 pmol cm” et Q,, = 43 pmol cm? pour le cyt ¢ BH et YE respectivement. On peut
supposer a partir de ces isothermes que le CL 18:1 est plus adapté pour un accrochage du cyt c de mammifere

que du cyt c de levure.

Ces mesures d’affinité pour toute une gamme de concentration en cyt c n’ont pas pu étre réalisées en
présence du CL 16:0 provenant d’Escherichia coli dont la composition en AG doit étre proche de la composition
en AG d’un CL de levure. Toutefois, le croisement entre les différentes especes moléculaires de CL et les cyt c a
été réalisé pour le protocole « classique », c'est-a-dire avec une concentration en cyt ¢ dans la premiere cellule
électrochimique de 50 uM. Dans ces conditions, la perte de signal électrochimique d’une solution 50 uM de cyt
¢ YE sur une électrode modifiée de type PC-CL est observée quelque soit la nature du CL. Cela démontre

également que, de maniere générale, I'affinité du cyt c YE est inférieure au cyt ¢ BH.

Les travaux de Salomon portant sur I’étude de I'électrochimie du cyt ¢ sur une électrode modifiée avec
un mélange PC-CL accordent une large part a I'importance de la force ionique et a celle de la concentration de
cyt ¢ sur le phénomeéne d’adsorption du cyt c. En particulier, Salomon observe plusieurs formes d’adsorptions
du cyt ¢ sur son électrode modifiée dans des conditions de faibles concentrations en cyt ¢ dissous (de I'ordre de

1uM — Salomon 1997).
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Figure 4.42 : CV et ACV de cyt ¢ BH 1.25uM sur une électrode PC-CL 18:1. 4 formes électroactives de cyt ¢ sont identifiées aux
potentiels de -190 mV, -13 mV, +176 mV et +316 mV vs SCE.

Nos essais réalisés dans ces conditions de faible concentration (1.25uM) révelent en effet plusieurs
autres formes de cyt ¢ électroactifs (Figure 4.42). Quatre formes de cyt ¢ BH électroactifs ont été identifiées aux
potentiels de -190 mV, -13 mV, +176 mV et +316 mV. Si I'on compare avec le cyt ¢ YE, seules deux formes
électroactives sont identifiées aux potentiels de -15 mV et +202 mV. Les formes adsorbées qui ont un potentiel
formel positif par rapport a notre référence (SCE) sont caractérisées par des valeurs de kg trés faibles,
inférieures 3 1 s™. A des concentrations plus élevées en cyt c, seules les autres espéces de cyt ¢ dont le
potentiel formel est négatif par rapport a notre référence subsistent. S’il était besoin de montrer la précision
de la mesure apporté par I’ACV, les quatre sous-populations de cyt c identifiées en Figure 4.42 n’ont pu étre

identifiées qu’avec l'utilisation de la technique d’ACV.
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Une information intéressante apportée par cette expérience concerne le fait que le cyt ¢ de levure
n’est que faiblement immobilisé sur une électrode modifiée PC-CL 18:1 en proportion 80/20 comparativement

au cyt c mammifere.

Toutefois, un essai d’'immobilisation de cyt ¢ YE sur une électrode modifiée avec un dépot lipidique de
type PC-PG 18:1 ou PC-PG 14:0 a abouti a une stabilisation de la quantité de cyt ¢ YE dans la deuxieme cellule
électrochimique a des valeurs de 5 — 10 pmol cm™. Ces quantités de cyt ¢ YE « immobilisé » par la PG sont
toutefois inférieures a celles que I'on retrouve pour le cyt c mammifére immobilisé par le CL qui sont de 'ordre

de 50 - 150 pmol cm™.

200 -
150 A
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0
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E, V vs SCE

Figure 4.43 : ACV a 8Hz de cyt ¢ YE immobilisé sur une électrode modifiée avec un dépét de PC-PG 14:0 (deuxiéme cellule

électrochimique). Deux sous-population de cyt ¢ sont présentes a -24.8 mV et -174 mV vs SCE.

Sur une électrode modifiée PC-PG, deux sous-populations de cyt c ont été identifiées avec des valeurs
de potentiels proches des sous-populations identifiées pour un systeme CL - cyt ¢ BH (Figure 4.43). Dans le cas
de la PG 14:0 présentée en Figure 4.43, la sous-population 1 est caractérisée par un E° de -24.8 mV et un kg de
22 s tandis que la sous-population 2 est caractérisée par un E° de -174 mV et un ke; de 60 5™, Les résultats sont
tres similaires dans le cas d’une PG 18:1. Par rapport a un systéme CL — cyt ¢ BH décrit dans le chapitre 3, la
sous-population 2 du systeme PG — cyt ¢ YE a une cinétique de transfert électronique d’un ordre de grandeur

plus lent (300-900 s™ et 40-80 s respectivement).

Cela suggere que le cyt c de levure a une interaction plus spécifique avec la PG. Une étude portant sur

des mutants de levure de biere dont le contenu en CL a été altéré montre qu’il n’existe pas de lien entre le
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contenu en cyt ¢ et en CL dans les mitochondries de levure (Zhang et al. 2005). De plus, Jiang a démontré que
des cultures de mutants de levure de biere similaires qui sont dépourvus de CL, ont une croissance et une
division normale (Jiang et al. 1997). Les auteurs émettent I'hypothése que pour les organismes dit plus

« primitifs », la PG pourrait se substituer au CL pour maintenir le bon fonctionnement de la mitochondrie.

COMPORTEMENT ELECTROCHIMIQUE EN CV DES DIFFERENTS CYT C

En particulier lors de la phase d’adsorption du cyt c, les voltamétries montrent des différences bien
marquées de comportement électrochimique. L'allure et la position des pics de réduction et d’oxydation de cyt

¢ YE sont tres différents du schéma classique (Figure 4.44).
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Figure 4.44 : CV a 50mV s™ corrigée du signal capacitif de cyt c de beeuf (courbe bleue) et de levure (courbe rouge) sur une

électrode modifiée de type PC-CL dans la premiére cellule électrochimique (solution de cyt ¢ 50 uM).

Un décalage des potentiels formels vers des valeurs plus positives que celles observées pour le cyt ¢

BH est commun a tous les CL testés (moyenne des E° tous CL confondus : +4 mV vs SCE).

L’écart entre les pics est élevé, supérieur a 100 mV, et ce pour tous les types de CL utilisés. Cette
différence est moins marquée quand on passe dans la deuxieme cellule électrochimique (Figure 4.45). On
observe pour le cyt ¢ « immobilisé », une différence plus marquée de AE entre les cyt ¢ YE et BH pour les CL

14:0 et CL 18:2. Pour ces deux especes moléculaires de CL, la tendance est toutefois inverse pour les deux
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sources de cyt c. Pour le CL 18:2, I’écart entre les pics est plus élevé avec du cyt ¢ YE tandis que pour le CL 14:0,

I’écart entre les pics est plus élevé avec du cyt ¢ BH.
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120.0 4 Cyt cBH

WcytcYE
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400 -
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Figure 4.45 : Récapitulatif pour 'ensemble des CL testés de I'écart entre les pics AE des premiéres CV a une vitesse de

balayage de 50 mV s™ dans la deuxiéme cellule électrochimique.

Comme décrit précédemment, I"écart entre les pics est un paramétre qui peut étre compliqué a
interpréter dans le cas de protéines adsorbées sur une électrode (Armstrong et al. 1997). Dans notre cas, AE
peut étre lié a la vitesse de transfert électronique, la diffusion de la protéine au sein du dépot lipidique et
I'orientation de la protéine. Or il ne devrait pas y avoir de différences de diffusion pour un méme dépot

lipidique.

L’étude des vitesses de transfert électronique du cyt ¢ YE immobilisé n’a pas pu étre réalisée du fait de
la désorption de cyt ¢ YE dans la deuxieme cellule électrochimique. Toutefois, un comparatif des vitesses de
transfert électronique entre ces deux types de cyt c a déja été réalisé par El Kasmi (El Kasmi et al. 1998). Cette
étude portant sur des électrodes modifiées par des SAMs montre que la longueur mais surtout la nature de la
téte polaire n’influence pas de la méme maniére I'électrochimie du cyt ¢ YE par rapport au cyt ¢ HH (Figure

4.46). Globalement, la vitesse de transfert électronique du cyt ¢ YE est plus faible que celle du cyt c mammifere.
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SAM structure? horse cytochrome ¢ yeast cytochrome ¢
C,COOH 1000 18
C1,COOH 60 0.21
C,0COOH/C;0H 500
C10COOH/CsOH 300 400
C1,COOH/C;0H 2.0

Figure 4.46 : Cinétiques de transfert électronique (ker en s™) de cyt ¢ YE ou HH sur une électrode modifiée par différents types

de SAMs. D’apres El Kasmi 1998.

Une étude ultérieure toujours réalisée par El Kasmi (El Kasmi et al. 2002) démontre que le cyt ¢ de
levure a une cinétique de transfert électronique deux fois plus faible qu’un cyt ¢ HH sur une électrode d’ITO

nue.

Dans la partie précédente, nous avons observé que les cinétiques calculées par la méthode de Creager
ne semblaient pas corrélées avec I'écart entre les pics observés en CV. Ici, I'écart entre les pics relativement
faible pour I'association CL 18:2 — cyt ¢ BH pourrait provenir d’une association spécifique qui modifierait
I'orientation de la protéine ou sa distance par rapport au plan de I'électrode. Ces deux facteurs peuvent

augmenter ou baisser la vitesse de transfert électronique indépendamment.

A titre de comparaison avec l'interaction de type PG — cyt ¢ YE évoquée précédemment, le AE observé
du cyt ¢ YE sur une électrode modifiée PC-PG 14:0 est de I'ordre de 20 — 30 mV ce qui va également dans le

sens de |'existence de certaines associations spécifiques entre un type de cyt c et un type de phospholipide.

CONCLUSION

On peut tout d’abord rapidement commenter |'absence de différences observées entre les deux cyt ¢
BH et HH (issus du bceuf et du cheval) La figure 4.47 provient de la base de donnée Uniprot et fait un
comparatif des séquences peptidiques des trois cyt c utilisés pour ces travaux. On retrouve une structure tres
similaire entre ces trois protéines mais la similarité est presque parfaite entre les cyt ¢ HH et BH. Il n’est donc

pas si étonnant d’obtenir des résultats comparables pour ces deux cyt ¢ de mammifere.

209




Chapitre 4 - partie 3 : Effet des chaines du CL et de la nature du cyt ¢ 210

S 60 P00044  CYC1l_YEAST

- KT KN 55 P62894  CYC_BOVIN

- KHET 55 P00004 CYC_HORSE
Tk s k%

********* *k kkkkkk kkk.

61 RRERDEN - 109 P00044 CYC1 YEAST

56 | ET ; i e @ERE NE 105 P62894 CYC_BOVIN

56 ET KKHTERE NE 105 P00004 CYC HORSE
* o % %e o -

Kkk kkkkkkkkhkk k Kaikky skrikkkokkkkx

e

Figure 4.47 : Comparaison des séquences de cyt ¢ BH, HH et YE d’apreés la basse de donnée HHH. Les résidus surlignés en bleu

représentent les AAs hydrophobes et en vert les AAs chargés positivement a pH physiologique.

Au regard des résultats observés pour le cyt ¢ YE, il est clair que ce dernier n’a pas le méme type de
relation avec le CL que le cyt ¢ de mammifere. Le cyt ¢ de levure s’adsorbe peu sur une électrode type PC-CL
décrite dans le chapitre 3. Par contre, les essais avec la PG laissent supposer que |’association PG — cyt ¢ YE a un
comportement similaire a I'association CL — cyt ¢ BH. Il est possible que le lien entre CL et cyt ¢ se soit imposé
plus tard dans I"évolution du fonctionnement mitochondrial. En effet, plus I'on remonte dans la phylogénie,
moins le CL posséde un role primordial pour la survie de I'organisme. A ce titre, on peut citer les expériences
impliquant des mutants d’Escherichia coli déplétés a la fois en PG et en CL et dont la croissance et la division
cellulaire sont normales (Mileykovskaya et al. 2009). Les auteurs observent pour cette lignée une production

accrue de PA dont la présence est supposée compenser la perte de PG et de CL.

Nous n’avons pas observé d’effet des chaines du CL sur les paramétres électrochimiques calculés par
la simulation en ACV. Les différences observées concernent les cinétiques d’adsorption lors de la premiére
phase d’adsorption du cyt c ainsi que les variations d’écart entre les pics voltamétriques lors du transfert de
cellule. Les cinétiques d’adsorption de cyt ¢ pour différents types de CL sont probablement liées aux
caractéristiques biophysiques des CL. Ces caractéristiques (température de transition de phase, mobilité des

chaines) sont dépendantes de la nature des chaines grasses portées par le CL.

Il est possible qu’il n’y ait pas d’effet des chaines sur I’électrochimie du systéme cyt ¢ BH — CL. Il est
également intéressant de voir que malgré les grandes différences de propriétés biophysiques des différentes
espéces moléculaires de CL testés, les parametres cinétiques ne montrent pas de différences. Le fait d’avoir un

mélange de CL avec de la PC majoritaire peut contribuer a ’homogénéité des résultats.

Il est aussi possible que I'effet des chaines du CL pour l'interaction cyt ¢ — CL n’existe pas pour nos
conditions expérimentales. Comme pourrait le suggérer la synthése des revues de Schlame et al. 2000,
Kinnunen 1996 et Haines 2009, la structure bicyclique du CL pourrait provenir de 'homogénéité de sa
composition en AG. En effet, L'encombrement stérique équivalent des chaines positionnées en snl et sn2
privilégierait la conformation « chaise » du motif glycérol commun a tous les glycérophospholipides (Haines

20009) (Figure 4.48).
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'CHAIR’ 'KINKED'

Figure 4.48 : conformations « chair » et « kinked » du motif glycérol de base des glycérophospholipides. D’aprés Kinnunen

1996.

Une dissymétrie de la structure des chaines en snl et sn2 provoque la perte de la structure bicyclique
du CL et modifie également drastiquement ses propriétés chimiques (pk,,) et biophysiques (préférence de
phase) (Haines 2009). Cela pourrait expliquer la grande homogénéité de composition en AG observée in-vivo

(Schlame et al. 2000) mais également pourquoi I'effet des chaine serait peu visible pour nos résultats.
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CONCLUSION GENERALE

RAPPEL DE LA PROBLEMATIQUE

Cette these avait pour but de mettre au point et d’optimiser une méthode électrochimique utilisant
une électrode modifiée avec des phospholipides. Cet ouvrage présente les protocoles utilisés et mise au point
de cette électrode de carbone vitreux (GC) modifiée dont le but était de créer une interface électrochimique
biomimétique pour modéliser in vitro des interactions entre des lipides membranaires et une protéine soluble

mitochondriale, le cyt c.

En particulier, les conditions de molarité ou de pH de la mitochondrie et la composition de la
membrane interne de la mitochondrie (proportion de CL de 20% molaire) ont été utilisées pour se rapprocher

le plus possible des conditions in-vivo.

Cette électrode modifiée devait permettre d’apporter de nouveaux éléments par rapport aux
interactions protéines solubles — lipides membranaires et en particulier la théorie du « lipid anchorage »
développée par Kinnunen sur les interactions entre cyt ¢ et le CL. Enfin, elle est a la base d’une étude
comparative sur l'interaction cyt ¢ — CL pour différentes sources de CL et de cyt c. Les chaines grasses du CL
chez les bivalves ont une composition spécifique qui n’a jamais été retrouvée dans d’autres organismes. La

question de la relation entre la structure particuliere de ce lipide et sa fonction s’est naturellement posée.

ORIGINALITE DE L'ETUDE REALISEE

Le cyt c est la protéine soluble la plus étudiée en électrochimie. Son comportement électrochimique
non idéal, voire méme sa dénaturation sur des électrodes nues a guidé les recherches dans ce domaine vers
I’étude de la modification de la surface des électrodes afin de permettre et de moduler I'électrochimie du cyt c.
Ainsi, les SAM ou des électrodes modifiées par des lipides sont majoritaires pour les études du cyt ¢ par

électrochimie.

Une des particularités de ce travail de thése réside dans le fait d’utiliser des techniques d’AC

voltamétrie afin d’étudier et de modéliser le comportement électrochimique du cyt ¢ immobilisé sur une
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électrode modifiée par des phospholipides. Cette technique peu utilisée, développée par Creager, nous a
permis d’identifier différentes sous-populations de cyt ¢ adsorbés sur une électrode modifiée par un dépot de
PC-CL ou de PC-PG. Ces sous-population de cyt c électroactifs ne sont pas visibles par les techniques

électrochimiques classiques comme la voltamétrie cyclique.

Une autre originalité de cette étude réside dans le fait que nous avons été tres attentifs a recréer dans
la cellule électrochimique les conditions physicochimiques que I'on retrouve dans la mitochondrie. De méme,
le phénomeéne d’'immobilisation de cyt ¢ sur une électrode modifiée n’a jamais été réalisé dans une cellule
électrochimique qui ne contient pas de cyt c en solution. Ainsi, I’électrode que nous avons mis au point a servi a

mieux comprendre le phénomene d’accroche du cyt ¢ sur les lipides mitochondriaux.

RESULTATS PRINCIPAUX SUR LE LIPID ANCHORAGE ET LA SPECIFICITE CYT CL

Le chapitre 3 a permis de décrire le comportement électrochimique du cyt c adsorbé sur une électrode
modifiée avec un dépo6t de PC-CL. Il apparait que seul la présence de CL permet I'électroactivité du cyt c car une
électrode modifiée seulement a la PC ne permet pas I'immobilisation de cyt c. Une technique dérivée de I’'AC
voltamétrie a permis d’identifier deux sous-populations de cyt ¢ adsorbé en présence de CL appelées sous-
population 1 et 2. Le traitement de cette électrode modifiée avec une solution a forte force ionique (0.5 M KCl)
a permis de discriminer le type d’accroche de ces deux sous-population de cyt c immobilisé. Le KCl a désorbé le
cyt ¢ de la sous-population 1 de cyt ¢ au contraire de la sous-population 2 qui n’a pas été affectée par ce
traitement. Nous avons donc supposé que la sous-population 1 est caractérisé par des interactions de type
électrostatique avec le CL tandis que la nature de la sous-population 2 est plus compliquée a caractériser.
Toutefois, des différences de potentiels redox et de vitesse de transfert électroniques de la sous-population 2
de cyt c ont été observées en testant deux type de CL différenciés par la nature de leur chaine grasse (14:0 ou

18:2). Ce résultat a suggéré I'existence d’interactions de type hydrophobe pour la sous-population 2 de cyt c.

La nature de la sous-population 2 s’est précisée avec des expériences complémentaires portant sur
I’effet du pH et de la présence de Ca’*. Nous avons identifié, pour la sous-population 2 de cyt ¢, un mécanisme
de type PCET, c'est-a-dire un transfert électronique couplé a un transfert de proton. S’il est difficile de juger de
la relation de ce processus avec la fonction du cyt c in-vivo, nous pouvons toutefois supposer que I’'héme de la
sous-population 2 du cyt c est davantage en contact avec le solvant. Ainsi, la sous-population 2 de cyt ¢ pourrait
correspondre a une forme « ouverte » de la protéine liée au CL. L’ajout de faibles quantités de Ca’* désorbe
quasiment intégralement le cyt ¢ des deux sous-populations. Le Ca** se liant probablement aux deux
groupements phosphates du CL, cette observation nous laisse penser que les phosphates du CL sont impliqués

dans les deux types d’interactions des sous-populations 1 et 2.
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Afin de mieux comprendre quelle est I'origine de I"électroactivité du cyt c en présence de CL, nous
nous sommes intéressés a la structure des phospholipides. Plusieurs classes de phospholipides ont été testées
afin d’étudier I'influence de la nature de la téte polaire du lipide sur I'électrochimie du cyt c. Les principaux
résultats établissent que seuls la PG et le CL permettent d'immobiliser et de promouvoir le transfert
électronique de cyt ¢ sur une électrode modifiée. Les autres phospholipides anioniques (PS, Pl et PA) peuvent
promouvoir le transfert électronique du cyt ¢ « libre » en solution mais sont incapables de retenir le cyt ¢ sur
I’électrode modifiée. La PG et le CL ont en commun dans leur structure un motif glycérol terminal. Nous
supposons que ce glycérol est important pour observer I'effet de « lipid anchorage » du cyt c. Un essai avec du
dLCL, c'est-a-dire un CL dont deux chaines grasses sur quatre ont été 6tées a été réalisé. Si la présence des deux
sous-populations n’a pas pu étre mis en évidence, on peut toutefois noter que I'adsorption et le comportement
électrochimique de I'association dLCL — cyt ¢ est davantage comparable a une interaction de type CL — cyt c ou
PG —cyt c qu’a une interaction de type PA — cyt c. Cela va également dans le sens d’une plus grande importance
de disposer d’'une structure spécifique de la téte polaire du phospholipide plutdot qu’a une spécificité de la

partie hydrophobe pour permettre le processus du « lipid anchorage ».

La derniere partie s’est focalisée sur les aspects de spécificité entre espece moléculaire de
phospholipide et source de cyt c. On observe peu d’effet de la nature des chaines du CL sur I'électrochimie du
systeme cyt ¢ — CL. Ces effets sont probablement liés aux propriétés biophysiques des espéces moléculaires de
CL induites par la nature de la chaine grasse portée. Un résultat intéressant concerne les essais réalisés avec du
cyt c issu de levure de boulanger. L’affinité de ce cyt c est plus faible que celle du cyt c de mammifere pour un
dépobt de type PC-CL sur notre électrode. Or nous observons également un phénomeéne d’adsorption du cyt ¢
de levure davantage adapté a une électrode de type PC-PG par rapport a une électrode de type PC-CL. Cette
observation suggére une interaction préférentielle entre cyt ¢ de levure et PG et pointe ainsi une spécificité

entre la structure du cyt c et I'interaction avec une classe de phopholipide déterminée.

Ces résultats ont apportés une meilleure compréhension des interactions entre le cyt c et les
phospholipides, particulierement au niveau des éléments structurels nécessaires au phospholipide pour
permettre I'accroche et le transfert d’électrons du cyt ¢ sur une électrode modifiée. De plus, la mise au point de
cette électrode modifiée peut servir de point de départ a d’autres types d’études sur I'interaction cyt ¢ — CL.
Certaines expériences préliminaires réalisées pendant cette these sont présentées dans la partie suivante
traitant des perspectives et des applications potentielles du systéme électrochimique mis au point dans le

cadre de mes travaux.
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PERSPECTIVES

INTRODUCTION

La mise au point d’une électrode modifiée avec un dépot de PC-CL ayant adsorbé du cyt ¢ peut étre le
point de départ de diverses applications ou d’extension des travaux de recherche présentés dans cette thése.
L’électrode peut étre par exemple utilisée comme un biocapteur (exemple de la CCO ou de I'H,0,) ou bien de
servir de base a I'étude de la spécificité entre CL de bivalve et cyt ¢ de bivalve ou encore a I'étude de I'effet de la
péroxydation des chaines du CL, ou plus généralement des mécanismes impliquant I'interaction cyt ¢ — CL pour le

processus de mort cellulaire programmée, I'apoptose.

CYTOCHROME C OXIDASE

Des applications pour I'étude électrochimique du cyt ¢ ou de la CCO devraient permettre de mettre en
place des études permettant de mieux comprendre le lien entre CL et la chaine respiratoire. La réalisation d’un tel
biocapteur permet de simuler une étape de transfert électronique présente in-vivo. Elle ouvre aussi la voie a des
études comparatives pour la compréhension des spécificités structurelles cyt ¢ — CCO en lien avec la structure du

CL.

La CCO est une enzyme transmembranaire complexe. Elle est couramment constituée de deux
monomeéres composés de 26 sous-unités chacun. Le cyt c est le partenaire redox naturel de la CCO dans la chaine
de phosphorylation oxidative de la mitochondrie. De plus, le CL est un phospholipide essentiel pour le maintien de
la structure tridimensionnelle de la CCO (Figure 1.8 — chapitre 1) et donc le maintien de I'activité CCO. Le lien fort
existant entre le cyt ¢, le CL et la CCO a été le point de départ d’un essai d’utilisation de I'électrode modifiée décrit

dans ce chapitre.
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Figure P.1 : Schéma conceptuel de I'utilisation de I’électrode modifiée PC-CL a cyt ¢ adsorbé pour I'étude de CCO en solution.

La CCO est électroinactive sur une électrode métallique nue comme le cyt c. Pour pallier a cette
électroinactivité, on peut, comme pour le cyt ¢, utiliser un médiateur redox en solution (Heineman et al. 1972) ou
bien immobiliser la CCO sur une électrode modifiée avec des modifieurs de surface de nature lipidique (Burgess et

al. 1998; Ataka et al. 2004; Lewis et al. 2006).

Le modele expérimental proposé est intermédiaire entre ces deux solutions et consiste a utiliser du cyt ¢
adsorbé sur notre électrode modifiée PC-CL pour transférer des électrons a la CCO présente dans la solution de la
cellule électrochimique (Figure P.1). Les parametres retenus pour la mise en solution de la CCO sont inspirés de la
publication de Heineman et al. 1972. La méthode d’analyse retenue est la chronoampérométrie. L’électrode
modifiée est portée a un potentiel de réduction de la CCO (-0.1 V vs SCE) pendant 1 mn puis le potentiel en circuit
ouvert (Eoc) est mesuré pendant un laps de temps donné. Le maintien a un potentiel réducteur pour le cyt ¢
permet de faire passer toutes les protéines adsorbées sous leur état Fer(ll). Le cyt c ainsi réduit est le partenaire
redox naturel de la CCO dans la mitochondrie. Le maintien a un potentiel réducteur est arrété quand le courant

mesuré sur I’électrode de travail passe sous un seuil préétabli.

Le retour a I'équilibre, c'est-a-dire I'oxydation du cyt ¢ adsorbé, peut se faire de différentes facon. D’une
part la nature oxydante du milieu (présence de dioxygene par exemple) tend naturellement a oxyder le cyt ¢
réduit, mais a cela peut s’ajouter le transfert électronique d’un électron du cyt ¢ a la CCO présente en solution

(Figure P.2).
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Figure P.2 : Chronoampérométrie d’une électrode modifiée PC-CL avec cyt c réduit adsorbé en absence de CCO (courbe bleue), en

présence de CCO (courbe violette) et en présence de CCO et de CN’, un inhibiteur de la CCO (courbe verte).

L’équation de Nernst permet de définir le potentiel mesuré a I’électrode d’un couple redox en fonction du

potentiel standard de ce couple et du rapport entre la présence d’espéces réduites et oxydées du couple.
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On peut ainsi accéder aux parameétres cinétiques du transfert électronique de cyt ¢ a CCO ainsi qu’au
nombre d’électrons échangés par mole de CCO. Les résultats préliminaires présentés ici semblent prometteur pour

une utilisation de I'électrode modifiée PC-CL comme biocapteur a CCO.

ACTIVITE PEROXYDASE DU CYT C — BIOCAPTEUR

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 3, nous avons pu distinguer deux sous-populations et en
particulier une population de cyt ¢ ayant des interactions hydrophobes. L'étude des interactions hydrophobes

entre cyt ¢ et CL s’est particulierement focalisée dans la derniére décennie sur la modulation de l'activité
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peroxydase du cyt c induite par le CL. Or, il semblerait que I'induction de I'apoptose soit liée a I'activité peroxydase

(Ascenzi et al. 2011).

La caractérisation par notre électrode modifiée d’une sous-population de cyt ¢ ayant des interactions
hydrophobes pourrait se révéler un outil analytique puissant pour des études des mécanismes de I'apoptose.
L’électrode modifiée PC-CL permetterait d’étudier a la fois le phénomeéne de relargage de cyt ¢ observé pendant
I'induction de I'apoptose et également la fonction peroxidase du cyt c. Ainsi, I'électrode modifiée pourrait étre

utilisée comme biocapteur au peroxyde d’hydrogéne.

Le cyt ¢, dans sa configuration non native posséde une activité peroxydase qui peut étre utilisée pour la
mesure de faibles concentrations de peroxyde d’hydrogéne dans un milieu. La création d’un tel biocapteur a partir
de cyt c adsorbé a été récemment décrite par plusieurs études (Wang et al. 2012; Wang et al. 2012b). Dans I'étude
de Wang (2012a), le cyt ¢ adsorbé sur une électrode d’ITO modifiée aux sphéres de carbone permet de détecter

des concentrations supérieures a 1uM en peroxyde d’hydrogéne.

ETUDE DE LA PEROXYDATION DES CHAINES DU CL SUR L’INTERACTION CYT C — CL

Une des conséquences de I'activité peroxydase de I'association cyt c-CL serait la péroxydation des chaines

grasses insaturées portées par le CL (Tyurina et al. 2006; Kagan et al. 2009).

Figure P.3 : Modele expliquant le relargage de cyt c des membranes mitochondriales da a la peroxydation des chaines du CL.
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Le test de phospholipides peroxydés déposés sur une électrode de GC par la technique mise au point dans
le cadre de mes travaux serait un élément intéressant pour mieux comprendre les mécanismes de relargage du cyt
c suite a une péroxydation des chaines du cyt c. Récemment, les études autour de la péroxydation des chaines du
CL ont acquis un certain intérét suite a I'implication de ce processus de peroxydation dans le phénomeéne de

vieillissement ou de la signalisation mitochondriale par les ROS (Paradies et al. 2011).

UTILISATION DU CL COMME GREFFAGE DE SILICE

Le cyt ¢ de bivalve aurait di étre purifié en vue de ces essais. La composition unique en AG 22:6 chez les

bivalves épigés aurait apporté une pierre de plus a I’hypothese d’une spécificité de structure entre cyt c et CL.

Une collaboration avec Fabienne Guérard, professeur au laboratoire des sciences de I'environnement
marin de I'lUEM (Institut Universitaire de I'Environnement Marin) a Plouzané a permis d’initier un protocole de

purification de cyt ¢ a partir de tissus d’huitre. Ce protocole n’a malheureusement pas abouti au terme de la thése.

Toutefois, ces essais de purification de cyt ¢ de bivalve ont permis d’entrevoir une application potentielle
de linteraction spécifique cyt ¢ — CL pour un nouveau type de purification de cyt c. En effet, la purification de cyt ¢
par des techniques classiques est bien documentée et fait intervenir des étapes successives de purification par
colonne de silice et de précipitation fractionnée des protéines par des sels de sulfate d’ammonium. Les premiéres
étapes de cette purification sont rapides a effectuer et permettent de séparer d’'un homogénat de tissus toutes les
protéines solubles chargés positivement. Les étapes suivantes sont plus longues et plus le cyt c est purifié lors de

ces étapes, plus le rendement chute.

Il nous est alors apparu qu’une des applications potentielles de I'utilisation de I'interaction entre cyt c et
CL pourrait concerner la création d’une microcolonne de purification de cyt ¢ composée de silice greffée au CL.
L’expérience consiste a déposer du CL sur une microcolonne de silice (6% massique d’eau) dans un solvant de type
98:2 CHCI;:MeOH. La silice fixe alors les molécules de CL. La silice est ensuite séchée. Enfin, une solution aqueuse

de cyt c a été éluée sur cette microcolonne.

Comparée a une microcolonne non modifiée au CL, seule celle greffée avec du CL 18:2 a permis
d’'immobiliser le cyt c. Ces résultats préliminaires sont encourageants et mériteraient une étude a part entiere afin
de valider la spécificité d’une microcolonne greffée au CL pour le cyt ¢ dans un homogénat de protéines solubles

chargées positivement.




Perspectives

REFERENCES

Ascenzi, P., F. Polticelli, M. Marino, R. Santucci and M. Coletta 2011. "Cardiolipin drives cytochrome c proapoptotic
and antiapoptotic actions." IUBMB Life 63(3): 160-165.

Ataka, K., F. Giess, W. Knoll, R. Naumann, S. Haber-Pohlmeier, B. r. Richter and J. Heberle 2004. "Oriented
Attachment and Membrane Reconstitution of His-Tagged Cytochrome c Oxidase to a Gold Electrode: In
Situ Monitoring by Surface-Enhanced Infrared Absorption Spectroscopy." Journal of the American
Chemical Society 126(49): 16199-16206.

Burgess, J. D., M. C. Rhoten and F. M. Hawkridge 1998. "Cytochrome c Oxidase Immobilized in Stable Supported
Lipid Bilayer Membranes." Langmuir 14(9): 2467-2475.

Heineman, W. R., T. Kuwana and C. R. Hartzell 1972. "Indirect electrochemical titration of beef heart cytochrome
oxidase." Biochemical and Biophysical Research Communications 49(1): 1-8.

Kagan, V. E., H. |l. A. Baylr, N. A. Belikova, O. Kapralov, Y. Y. Tyurina, V. A. Tyurin, J. Jiang, D. A. Stoyanovsky, P. Wipf,
P. M. Kochanek, J. S. Greenberger, B. Pitt, A. A. Shvedova and G. Borisenko 2009. "Cytochrome
c/cardiolipin relations in mitochondria: a kiss of death." Free Radical Biology and Medicine 46(11): 1439-
1453.

Lewis, K. L., L. Y. Su, F. M. Hawkridge, K. R. Ward and M. C. Rhoten 2006. "Immobilization of cytochrome c oxidase
into electrode-supported lipid bilayer membranes for in vitro cytochrome c sensing." leee Sensors Journal
6(2): 420-427.

Paradies, G., G. Petrosillo, V. Paradies and F. M. Ruggiero 2011. "Mitochondrial dysfunction in brain aging: Role of
oxidative stress and cardiolipin." Neurochemistry International 58(4): 447-457.

Tyurina, Y. Y., V. Kini, V. A. Tyurin, . |. Vlasova, J. Jiang, A. A. Kapralov, N. A. Belikova, J. C. Yalowich, I. V. Kurnikov
and V. E. Kagan 2006. "Mechanisms of Cardiolipin Oxidation by Cytochrome c: Relevance to Pro- and
Antiapoptotic Functions of Etoposide." Molecular Pharmacology 70(2): 706-717.

Wang, G.-X., Y. Qian, X.-X. Cao and X.-H. Xia 2012. "Direct electrochemistry of cytochrome c on a graphene/poly
(3,4-ethylenedioxythiophene) nanocomposite modified electrode." Electrochemistry Communications
20(0): 1-3.

Wang, Y., X. Bian, L. Liao, J. Zhu, K. Guo, J. Kong and B. Liu 2012. "Electrochemistry and biosensing activity of
cytochrome c¢ immobilized on a mesoporous interface assembled from carbon nanospheres."
Microchimica Acta 178(3): 277-283.




Perspectives




Perspectives




Annexes

COMPOSITION EN AG DES DIFFERENTES SOURCES DE PHOSPHOLIPIDES

Les classes de phospholipides issus d’extraction de tissu biologiques présentent généralement une
forte diversité en AG. La composition en AG de phospholipides naturels utilisés pour ces travaux est détaillée
ci-dessous.

Egg PC - Avanti Number 840051

327

32.0

Unknow:n- 1.0 Average MW 770.123

Soy PC - Avanti Number 840054

24:14
Unknown

2 Average MW 775.037

—_
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Brain PE - Avanti Number 840022

241

329

30.2

Unknov;n Average MW 782.284

Heart CA - Avanti Number 840012

14:04
14:14
16:04
16:14
18:04
18:1 5

18:2_ 9
18:3
20:0
20:1
20:2-
20:3
20:4 1
22:0-
22:1 4
22:61
24:0
24:1

Unknown il 5 Average MW 1494.319
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Cardiolipin E. coli (% FAME) Avanti std
o0 841199
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Composition en AG du CL E.coli d’Avanti Polar Lipids caractérisé au laboratoire.

PARAMETRES DE DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES PAR CPG

La CPG est une technique d’analyse puissante pour caractériser et doser les méthylester d’acides gras.
Ces méthylesters sont produits par la transmétylation des phospholipides (Chapitre 2). Le dosage des AG seul
implique le fait de calculer la masse initiale de phospholipides en y rajoutant celle de la téte polaire. On utilise
pour cela un ratio masse totale de phospholipides / masses des AG qui est propre a chaque espéce moléculaire
et chaque mélange « naturel » en AG.
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AG R-C=0 R-COO-

14:0 211.4 227.4

16:0 239.4 255.4

18:0 267.5 283.5

18:1 265.5 281.5

182 2634 2794 | selsodique | formeacide |
18:3 261.4 277.4 CL 440.14 396.18
20:5 286.5 302.5 PG 266.12 244.14
22:0 323.6 339.6 PC 277.21 255.21
22:6 311.5 327.5 PE 235.13 213.13
Soybean 259.9 275.9 PA 192.04 170.05
Egg yolk 257.1 273.1

Masse moyenne des AG de différentes compositions (tableau a gauche) et masse molaire de tétes polaires de différentes
classes de phospholipides (tableau a droite).

PROTOCOLE DE REDUCTION DU CYTOCHROME C

Prélever 600puL dans un tube eppendorf a partir de 10 mL de la solution-mére de cyt ¢ 600uM. Y
rajouter quelques cristaux de dithionite (hydrosulfite de sodium) pour en faire une solution 100% réduite (la
solution passe du brun-orange au rose saumon). Lire la densité optique de 180uL de tampon et 20uL de cyt ¢
600uM (solution-mere) a 550nm et noter la valeur d’absorbance. Ensuite lire de la méme fagon la DO de la
solution 100% réduite. Puis rajouter de petits volumes (50uL par exemple) de la solution 100% réduite a la
solution mere de cyt c. Suivre la réduction du cyt c en lisant la DO a 550nm. Il faut obtenir entre 90 et 95% de
I"'absorbance de la solution 100% réduite pour avoir une bonne réduction sans exces d’agent réducteur. Apres
réduction, le cyt ¢ peut étre stocké a —80°C pendant plusieurs mois.




Interfaces électrochimiques pour I’étude de composés d’intérét biologique: étude de
I'interaction entre le cytochrome c et le cardiolipide

Résumé

L'objectif de cette these était de mettre au point une interface électrochimique afin de caractériser les interactions entre le
cytochrome c (cyt c), une protéine mitochondriale, et le cardiolipide (CL), un phospholipide présent dans les membranes
des mitochondries. Le cyt ¢, dont la fonction est le transport d’électrons dans la chaine respiratoire, est connu pour
interagir avec le CL. Précédemment, un mécanisme d’accroche du cyt c sur une membrane contenant du CL a été mis en
évidence par la théorie de I'« extented lipid anchorage ». Cette théorie prévoit, outre des interactions électrostatiques
entre le CL (chargé négativement) et le cyt c (chargé positivement), des interactions hydrophobes issues de I'insertion d’une
chaine grasse du CL dans le cyt c. La nature particuliére de la partie hydrophobe du CL, quatre chaines grasses dont la
composition est tres homogene, nous a amené a emmeétre des hypothéses sur la présence d’interactions spécifiques entre
le cyt c et différents types de chaines du CL.

Dans le cadre de mes travaux, des techniques électrochimiques ont été utilisées pour étudier ces interactions. Une
électrode de carbone vitreux a été modifiée par un dépot de phosphatidylcholine (PC) et de CL en proportion 80/20
(mol/mol). Cette électrode modifiée au CL permet I'étude de I'électrochimie du cyt c. Nous avons montré que
I’électroactivité du cyt c nécessite la présence de CL sur I'électrode modifiée, le cyt c étant électroinactif sur une électrode
modifiée uniquement avec de la PC. De plus, le CL permet de retenir le cyt c a la surface de I'électrode. C’'est la premiere
fois que I'effet de « lipid anchorage » a été identifié sur une électrode modifiée.

Une méthode électrochimique plus adaptée a I'étude des protéines adsorbées (AC voltamétrie) a été utilisée afin de
caractériser les cinétiques de transfert électronique du cyt c. Par cette méthode, deux sous-populations de cyt c adsorbés
ont été caractérisées. La sous-population 1 de cyt ¢, qui est majoritaire, posséde un potentiel redox proche du potentiel du
cyt ¢ en solution (0V vs SCE). Sa vitesse de transfert électronique est de I'ordre de 20s-1. La sous-population 2, qui compte
pour environ 10% du cyt c adsorbé total, posséde un potentiel décalé vers les valeurs négatives (-0.15V vs SCE) et une
vitesse de transfert électronique supérieure a la sous-population 1 (environ 500s-1).

Afin de mieux cerner le type d’interaction dans ces deux sous-populations, I'effet d’'une solution de forte force ionique
(0.5M KCI), du pH, du calcium, de la classe de phospholipide ou de I'origine du cyt c a été testé. Ces expériences ont
démontré que la sous-population 1 comporte des interactions de type électrostatiques et nécessite la présence d’un
phospholipide ayant un motif glycérol terminal (comme le CL ou la PG). La nature de l'interaction protéine-lipide pour la
sous-population 2 est plus complexe. Elle est sensible aux cations divalents ou au pH mais insensible aux forte forces
ioniques, laissant supposer la présence d’interactions de type hydrophobe.

Les essais réalisés avec du cyt ¢ de levure laissent entrevoir qu’il existe des spécificités entre cette protéine et les
phospholipides d’un méme organisme. La purification de cyt c de bivalve permettrai d’avancer pour valider cette
hypothese.

Mots clés : Cardiolipide, Electrochimie, Biocapteur, Electrode modifiée, Interactions protéine-lipide, Chimie des lipides, AC
voltamétrie, Cytochrome c, Apoptose.



Electrochemical interface for studying compounds of biological interest: application to the
interaction between cytochrome c and cardiolipin

Abstract

The main goal of this thesis was to set up an electrochemical interface in order to characterize interactions between
cytochrome c (cyt c), a mitochondrial protein, and cardiolipin (CL), a phospholipid localized to the mitochondrial membrane.
The cyt ¢, whereas the main function is to carrying electrons along the respiratory chain, is known to interact with CL.
Previously, a mechanism of cyt c retention onto a CL containing membrane was highlighted by the « extended lipid
anchorage » theory. This theory imply, with electrostatic interactions between CL (negatively charged) and cyt c (positively
charged), the presence of hydrophobic interaction likely emanating from the insertion of an acyl chain of CL into the cyt c
interior. The specificity of the hydrophobic moiety of CL, constituted of four similar chains lead us to make hypothesis about
specific interactions between cyt ¢ and acyl chains of CL. Attention have been made to the bivalves CL acyl chains carrying
unique composition of 80% DHA chains.

Electrochemicals techniques have been used to study these interactions. A glassy carbon has been modified with a deposit
by spin-coating of phosphatidylcholine (PC) and CL in 80/20 ratio (mol/mol). This CL modified electrode allows the study of
the cyt c electrochemistry. Firstly, we showed that electroactivity of cyt c require the presence of CL onto the modified
electrode meaning cyt c isn’t electroactive on a modified electrode with PC only.

In add, CL allows retaining cyt c onto the electrode surface. It is the first time that this lipid anchorage has been identified
on a modified electrode.

Electrochemical methods adapted to the study of adsorbed protein (AC voltametry) have been used in order to characterize
the electrode transfer kinetics of cyt c. With these methods, two sub-populations of adsorbed cyt ¢ have been
characterized. The major part of cyt c, called sub-population 1, has a redox potential close to the formal potential of the
native protein (around OV vs SCE). Electron transfer rate is in the range of 20s-1. The subpopulation 2, counting for ~10% of
the total adsorbed cyt c, hold a negative shifted potential around -0.15V vs SCE and a faster electron transfer rate (~500s-1).
To understand the nature of the interaction for the two subpopulations, the effect of an high ionic strength solution (0.5M
KCl), pH, calcium, phospholipids classes or cyt c sources have been assayed. These tests shows that subpopulation 1 have
electrostatics interactions and require the presence of a phospholipid holding a terminal glycerol pattern like PG or CL.

The nature of the protein-lipid interaction in the case of the subpopulation 2 is more complex. It is more sensitive to the
presence of divalent cation or pH but high ionic strength solution doesn’t affect it. This could be explained by hydrophobic
interactions between lipid and the cyt c.

The assays realized with cyt c from yeast let foresee specificity between these protein and the phospholipids carried by the
same organism. The purification of bivalve cyt c could be a progress in order to validate this hypothesis.

Key-words : Cardiolipin, Electrochemistry, Biocaptor, Modified electrod, protein-lipid interactions, lipid Chemistry, AC
voltammetry, Cytochrome c, Apoptosis.



