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RESUME

Le but de ce travail était ‘d’évaluer la polarité (constante
diélectrique, €), de la région hydrophobe de membranes biologiques. La
détermination du gradient de polarité traversant les membranes est d’un
intéret particulier dans la caractérisation de ces systémes biologiques,
du transfert d’énergie membranaire en relation avec le processus de la
photosynthése, et du degré d’hydratation de 12 région hydrocarbonée des
membranes. Le modele membranaire utilisées était des vésicules
unilamellaires de petit diamétre, constituées de phosphatidylcholine (PC)
extrait de jaunes d’geufs. Deux sondes fluorescentes sensibles a la
polarité de leur environnement ont été utilisées, le pyrene et 1’acide
(pyrenyl-1)-16 hexadécanoique (PY-14). Le spe&tre d’émission du monomére
du pyréne se situe entre 360 et 400 nm et présente cing bandes
vibrationnelles distinctes. L’intensité de la premiére bande, situéde a
environ 373 nm, est trés sensible &4 la polarité de son environnement. La
bande vibrationnelle la moins sensible & la polarité est la troisieme,
vers 384 nm; en conséquence l’indice de polarité utilisé est le rapport
d’intensité I/IIl. Le spectre d’émission du PY-16 est légérement décale
vers le rouge et les variations du rapport I/III sont moins importantes,
par contre la localisation du fluarophore est certaine, celui-ci se
retrouvant au coeur de la région hydrophobe. Le profil d’incorporation du
pyréne libre, dans les vésicules, a été établi et démontre une tres

légére transition vers 1,0% mol, Au dessus de cette concentration une
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large bande apparaft sur le spectre d’émission vers 480 nm, elle est
attribuée a la formation d’exciméress. En conséquence, l’utilisation du
pyréne comme sonde de polarité doit s’effectuer & des concentrations
inférieures & 1,04 mol. Le rapport 1/1I11 mesuré¢ avec le pyréne dans les
vésicules indigue également une transition en fonction de la
concentration de sondes incorporées vers 1,04 mol. Le rapport I/II1 du
pyréne dans les vésicules s’accroft constamment au-dessus de 1,04 mol,
en-dessous de cette concentration critique il est fixe a une valeur
I/111=1,21. Buite a ces observations, npous concluons qu’il serait
possible que la position du pyréne dans la bicouche lipidique varis selon
la concentration de sondes incorporées. Au plus fortes concentrations de
pyréne incorporé, nous avans é¢galament analysé les variations du rapport
excimére/monomére (Ie/Ia). Les résultats démontrent une augmentation du
rapport I«/Im lorsque la concentration des vésicules en solution
augmante. Caci indique qu’il existe des interactions entre les molécules
de pyréne lors de collisions entre vésicules. Avec le PY-14, le rapport
l«/Im n@ varie pas avec la concentration de vésicules. Le rapport I/III
mesuré aves le PY-16 & faible concentration dans les vésicules, et
comparé avec divers rapports obtenus dans des solvants de diverses
polarités, suggére une valeur de constante didlectrique comprise entre
c=4 @t 10 pour la région hydrocarbonée des vésicules de PC. Ce rédsultat
est plus élevée que la valeur théorique génédralement admise, soit c= 2.
Caeci peut eétre expliqué an termes de perméabilité membranaire aux
molécules d’sau. Le temps de résidence des malécules d’eau pouvant etre
suffisamment long pour augmenter la constante diélectrique de la rdgion
des chatnes hydrocarbonées. L’hypothése de l’hydratation de la molécule

de pyrene est également considérée.
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INTRODUCT ION.

I.1. Importance de la polarité des membranes.

La détermination des paramétres diélectriques des membranes
naturelles et de leurs modéles eout aessentielle pour caractériser les
propriétés de ces systémes. Notons l’importance de ces paramdtres dans
1’organisation structurale des hicouches (Lauger, 19793 Tanford, 1980)
ainsi que dans plusieurs processus membranaires tels que canaux ioniques,
pompes a protons (Warschell et Russel, 1984) et de 1’activité de
transfaert d’électrons (Ballard et Mauzerall, 1980} Fragata et Bellemare,

1982,1983; Losev et Mauzarall, 1983).

Ce travail porte sur 1’évaluation expérimentale de la polariteé
(constante diélactrique,c) de la région hydrophobe de modeéle membranaire
(cf. figure 2). I1 est généralement admis que cette région est
caractérisée par une tres faible polarité, soit c~2} cette édvaluation est
d’abord basée sur des considérations théoriques (Huang et Levitt, 1977
Ashcroft et al,, 1980). Dans un chapitre ultérieur, nous analyserons

quelques résultats expérimentaux de meme nature.

D’un autre coté, la région des tetes polaires des bicouches posséde

una@ polarité beaucoup plus élevée, soit €>30 pour des systémes



membranaires dans 1’état fluide (Bellemare et Fragata, 1980; Iwamotoc at
Sunamoto, 1981; Lessard et Fragata, 1986). Cette situation confére donc
aux mambranas un gradiant de polarité décroissant des teétes polaires vers
1’intérieur de la bicouche. Les variations du profil de polarité des
membranes ne sont pas encore clairement élucidées, mais le fait demeure
que la chute de polarité est drastique, soit de < =78,5 (constante
diélectrique de 1’eau & 25° C, Handbook of Chemistry and Physics, 6lst
ed., 1980-81, p. E-35) ac =2-10, puis de nouveau &c =78,5 sur environ 40
&, soit 1’épaisseur d’une membrane avec ses couches d’hydratation (Huang

et Masan, 1978),

L'évaluation de la polarité de la partie interne des bicouches a pour
premier objectif une meilleure caractérisation des membranes, ceci en

relation directe avec le rendement du transfert d’électrons.

La fiqure 1 présente un schéma d’une membrane de thylalkoide de
chloroplaste comprenant une série de transporteurs d’électrons. C’ast ce
systéme qui capte 1’énergie lumineuse qui sera ensuite tranformée en
énergie chimique lors du procassus de la photosynthése. Comme 1’indique
la figure {, le transfert d’électrons s’effectue de part et d'autre de la
membrane, il est donc important de connaltre les propridtés didlectriques
des différentes régions de cette membrane. Il va de soit que les
reconstitutions membranaires effectudes an laboratoire ne sont pas encore
aussi complexes que les systémes naturaels et qu’il doit exister des
différancas entre les propriétés mesurédes dans un modéle et celles des

membranes photosynthétiques.
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Figure 1. Schéma d'une membrane de chloroplaste avec
transporteurs d'électrons. Tiré de : Hinkle P.C.

& McCarty E., (1978). p.161.



1.2. Caractéristiques des vésicules unilamellaires.

Les vésicules unilamellaires sont composées d’un feuillet bilipidique
formant une structure géométrique sphérique d’un rayon pouvant varier
entre 100 at 125 A (Huang, 19693 Cornell et al,, 1982). La figure 2
présente un schéma simplifié d’une vésicule unilamellaire. Le poids

moléculaire de ces structures est d’environ 2.0 X 10% g mol-*,

Les vésicules sont formées spontanément lors d’une dispersion aqueuse
de lipides & deux chatnesy les lipides & une chaftne hydrocarbonée auront
plutet tendance & former des micelles (Tanford, 1980). Lorg de la
dispersion, les liposomes produits seront multilamellaires et de rayons
variables. Une sonication (traitement aux ultra-sons) permettra d’obtenir
des structures unilamellaires et une filtration sur gel séparera les

vésiculaes selon leur grosseur.

Les vésicules qui ont servi de modéles membranaires pour ce travail
étaient composdes de molécules de phosphatidylcholine (PC) extrait de
jaunes d’osufs dans notre laboratoire (voir structure de la PC a la

fiqure 3 et méthode d’extraction & la section II.1).

Le tableau { présente une compilation des caractéristiques
géométriques de vésicules unilamellaires préparées selon la méthode de

Huang (1949).
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Figure 2. Schéma en coupe d'une vésicule unilamellaire.
Ri : rayon interne, Re : rayon externe ; épaisseur

de:la bicouche 40 A (voir également Tableau : 1).



Ajoutons pour compléter que la surface occupée par la tete polaire
varie gaelon que l2 lipide se situe sur la face interne ou sur la face
extarne, les aires occupéas sont respectivement &4 A= et 78 52; ceci est
da a 1’encombrement géométrique plus important sur la face interne que
sur la face externe. Ce phénoméne d’encombrement provoque également une
disproportion dans 1’épaisseur de chaque monocouche du feuillet
bilipidiques la monocouche interne 3’étend sur environ 17 A alors que la
monocouche de la face externe a une épaisseur approximative de 23 R

(Ballemare, 1981).

11 esﬁ important de noter que ces parametres geométriques varient
quelque peu d’un auteur a 1’autra selon le modéle et la technique de
mesure utilisée (Levine gt al,, 19683 De Kruijff et al,, 19735y
Chrzaszczyk et al,, 1977; Huang et Mason, 1978). Pour ce qui est de
1’ ¢paisgeur des membranes les résultats oscillent antre 35 st 43 R (voir
@.g. Tableau 1), mais ici i1 faut prendre en considération le fait que
certains auteurs incluent les couches d’hydratation dans leur valeur

d’ ¢paisseur.

Un autre facteur important doit étre examiné, il s’agit de 1’état
physique de la bicouche. D& aux nombreuses insaturations de la lecithine
(voir tableau 2), la température de transition de ces lipides est
passablement basse, soit environ -7 C (Bach et Chapman, 1980). Lors de
notre ¢tude, les vésicules se retrouvaient donc toujours dans 1°état
fluide, assez loin de la température de transition. L’importance de ce

paramétre raessort lors des considérations de perméabilité membranaire a



1’eau, la perméabilité augmentant avec la fluidité des membranes (voir

discussion a la section IV.3).



Tableau 1!

Caractéristiques geometriques de

vésicules unilamellaires*

Paramétra Dimension
Rayon externe 100~125 R
Rayon interne 40~ 70 R
Nombre total de molécules 2 600
Nombre de molécules, face externe 1 770
Nombre de molécules, face interne 830
Rapport des surfaces externe/interne 2,4

* D"apres Huang C., Biochemistry (1969), 8, 344-332



1.3. Caractéristiques spectroscopiques du pyreéne.

Le pyréne a été utiliséd comme sonde fluorescente dans une grande
variété d’études das systémes membranaires et micellaires. Notons & titre
d’exemple, les études de perméabilité (Gratzel et Thomas, 1973), de
diffusion (Vanderkooi et Callis, 1974; Vanderkooi et al,, 1975; Schmidt
et al., 1976; Yamauchi et Matsushita, 19793 Almgren at Swarup, 1982), de
viscosité (Edwards et al.,, 1976), de gradient osmotique (Surewicz, 1983)
et de trangition de phase (Schmidt =2t al., 1976; Wakayama et Kondo, 1981;

Somerharju gt al,, 198%).

Les premiéres recherches des effets de solvants sur 1’intensité des
bandes d’'absorption et de fluorescenca du pyréne ont #té effaectudes par
Nakajima (1971). Cet auteur a cbservé dans le spectre de fluorescence du
pyréne, une augmentation de 1l’intensité (relative) de la transition 0-0 a
environ 26 800 ca™?® loraque la molécule se@ trouvait dans un environnement
polaira. Depuis, plusisurs auteurs se sont intéressds & la dépendance
entre la polarité et les bandes vibrationnelles du gapectre de
fluorescence du pyréne (Kalyanasundaram et Thomas, 1977a; Lianos et
Georghiou, 19793 Lianos et al,, 19803 Glushko et al,, i981; Dong et

Winnik, 1982).

L’augmentation d’intensité des bandes vibrationnelles reésultant
d’interactions soluté-solvant a d’abord été décrite par Ham (1933). Les

observations de cet auteur concernaient le benzéne en mélange binaire
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avec lae tétrachlorure de carbone et le n-heptane ("Ham Effect", voir
Durocher et Sandorfy, 1966). Depuis, l’effet a été observé avec plusieurs
hydrocarbones aromatiques possédant une symétrie moléculaire élevée, e.q.
le pyréne (Nakajima, 1971), le coronéne, le triphenyleéne (Nakajima,

1974), le 1-12-benzoperyléne et le naphtaléne (Lianos et_al., 1980).

De fait, 1’état fondamental du pyréne est totalement symétrique:
groupe ponctuelle: Da., état: A;g. Le premier état électronique, du type

*Bsu, et le second, 'B.., sont respectivement polarisés le long du petit

et du grand axe de la molécule (Kalyanasundaram et Thomas, 1977a)(Vair

également la section III.1).

En ce qui concerne le pyréne, des études en spectroscopie infra-rouge
et en fluorescence (Kalyanasundaram et Thamas, 1977a; Lianos et
Georghiou, 1979) démontrent que 1’augmentation relative de la transition
0-0 en milieu polaire résulte d’une réduction de la symétrie moléculaire.
Des conclusions similaires ont été notées pour le 1-1Z2-benzaperyléne et
le naphtalene (Lianos et _al., 1980). Nous verrons plus lain 1’impartance
de cette observation avec l’utilisation d’un dérivé du pyréne, 1’acide
(pyrenyl-1)-16 hexadécanaique (PY-14); dans ce cas le pyrene subit déja
une forte réduction de sa symétrie d@ A la présence d’un lien covalent

(voir structure chimique dans figure 3).



CH;
CH,
0
0=p—cP
9
?Hz—?H—C H,
T 0
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Figure 3a. Structure chimique de la lécithine

(voir composition des chaines au Tableau : 2).



COOH

Figure 3b. Structure chimique du pyrene et c)

de l'acide (pyrenyl-1)-16 hexadécanoique.
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I1. METHODES EXPERIMENTALES.

11.2. Matériel.

Le pyréne utilisé au cours de cette étude était un produit de Sigma
Chemical Co. (lot # S2F-0094) et il a 4té purifié par chromatographie sur
une colonne de gel de silice (100-200 mesh, Fisher Scientifique Co.) par

une méthode conventionnelle (Gratzel et Thomas, 1973; Kano et _al., 1980).

Le solvant d’élution était du cyclohexane (Fisher Scientifique Co., grade
A.C.8.). Le point de fusion du produit purifié fut évalué a 151 (C; les
valeurs de la littérature sont 152-153= C (Birks et al., 1964) et 1346= C

(Handbook of Chemistry and Physics, 61° éd., 1980-81, p. C-465).

L’acide (pyrenyl-1)-16 hexadécanoique provenait de Molecular Probes

Inc., et a été utilisé sans purification additionnelle.

Les solvants employés provenaient des endroits suivants: chloroforme:
Anachemia, grade accusoclv; n-hexanme: Burdick and Jackson Lab., grade
U.V.; méthanocl: Anachemia, grade accusolv; éthanol: tel que fourni
(Centre de Recherche en  Photobiophysique , U.Q.T.R.); propancl-1 et
hexanol-1:BDH, grade analytique. L’eau utilisée dtait déminéralisée et

distill ée.

La phosphatidylcholine ayant servi 4 la préparation des vésicules a

été extraite de jaunes d’oeufs selon la méthode de Singleton (1963). La



14

premiére étape de l’extraction consiste 4 faire précipiter la lécithine
avec de l’acétone pour éliminer le plus grand nombre de pigments; les
phospholipides sont ensuite solubilisés dans 1’éthanol, concentrés, puis
redissous dans de 1’éther de pétrole. Par la suite, les phospholipides
sont purifiés par une précipitation & 1’acétone froide suivie d’une
solubiliéation dans 1’éther de pétroley cette étape peut etre reépétée a
quelques reprises. La purification finale consiste en une chromatographie
sur alumine (80-200 mesh, Anachemia). La lécithine est ihjectée, di ssouta

dans le chloroforme, et éluée avec un mélange chloroforme/méthancl 9:1,

La pureté des fractions est vérifiée par chromatographie sur couche
mince de gel de silice en utilisant le mélange chloroforme/méthancl/eau
65:25:4 comme éluant. Les phospholipides sont révélés avec le réactif de

Dragendorf (Waldi, 19463).

Le tableau 2 présente la composition an chatnes hydrocarbonées de la
lécithine extraite dans notre laboratoire; les données ont &té obtenues
@n chromatographie en phase gazeuse (la PC était solubilisée dans

1’hexane). Pour comparaison, les résultats de Singleton gt al. (1965) et

ceux d’une autre équipe utilisant la méme technique d’extraction
(Sunamoto et al,, 198%) sont également présentés au Tableau 2; dans ces

deux cas las résultats ont également été aobtenus par chromatographie en

phase gazeuse.



Tableau 2

Composition de la lécithine

axtraite de jaunes d’osufs.

Chatnes %(1) %(2) %(3)
1610 37,9 31,0 37,7
1611 2,1 1,4 3,1
1810 9,8 14,4 9,2
1811 34,0 31,1 32,9
1812 14,0 14,8 17,0
201 4wb 2,2 5,5 -

(1) Mesures effectudées par M. J.P. Richard, C.R.P., U.Q.T.R.
(2) Sunamoto gt al. (198%)

(3) Singleton et al, (1965)
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II1.2. Préparation des vésicules unilamellaires.

La méthode de préparation utilisée est celle décrite par Huang (1969)
avec quelques modifications. Environ 130 mg de PC, conservés 4 =202 (C
sous une couche d’acétone, sont dilués dans du chloroformq contenant la
quantité désirée de sonde (pyréne ou PY-14). La solution est séchée wmous
un jet d'azote, puis dispersée dans 10 ml de tampon  tris-HCl
0,01M pH18 0,1M NaCl. La suspension aqueuse est alors constituée de
vésicules multilamellaires de dimensions diverses (voir figure 4). La
!onic;tion qui suit la dispersion permet de briser les multilamelles pour
ne conserver que das vésicules unilamellaires); elle s’effectue dans une
cellule réfrigérée (4-10° C) pendant 15-20 minutes sous un Jjet d’azote
pour éviter l’oxydation des lipides) l’appareil (Heat System-Ultrasonics)

ast réglé a 20 W & la sortie.

Le mélange est alors centrifugé pendant une heure a 100 000g pour
éliminer les agrégats lipidiques et les particules de titane dégagées par
la sonde A ultra-gsons. L’étape suivante consiste & concentrer les
vésicules pour donner un volume final de 1-2 ml dans une cellule Aaicon.
La derniére étape de la purification est une séparation sur un gel de
sépharose 4B (Pharmacia Fine Chaemicals). Le volume de la colonne est de
250 ml, La figure 4 schématise le processus global de la préparation des

vésiculas.

La figure S représente un profil d*élution typique des vésicules
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(volume final de 230 ml); débit de la pomper 15 ml/heure. La fraction I,
indiquée sur la figure 5, est constitude de agrosses véeicules, la
fraction III est homogéne @n petites vésicules (diamétre: 200-2350 3); la
fraction Il est un mélange des types I et IIl. Uniquement les vésicules

de l1a classe III sont conservées pour les mesures de fluorescence.



1, Dispersion dans tampon tris-HCI

m

Multilamelles

2. Sonication 15-20 min.

= 2O
00 @ O

3. Ultracentrifugation 1 Hr 100 000 g

/
7
éé - Région 2
Ve4
Vo ,
¢ Région 1

4. Fractionnementsursepharose4-B

Vésicule unilamellaire

Figure 4. Méthode de préparation des vésicules

unilamellaires.
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I11.3. Mesures de fluorescence.

Las mesures de fluorescence ont été effectuées avec un
spectrofluorimétre SPEX, Fluorolog 2 (SPEX Industries Inc., New-Jersay,
U.S.A.). L'appareil est muni d’une lampe au xénon de 450 W, d’un tube

photomultiplicateur R928 (Hamamatsu) et d’un compteur de photons.

Tous les spectres d’émission ont été corrigés 4 l’aide d’une courbe
de correction qui compense paour les variations de sensibilité du tuba
photomultiplicateur selon les longueurs d’onde. Catte courbe est obtenue
an pranant le spectre d’émission d’une lampe standard ayant un profil
d’irradiation connu (Optronic Laboratories Inc., modéle 220M, # M-=320).
Ce profil d’irradiation (spactre d’émission réel) est divisé par le
spectre d’ émission enregistré par 1'appareil et la courbe résultante est
narmalisée au point minimum, c’est-d-dire la lonqueur d’onde oG le tube
photomul tiplicateur est le plus sensible. Les spectres d’émission

enregistrés par la suite sont multipliés par cette courhe de caorrection.

La courbe ayant servi & corriger les spectres ast présentés dans la
figqure 63 en encadré on donne la région d’émission des sondes utilisées.
Il est & remarquer la perte de sensibilité de 1’appareil vers les grandes
longueurs d*onde. Cette méthode de correction est plus rapide et plus
efficace que 1’utilisation d’un standard fluorescent et permet de couvrir
une large plage de longueurs d’onde. Une méthode connexe , permettant une

vérification de 1’exactitude de la méthode de correction, consiste en



INTENSITE DE FLUORESCENCE

1.82 43 .4
360 5001.08
| e 1.08
324 ' 800

LONGUEUR D'ONDE (nm)
Figure 6. Courbe de correction du spectrofluorimétre "SPEX".

Encadré : région d'émission des sondes utilisées.
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1’utilisation d’un détecteur standard placé & la fin du parcours optique
et enregistrant un spectre d’émigsion. Cette technique a été utiligée
pour vérifier l’exactitude de la courbe de correction obtenua avec la
lampe standard; le détecteur était une photodiode PIN-10DP (United

Detector Technology Inc.).

Au cours de ce travail, les conditions expérimentales reliées a
1’utiligation du spectrofluorimétre ont été fixées et rigoursusement
respectées d’une expérience a l’autre. La longueur d’onde d’excitation
était 3 33T nm pour le pyréne 2t & 345 nm pour le PY-16 (voir spectres
d’absorption, figures ? et 10); la bande passante de 1’excitation était
fixé &4 S nm et calle de 1’émission a 2 nm. Nous avons démontré que ces
bandes passantas conservaient intacte la structure fine du spectre
d’émission du monomére du pyrene tout en donnant une intensité de
flucrescence convenable; de plus les variations des rapports d’intensité
des bandes vibrationnelles sont négligeables pour des bandes passantes
d’excitation comprises entre 2,2 at 46,0 nm. Nous verrons au chapitre 3
(section 3.1) gu’un rapport d’intensité des bandes vibrationnelles peut
etre associé & un indice de polarité. Les résultats obtenus pour les
bandes passantes sont en accord avec les travaux de Glushko et al.
(1981). Les spectres d’émission étaient enregistrés par incrément de 0,2

ou 0,3 nm.

Les spectres d’émission des solvants et du tampon étaient soustraits
des spectres correspondants avec les sondes grace a 1’utilisation d’un

micro-ordinateur (Spectroscopy Labaoratory Coordinator, modéle DMIB) qui
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corrigeait également les spectres en temps réel avec la courbs de

correction en mémoire.
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II.4. Dosage des lipides et du pyréne.

Le contenu en PC des vésicules ast exprimé en fonction de la teneur
dosée en phosphates, selon la méthode de Bartlett (1939) légeérement
modifiée. Les lipides subissent d’abord une digestion acide (H2804) pour
libérer les phosphates; les carbones, qui forment un dépot noir, sont
oxydés en chauffant en présence de péroxyde d’hydrogéne a 30%. La
réaction colorimétrique a lieu entre les phosphates et une solution de
molybdate d’amonium 3% pour former du (NHa)sF(Mas 0,0) 4+ (e complexe est
alors réduit par le sulfate de p-méthyl aminophénol <(élon) 1%; du
bisulfite de sodium 3% est également ajouté a la solution pour éviter la
formation d’une coloration verte due a 1’élimination incompléte du
péroxyde d’hydrogéne. La réaction prend une dizaine de minutes et une
colaoration bleue se développe, l’*absarbance des échantillons est mesurée
a 660 nm et comparée avec une courbe standard de KH2PO. présenté a la

figure 7; la pente de la droite est 0,625 ml mol-—?,

La concentration de pyréne dans les vésicules est dosée par
fluorimétrie de la fagon suivante, Une courbe étalon est obtenue a partir
de mesures de fluorescence du pyréne dans un mélange méthanol:eau, 9333
en prenant la sommation des intensités de fluorescence du monomére du
pyréene (360-400 nm) & chaque 0,2 nm. Les concentrations de pyréne varient
entre 0,1 et 2,0 M pour la droite représentée a la figure B, et la pente

est évalué a 1,7 X 107 M~*, Par la suite, un volume d’une solution de

vésicules est ajouté a 19 volumes de méthanol. Ceci est largement
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suffisant pour briser laes vésicules et assurer une sclubilisation
compl éte du pyréne dans le mélange méthanoli:eau 95:5. Les spectres
obtenus de catte fagon étant identiques A& ceux ayant servis a
1’élaboration de la courbe standard, il s’agit alors de prendre la
sommation des intensités de fluorescance et de comparer les valeurs avec

la courbe étalon.

Pour éviter les variations de sensibilité de 1’appareil d’une
expérience a 1’autre, un standard de fluorescence paut etre amployé. Dans
notre cas il s’agissait d’une solution de fluorescaine O,3uM dans NaOH
0, iIN. Notons toutefois, que le spectrofluorimétre SPEX Fluorolog 2 est
doté d’un standard interne de rhodamine B (Eastman Chemical) dans du
propyléne glycol (8,0 g 1-*) qui corrige pour laes variations d’intensité
4 1’excitation. Dans le@ cours du travail, les deux wméthodes ont dté

utilisées.



ABSORBANCE 660 nm
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Figure 7. Courbe standard pour dosage des

phosphates.
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Figure 8. Courbe standard pour dosage du pyrene.
SUM : sommation des intensités de fluorescence

(unité arbitraire).
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II1. FLUORESCENCE DU PYRENE ET DE L’ACIDE (PYRENYL-1)-1& HEXADECANOIQUE

EN SOLUTION.

II1.1. Généralités.

Les figures 9 et 10 présentent respectivement les spectras
d’absarption des deux sondes utilisédess pyréne et PY-i146. On peut observer
un legaer déplacement bathochromique du PY-16 par rapport au pyrena, cet
effet est provoqué par la chatne & 16 carbones qui délocalise les
élactrons du groupe pyrenyl et contribue & diminuer l’énergie des

transitions (Berlman, 1971).

La fluorescenca du pyréne en solution est passablement différente de
celle cbservée dans les membranas. Comme nous 1’avons déja mentionné,
1’intensité des bandes vibrationnelles, particuliérement la transition
0-0, varie beaucoup avec la polarité de l’environnement. La fagon usuelle
pour analyser la variation du spectre de fluoraescence en fonction de la
polarité consiste & évaluer l’intensité de fluorescence de la transition
0-0 normaliséde par 1’intensité de la transition 0-2, on parle alors du
rappart I/111; la séparation énergétique entre las deux bandes est
d’environ 740 cm~* (Glushko gt al,, 1981; Dong et Winnik, 1982, Offen et
Turley, 1982) Surewicz, 1983). La spectre d’émission du monomére du
pyréne comprend cing transitions distinctes tel qu’indiqué & la figure
i1y rappelons que les deux bandes qui nous intéressent sont dénotées par

I, bande vibrationnelle interdite de vibration ag, et IIl, une bande
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Figure 9. Spectre d'absorption, pyreéne 5 uM

dans méthanol.
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 Figure 10. Spectre d'absorption, acide (pyrenyl-i)

-16 hexadécanoique .5 uM dans méthanol.
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vibrationnelle permise de vibration b,y (Kalyanasundaram et Thomas,

1977a).

A la figure 11 on paut voir 1’importance de 1’affet d’augmentation
d’intensité de la transition 0-0 avec la polarité. Des solutions
contenant 35 M de pyreéne bnt étd préparées dans deux soclvants, un de
faible polaritét le n-hexana, et un solvant polairet le méthancl. Les
constantes diélectriques sont respectivement ¢ =1,88 et ¢ =32,6 a 23°C
(Fragata et Bellemare, 1983). Sur la figure 11, les spectres ont é4té
normalisés au pic III, a environ 384 nm. Les valeurs obtenues pour las
rappaorts I/III sont 0,560+0.02 paﬁr l’hexane et 1,40+0.02 pour le
méthancl. Caes rapports sont stables avec le tamps et ne varient pas avec
la concentration dans la région de 1-30 uM. De plus, ils sont aiszément

reproductibles.

Il est trés important de souligner que les spectres présentés a la
figure i1 sont corrigés; en conséquence, les rapports indiqués sont

indépendants de 1’appareillage utiliseé.

Le tableau 3 résume quelques valeurs retrouvées dans la littérature
concernant les rapports I/III du pyréne en solution dans le n-hexane et
le méthanol. On peut observer des différences de l’ordre de 0% entre les
divers résultats expérimentaux. Ces variations peuvent s’expliquer par
des différences dans les conditions expérimentales et/ou par la présence

d’ impuretés dans le pyreéne.
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Spectres de fluorescence corrigés

Figure 11.

du pyrene en solution.



Tableau 3

Valeurs du rapport I/III du pyréne dans méthanol et n-hexane.

SOLVANT
METHANOL N-HEXANE REFERENCE
1,24 0,35 NAKAJIMA (1971)
1,33 0,61 KALYANASUNDARAM ET THOMAS (1977)
1,45 0,62 GLUSHKO ET AL. (1981)
1,35 0,38 DONG ET WINNIK (1982)

1,40 0,80 CE TRAVAIL
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En ce qui concerne le PY-14, l’'affet d’augmentation de la transition
0-0 est cbservable, mais de moindre intensité que dans le cas du pyrine.
Caci est provoqué par la liaison covalenta de la chatne grasse en
pasition | sur le pyréne, cette liaison ayant pour effet de briser le
haut niveau de symétrie moléculaire du pyrine et de provoquer une
auqalntafian de l’intensité¢ de la transition 0-0, méme en ailieu peu

palaire.

La rdduction de la symétrie, causée par complexation de 1’état
fondamental du pyréne avec le solvant (Liancs et Georghiou, 1979) est

donc diminuée lorsque le pyréne posséde un groupe lid.

Certains dérivés sont plus sensibles et montrent un effet de Ham plus
marqué, c’est le cas du pyrene-i-méthanol, de 1’acide pyrényldodécancique
{(Jones et Lse, 1983), du di (1-pyrenylaéthyl)éther et du (i1-pyrenylaé¢thyl)
aé¢thyl ¢ther (Zachariasse gt al.s 1982). Par contrae, le
1,3-di (1-pyrenylaéthyl )propane et le l-aéthylpyréne ont des effeg? soins

aarqués (Liancs et Georghiou, 1979; Zachariasse gt 3l., 1982).

Les spectres aobtenus aves le PY-146 en solution sont présantés 'a la
figure 12, les solvants employés ¢taient le adthanol, 1’dthancl, le
propanol-1, l’hexanol-{ et le n-hexane. Le tableau 4 coapile les valeurs
des rapports 1/111 pour cha&un solvant avec sa valsur de constante
di¢lectrique & 2% C, soit respectivesent: 32,6y 24,33 20,13 13,3 et

1,88.



INTENSITE RELATIVE DE FLUORESCENCE

— PY-16 DANS METHANOL
--- PY-16 DANS n- HEXANE

T

o r
360 ' 430

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Figure 12. Spectres de fluorescence corrigés de l'acide

(pyrenyl-1)-16 hexadécanoique en solution.
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Tableau 4

Variation du rapport 1/111 de 1’acide {pyrenyl-i)-i4

hexadécanofque (PY-16) en solution dans les solvants

avac constante didlectriqua c.

SOLVANT e25= C 1/111
Méthanol 32,46 3,27
Ethanol 24,3 3,19
Propanol -1 20,1 3,09
Haxanol-1 13,3 2,97
N-hexane 1,9 2,65
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La principale différence entre les spectres du pyréne et ceux du
PY-16 est l;intensité de la transition 0-0; les sgspectres du PY-i{é
présentent une bande beaucoup plus intense, ceci en relation avec la
perte du symétrie due au lien covalent. Cet aspect est caractéristique
des spectres d’émission des dérivés du pyr#ne (e.g. Lianos et Georghiou,
19793 Waka et al,, 19803 Zachariasse et al,, 1982; Anderson et al., 1983;
Pownall et al,, 1983; Jones et Lee, 1985; Kaneda et al., 198%5; Somerharju

gt al,, 1983).

Les différences spectrales de fluorescence entre le pyrene et le
PY-16 en solution sont résumées au tableau 3. Il est & noter que dans le

cas du PY-16, le pic IV se confond avec la pic V.



Tableau 3

Différences apectrales entre le pyréne et 1’acide

(pyrenyl-1)-14 hexadécanafque (PY-14) dans le méthanol

38

BANDE POSITION (nm) (*0,0%)
PY PY-16

I 373,0 376,0

II 380,0 382,5

11 384,0 387,5

v 389,5 —

v 393,5 396,53
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I11.2. Echelles de palarité.

Pour parvenir a associer une valeur de constante diélectrique a la
région hydrophobe des membranes, on doit pouvair comparer les résultats
mesurés dans les bicouches (valeur du rapport I/I1I, voir chap. 4) avec
caux des systéemes modeéles (solvants).-Un lien, direct ou indirect, doit
donc @tre établi entre le rapport I/II1 et la constante diélectrique.
Rappelons que ce rapport peut @tre utilisé qualitativement comme une
mesure de l’étendue des interactions entre les dipoles d’un solvant et
1’ état singulet excité du pyrene (Kalyanasundaram et Thomas, 1977a).
Reste a déterminer si le rapport d’intensité de flucrescence des bandes

vibrationnelles du pyréne peut é@tre employé d’une fagon quantitative.

Examinons d’abord le cas du pyréne libre. Nous avons vu que les
variations du rapport I/111 étaient assez importantes avec cette sonde
(voir fig. 11). Plusieurs tentatives furent entreprises pour corréler un
paramétre didlectrique avec le rapport 1/III de la fluorescences du pyréne
(Nakajima, 1971; Kalyanasundaram et Thomas, 1977aj Glushko gt al., 1{981;

Dong et Winnik, 19823 Turro et _al., 1986).

Des relations ont été obtenues pour des familles de solvants sur
certaines échelles empiriques par Dong et Winnik (1982}, soit 1la valeur
E. de Dimroth et al, associ¢ A 1’énergie de transition de la bande
solvatochromique du pyridinium—N-phénolbétaine, et le paramétre Y de

Grunwald et Winstein relié¢ &4 la vitesse de reéaction du chlorure de
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t-butyl dans un solvant. Les autres tentatives n’ont apporté aucune
corrélation significative en fonction de divers paramétres, y compris la
constante diélectrique, ¢ , le paramétre d’Onsager [(c-1)/(2c+1)]1, la
valeur 7 de Kosower et d'autres (Nakajima, 1971; Kalyanasundaram et

Thomaé, 1977a) .

Glushko gt _al, (1981), ainsi que Turro st _al.(19856) ont déterminé des
relations lintaires en fonction de c. La relation de Glushko et al. est
lindaire pour das constantes did¢lectriques supériedres a c =3, ce qui
correspond 3 des rapports 1/111 pour le pyreéne plus grand que 0,733 ces
résultats ont é¢té cbtenus avec des mélanges méthanol: décanol, propancl:
cytlohexane et quelques solvants purs. La relation de Glushko gt al, est

représantée par l’équation suivante:

€ = 49,8 X (I/11I) - 31,3 (1)

L’équation de Turro et gal. est passablement différente de la

précéedenta, soit:
€ = 86,2 X (I/II1) - B87.73 (2)
La relation de Turro et al. est lindaire pour ¢ = 5-8B0 et a #été
établi avec quatre solvants: éther, éthanol, méthanol at eau, et deux

valeurs ont été prises avec des mélanges méthanol: eau.

La figure 13 présente les droites cbtenus par Glushko et al. et Turro
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et al, avec les résultats de Kalyanasundaram =t Thomas (1977a) pour 30
gsolvants purs. Cette figure démontre d’abord 1’ambiguité des divers
résultats expérimentaux ‘nt la difficulté¢ de relier convenablement
1’indice I/111 de la fluorescence du pyréne en solution avec une valeur

de constante didlectrique.
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t+ Turro et al., 1986.
t+ Glushko et al., 1981.
t+ Kalyanasundaram & Thomas, 1977a
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&
Figure 13. Rapports I/III du pyréne en solution (valeurs

littéraires) en fonction de la constante diélectrique,&.




43

IV. FLUORESCENCE DU PYRENE ET DE L’ACIDE (PYRENYL-1)-16 HEXADECANOIGUE

DANS DES VESICULES DE PC.

IV.1. Le pyréne.

IV.i.1. Incorporation de la sonde.

Un des points importants a considérer lors de 1’interprétation des
résultats concernant 1’utilisation de sondes dans des  membranes
biologiques est le nombre relatif de molécules présentes dans le systéme.
Ce paramétre peut etre exprimé¢ en un pourcentage de rapport molairej le %
mol de pyréne incorporé¢ aest donné par [PYIX100/CPC] o4 ([PY] et [PC]
représentent respectivement le nombre de molécules de pyréne et de PC, ou
plus simplement, la concantration molaire de chaque espéce. Ces valeurs

gont mesurées selon les méthodes décrites a la section 2.4.

Nous avons ¢tudié la variation du % mol de pyréne incorporé en
fonction du pourcentage présent dans le mélange initial. Les résultats

obtenus sont présentés a la figurae 14.

Ce graphique indique que l’incorporation de la sonde est linéaire
Jusgu’a 1,04 moly une légére transition est observée a cette
concentration. D’autres é¢tudes (Fragata et al,, 198%5) ont démontré que la
chlorophylle a incorporée dans des systimes membranaires identiques

possédait un profil d’incorporation similaire; par contre, 1’z -tocophérol
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"Figure 14. Graphique d'incorpoeration du pyrene

dans les vésicules unilamellaires de phos-
phatidylcholine. Les traits représentent

la déviation standard des mesures.
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s’incorpore différemment dans les vésicules unilamellaires (Bellemare et

Fragata, 1981).

Nous. verrons dans les sections suivantes d’autres arguments en faveur
d’une trangition dans l’incorporation du pyr#ne dans la région de 1,0%

mbl.

IV.1.2, Effet de la concentration de pyréne et effet de la dilution

des vésicules.

La figure 15 représaente deux spectres d’émission du pyréne incorporé
dans des visicules‘unilamellairﬁs de PC. Les concentrations finales sont
1,04 mol et 3,7% mol en pyréne. Les différences dominantes des deux
spectres sont: i) un déplacament bathochromique d’environ 2 nm du spectra
a plus forte concentrationy ii) une large bande centrée a environ 480 nm,
toujours sur le spectre a 3,74 mol de pyréne; cette bande est identifite
comme étant celle de l’excimére du pyréne (Soutar et al,, 19743y Edwards

et al., 19763 Surewicz, 198%).

L’excimére résulte de la formation d’un complexe entre une molécule
de pyréne se trouvant dans 1’état fondamental et une molécule excitée. Le
mot excimére provient de la contraction des mots *“excited dimer”.
L'excimére existe seulement dans 1’état excité et se@ dissocie an
monoméres aprés une émission fluorescente, une désactivation thermique cu

une dissociation; 1’ensemble de ces processus peuvent etre représentés de
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la fagon suivanta:

X k M+ M
M+M"_‘,_1 Myx —
k-1 K ™M + M + hv

M : monomeére

M‘

monomére excité
MM* « excimére

k1

constante de formation de l’excimére.
k-1 : constante de dissociation de 1l’excimeére.

k=

constante de désactivation thermique de l’excimere.

ks

constante d’émission de 1’excimeére.

L’émission de l’exciméres se produit 4 des fréquences plus basses
(environ 5 000 — 6 000 cm~!) relativement & 1’émission du monomére.
Notons également que la formation d’excimére est une processus dépendant
de la diffusion. En effet, il a été vérifié que la viscosité y Joue un

role impartant (Birks, 1973).

La présence d’exciméres dans le spectre a plus forte concentration de
pyrene de la figure 13 indique donc qu’il existe des interactions entre
les molécules de pyréne dans les vésicules ou entre les vésicules lors de
collisions. Ces daux mécanismes sont en effet probables pour la formation
d’exciméres dans des systémes de veésicules. Deux facteurs sont donc

importants pour estimer la quantité d’exciméres! i) la concentration
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finale de pyrene incorporée dans les vésicules, et ii) la concentration

de vésicules dans la solution.

Examinons: d’abord 1’effet de la concentration finale sur le rapport
I/111 du pyréne. Ce résﬁltat est présenté a la figure 14 pour de trés
faibles concentrations de vésicules, ceci pour minimiser les interactions

entre vésicules.

La figure 16 indique que pour des concentrations de pyréne incorporé
inférieures 4 {,0%4 mol, la valeur moyenna du rapport I/I11 pour des
vésicules unilamellaires de PC est stable a environ {,21. Le tableau &
compare ce reésultat avec d’autres, obtenus dans des systemas membranaires
similaires. Ce tableau montre que le résultat que nous avons abtenu, soit
I/111 = 1,21, est approximativement 10%Z plus é¢levé que les plus Ffaibles
rapports I/Ill. i.e. 1;08 de Morris et al, (1980) et 1,09 de Schmidt gt
ale (1976). La valeur I[/1I1 = 1,21 est assez prés des résultats publiés
par Almgren (1980) avec [/III = 1,15 et par Lianos et gl. (1980) avec
I/111 = 1,18. Il est cepsndant important de notnr—qun'cns comparaisons, &
1’instar de celles faites avec les solvants, doivent étre examindes avec

sain, le rapport I/I1I1 étant sensible aux conditions expérimentales.

La figure 146, par exemple, démontre la dépendance du rapport I/1II

vis-a-vis la concentration de pyréne incorpor¢ dans les vésicules de PC.
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Figure 16. Graphique du rapport I/III du pyrene
en fonction de la concentration de pyrene in-

corporé dans les vésicules.



Tableau 6

Valeurs du rapport 1/111 dans

des systemes membranaires

Systémes %PY/PC I/111 Réf,
Vésicules multilamellaires DPPC-TA 1,0 1,09 8chmidt at al.
(1974)
Vésicules PC-DCP 2,3 1,15 Almgren (1980)
Vésicules PC-DCP 1,3 1,15 Almgren (1980)
Liposomes FC 0,2 1,18 Lianos at al,
(1980)
Liposomes PC - 1,08 Morris gt al.
(1980)
Vésicules PC <1,0 1,21 Ce travail




Cette figure montre une transition de la valeur du rapport I/III pour des
concentations supérieures & 1,0% mol en pyréne. C’est a4 ces memes
concentrations de pyréne dans les vésicules que 1’excimére peut etre
détecté, meéme avec des solutions de vésicules trés diluées. Il semble
donc qu’a ces concentrations il existe des interactions possibles entre
mol écules de pyrene dans l’espace membranaire. Rappelons que pour obtenir
la formation d’un excimére, deux molécules doivant etre situétes treés prés
lors de l’absorption d’un photon par une molécule, ceci permettant la
formation du complexe entre la molécule excitée et celle se trouvant dans
1’état fondamental. Cependant, il est également possible qu’il existe des
agrégats de pyréne dans 1’espace membranaire favorisant 1’existance
d’exciméres. Le travail de Kaneda et al. (198%), sur la formation
d’exciméres de N-(l—pyrenesulfonyl)-dipalmitoyl-Lﬁi-phosphatidylétha-
nolamine a 1l’interface lipide-eau de membranes plasmiques montre
qu’environ S0% de la fluorescence de l’excimére proviant de diméres exis-

tant déja dans 1’état fondamental et excités pour former des excimeéres.

Nous avons également observé une forte dépendance du taux d’excimeéres
en fonction de la concentration des vésicules dans le tampon. Ces
résultats sont présentés a la figure 17. Le graphique indique la
variation du rapport d’intensité de l’excimére sur le monomeére (Ie/In) en
fonction de la concentration de phosphate, qui est une mesure directe de
la concentration de PC, donc de vésicules (voir section II.4). Ig et I
correspondent aux intensités de fluorescence du pyréne & 480 et 395 nm
respectivement, soit le maximum d’émission de la bande de 1l’excimeére et

le pic V de 1’émission du monomére (voir figure 11) (Soutar et _al., 1974
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Figure 17. Graphique du rapport excimére/monomere
( IE/IM) du pyrene en fonction de la concentra-
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Edwards @t al,, 19763 Surewicz, 1983). La figure 17 montre une diminution
progressive du rapport I«/I. en fonction de la dilution de vésicules pour
une caoncentration de pyréne incorporé dquivalente a 3,77 wmol. Au plus
faible taux de pyréne incorporé dans les vésicules, O,1%Z mol, on
n’cbserve aucune variation du rapport Ie/l. en fenction de la
concentration de phosphates notons qu’a ce faible taux d’incorporation,
nous n’observani jamais la formation d’exciméres quelles gqua soient les
conditions. Cas résultats indiquent clairement que la formation
d’excimérss par interactions des vésicules entfes elles est possible, en

accord avec Almgren (1980).

IV.1.3. Effet de 1l’excimérae.

Una preaiére conclusion peut etre déduite suite aux ocbservations
concernant la présence d’exciméres dans les vésicules. La valeur du
rapport I/11I, 1’indice de polarité du pyréne, utilisé pour 1’évaluation
de la constante diélectrique des vésicules, doit etre mesurd a treés
faible concentration de pyréne, i.e. en absence d’exciméres) la présence
d’exciméres étant une preuve d’interactions entre les molécules-sondes.
De plus, les spactres du monomére et de l’sxcimére se recouvrent et des
complications surviennent (Edwards et Thomas, 1978). La bande de
1’excimére étant trés large (cf. fig. 13), elle recouvre en partie le
spectre du monomére, ceci ne permet pas d’évaluer correctement le rapport
d’intensité¢ des bandes vibrationnelles. De‘plus, nous avans vu que le

rapport 1/1I1 du pyréne n’est plus stable aux concentrations supérieures
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a 1,0% a0l incorporte (figure 14); des résultats similaires ont été
obsarvés avec le PY-14 (voir section 4.2 tableau 8). Cette condition de
haut niveau de dilution constitue un principe de base lars ds
l'utilisatioﬁ de sondes, quellas que soient leur nature et leur fonction,
afin de disinuer autant que possible les purturb;tions tventuelles
provoqudis par une trop grande quantité de molécules étrangéres prisentes

dans le systéas étudié¢.

Dans le cas particulier du pyréne incorporé dans des vésicules
unilasellaires de PC, nous avons démontré qu’une trop haute concentration
de pyréne dans 1’espace asmbranaire (>1,04 mol) provoquait la formation
d’exciatreset, indirectsment, une variation du rapport I/III (voir figure
16). Pour évaluer la constante diélectrique < de la région hydrophobe des
ascbranes avec 1’aide du pyréne nous devons donc utiliser le rapport
I/111 cbtenu & faible concentration de sondes incorporées, soit I/II1 =

1,21 (voir figure 13).
Les résultats concernant l’excimére dessurent trés importants, et

nous verrons ultériesuresment leur utilisation en regard de la localisation

de la sonde dans la bicouche.

IV.1.4. Evaluation de la constante didlectique, c.

‘Nous avens vu & la section [11.2 qu’aucune ¢chelle de polarité

n’avait é#té établie pour relier la valeur du rapport I/11I du pyréne avec



une valeuwr de c, du moins de fagon satisfaisante.

8i nous revenons i la reslation propos¢ par Glushko et al, (1981) (éq.
I, ﬁ; 40), pour déterminer la valeur de =, en fonction du rapport 1I/1I1
du pyréne, nous cbtenons pour I/IIl = 1,21, c = 29, Catte valeur est
boaucoup.trop ¢levé pour la réqgion hydrophobe des bicouches lipidiques.
Il s*agit en fait de la valeur de polarité qui caractérise 1’interface
totes polairns/chatnos hydrocarbondées {(Bellemare et Fragata,- 1980;

Iwamoto et Sunasoto, 1981).

Lianos gt al. (1980) associent le spectre d*émission du pyrine
incorporé dans des lipososes de PC avec celui du butanol} ceci correspond
& un rapport d’intensité I/III = 1,18 (voir tableau &) et c = 17,5. D’une
part, la valeur de 1,18 pour le rapport I/1Il est assez prés de notre
valeur de 1/1I1 = 1,21; mais d’autre part, une constante diélectrique de
17,3 correspond 4 une valeur trop é¢levée pour la région hydrophobe des
vésicules de PC. La valeur de € calculée selon 1’équation de Turro et al,
(1986) (ég. 2, p. 40), nous donne un résultat similaire a celui de Lianos

m (1990)’ soit c =16,

Une des conclusions qui se dégage de ces ocbservations est la
difficulté d’associer le rapport 1/111 obtenu dans les vésicules avec
celles mesurées dans les solvants. Cet état de choses est résumé dans le
tableau 7 ot sont représentés divers rapports 1/I111 du monomére du pyréne

sn solution avec les constantes didlectriques corrcspondantoc pour

chaque solvant. Le tableau 7 preésente des rapperts 1/II1 retrouvés dans
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la littérature prés de la valeur que nous avons obtenu pour les vésiculas
unilamellaires de PC 1/111 = {,21, Des données plus complites sont
compiléeas dans les travaux de Kalyanasundaram et Thomas (1977a, tableau
2, p. 2041); et Dong et Winnik (1982, tableau 1, p. 18) (voir aussi

figure 13).

La tableau 7 révéle donc la difficulté d’associer sans controverse
une valaur de constante dié¢lectrique avec le rapport I/11I du pyréne dans

les vésicules.

Néanmoins, il semble que la valeur théorique généralement admise de
€ =2 pour la région des chatnes hydrocarbonées de bicouches lipidiques
(Huang et Levitt, 1977; Ashcroft et al,, 1980) goit trop faible. Nous

présenterons ultérieurement des arguments pour justifier ces conclusions.

IV.1.5. Localisation de la sonde.

Nous avons vu dans la section précédente qu’il pouvait étre difficile
d’ évaluer avec précision la valeur de ¢ associée au rapport I1/III du
spectre d’ émission du monomére du pyréne incorporé¢ dans des vésicules
unilamrellaires. Selon les diverses observations effectudes avec les
solvants, nous avons conclu que la constante dit¢lectrique devait quand
méme etre plus élevée que c=2. Un autre paramétre d’une treés grande
importance est directement ralié¢ & ces conclusions, il s’agit de la

localisation du pyréne libre dans la bicouche. Effectivement le fort



Tableau 7

Valeurs du rapport I/1II du

pyréne en solution

SOLVANT €(25°0C) I/111 REFERENCE

Ethanol 24,5 1,18 Dong et Winnik (1982)

Propanol 20,3 1,19 Glushko et al, (1981)

THF 7,38 1,20 Kalyanasundaram & fhoaas (977
Alcool banzylique 13,1 1,22 Kalyanasundaram & Thomas (1977)
Ethanol _ 24,5 1,23 Glushko et al. (1981)

Al. benzylique 13,1 1,24 Dong et Winnik (1982)
Chloraoforme 4,8 1,25 Dong et Winnik (1982)
Chloroforme 4,8 1,28 Kalyanasundaram & Thomas (1977)
Ac. acétique (qgl.) 6,15 1,30 Kalyanasundaram & Thomas (1977)
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gradient de polarité traversant les membranes cause une grande dépendance

position-polarité.

La figure 18, tirée du travail de Vanderkooi et_al.(197%), propose un

ampl acement pour le pyréne incorpord dang une bicouche de 1lécithiney la
position moyenne de la sonde serait a 1l’intérieur de la zone hydrophobe &
quelques carbones de 1l’interface tétes polaires/chatnes hydrocarbonées.
Cas résultatg ont été obtenus en spectroscopie RMN. Des résultats en
fluorescence (Kano et al., 1981) par interaction du pyréne avec un
extinctaur (“quencheur®) incorporé dans des liposoamas de
dipamitoylphosphatidylcholine (DPPC) situs le pyréne d’une fagon
prédominante au milieu de la chatne a 146 carbones, soit légérement plus
enfoncé dans la bicouche que ne le montrent les résultats de Vanderkooi
gt al, (1975), (voir également Galla et Sackmann, 1974; Barber et al.,

19743 Podo ot Blasie, 1977).

Notons que les résultats de Vanderkooi st al, (1973) ont été obtenus
a partir de solutions contenant de fortes concentrations initiales de
pyréna, soit des ratios lipidet pyréne supérieurs & 1011} les mesures de
fluorescence de Kano et _al, (1981) ont été effectudes avec des rapports
initiaux DPFC: pyréne de 40011, donc des concentrations comparables a
celles que nous avons utilisées pour évaluer notre indice de polarite, le

rapport I/111, lorsque celui-ci était constant.

Cas observations deviennent plus significatives lorsqu’on effectue
une comparaison avec 1’ensemble des résultats, soit le graphique

d’incorporation (figure 14) avec une légére inflexion & environ 1,0%
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mol, concentration correspondante A& 1’apparition d’exciméres dans les
vésicules (figure 16). On doit dgalement prendre en considération 1la
variation du taux d’exciméres (Ie/l.) en fonction de la concentration de
vésicules (figure 17). Cette dernidére figure, comme nous 1’avaons
mentionné, nous révéle la possibilitéd d’interaction entre les molécules

de pyréne lors de collisions entre vésicules.

En regard de ces considérations, nous croyons que le pyréne libre
pourrait occuper deux sites différents dans la bicouche. A haute
concentration (>1,04 mol) le pyréne se situerait assez prés des teétes
polaires, du moins une fractian de la ccncuntéation incorporée, at serait
accessible pour la formation d’excimére entre vésicules. A plus faible
concentration ({1,0% mol), la sonde serait plus profondément aenfoncée
dans la région hydrophobe de la bicouche et ne pourrait pas interréaqgir
avec une autre molécule lors d’une collision efficace entre deux

vésicules.

Ca déplacement du pyréne vers les tetes polaires avec 1’augmentation
de la concentration locale peut etre expliqué par des considérations
géométriques. En effet, méme si la saonde se solubilise préférentiellement
dans les chatnes hydrocarbonées &4 cause de son caractére hydrophobe,
cette région ne peut pas accomoder une quantité illimitée de sonde. On
peut donc formuler 1’hypothése suivante: aprés une concentration critique
de pyrétne dans la zone hydrophocbe de la bicouche (= 1,0% mol), 1’excédant
des molécules se solubiliserait plus prés de 1’interface tete

polaire/chatnes hydrocarbonées; cette sur—-concentration locale
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provoquaerait la formation d’exciméres dans 1’espace membranaire sans
interaction entre vésicules, ce qui expliquerait 1la présence constante
d’exciméres mame & de treés faible concentrations de vésicules (voir

figure 14).

Les différnncés observées sur les spectres d’émission du monomére
entre forte et faible concentration (figure 13) pourraient @tre
expliquées par une localisation différente de la sonde selon sa

concentration dans les védsicules.
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IV.2. Acide (pyrenyl-1)-16 hexadécanoique.

Les problémes reliés a la localisation du pyréne libre dans la
bicouche naus.cnt amené & utiliser le PY-16 comme sonde pour évaluer la
constante diélectrique de la région hydrophobe des membranes. Le groﬁpa
polaire (—-COOH) du PY-16 permet une orientation convenable de la sande
dans la bicouche, ainsi le groupe pyrenyl se retrouve profondément
enfoncé dans la region des chatnes hydrocarbonées (voir structure figure
J). Notons ici qu’a pH=8.0, nous nous retrouvons assez loin des pKa du
PY-16 et de la PC. Le pKa de surface du groupe carboxyle de la PC est
d’environ 4 (Seimiya et Ohki, 1973) Tsui et al,, 1984) et celui du PY-16

est <4 (Noller, 1963).

Comme nous 1’avons vu au chapitre III, 1’augmentation de 1la
transition 0-0 en milieu polaire (effet de Ham) ast beaucoup moins
marquée avec le PY-16 par rapport au pyréne (comparer figures 11 et 12),
L’utilisation du PY~-16 constitue en fait un compromis, soit une plus
grande certitude sur la position de la sonde incorporée dans les

vésicules, mais une plus grande incertitude dans 1’évaluation de <.

La figure 19 présente un spectre d’émission du PY-16 incorporé dans
des vésicules unilamellaires de PC (1,0% mol). Le rapport I/III mesuré
avec cette sonde dans ces conditions est de 2,8 *=0,1 (comparer avec les
valeurs en solution, tableau 4). Ce rapport est stable a faible

concantration de PY-16 et ne varie pas avec la dilution des vésicules
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Figure 19. Spectre de fluorescence corrigé de 1l'acide (pyrenyl-1i)

-16 hexadécanoique dans les vésicules de phosphatidylcholine.



Tableau 8
Rapport I/I11 pour l'acide (pyrenyl-1)-146 hexadécanofque

dans les vésicules et valeurs du rapport excimérs/monomére.

% mol PY-16 init. 1/111 I/ 1n
3,0 3,10 0,18-0,19
2,0 3,03 0,1%-0, 14
1,53 2,85 0,15
1,0 2,82 0,10
0,3 2,78 0,05

0,23 2,80 0,03
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comm@ le@ cas du pyréne libre.

L'ensemble des résultats obtenus avec le PY-14 dans les vésicules est
compilé au tableau 8. Les phénoménes observés avec le pyréne libre se
répétent avec le PY-14, i.e. augmentation progressive du rapport I/IIIl au
dessus de 1,07 mol, at apparition significative de 1’excimére aux plus

fortes concentrations.

En conséquence, la valeur du rapport I/I1II retenu pour fin de
comparaisons avec les systémes modélaes est [/111=2,8. La figure 20
indique les différents rapports 1/111 du PY-156 mesurés dans les solvants
an fonction de la constante didlectrique a4 25 C (cf. tableau 4); le
cercle & c=7 correspond & la valeur mesuré¢e dans les vésicules de PC. En
tenant compte de 1’erreur expérimentale, on voit que la valeur
correspondante pour la constante dié¢lectrique peut se situer entre

€ =4-10.

Les résultats avec le PY-146 nous indiquent dégalement qu’il n’y a pas
formation d’exciméres lors de collisions entre vésicules, contrairement a
l’observation faite avec le pyréne libre. Effectivement, comme le
démontre la figure 21, le rapport d’intensités I«/l. ne varie pas avec la
concentration de vésicules en solution, méme lorsque l’excimére peut se
former dans l’espace sembranaire par sur-concentration locale (comparer
figures 17 et 21). Ceci nous indique que le groupe pyrenyl aenfoncé¢ dans
la bicouche est inaccessible 4 un autre groupe similaire lors de

collisions entre vésicules. Cette conclusion est trés importante en
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regard de 1’hypothésa selon laquelle le pyréne libre pourrait se situer
plus prés des tetes polaires lorsque la concentration de pyréne incorporé

axcede 1,07 mol.
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Figure 20. Graphigque du rapport I/III de l'acide
(pyrenyl-1)-16 hexadécénoique en solution (e)
et dans les vésicules (0O) en fonction de la

constante diélectrique.
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IV.3. Importance de la perméabilité membranaire i 1’eau.

Las travaux de Griffith et al, (1973) et de Nichols et Deamer (1980)
ont démontré la possibilité de péndétration de molécules d’Hz0 dans la
région hydrocarbonée de bicouches lipidiques par des techniques de
résonnance du spin électronique (ESR) et de titration acide-base,
respectivement. Le coefficient de permdabilité (P) d’eau "tritiée" au
travers des films de PC d’oeuf a été évalué & 2,4 X 10~> cm/s & 25° C par
Finkelstein et Cass (1948). Des études de diffusion avec des vésicules de
PC d’oauf ont donné des valeurs de P 4-5 X 10~ cm/s (Reeves at Dowben,
1970) et P = 2,9 X 10~ cm/s (Lipschitz-Farber et Degani, 1980) & 25 (C
(vair éqgalement la revue de Fettiplace et Haydon, 1980). L’ordre de
grandeur pour le coefficient de perméabilité de l’eau au travers des
modéles membranaires au-dessus de leur température de transition (Tc) est
de 102 cm/s & 25°C, Ceci peut @tre considéré comme un “"passage" rapide
au travers la membrane. Pour comparaison mentionnons que le coefficient
de perméabilité du glucose pour des membranes au-dessus de Tc est de
1’ordre de 107'° cm/s (Brunner gt al,, 1980; Bresselers et al,, 1984), et
la perméabilité aux ions Na* a été évalué a environ 10733 cp/s dans les

mémes conditions (Brunner et gl,, 1980).

En regard de ces considérations, il serait possible que le temps de
résidence des molécules d’eau dans la région hydrocarbonée soit
suffisamment long pour augmenter la constante didlectrique de ¢ = 2 § € =

6-8 ou 10 (voir également les conclusions de Offen et Turlaey, 1982). En
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conséquence, le pyréne socus forme monomérique pourrait se situer dans la
région des chatnes hydrocarbonées tel que proposé par Galla et Sackmann
(1974)y Vanderkooi gt al, (1975); Barber et al, (1974), FPodo et Blasie
(1977) et Kana et al, (1980) et non pas localisé dans la région glycérol

(Lianos et al,, 1980).

Ces considérations de perméabiliteé _membranaira a l’eau peuvent
également étre observées sous un angle différent en tenant compte du
caractere hygroscopique du pyréna. En fait, le systéme d’électrons 7 de
la molécule pourrait favoriser la formation de liens hydrogéne avec les
molécules d’Hz0 de 1’environnement. En conséquence le pyréne serait
légérement hydraté et aménerait avec lui quelques molécules d’Hz0 dans la
région hydrocarbonée de la bicouchey il s’aqirait;évidumuent d’eau lide.
Mais méme dans cet état 1’eau pourrait augmenter la polarité de la zone
hydrophobe d’une fagon significative et/cu directesment diminuer la
symétrie wmoléculaire du pyréne pour augmenter la transition
vibrationnelle 0-0. Dans ce cas, il faut éviter de confondre la faible
solubilité du pyréne dans l’eau (caractére hydrophobe, solubilité: 2-3
uM,. Kalyanasundaram et Thomas, 1977a) qui nécessite la solvatation
compl dte de la molécule, et le caractire hygroscopique od seulement
quelques molécules d’eau peuvent etre assocides & une molécule par
interaction avec les é¢lectrons 7 du systéme conjugué du pyréne. Il ast
é¢galement important de noter que selon cette hypothése 1’eau présente

dans les chatnes hydrocarbonées se retrouverait a proximité de la sonde.
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IV.4. Discussion.

Les résultats que nous avons cbtenus avec le pyréne libre incorporé
dans las veésicules de PC ont apport#2 plusieurs conclusions et autant
d’hypothéses concernant la polariteé de la zone hydrophobe des bicouches.
Nous avons vu que la constante didlectrique ne pouvait pas etre
déterminée avec précision da principalement a deux problémes: i)
1’imprécision das échelles de polaritéy iil) l’incertitude sur la position
de la sonde. Le point le plus intéressant qui ast ressorti de cette dtude
concerne l’effet de la concentration, relié a 1’hypothése du changemant
de position de la sonde avec la concentration membranaire de pyréne. Ceci
devient important en regard de réactions de transfert d’énergie. En
effet, ce type de comportement sgerait intéressant avec certaines
molécules d’intéret biologique impliquées dans des reactions de transfert

d’ énergie dans des membranes.

La formation d’exciméres du pyréne par collision entre vésicules
(voir fiqure 17) est d¢galement un point important. Nous avons cbservé que
ce phénoméne ne se produit pas avec le PY-16 (figure 21), cette sonde
¢tant probableasent trop enfoncée dans l’intérieur de la bicouche. Notons
tgalement qu’a faible concentration de pyréne libre, l’excimire n’est
jamais détecteé. Il deviant alors nécessaire de faire la distinction entre
les deux processus de formation de 1l’excimére dans les vésicules, soit i)
la concentration locale {(concentration de pyréne incorporé¢) est assez

élevée pour que deux molécules se retrouvent assez prés l’une de 1’autre
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durant l’absorption d’un photon par une des molécules et/ou des agrégats
(peut-étre sous forme de diméres) soient préalablement formés dans 1’état
fondamental; ii) le nombre de collisions efficaces entre vésicules est
suffisament élevé pour que lors d’une collision deux molécules, une
excité (*M) et 1’autre dans 1’état fondamental (M), se retrouvent a
1’intérieur de la distance d’interaction pour la formation d’'un excimérej
ce dernier procassus est typiquament dynamique. FPour une concentratiun.
fixe de pyréne, le taux d’exciméres est donc dépendant du nombre de
collisions efficaces antre vésiculas. Mentionnons que la distance
d’interaction est évalude a environ 8 & (Galla at Sackmann, 19743 Galla
gt al,, 1979) et que la distance entre les deux plans moléculaires de
l’axcimére est de 3.37 R (Birks, 1970)3 1’aexcimére é¢tant dansg une
configuration "sandwich" partiellement éclipsé, la distance totale le
long du grand axe est da 10,7 A comparativement a 9.2 A pour le maonomere

(S8outar gt al,, 1974).

Le premier processus de formation d’excimeéres dans les vésicules est
camparable au comportemant en solution concentrée. Le second est beaucoup
plus particulier et intéressant. Si la distance d’interaction de 8 R est
corracte, le pyréne doit se trouver assez prés des tetes polaires pour
que deux molécules soient séparées par une si petite distance lors d’une
collision) bien entendu, on doit tenir compte de la nature de ces
collisions qui pourraient é¢ventuellement permettre une déformation
importante des vésicules et provoquer une inter-pénétration de la région
des tetes polaires des phospholipides pour permettre une proximité

convenable & la formation d’un excimére. Mentionnons ¢galement que le
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temps de vie de 1’état excité du pyréne est passablement élevé dans les
membranes (>100ns, Edwards et al., 1976), ce qui augmente la probabilité
de collisions efficaces entre deux vésicules pour la farmation

d’excimeéres.

L’utilisation du PY-16 pour déterminer la polarité de la zone
hydrophobe des bicouches n’a pas apporté beaucoup plus d’information sur
la valeur de la constante diélectrique; selon les résultats la valeur
pourrait se situer entre € = 4-10. Le point marquant concerne évidemment
la position de cette sonde. Selon des considérations géométriques et
thermodynamiques, le fluorophore du PY-14 se situe en plein coeur de la
zone hydrophobe entre les deux couches lipidiques. En considérant que la
valeur minimale est évaluée 4 € = 4, et en regard de nos conclusions, il
est raisonnable de croire que la constante diélectrique des chatnes
hydrocarbonées des membranes pourrait atre plus élevé que € = 2, Cette
différence de la polarité par rapport & celle d’hydrocarhbures (c = 2)
nous a amené a considérer la possibilité de présence de molécules d’eau
pouvant affecter la constante diédlectrique, ceci en relation avec la
perméabilité membranaire & l’eau (Griffith et al., 1973; Reeves et
Dowben, 19703 Finkelstein et Cass, 1968; Nichols et Deamer, 1980

Lipschitz=Farber et Degani, 1980; Fettiplace et Haydon, 1980).
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Conclusion

Examinons d’abord les grandes lignes qui se sont dégagées de ce
travail pour ensuite apporter gquelques commentaires sur la suite de cette

é¢tude.

Les conclusions cbtenues avec le pyréne libre sont les suivantes: 1)
1’utilisation de cette sonde pour des mesures de polarité membranaire
doit s’effectuer & des concentrations inférieures 3 1,04 mol de pyréne
incorporé i.e. en absonéo d’exciméresy ii) aucune dchelle de polarité
raliant la constante diélectrique avec le rapport I/III du spectre
d’¢aission du monoaére du pyréne ne pesut etre exactement deéterminde, il
.ast cependant important de noter qu’il existe une relation entre la
polarité de l’environnement et le flpport I/1113 1iii) le graphique
d’incorporation du pyréne libre dans des vésicules unilamellaires de PC
indique une faible transition dans la région de 1,04 mol incorporé; c’ast
a cette concentration que l’excimére apparait dans 1’espace amembranaires
iv) aux plus fortes concentrations de pyréne incorporé¢, le taux
dTexciméres par rapport au msonomére (Ig/1m) s’accroit avee la
concentration des vésicules en solution; ceci est une indication qu’il vy
a interaction entre les vésicules pour former 1’excimére lors de
collisions. D’aprés les conclusions précédentes, nous forsulons
1’hypothése selon lagquelle le pyreéne pourrait occuper une position
différente dans la bicouche lipidique en fonction de la concentration de

sonde; c’est-d-dire, aux plus faibles concentrations, le pyréne se
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situerait dans la région des chatnes hydrocarbonées A une hauteur
non-précisément déterminéde, tandis qu’aux plus fortes concentrations , la
sonde se retrouverait plus prés de la région des tetes polaires,
accessible 4 la formation d’exciméres par collision entre vésicules. Le
pyréne pourrait également etre sous forme d’agrégats pré-formés dans

1’etat fondamental (Blackwell et al,, 19863 Yamazaki et al., 1986).

L’emploi du PY-16 a confirmé les résultats obtenus avec le pyréne
libre, soit, en conclusion générale, que la constante didlectrique de la
région hydrophobe de vésicules de PC se situerait entre c¢ = 4-10, ce qui
est plus élevé que la valeur théorique généralement admise. Les résultats
du PY-146 ont é¢galement démontré qu’il ne pouvait pas y avoir formation
d’axciméres par collisions entre vésicules lorsque le fluorcphore se
trouva enfoui dans les —chatnes hydrocarbonées des vésicules.
L.’ augmentation de polarité pir rapport aux valeurs d’hydrocarbures pures
pourrait etre expliquée par la présence de guelques molécules d’eau dans
les membranes. Cette eau pourrait eétre présente d’une fagon naturelle ou
apportéa dans la membrane par le pyréne lui-méme, a la suite de
1’interaction de 1’eau avec le systéme d’électrons 7™ de la sonde. Las
deux phénoménes que nous venons de discuter pourraient également etre

concomi tants.

Pour solutionner les problémes concernant la liaison possible de
molécules d’eau au pyréne et la formation d’agrégats de pyréne, d’autres
méthodes spectroscopiques que la +luorescence seraient nécessaires.

Mentionnons le Raman et l’infra-rouge, ces deux méthodes nous permettant
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de sonder au niveau des liaisons moléculaires, et le temps de vie de
fluoraescence nous permettrait de mieux comprendre le phénoméne de
1’excimére et de détecter les agrégats éventuellement formés a 1’état

fondamental .

Il serait également possible d’étendre le tr#vail de la polaritée a
d’autres dériveés du pyréne afin d’effectuer une d4tude comparde. Par
exemple, les résultats du PY-16 pourraient étre comparés avec les valeurs
de sondes analogues avec difftrentes longueurs de chatnes, ainsi le
groupe pyrenyl se situerait a4 diverses hauteurs des chatnes
hydrocarbondes et un profil de polarité pourrait etre élaboré. Cette
dtude permettrait également de mieux connattre la position relative du
pyréne libre. Mentionnons aussi que 1’utilisation du
*pyrene—-3-carboxaldehyda® s’appliquerait d¢galement a compléter les
résultats, cette sonde possédant un maximum de fluorescence dont la
position varie avec la polarité¢ de 1’environnement (Kalyanasundaram et

Thomas, 1977h).

Pour analyser 1’effet des doubles liaisons dans !a chatnes
hydrocarbonées de la PC, les résultats pourraient etre comparés avec ceux
mesurés dans des systémes similaires de dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) par exemple. Dans la méme ligne de pensdée, toutes les variations
dans la constitution, 1’état ou l’environnement des lipides formant les
asabranes pourraient étre étudides; par exemple, les effets de la tete
polaire, de la température de transition, de la force ionique ou de la

longueur des chatnes, entre autres.
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