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RESUME 

Le but de ce travail était d'évaluer la polarité (constante 

diélectrique, E ), de la région hydrophobe de membranes biologiques. La 

détermination du gradient de polarité traversant les membranes est d'un 

intérêt particulier dans la caractérisation de ces systèmes biologiques, 

du transfert d' énergie membranaire en relation avec le processus de Id 

photosynthèse , et du degré d' hydr atation de l a r égion hydrocarbonée des 

membranes. Le modèle membranaire utilisées était des vésicules 

unilamellaires de petit diamètre, constituées de phosphatidylcholine (PC) 

extrait de jaunes d'oeufs. Deux sondes fluorescentes sensibles à la 

polarité de leur envi ronnement ont été utilisées, le pyrène et l'acide 

(pyrenyl-l)-16 hexadécanoique (PY-16). Le spectre d'émission du monomère 

du pyrène se situe entre 360 et 400 nm et présente cinq bandes 

vibrationnelles distinctes. L'intensité de la première bande, située à 

environ 373 nm, est très sensible à la polarité de son environnement. La 

bande vibrationnelle la moins sensible à la polarité est la troisième, 

vers 384 nm; en conséquence l'indice de polarité utilisé est le 

d'intensité 1/111. Le spectre d'émission du PY-16 est légèrement 

rapport 

décalé 

vers le rouge et les variations du rapport 1/111 sont moins importantes, 

par contre la localisation du fluorophore est certaine, celui-ci se 

retrouvant au coeur de la région hydrophobe. Le profil d'incorporation du 

pyrène libre, dans les vésicules, a été établi et démontre une très 

légère transition vers 1,0i. mol. Au dessus de cette concentration une 
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l.rge b.nde apparatt sur le spectre d'émission vers 480 nm, elle est 

Attribuee à la formation d'excimères. En consequence, l'utilisation du 

pyrène comme sonde de pol.rité doit s'effectuer ~ des concentrations 

infirieur •• à 1,OX mol. Le rapport 1/111 m •• uri avec le pyrène dans les 

vésicules indique également une transition en fonction de la 

concentration de sonde. incorporées vers l,Or. mol. Le rapport 1/111 du 

pyrène dan. le. vésicules s'accrott constamment au-dessus de 1,0i. mol, 

en-de.sous de cette concentration critiqua il est fixe à une valeur 

1/111=1,21. Suite à ces observations, nous concluons qu'il serait 

possible que la position du pyrtne dans la bicouche lipidique varie selon 

lA concentration d. sonde. incorpori ••• Au plus forte. concentrations de 

pyrène incorporé, nous avons igalement anal ys. le. v.riations du rapport 

exci.tre/mona.ère (1./1"). Le. ri.ultats dimontrent une augmentation du 

rapport 1./1" lorsque la concantration des vi.icule. en solution 

AugMnt •• Ceci indiqua qu'il exista de. interaction. entre le. lIIoUculu 

d. pyrène lor. de collisions entre vi.icule •• Avec le PY-l~, 1. rapport 

1.11" n. vrie pas avec la concentration da vi.icule •• Le rapport IIIII 

_suri ave. le PY-l~ à fAible concentration dan. le. visicules, et 

campari avec divers rapports obtenus dans d.. solvants de divers .. 

pol.riti., suggère une VAleur d. constante diilectrique comprise entre 

E-4 et 10 pour la rigion hydrocarbonie des vi.icule. de PC. C. résultat 

e.t plu. ilevi. que la VAleur thioriqu. giniralement admi.e, soit E ~ 2. 

Ceci peut Otre expliqué en term.. de parmiabiliti membranaire aux 

molicu1e. d'.au. L. t.~s d. ri.idence des molicule. d'eau pouvant Otre 

suffisa..-nt long pour augMnter la constante diilectrique da la région 

des chatne. hydrocarbonie •• L'hypothèse de l'hydratation de la .alicul. 

d. pyrène est igalament considirie. 
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INTRODUCTION. 

1.1. Importance de la polarité des membranes. 

La détermination des paramttres diélectrique. des membranes 

naturelle. et de leurs modèle. est ••• entielle pour caractériser 1 .. 

propri.t •• de ces syst.ma •• Noton. l'importance da ces 

l'organisation structurale das bicouch •• (Llugar, 1979, 

param.tre. dan. 

Tanford, 1980) 

ain.i que dans plusieurs processus ~branair .. tels qua canaux ioniques, 

pomp ... protons (Warschell et Russel, 1984) et de l'activité de 

transfert d'électrons (Ballard et Mauzerall, 1980, Fragata et Sellamare, 

1982,19831 Lo .. vet Hauzarall, 1983). 

Ce travail porte sur l'évaluation expérimentale de la polarit. 

(constante diélectrique,E) de la. r.gion hydrophobe d. mod.l •• RMbranaire 

(cf. figura' 2). Il e.t généralement adai.- que cette r.gion .. t 

caract.ris •• par un. tr.s faible polarit., soit E~2J c.tt •• valuation .st 

d'abord ba •• e sur des considération. th.orique. (Huang.t Levitt, 1977J 

Ashcroft et al., 1980). Dans un chapitre ultérieur, nous analy.eron. 

quelqu .. r •• ultat •• xp.rimantauK de mtme nature. 

D'un autre coté, la région des tttes polaires das bicouche. po.s.de 

une polarit. beaucoup plus .l.vé., soit E ~30 pour des syst'm .. 
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mambrAnair .. dans l'~tat ~luide (Bellemare et Fragata, 1980. Iwamoto et 

Sunamoto, 1981; Lessard et FrAgAta, 1986). Cette situation con~ère donc 

aux membranes un gradient da polarit. décroissant de. ttt.s polaires vers 

l'int'rieur da la bicouch •• L .. variations du profil da polarité des 

membranes ne sont pas encore clairement élucidées, mais le fait demeure 

que la chute de polAri U est drastique, soit de E: -78, ~ (constAnte 

diélectrique de l·eAu à 25° C, Handbook of Chemistry And Physics, 61st 

ad., 1980-81, p. E-~S) à E: =2-10, puis de nouveau l E: .78,~ sur environ 40 

A, BOit l'épaisseur d'une membrane avec se. couche. d'hydratation (Huang 

et Mason, 1978). 

L"VAluation de la polarité de la partie interne des bicouches a pour 

premier objectif une .-i1 leure. caract'ri.ation d.. membrAne., caci an 

relation directe Avec le rendement du transfert d'tlectron •• 

La figura 1 présente un schéma d'une membrane de thylalkotde da 

chloroplAsta comprenAnt une s'rie de transporteurs d"lectrons. C'est ce 

systt .. qui CApte l'énergie lumineuse qui .erA ensuite tranform'e en 

énergie chimique lors du proc ••• u. de la photosynth.... Comme l'indique 

la figure 1, le transfert d'électrons s'&ffectue de pArt et d'Autre de la 

membrane, il e.t donc importAnt de connA1tre le. propriété. diélectriques 

de. différentes régions de cette membrAne. Il VA de soit que las 

reconstitution. membranaire. effectu'e. en lAborAtoira na sont pA. encore 

Aussi complexe. qua l.s systtmes nAturels et qu'il doit exister des 

diff'rence. entre les propriété. m .. urée. dAns un modtle .t cell.s des 

mambran •• photosynth.tique •• 



NADPH • H· 

2H" 

21-1" 

Figure 1. Schéma d'une membrane de chloroplaste avec 

transporteurs d'électrons. Tiré de : Hinkle P.C. 

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



4 

La. vi.icule. unil~mell~ire •• ont compo •••• d'un feuillet bilipidique 

formant une structure géométrique sphérique d'un rayon pouvant varier 

entre 100 et 125 A (Hu~ng, 1969, Cornell et al" 1982), La figure 2 

présente un schéma simplifié d'une v'.icule unilamellaire, Le poids 

moléculaire de ces structures e.t d'environ 2.0 X 106 g mol-l, 

Les vé.icule. sont form' ••• pont~n'ment lors d'une di.persion aqueuse 

de lipide. ~ deux ch~tn •• , le. lipid •• ~ un. ch~tne hydroc~rbon'e auront 

plutot tend~nce ~ former de. micell.. (T~nford, 1980). Lor. de l~ 

disper.ion, le. liposom •• produits •• ront multilamellaire. et d. rayon. 

v~iables. Une sonic~tion (tr~itement ~ux ultra-son.) perm.ttr~ d'obtenir 

d ••• tructur.s unil~m.ll~ire. et une filtr~tion sur gel .éparera les 

vi.icule ••• lon leur gro ••• ur. 

L .. vi.icule. qui ont .ervi d. mod.le. m.mbr~naires pour ce travail 

étaient compos' •• de molécule. de pho.phatidylcholine (PC) extrait de 

j~un .. d'a.uf. dan. notre l~boratoire (voir structure de l~ PC ~ la 

figure 3 et méthode d'.xtraction ~ l~ section Il.1). 

Le t&ble~u 1 prisente un. compilation de. 

g'om.triques d. v'.icule. unilam.ll~ire. prép~r.e. selon 

Huang (1969). 

c~~ct'ri.tiqu •• 

l~ méthode de 



1 

, 

, 
1 

1 

1 

, , , , 

40A 

'~----------------~ 

Figure 2. Schéma en coupe d'une vésicule unilamellaire. 

Ri 1 rayon interne, Re : rayon externe ; épaisseur 

• de ~ la bicouche 40 A (voir également Tableau: 1). 
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Ajouton. pour coapléter qua l~ .urf~ce occupée p~r la tête polaire 

v~le .elon qua le lipide sa situe sur 1~ f~ce interna ou sur 1~ face 

externe, les ~ires occupées sont respectivement 64 ~2 et 78 A2; ceci est 

dO • l'encDDbr..-nt gio.itriqu. plus import~nt sur l~ f~ce int~ne que 

sur la face externe. Ce phénomène d'encombrement provoque également une 

disproportion d~ns l'ipais • .ur de chaqu. monoccuche du f.uillet 

bilipidique. la monocouche interna s'étend sur environ 17 ~ alors qua l~ 

monocouche da l~ f~ca externe a une ép~i&seur approxim~tive de 23 A 

(B.llem~e, 1981). 

Il .st import~nt d. noter que c.. p~r~m.tre. giomitriqu.. v~iant 

qu.lque p.u d'un ~ut.ur • l'~utra .alon la mad_la et l~ technique da 

... ur. ut!lisi. <L.vina et ~l,. 19681 D. Kruijff et ~l,. 197~1 

Chrzeszczyk et al., 1977; Hu~ng et M~.on, 1978). Pour ca qui RSt d. 

l'ipaissaur d.s .. abr.n~ 1 •• r'sult~ts oscillent antre 3~ .t 4~ a (voir 

.,g. Tableau 1), m~is ici il faut prendre en considiration le fait que 

c.rt~ins ~uteurs incluant 1.. couches d'hydrat~tion d~. leur valaur 

d'ip.i •• .ur. 

Un autre f~ct.ur important doit âtre examini, il s'agit da l'état 

phy.iqu. de l~ bicouche, DO ~ux nombreus .. in.aturations d. l~ lacithin. 

(voir tabl.~u 2), l~ t .. pirature da transition da c •• lipid.s est 

pa •• ablement b •••• , soit environ -7° C (Bach et Chap.an, 1980). Lor. de 

notre itud., les visicule. se r.trouvaient donc toujours· d~ns l'état 

fluide, a ••• z loin d. la tempirature d. tran.ition. L'importance de ce 

para •• tre r ••• ort lors d .. considérations. de perm'~biliti meœbran~ire • 
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l'eau, la perm'abilit' augmentant avec la fluidit. des membranes (voir 

discussion. la .. ction IV.3). 



Paruètra 

Rayon eKt.rn. 

Rayon interne 

Tabl.au 1 

Caractéristique. géométrique. d. 

vi.icule. unilamellaire.-

~r. total d • .alicule~ 

Noabr. d. ealicule., face eKterne 

NoMbre d. mol'cul •• , fac. interne 

Rapport des .urfac ••• Kterne/intarne 

• 01' après Huang C •• Biochamistry (1969). ~ 344-~2 

Dim.n.ion 

l00-l~ A 

~- 70 ~ 

2600 

1 770 

830 

2,ô 
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L. pyrtn. ~ .té utili •• c~ .and. fluer.sc.nte d~. un. grande 

variété d,.tudes des systèmes membranaires et micellaires. Notons à titre 

d'.xempl., le. étude. da perm.abilité (Gratzel et Thomas, 1973), da 

diffu.ion (Vanderkooi et Callis, 1974, Vandarkooi et al., 197~; Schmidt 

ft al., 1976; Yamauchi et Matsushita, 1979; Almgren et Swarup, 1982), da 

viscosit. (Edwards et al., 1976>, de gradiant osmotique (Surewicz, 1983) 

at da transition de phase (Schmidt et al., 1976; Wakayama et Kondo, 1981; 

Soeerhar ju .t ~l.. 1985). 

Les, pr.mitra. rechercha. d ••• ff.t. d. solv~t. sur l'inten.ité de. 

banda. d'ab.orption at da fluora.cance du pyr*na ont .ti effactuia. par 

Nak~jim& (1971). Cet auteur a ob •• rvé d~n. le spectre d. fluore.cence du 

pyr*ne, un. &Ug~entation d. l'inten.ité (r.l~tiv.) d. 1. transition 0-0 • 

environ 26 800 ca- 1 lorsque la RaOlicul ... trouv~it dan. un environna.nt 

pal.ire. Depui., plusieurs auteurs .. sant int.r..... • l~ d.pendanc. 

ttntrlt l~ polarité lit ln band.. vibrationnalle. du .pectr. de 

fluorncttnc. du pyr*n. (I<~l yan.sundar.... .t ThQN., 1977a, Lillnos et 

Georghiou, 1979, Liano. et al., 1980, Glu.hko .t al., 1981; Dong et 

Winnik, 1982). 

L'augment.tion d'inten.ité d •• band •• vibrationn.ll.. r •• ultant 

d'interaction •• oluti-salvant a d'abord .ti dicrit. par ~ (1953). L •• 

ob.ervation. d. c.t auteur concernaient le banztne en m.lange binaire 
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avec la tétrachlorure de carbone et le n-haptane ("Ham EHect", voir 

Ouroch.r et Sandorfy, 1966). Depuis, l'effet a été observé avec plusieurs 

hydrocarbones aromatiques possédant une symétrie moléculaire élevée, e.g. 

le pyrène (Nakajima, 1971), le coronène, le triphenylène (Nakajima, 

1974), le 1-12-benzoperylène et le naphtalène (Lianos et al., 1980). 

De fait, l'état fondamental du pyrène est totalement symétrique: 

groupe ponctuelle: D2h, état: A1Q • Le premier état électronique, du type 

lB~u, et le second, lB2u , sont respectivement polarisés le long du petit 

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

également la section III.l). 

En ce qui concerne le pyrène, des études en spectroscopie infra-rouge 

et en fluorescence (Kalyanasundaram et Thomas, 1977a; Lianos et 

Georghiou, 1979) démontrent que l'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 1-12-benzoperylène et 

le naphtalène (Lianos et al., 1980). Nous verrons plus loin l'importance 

de cette observation avec l'utilisation d'un dérivé du pyrène, l'acide 

(pyrenyl-1)-16 hexadécanoique (PY-16); dans ce cas le pyrène subit déjà 

une forte réduction de sa symétrie dO à la présence d'un lien covalent 

(voir structure chimique dans figure 3). 



<4!<CHl3 
1 

CH2 
1 

CH2 
1 

Q 
I-r::::, 

Q=P-U'""" 
1 
Q 
1 

CH2-CH-CH2 
1 t o 0 
1 1 
C=Q C=Q 
l , 
Rl R2 

Figure Ja. Structure chimique de la lécithine 

(voir composition des chaînes au Tableau: 2). 



COOH 

b 

c 

Figure Jb. Structure chimique du pyrène et c) 

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

Le pyrène utilisé au cours de cette étude était un produit de Sigma 

Chemical Co. (lot 1 52F-0094) et il a été 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.S.). Le point de fusion du produit purifié fut évalué à 1510 C; les 

valeurs de' la littérature sont 152-153° C (Birks et al., 1966) et 1560 C 

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

L'acide (pyrenyl-l)-16 hexadécanofque provenait de Molecular Probes 

Inc. et a été utilisé sans purification additionnelle. 

Les solvants employés provenaient des endroits suivants: chloroforme: 

Anachemia, grade accusolv; n-hexane: Burdick and Jackson Lab., grade 

U.V.; méthanol: Anachemia, grade accusolv; éthanol: tal que fourni 

(Centre de Racherche an Photobiophysique, U.Q.T.R.); propanol-1 at 

haxanol-1:BDH, grade analytique. L'eau utilisée était d'minéralisée at 

distillée. 

La phosphatidylcholina ayant sarvi à la préparation des vésicules a 

été extraite de jaunes d'oeufs salon la méthode de Singleton (1965). La 
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première étape de l'extraction consiste à faire précipiter la lécithine 

avec de l'acétone pour éliminer le plus grand nombre de pigments; les 

phospholipides sont ensuite solubilisés dans l'éthanol, concentrés, puis 

redissous dans de l'éther de pétrole. Par la suite, les phospholipides 

sont purifiés par une précipitation à l'acétone froide suivie d'une 

solubilis~tion d~ns l'éther de pétrole; cette étape peut être répétée à 

quelques reprises. La purification finale consiste en une chromatographie 

sur ~lumine <80-200 mesh, Anachemia). La lécithine est injectée, dissoute 

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

L. pureté des fractions est vérifiée par chromatographie sur couche 

mince de gel de silice en utilis~nt le mélange chloroforme/méthanol/eau 

6512514 comme éluant. Le~ phospholipides sont rivéUs avac le ré~ctif d·. 

Dr~gendorf (W~ldi, 1965). 

L., tilble~u 2 prisente l~ composition en chatnes hydrocarbonées de la 

lécithine extraite dans notre laboratoire; le~ données ont été obtenues 

an chrom~tographie' an ph~se g~zeu5e (la PC était solubilisée d~ns 

l'h.x~ne). Pour comp.raison, les résultats de Singleton et al. (1965) et 

ceux d.'une autre équipe utilisant la mOme technique' d'extraction 

(Sun~moto et al •• 1985) sont également présentés au Tilble~u 2; dans ces 

deux cas les résultats ont également été obtenus par chrom~tographie an 

ph~se gazeuse. 



ChatnH 

1610 

1611 

1810 

1811 

1812. 

2014Mb 

COIIposition de la lécithine 

.xtrait. d. Jaunes d'oeufs. 

X(2) 

37,9 31,0 

2,1 1,4 

9,8 14,4 

34,0 31,1 

14,0 14,8 

2,2 ~,~ 

(1) I1HurH rifectu' •• pr M. J.P. Richard, C.R.P'., U.Q. T.R. 

(2) Sunuoto t1: il. (1~) 

(3) SinQleton .t al. (196~) 

1~ 

37,7 

3,1 

9,2 

32,9 

17,0 
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L. m.thod. de pr'pArAtion utili.'. e.t celle dicrit. par HUAng (1969) 

avec quelques modi f ications. Environ l~O mg de PC, conservés à -200 C 

sou. un. coueh. d'Aceton., sont dilu'. dAn. du chloroform. contenAnt la 

quantit. di.irie de sonde (pyrène ou PY-16). LA solution est s'ch'e sous 

un jet d'azote, puis dispersée dAn. 10 ml de tampon tris-HCl 

0,01M, pHI8, O,lM NaCl. La suspension aqueuse est 

v.sicule~ multilamellaires de dimensions diverses 

alors constituie de 

(voir f igure 4). LA 

soniCAtion qui suit lA dispersion perm.t d. bris.r les multilamell.s pour 

ne conserver que des vi.icul.s unilAmellaire., elle s'.ffeetu. dAns un. 

c.llul. r'frig'r'e (4-100 C) pendant 1~2O minutes sou. un jet d'azote 

pour éviter l'oKydAtion des lipides, l'Appar.il (HeAt Systam-UltrAsonics) 

.st rigli à 20 W à la sortie. 

Le m'lange e.t Alor. centrifugé pendAnt une heure à 100 0009 pour 

eliminer 1.s agregats lipidiqu ••• t les pArticules d. titAne d'gAg.e. pAr 

lA sonde à ultra-sons. L'étape suivant. consiste à concentrer 1 •• 

v'sleul.s pour donner un volume flnal d. 1-2 ml dan. un. c.llul. AMieon. 

La darnltr. 'tAp. d. la purification .. t un. s'paration .ur un gel d. 

s'phAro •• 48 (PhArmacia Flne ChemicAls). L. volume de la colonne .st de 

250 ml. La figure 4 sch'mAti.e le proces.u. global de la prepAration d.s 

vi.lcul ••• 

La figure ~ reprisente un profil d'elution typlque des vésicules 
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(volume fin.1 de 2~0 ml), débit de 1. pompe. 1~ ml/heure. L. fraction l, 

indiquée sur la figure ~, est constitu'. de gross.. vésicules, la 

fraction III est homog.na en petit.s visicules (diam.trel 200-250 ~)J la 

fraction II •• t un milang. de. type. 1 et III. Uniquement 1.. vi.ieu1 •• 

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



1. Dispersion dans tampon tris-Hel 

2. Sonication 15-20 min. 

C~) 
o 
'0° 

°0 
(ê;-j) 0 

3~ Ultracentrifugation 1 H~ 100 000 g 

Région 2 

Région 1 

4. Fractionnement sur sepharose 4-B 

Vésicule unilamellaire 

Figure 4. Méthode de préparation des vésicules 

unilamellaires. 



0.4 

0.2 
l III 

o.o~--~~----------~------------~--~ 
20 30 40 

Figure 5. Profil d'élution des vésicules unilamel­

laire.s sur gel Sepharose 4B. 
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II.3. l'lnur ... d. fluorncltnce. 

Les; MeSUr.. d. fluorncenc. ont .t.. rifectu'" avec: un 

5pectrofluorimitre SPEX, Fluorolcg 2 <SPEX Industries Inc., Naw-Jersey, 

U.S.A.>. L'appareil •• t muni d'un. la.p. au x'non de 4~0 W, d'un tub. 

photomultiplicateur R928 (Hamamatsu) et d'un co.ptaur de photon •• 

Tous la. spectr •• d'émi5sicn ont été corrigés à l'aide d'une courb. 

d. correction qui compense pour les var i ations de ~ensibilit. du tube 

phota.ultiplicataur olon ln longueurs. d'onde. catte courba •• t obt lin ue 

en prenant 1. spectre d' •• ission d'une lampe standard ayant un profil 

d'irradiation connu <Optronic:. Laboratories. Inc., IIOdtl .. 22OM, .., 11-320). 

Ce profil d'irradiation <.pectr. d'émis.ion r'e1) •• t divi •• pAr le­

spectre, d' •• i •• ion ."r.gistr" par l' appAr.il .t la courb. r'.ultant • . nt 

norgU ••• · au point flin1.u1l, c'nt-à-clir. la longueur d'onde 00 le tub. 

photOlllUl ti pli cateur .st 1. plus.. ..".i bl.. Ln. .pectr.. d' é.i s.i on 

."re;i.tré. par la sui t ... ont flUl t:1plU. par c.tte courbe de correction. 

La courbe- ayant .ervi • cOl"'ri ger les .pectr •• nt pré.entée dan. la 

figure- 6 .• ." encadr" on donne la r'gion d'é.i •• ion de. sandn utili ..... 

Il nt • r..arquer 1. pert. de ..".ibilitt de l'appareil ver. 1 •• grand .. 

longueur. d'onde. Cett ••• thod. de correction .. t plu. rapide et plu. 

rific.ce que l'utilisation d'un standard fluor •• cent .t perlMlt de couvrir 

un. large plage de longueurs d'onde. Une •• thod. connexe , p.rmettant un. 

v'rification d. l'.xactitud. de la m.thod. de correction, con.iste en 



w 
0 
z 
w 
0 
CI) 
w 
a: 
0 
;:) 
..J 
LI.. 
W 
C 
.UJ 
t:: 
CI) 

z 
w 
t-
Z 

1 \ 
, , 
, 
\ 
\ 

" " 
" 

43.4 

500J1.08 
" " 

" 

" 
" 

L --- Il .08 
324 800 

LONGUEUR D'ONDE (nm) 

Figure 6. Courbe de correction du spectrofluorimètre "SPEX". 

Encadré 1 région d'émission des sondes utilisées. 
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l'utilisation d'un dit8Cteu~ standard placi • la fin du parcours optique 

et enregi.trant un spectre d'émi.sion. Cette technique a été utilis'e 

pour vérifier l'eKactitud. de la courbe de correction obtenue avec la 

la.pe standardl le ditecteur' itait une photodiode PIN-l0DP (Unitad 

Detector Technelogy Inc.). 

Au cour. de ce travail, les condition. .Kp'rimental.. reliies à 

l'utiligation du .pectrofluorim.tre ont iti fiK'.s et rigourausem.nt 

respecté •• d'une eKp'rience à l'autre. La longueur d'onde d'eKcitation 

était à 33~ nm pour le pyr.ne et à 34~ nm pour le PY-16 (voir spectres 

d!absorption, figure. 9 et 10). la bande passante de l'eKcitation était 

fiKi à ~ nm et celle de l'émission à 2 nm. Nou. avons dimontri que ce. 

band .. pa.sant.. conservaient intacte la .tructur. fin.· du sp.ctr. 

d'imi.sion du mono •• re du pyr.n. tout en donnant un., intensiti d. 

fluorescence convenable, d. plus las variation. das rapports d'intensité 

d .. bandes vibrationnell ••• ont nigligeables pour de. bandas passantes 

d'eKcitation compris.s entre 2,2 et, 6,0 nm. Nous varrons au chapitr. 3 

(section 3.1) qu'un rapport d'intensiti de. band •• vibrationnell .. peut 

otr. a.socié à un indic. d. polarit.. Les ré.ultats obtenu. pour les 

band .. pa •• ante •• ont en accord avec 1.. travaux d. Glu.hko et al. 

(1981). L •• spectres d'iai.sion itai.nt enr~i.tri. par incriment de 0,2 

ou O,~ nm. 

L •• spectres d'imi •• ion de. solvants et du tampon itaient soustraits 

d •• spectr .. correspondants avec les sand •• Qr*ca à l'utilisation d'un 

aicre-ordinateur (Spectroscopy Laberatory Coordinator, mod.le OMIB) qui 
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corrige.it 'gal ... nt les spectres en temps rtel avec la courbe d. 

correction en m'moir •• 
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II.4. Dosage des lipides et du pyrène. 

Le contenu en PC des vésicules est exprimé en fonction de la teneur 

dosée en phosphates, selon la méthode de Bartlett (1959) légèrement 

modifiée. Les lipides subissent d'abord une digestion acide (H2SQ~) pour 

libérer les phosphates; les carbones, qui forment un dépot noir, sont 

oxydés en chauffant en présence de péroxyde d'hydrogène à 30X. La 

réaction colorimétrique a lieu entre les phosphates et une solution de 

molybdate d'amonium 5% pour former du (NH4 )3P(M03 010)~' Ce complexe est 

alors réduit par le sulfate de p-méthyl aminophénol (élon) lX; du 

bisulfite de sodium 3% est également ajouté à la solution pour éviter la 

formation d'une coloration verte due à l'élimination incomplète du 

péroxyde d'hydrogène. La réaction prend une dizaine de minutes et une 

coloration bleue se développa, l'absorbance des échantillons est mesurée 

à 660 nm et comparée avec une courbe standard de KH2PQ~ présenté à la 

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

La concentration de pyrène dans les vésicules est dosée par 

fluorimétrie de la façon suivante. Une courbe étalon est obtenue à partir 

de mesures de fluorescence du pyrène dans un mélange méthanol:eau, 95:5 

en prenant la sommation des intensités de fluorescence du monomère du 

pyrène (360-400 nm) à chaque 0,2 nm. Les concentrations de pyrène varient 

entre 0,1 et 2,0 M pour la droite représentée à la figure 8, et la pente 

est évalué à 1,7 X 107 M-l. Par la suite, un volume d'une solution de 

vésicules est ajouté à 19 volumes de méthanol. Ceci est largement 



suffisant pour bri • .r 1.. vi.icule. .t ~ssur.r une solubilis~tion 

complète du pyr.ne dan. le mél~nge mithanol.eau 9~.~. Les 5pectres 

obtenus de cette f~9on ét~nt identiques à ceux ayant servis à 

l'ilAboration de l~ courbe standard, il s'~;it alors de prendre la 

so .. ation de. intensités de fluorescence et de comparer 1 .. valeurs avec 

la courbe étalon. 

Pour iviter le. variations de sensibiliti da l'appareil d'une 

expérience à l'~utre, un stand~rd de fluorescence peut ttra employé. Dans 

notre cas il s'~gissait d'une solution de fluorascaine O,5~ dan. NaOH 

O,lN. Notons toutefois, que le spectrofluorimètre SPEX Fluorolog 2 est 

dot. d'un standard interne de rhoda.ine 8 (E~.tman Chemical) d~ns du 

propylène ;1ycol (8,0 g 1-1 ) qui corrige pour les variations d'intensité 

à l'excitation. Dan. le cours du trav~il, 1 •• daux mithod.s ont été 

utili ••••• 
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Figure 8. Courbe standard pour dosage du pyrène. 

SOM : sommation des intensités de fluorescence 

(unité arbitraire). 
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Les figuras 9 et 10 pr'sentent respectivement les spectres 

d'~bsorption de. deux .andes utili ••••• pyrène et PY-16. On p.ut observer 

un l.gar d'plac .. ant bathochromique du PY-16 par rapport au pyrène, cet 

eff.t est provoqué par la chatne à 16 carbones qui d.localise les 

'lectron. du Qroup. pyranyl et contribue à diminuer l"nergie des 

transitions (Berl man, 1971). 

La fluor .. cenca du pyrène an solution est passablement diff'rente de 

celle ob.arvie dan. 1 ..... branes. Coma. nous l'avons dijà mentionne, 

l'intansit. d .. bande. vibrationnell .. , particuli'rament la tran.ition 

0-0, varie beaucoup avac la polarit' de l'environn .. ant. La fa90n usuelle 

pour analyser la variation du spectre d. fluorascence en fonction de la 

polari ti con.iste à 'valuer l' int.n.i t. de Huorescence da la tran.i tian 

0-0 nor~alis'e par l'intensité de la transition 0-2, on parle alors du 

rapport 1/111, la s'paration 'nergetique antre les deux band.. e.t 

d'environ 740 cm- 1 (Glu.hko ,t .1,. 1981, Dong at Winnik, 1982, Offan et 

Turley, 1982. Surewicz, 1983), Le spectre d'émission du monom're du 

pyrène comprend cinq tran.ition. distinctes tel qu'indiqui à la figure 

11. rappelons que las deux bande. qui nous intere •• ant sont d'notéa. par 

l, bande vibrationnalle intardite de vibration a., et III, une bande 
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vibrAtionnelle· permi.e de vibrAtion b'e (Kalyanasund.ram et Thomas, 

1977a). 

A la, figur. 11 an peut voir l'importance' de l' e-ffet d'augmentation 

d'intensit' de la transition 0-0 avec la polarité. Des solutions 

contenant 3 ~M de pyr.ne· ont ité pr.p.ré.s dans deux solvants, un de 

faible pol.riti. la n-hexana, et un solvant polairel le méthanol. Les 

constantes diélectrique •• ont re.pectivement E -1,88 et E -32,6 • 23a C 

CFragata et Bellemare, 198~). Sur la figure 11, les spectres ont été 

normalisis au pic III, l environ 384 nm. Las valeurs 

rapporta llllt sont 0,60%0.02 pour l'hexane et 

obtenues pour les 

1,40±0.02 pour le 

méthanol. CH rapports sont stables avec le t_ps et ne varient pas avec 

lA concentration dans la région de 1-~0 ~M. De plus, ils sont aisément 

reproductibles. 

Il est tr.s important d. souligner que 1 •• sp.ctr.s pri.entés • la 

figure 11 .ont corrigés. en con.équence, 1.. rapport. indique. sont 

indipendant. de l'appareillage utilis'. 

L. tabl.a~ 3 ri.u.e qu.lques valeur. retrouvi •• dan. la littérature 

c:onc:.,.nant 1 •• rapport. IIIII du pyr.n. en solution dan. 1. n-hexan. et 

1.: .ethanol. On p.ut ob..,.v.,. des diHirenc:e. d. l'ordre d. 10% entre 1 .. 

divers ri.ultats expirimentaux. Ce. variation. peuvent s'.xpliquer p.r 

d •• differenc: •• dans les c:ondition. expérimentale. et/ou par la présenc:e 

d'impuretis dAns 1. pyr.ne. 
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T.tlleAU 3 

Val.ur. du rapport 1/111 du pyrtne dans mithanol et n-nexana. 

METHANOL 

1,24 

1,33 

1,4~ 

1,~ 

1,40 

SOLVANT 

N-HEXANE 

o,~~ 

0,61 

0,62 

0,~8 

0,60 

REFERENCE 

NAKAJIMA <1971> 

J<AL YANASUNDARAM ET nOtAS ( 1977) 

GlUSHKO ET AL. (1981) 

DONG ET WINNIK (1982) 

CE TRAVAIL 



En ce qui conc.rne le PY-16, l'.ffet d'~UQ.ant~tion de l~ tran.ition 

0-0 .. t observable, lI&i. de lIOindre intan.i tê que dan. 1. C:~. du pyrtn •• 

Caci •• t provoqui p~ l~ l1~iilOll cov~l."t. de l~ ch~tne gr~... an 

po.ition 1 sur le pyrtne, cette li~isan ~yant pour aTfet de briser 1. 

h~ut ni ve~u de sym.tri. IIIOl'cul ~1 r. du pyr tn. et d. · provoquer un. 

~u9M"tat1on de l'inten.iti de lA tran.ition 0-0, .... an .il1au peu 

pol~ir •• 

LA riduction d. la syaitrie, c~u.ée pAr coapl.x~t1on de l';tat 

fonduent.l du pyrtne AVec le solvant (Liano. et Georghiou, 1979) .. t 

donc diA.inu;e lorsque le pyrtne po •• tde un groupe li;. 

CertAin. dérivé. sont plu. sen.ibl .. et .entrent un aTfet de Haa plu. 

(Jon .. et L .. , 1~), du, dl (l-pyrenyl.ithyl).ther et du (l-pyrenyl.ithyl) 

.ithyl ither (ZAChAri.... et al •• 1982). PAr contre, le 

1,l-di(1-pyrenyl.ithyl)propAne.t 1. l-.ithylpyr.ne ont d •• effets aain. 

urqui. (Lianos et Georghiau, 1979J Zachria ... ft il .. 1982). 

Ln spectr .. obtenu. av .. 1., PY-16 en solution sant prisent.. à l~ 

figure 12, le. solvant • .-ploy'. étaient 1 ••• thanol, l'éthanol, le 

propAnol-l, 1 'hexanol-l et le n-heXAne. Le tablHu 4 caapUe 1.. valeur • 
. \ 

d .. rapport. IIIII pour chaque solVAnt ~vec N valeur de con.tant. 

di'lectrique à ~ C, soit rnpectivlIMntl 32,01 24,3, 20,1, 13,3 et 

l,se. 
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(pyrenyl-1) - 16 hexadécanoique en solution. 



SOLVANT 

Méthanol 

Ethanol 

Propanol-l 

He)(&I1ol-1 

N-h.xane 

T~leau 4 

Variation du rapport 1/111 de l'acide (pyrenyl-1)-16 

hexad.cAnotque (PY-1b) .n' solution dans" les solvants 

avec constante diélectrique E. 

IIIII 

32,b 3,27 

24,3 3,19 

20,1 3,09 

13,3 2,97 

1,9' 2,b~ 
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La principale différence entre les spectres du pyr.ne .t ceux du 

PY-1é est l'intensité de la transition 0-0, les spectre. du PY-1é 

prisentant une bande beaucoup plus intense, ceci en relation avec la 

perte du sy •• trie due au lien covalent. Cet aspect est caract'ristique 

des spectres d'émission des dérivés du pyrène (a.g. Lianos et Georghiou, 

1979J Waka et al., 1980; Zacharias •• et al., 19821 Anderson et al., 19831 

Pownall et al., 1983; Jones et Lee, 1985; Kaneda et al., 1985J Somerharju 

et al •• 1985). 

Les différence •• pectrales de fluorescence entra le pyrène et le 

PY-1é en solution sont résumée. au tableau 5. Il est à notar qua dan. 1. 

ca. du PY-lé, le pic IV .a confond avec le pic V. 



BANDE 

1 

II 

III 

IV 

V 

Diffirances apectralas entre la pyr~ne et l'acide 

(pyrenyl-l)-16 hex.dtc.nolque (PY-16) dans le mith.nol 

POSITION (nm) (ZO,05) 

PY 

373,0 

380,0 

384,0 

389,5 

393,5 

PY-16 

374,0 

382,5 

387,5 

396,5 

38 
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Pour parv.nir ~ ••• ocier un., v.l.ur de con.t.nte diélectrique • 1. 

rigion hydrophobe des membranes, on doit pouvoir comparer les résultats 

mesuré. d.ns le. bicouche. (v.l.ur du rapport 1/111, voir ch.p. 4) av.c 

caux d ••• y.t .... modiles (solvants). Un li.n, direct ou indirect, doit 

donc ttre ftâbli entre 1. r.pport 1/111 et 1. const.nte diélectrique. 

R.pp.lon. que c. r.pport p.ut Otre utilisé qu.lit.tivement comme une 

..aur. d. l'it.ndu. des interactions entre 1 •• dipOle. d'un solvant et 

l'it.t singulet excité du pyrène (K.lyan.sundara. et Thoma., 1977.). 

Rest. â déterminer .i 1. r.pport d'inten.ité de fluor.scence de. band.s 

vibr.ti"onnelles du pyrin. peut ttre employé d'une f.9on qu.ntit.tive. 

Examinon. d'.bord le c •• du pyrin. libre. Nous .von. vu que 1 •• 

vari.tion. du rapport 1/111 .t.ient •••• z import.nte. .vec cette sonde 

(voir fig. 11). Plusieurs tent.tiv •• furent entrepris •• pour corriler un 

para.itre diélectrique .v.c le r.pport 1/111 de 1. fluorescence du pyrine 

(Nak.jiœa, 1971, K.lyan •• undaram .t ThOM •• , 1977., Glu.hko et .1., 19811 

Dong et Winnik, 1982, Turra et tl., 1986). 

Des relation. ont été obtenu .. pour d.. fa.ill.. d. solvants sur 

cert.in •• ichell .. empiriqu •• p.r Dong .t Winnik (1982), soit 1. v.leur 

E~ de Dimroth et tl ••• socii • l'énergie d. tr.n.ition de 1. b.nd. 

solvatochromique du pyridinium-N-phinolbit.ine, et 1. p.r.mitr. Y de 

Grunw.ld et Winstein relii â 1. vite.s. d. ré.ction du chlorure de 
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t-butyl dan. un .01 vante Les ~utres tentati v.. n' ont ~pporté ~ucun. 

corrél~tion .ignific~tiv. an fonction d. divers p~r~m.tre., y compris 1~ 

constante diélectrique, E , l, par~ •• tr, d'On.~Q.r t( E-1)/(2E+1)], l~ 

valeur' l d. Kosower et d'~utr... (NakaJilta, 19711 Kalyana.undaru It 

Thom~s, 1977~). 

Glushko et ~l. (1981), ~in5i qUI Turra at al. (1986) ont déterminé des 

rel~tion. linéair •• en fonction dl E. La r.l~tion d. Glushko et ~l. est 

lin'~ir. pour d •• con.tant •• diél.ctriques supérieures • E .~, c. qui 

corre5pond ~ des rapports 1/111 pour le pyrtna plus gr~nd qUI 0,731 cas 

r'sul t~t. ont Ué obtenu. ~vac des •• lang .. méthanol. d.canol, propanol. 

cycloh.xanl et qUllques solvants purs. L~ relation d. Glushko .t al. est 

r.pr' .. nt •• par l'équation suivant •• 

e • 49,8 X (1/111) - 31,3 (1) 

L,' 'qu~tion d. Turro et al. nt passabltMnt différent. dl l~ 

précédent., soit. 

E - 86,2 X (1/111) - 87.~ (2) 

La r.latien d. Turro .t ~l ... t linéair. pour ~ - s-eo .t ~ tt • 

• t~bli ~VIC quatr. solvant ••• thtr, éthanol, méthanol et .au, .t deux 

valeur. ont .t. pris •• avlC des .élang •• m.thanol •• au. 

L~ figura 13 pré.ante l,. droit .. obt.nus par Glushko et al. et Turro 
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et .1. avec 1 .. r'sultats d. K.ly.n.sundaram et Thomas (1911.) pour JO 

solvants purs. Cette figure d'montre d'abord l'a.oigutt' des divers 

r.sultats exp'rimentaux et 1. difficult. d. relier convanable .. nt 

l'indic. lIIII d. 1. fluornc8nc. du pyrtn. en solutiorr avec un. valeur 

d. constante diélectrique. 
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(B) 1 Glushko et al., 1981. 
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Figure 1). Rapports 1/111 du pyrène en solution (valeurs 

littéraires). en fonction de la constante diélectrique,S. 
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IV. FLUORESCENCE DU PYRENE ET DE L'ACIDE (PYRENYL-1)-16 HEXADECANOlQUE 

DANS DES VESICULES DE PC. 

IV.l.l. Incorporation de la sonde. 

Un de. point. importants. con.idirar lors de l'interprétation de. 

risultats concernant l'utilisation de sondes dans des membranes 

biologiques e.t le nombre relatif de molicule. prisentes dans le sy.tème. 

Ce paramètre peut ttre exprimi en un pourcentage de rapport molaire, le Y. 

mol d. pyrène incorpori est donn' par CPYJX100/CPCl o~ CPYl et CPCl 

repri.antent re.pectivement le nombre de molicule. de pyrène et de PC, ou 

plu. simpl..-nt, la concentration MOlaire de chaque espèce. 

sont mesurie. selon le •• ithode. dicrite •• la .ection 2.4. 

Nous avons itudli la variation du Y. mol de pyrln. 

fonction du pourcentage prisent dans le milang. initial. 

obtenu. sont pri.enti. l la figure 14. 

Ces valeurs 

incorpori en 

Les ri.ultats 

Ce graphique indique que l'incorporation de la sonde •• t liniaire 

jusqu'. 1,OX mol, une lig*re tran.ition est observie • cette 

concentration. D'autre. itud •• (Fragata et al., 198~) ont d'montré que la 

chlorophylle A incorporie dans d.s syst'mes membranair.s identiques 

po.sidait un profil d'incorporation Similaire, par contre, l'a-tocophirol 
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s'incorpore diffé~emment dans 1 .. vé.icule. unilamellaires (Bellemara .t 

F~agata, 1981). 

Noua. v.,.~on., dans, 1 .. SflCtion •• ui vante. d' aut~e. a~guHnts en favltU~ 

d'une transition dans l'incorporation du pyrtne dans la région de l,Or. 

1101. 

IV.l.2. EffQt de la concentration da pyr.na et effet de la dilution 

des vésicules. 

La figu~e 1~ ~ep~'sent. deux spectres d'émission du pyr~ne inco~po~é 

dan. de. vé.icul .. unilaaellaire. de PC. L •• conc.nt~ation. final.. sont 

l,Or. mol et 3,7X mol en py~.ne. Les diff.~anc .. dominantes des deux 

spectre. sonta i) un déplacement bathoch~omique d'environ 2 nm du spectre 

• plus forte concent~ation, ii) une large band. centrée. environ 480 nm, 

toujo~. ~ la sP8Ct~ •• 3,7% mol de pyr*ne, cette bande •• t identifié. 

ca..e étant celle de l'.xcim*re du py~*ne (Soutar ft il., 1974, EdNa~d • 

• t ' il., 19761 SUr .... icz, 1983'. 

L'!Xci •• ~e ~'sulte de la formation d'un complexe ent~. une mol'cule 

de pyrtne .e t~ouvant dan. l'état fondamental et une molécule excitée. Le 

mot !Xci.t~e p~ovient de la cont~action de. mots N.xcit.d dim~N. 

L'.xci.*~e .xi.te •• ulement dan. l"tat excité .t •• dissocie .n 

mcna.tres ap~t. un. 'mi.sion fluo~ •• c.nte, une dé.activation th.~miqu. ou 

une di •• ociation, l'.n.embla de ce. p~oc ••• u. peuvent tt~e rlP~ésenté. da 
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la façon suivante: 

ou: 

M monomère 

MM"" exci mère 

k z M + M 
~' 

~M'+M+h'V 

k1 constante' de. formation de l'e)(c:imère. 

k- 1 constante de dissociation de l'e)(cimère. 

k% c:onstant~ de d~sactivation thermique de l'excimère. 

k~ ~ constante d'~mission de l'excimère. 
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L'émission d& l'excimères se produit à des fréquences plus basses 

(environ 5 000 - 6 000 cm~l) relativement à l'émission du monomère. 

Notons ~galement que la formation d'excimère- est une processus dépendant 

de la di.ffusion. En effet, il a ét~ v~rifi~ que la viscosité y joue un 

rOle important (Birks, 1973). 

L. présence d'excimères dans le spectre à plus forte concentration de 

pyrène da la figura 1~ indiqua donc qu'il exista das interactions entre 

las molécules de pyrèna dans les vésicules ou entre les vésicules lors de 

collisions. Ces deux mécanismas sont en effet probables pour la formation 

d'excimères dans des systèmes da vésicules. Deux facteurs sont donc 

importants pour estimer la quantité d'excimères: i) la concentration 



finale da pyrtn. incorpor'e d~n. le. v'sicul .. , et ii) 1. concentration 

d. v'sicul .. dans la solution. 

Ex uinons· d P Abord l' Itffet da la concentratian final. sur 1. rapport 

1/111 du pyrène. Ce résultat est présenté. 'la figure 16 pour de très 

faibln concentrations d. ' v'sicule., ceci pour lIinimisr les intrac.tion. 

antre v'sicul ••• 

La fioure 16 indique que pour d •• concentrations de pyrin. incorport 

inf'rieures À 1,OX mol, la valeur moyenne du rapport 1/111 pour d .. 

v'.iculea unilaaellair •• de PC .. t .table À environ 1,21. Le tableau ~ 

compara c. r'sul tat avec d'autr.s,. obtenus dan .. des systi.s .'lbranairn 

si.ilair.s. Ce t~leau mantre que le r •• ult~t que, nous. ~von .. obtenu, soit 

I/Ill a 1,21. est approximativement 10X plus 'l.v' qua 1... plu. f~lbl .. 

rapport .. I1III .. l.e. l,OS d. t10rris et il. , (1980) et 1,09 d., Schmidt n.. 
iL.. (1976). LA val aur Il II 1 .. 1,21 .. t as.ez, pris d.. r'sul tats pub 1 Us 

p~ Ahlqren (1980) avec: VIII .. 1,1~ .t par Lianos et al. (1980) avec: 

VUI • l,lS'. Il est cependant ill!portant de note,.. que c.s comparaisons, • 

l'instar de ceU.s fait .. avec: 1 •• solvants, doivent être .xuin.e. avec: 

soin, 1. rapport I1UI .tant sensible awc condi tians expirimental ... 

LA. Houre 16, par 8Xnple, dillOntre la dipendance du rapport Il II 1 

vis-à-vis la concentration da pyrtna incorporé dans 1 .. visicules de PC. 
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'1 •• 1 cul •• PC-OCP-

V •• 1cul .. PC-OCP 

LipoSOMS PC' 

LipOSOMS- PC 

V •• 1cul .. PC 

Tableau 6 

Valeurs du rapport 1/111 dans 

des systèmes membranaires 

XPY/PC 

1,0 

2,:S 

1,3 

0,2 

~ 1,0 

IIIII Réf. 

1,09 Sch.1dt et 41. 

(1976) 

1,1~ Almgren (1980) 

1,18 Litnos.t fi. 

(1980) 

1,08 Marri •• t 41. 

(1980) 

1,21 
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Cett~ figure montre une transition de la valeur du rapport 1/111 pour des 

concentations supérieures à 1,0i. mol en pyrène. C'est à ces mêmes 

concentrations da, pyrène dans, las vésicules qua l'excimire peut être 

détecté, mOmw avec des solutions de' vésicules très dilu'es. Il s~mble 

donc qu'à ces concentrations il existe des interactions possibles entre 

molécules da pyrène dans l'espace membranaire. Rappelons que pour obtenir 

la formation d'un excimère, deux molécules doivent Otra situées très près 

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 

l'état fondamental. Cependant, il est également possible qu'il existe des 

agrégats de pyrène dans l'espacR membranaire favorisant l'existance 

d'excimères. Le travail dit Kaneda et al. . (1985), sur 1. formation 

d' 8xci1llèra., d. N- U-pyran.sulfonyl) -dipalmitoyl-L~-phosphatidyUtha­

nolamine à l'interface' lipide-eau de membranes plasmiques montre 

qu'environ 507. de la fluorescence de l'excimère provient de dimères exis­

tant déjà dans l'état fondamental et excités pour former des excimères. 

Nous avons également observé une forta dépendance du taux d'axcimères 

en fonction de la concentration des vésicules dans le tampon. Ces 

résultats sont présent.. à la fi~ura 17. Le ~raphiqu. indique la 

variation du rapport d'intensité de l'axcimèra sur le monomère (1./IM> en 

fonction da la concentration de phosphate, qui •• t une m •• ure direct. de 

la concentration d. PC, donc de vésicules (voir section II.4). lE at lM 

correspondent aux intensités de fluorescence du pyrène à 480 et 395 nm 

respectivement, soit le maximum d'émission d. la bande de l'excimère et 

le pic V de l'émis.ion du monomère (voir fi~ure 11) (Soutar et al., 1974. 
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Edward •• t al •• 1976, Surewicz, 1983). La figur. 17 ~tr. un. diminution 

progr ... iv. du rapport I./I~ en fonction d. la dilution de v;sicules pour 

un. conc.ntration d. pyr*na incorporé .quivalenta ~ 3, 7X mol . Au plus 

faibl. taux d" pyrtn. incorporé> dans,. 1.. vi.icul .. , 0, 1~ 1101, on 

n'ob .. rv. aucun. vAriation du rapport IK/I~ en fonction de la 

conc~tration d. phosphat., notons qu'~ c. faible taux d'incorporation, 

nous n'observons jaaai. la formation d'.xcim*r.a qu.ll • • que soi.nt l.a 

condition.. C.. risultats indiquent clairement que la formation 

d'.xci.tr •• par interaction. des visicul .. entr.s . ll .s est pOSSi ble, en 

accord aVIIe Alllc;lrtn (1980). 

Un. pr .. Ur. conclu.ion PlUt fttr. didui t. sui te aux observations 

concrnAnt 1 .. prisenc. d'.xci.tr.. dAn. 1.. visicul... La val.ur du 

rapport I/IIf, l'indic. d. polarité du pyrtn., utilisé pour l'ivaluation 

da 1& con.tAnte diélectrique dIS< vi.icul... doit *trI .. ur_ à tr •• 

faible concentration d. pyrtn., l ••• en absenc. d'.xci.tr •• , 1. pré.enc. 

d'lXcilltrK itAnt un. prlUv, d' i nt.,.acti on. entre 1.. IIOUCU1H-.ond ••• 

0. plu., 1 •• spectr .. du lIOno.tr •• t d. l' .xci.tr ... recouvr.nt .t d .. 

ca.plication. surviennent (Edward. ft Thou., 1978). La band. d. 

1.' .xci.tr. itant trt.- large (cf. fig. 1~), .11. recouvr. en parti. 1. 

~ectr. du IIOnOtltr., c.ci n. pr.t pa. d' 'valu.,. corrlCtlMnt 1. rapport 

d'inten.ité d •• bAnd •• vibrationn.ll ••• Ott plu., nous avons vu que 1. 

rapport 1/111 du pyrtn. n' •• t plu •• tabl. aux conc.ntration. sup'ri.ur •• 



l 1,O%- 1101 incorparte (fi Qure, 16). des. rtsult~t. slaUalr_ ont ttt 

oburvt. avec- 1. PY-16' (voir section 4.2 tMlI.au 8). c.tt. condition d. 

haut niv.au de· dilution constitue un principe d. ba.. lors d. 

l'utili.Ation d • .and .. , queUes que lIOi.,t 1.,. nature .t 1.,. fonction, 

afin de di.inu...- aut'~t que pos.ib1e- 1.. perturbation. tv.,tueU .. 

provoqu'" par' un. trop Qrande quantitt d .. IIOltcul .. ttranQ.". p,.tsent •• 

dan&. le syst._ ttudit. 

Dan. le CAS, p&rtlcuUr du. pyr.n. incorport d~. d.. vt.ic:ul.., 

uni1 ... U~ir •• de PC, nous AVon. dt.,.,trt qu'une trop h~ute c:onc.,tr~tion 

dit pyr.n. dans l'espace' ""r~Aire ()l,O~ ,.01) provoquait. 1& forution 

d,'.xei •• ,. •• t, indi,.ect-.,t. un. v&ri~tion du ,.~port ~/III (voir fi;ure 

16). Pour tVAlu ... la. eon.tant. ditlec:triqult e d. lA ,.tQion hydrophobe, des. 

...,,.ane. AVec l'aide du. py,..n. nous devon. donc utiliser le ,.~port 

IIIII obt.,u à faible.- eone.,tration de sand_ incorport .. , lIOit I/III -

1,21 (voir fiQure 1~) • 

..... ,.tsu1tats, conc...-nant, l,'exci •• re d...ur.,t tr.. illlPort~t., .t 

nous vrrons uIU,.ieur....,t 1..,.. utiUsation en recaard de, l~ loc~l1 .. tion 

dit 1. sonde' dans lA bicouc:h •• 

I.Y .. 1.4. EVAluation de lA constante dit1ec:tique. E. 

'Nou. AVonS vu à lA section 111.2 qu'~ueune tchelle de polrit' 

n'avAit ttt ttablie pour ,..li.r l~ VA1.ur du ,.apport 1/111 du pyrtne avec:. 



Sl nous r.v.non •• la r.lation propos' par Glushka .t il. (1981) (tq. 

1". p. .. 40), pour d.t.,..1nr' 1& v.ltur d. E, tin ~onction du rapport Il III 

du, pyrtn., nous obtlnons pour I/III. 1,21, E:::: 29. c.tt. v.ltur .. t 

baauc:oup trop U.v,, pour 1. r'91on hydrophobe d.. b1c:ouc:h.. lipidiques. 

Il .-&(Jit ln fait d. la vallUr d. palarit. qui caracttri .. l'int.,.f&c:,. 

t*i:... pol.d.r .. /ch.tn.. hydrocarbon.... (Bell........ ft Fr.g.t., 1980, 

Iwa.ata .t Sun..ata, 1981). 

LiAnOS ft al. (1980) .1.socient 1. spec:tr,. d' t.is.ian du pyr.n. 

incorpcr6 dan. d .. 11pOSOMS d. PC .wc: c.lui du butanall cec:i corrnpond 

.. un rapport d.'inten.itt, I/III - 1,18 (voir tabl.au 6) ft e: • 17,S. D·untt 

part, 1.. v.l fUr' d. 1, 18 pour 1. rapport Il Il I .. t .... z- pr.. da natr, 

v.l....,.. d. lIIlI .. 1,21, .. is d' .utr, part. un. con.tAnt. di.lec:triqu. d • 

. 17',5 ccrrnponct • un. v.l...,. trop. .1tvt. pour 1 .... rtgian hydrophobe d_ 

vnicul .. d .. PC. Lt1 v.l..ur d. e- c.lcul' ... lort P 'quation d. Turra .t .1. 
(1986) (tq. 2, ~. 40), nou., dann.un rtsult.t .i.1l.ir •• c.lu1 d., Lianos 

ft .1, (1980), soit e::::: 16 .. 

Un. d.. conclu.ion. qui ... d.g.g. d. c ... obsrv.Uon. ..t 1. 

difficul t. d' .1.soci.,. 1. rapport Il II 1 obtenu dan. 1.. v'.icul.. avec: 

c.ll .. MtlUr't .. dan ... 1 .. solvant •• Cet: .tat d. choses .. t rt ... dans 1. 

tablHu 7 aca sont reprtsentt. div.,.. rapport. IIIII du .",04I.r. du pyr.n. 

en solution .vec: 1.. con.tant.. di'lec:triqu.. corr .. pond.ntn pour' 

chaqu. solvant. Le tabl •• u 7 prtsent. d .. rapport. IIIII r.trouvt. dan. 



lA littirAture pr.s de lA vAl.ur que nous AVonS obtenu pour l.s visicul .. 

unil ... llair.s de PC 1/111 - 1,21. 0.. donni.. plu. compltt.. sont 

compil' •• dan. le. trAvAUX d. KalyanA.undaram .t Tho .. s (1977a, tableau 

2, p. 2041). et Dong et Winnik (1982, tAbl.AU l,p. 18) (voir au •• i 

figure 13). 

L. tableau 7 rivtl. donc lA difficulté d'a.socier .An. c~trovars. 

une valeur de constante diélectrique avec 1. rapport 1/111 du pyrène dans 

le. vi.icule •• 

NiAn.ain., il ...ole que lA valeur théorique gén'rAl..-nt adMise de 

s -2 pour la ri;lon de. chAtn.. hydrocarbonée. de bicouche. lipidiques 

(Huang et Levitt, 1977. Ashcroft et al., 1980) .oit trop faible. Nou. 

prisenteron. ultérieurement de. argu.ents pour ju.tifier c .. conclu.ion •• 

Nou., AVonS, vu dans, lA .ection pricédent. qu'il pOUVAit ttre difficile 

d'ivAluer AVec pricision lA vAl.ur de s a.saciie AU rApport 1/111 du 

spectre d'é.i.sion du ~a.tre du pyrtne incorpori dAn. d.. vésicule. 

unilA .. llAir ... S.lon 1.. diver •• s observations effectué.. AVec 1 .. 

solvant., nous avons conclu que lA constante diélectrique deVAit quand 

mt.e ttre plu. élevi. que s -2. Un autre para.ttre d'une tr.s grande 

importanc ••• t direct ... nt reli; à c.s conclu.ions, il s'Agit de la 

localisation du pyrène libre dans la bicouche. Effectivement le fort 



SOLVANT 

Ethanol 

Propanol 

nF 

Alcool. benzylique 

Ethanol 

Al, benzyliqu .. 

ChloroforM 

Chlorofora 

Ac. acUique <gl,) 

Tableau 7 

Valeurs du r~pport 1/111 du 

pyrtn. en solution 

Il II 1 REFERENCE 

24,S" 1,18 Dong et Winnik (1992) 

20,3 1,19 Glu~ko et ~l, <1981> 

7,51 1,20 Kalyan4lsundara.· • Tha.aa 

13,1 1,22. K4Ilyanasundara •• Thomas 

24,S· 1,23 6lu~ko et al. (1981> 

13,1 1,24 Dong et Winnik (1982) 

4,8 1,2S Dong et Winnik (1992) 

4,8 1,28 Kalyanasundara •• Tha.as 

6,1S' 1,30 KalyanasundaraM • Thomas 
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gradient d. pol.rit. traversant 1 .. · ~ran •• cau •• un. grand. dipendance 

po.ition-po1ariti. 

L&< figurll' 18,. tir .... du travai 1 d. Vanderkoo! et al. (1975), propose un 

.mplac.ment pour 1. pyrtne incorpori dans une bicouche de ltcithine, la 

posi tian lIOyenn. de 1. sonde .erai t • l'intirieur de la zane hydrophobe à 

quelque. c.rbones de l'interface tttes polaires/chatn .. hydroc.rbon .... 

Ces risultats ont tt; obtenu. an spectroscopie AMN. o.s rfsultats en 

fluorescence (Kano et al., 1981) par interaction du pyrène avec un 

eMtincteur (MquencheurM) incorpori dans d.. liposomes de 

dipa.itoylphosphatidylcholin. (OPPC) .itu. le pyr.n. d'une fa90n 

pridoainanta .~ .ilieu d. la chatn •• 16 carbon .. , .oit lig.r...nt plu. 

enfanc. dan. l&. bicouch. qu. n. 1. MOntrent 1 ... r'.ultat. d. Vanderkoo1. 

et .1. (197~), (voir ig.l...nt Gill. et Sack •• nn, 1974, Barber .t il., 

1976, Podo et 81 •• i8, 1977). 

Notons que lH r'sul t.t .. de- Vanderkooi . • t il. (197~) ont .t. obtenus. 

• p.rtir d. solution. contenant de fort.. concentration. initial.. d. 

pyr.n., soit d .. ratios lipide. pyr.n •• up'riaur. à 1011, 1 ...... ur.. d. 

fluorescence d. Kano et al. (1981) ont iti effectu'" avec d.. r.pport. 

initiaux DPPC. pyr.n. d. 40011, donc d .. concentration. ca.parabl ... 

cel1 .. que nous avons utili .... pour 'valuer notre indic. d. polariti, le 

rapport 1/111, lorsqu. celui-ci it.it con.tant. 

Ces observation.· d.viennent plu. .ignificativ.. lor.qu'on .ffectu. 

une coalp.rai.on .vec: l'en .... bl. d.. risultat., soit 1. graphique 

d'incorpor.tion (figur. 14) avec un. lig.r. infl'Mion à environ l,OX 



o 
1 H H e 

O=P-O-C-C-N-(CH ) 
1 H H 3 3 
o 

H H 1 
fiC-C-CH 

1 1 H 
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CcO C =0 

-
! 

r 
• 

• 
C=O C =0 . -30A 
1 1 
o 0 
1 1 ti 

HC- C-Cti 
H H 1 

o 
1 H H @ 

O=P -O-C-C-N-(CH ) 
1 H H _ :5 :5 
o 

Figure 18. Localisation du pyrène dans une bi­

couche. Tiré de 1 Vanderkooi et al .• 1975. 

p. 3665. 
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mol, concentration corr .. pondante • l'apparition d'excimtres d.n~ 1 .. 

v'sicules (figure 16). On doit 'gal ... nt prendre en considération la 

variation du taux d'excimères (lc/IM) en fonction de la concentration de 

vtsicul.s (figur. 17)~ Cette dernière figure, c~ nou~ l'avons 

mentionn', nous révèle la possi bilité d' i nteraction entre les molécules 

de pyrène lors de collisions entre v'sicul ... 

En regard de ces considérations, nous croyons 

pourr ait occuper deux sites diff érents dans 

que la pyrène libre 

la bicouche. A haut. 

concentration <)l,OX mol) le pyrène se situerait as.ez près des t.tes 

polaires, du moins une fraction d. l~ concentration i ncorpor te, et serait 

acces.ible pour la formation d'excimère entre v'sicule.. A plus faible, 

concentration «1,01. mol), la sonde serait plus profond'ment .nfonc'e 

dans la région hydrophobe de la bicouche et ne pourrait pas interréagir 

avec une autre MOltcule lors d'une collision efficace, entre deux 

v'.icul ... 

Ce dtplace."t du pyrène vers 1 .. ttt .. polair .. avec: l' augmttntation 

d. 1~ concentration loc:ale peut ttr.. .xpliqu. par d.. consid'rations 

gta.ttriques. En effet, .... si la sande se solubilise pr'f'rentiellement 

dAn. 1 .. chatn .. hydrOC:Mbon.... cau.. de son caractèr. hydrophobe, 

cette r'gion ne peut pa. accOMQder une quantitt illi_it'e de sonde~ On 

peut donc formul~ l'hypothèse suivante. aprè. une concentration critique 

de pyrène dan. la zone hydrophobe de la bicouche (~ 1,01. .al), l'exc.dent 

da. mol'cul .. s. solubiliserait plus près de l'interface t.te 

cette sur-concantration loc:ala 
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provoqu.r~it l~ form~tion d'excim*re. d~n. l' •• p~c. membranair.' sans 

interaction entre vésicules, ce qui expliquerait l~ pré.ence const~nte 

d'exci.*r •• mtme à de très faible concentrations de v~sicules (voir 

fiQur. 16). 

L .. diff'ranc .. observées sur les spectres 

entr. fort. .t f~ible concentration (figure 

d'émission du monomtre 

1~) pourraient âtre 

.xpliqu'.. p~ une localisation différente de la sonde selon sa 

concentration dan. 1 .. v'.icules. 



62 

IV.2. Acid. (pyrenyl-1)-16 hexadicanoique. 

L .. probl .... relit.. la localisation du pyr.n. libre dans la 

bicouche nous ont ameni a utiliser le PY-16 comme sonde pour évaluer la 

constante diélectrique d. la rigion hydrophobe d •• membran... Le groupe 

polaire (-COOH) du PY-16 p.rmet une orientation convenable de la sonde 

dans la bicouche, ainsi le groupe pyrenyl s. retrouve profondément 

enfoncé dans la r.gion des chatne. hydrocarboné.s (voir structure figure 

3). Notons ici qu'à pH-8.0, nous nous r.trouvon. assez loin d.s pKa du 

PY-16 et de la PC. Le pKa de .urface du groupe carboxyl. d. la PC .st 

d'environ 4 (Seimiya et Ohki, 1973, Tsui et al., 1986) et celui du PY-16 

.st <4 (Nol 1er, 196~). 

co... nous l'avons vu au chapitre III, l'augaentation de la 

tran.ition 0-0 an mili.u polaire (effet de Ham) e.t beaucoup moins 

marquée avec le PY-16 par rapport au pyr.ne (comparer figur .. 11 et 12). 

L'utili.ation du PY-16 constitue en fait un compromis, soit une plus 

grande certitude sur la po.ition de la sonde incorporée dan. les 

vi.icule., ~is un. plu. grande incertitude dans l'évaluation de € . 

La figure 19 pré.ente un spectre d'é.is.ion du PY-16 incorpor' dans 

d •• vésicules unilamellair •• de PC (1,01. mol). Le rapport 1/111 mesuré 

avec cette sonde dan. ces conditions e.t de 2,8 ±0,1 (compar.r avec les 

valeur. en solution, tabl.au 4). Ce rapport e.t stable • faible 

concentration de PY-16 et ne varie pa. avec la dilution dRS v'sicules 



PY-16 1.0 % MOL. DANS VESC. PC 
UJ o 1.0 z 
UJ 
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Figure 19. Spectre de fluorescence c~rrig' de l'acide (pyrenyl-1) 

-16 hexad'canoique dans les vésicules de phosphatidylcholine. 



r.bl •• u 8 

Rapport 1/111 pour l'.cid. (pyrenyl-l)-16 hexad'canotque 

d.ns les visicules et valeurs du rapport excimère/monom.re. 

y. mol PY-16 init. Il II 1 

3,0 3,10 0,18-0,19 

2,0 3,03 0,1:5-0,16 

1,3 2,85 0,1:5 

1,0 2,82 0,10 

0,:5 2,78 0,0:5 

0,2:5 2,80 0,0:5 

64 
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L'ensembl. d.s ri.ult~ts obtenus avec la PV-16 d.ns les visicules est 

coapU., w . tabl.au. 8'. Ln, ph'naaa.n ... oburv'. &v.c:. 1., pyrin. libr. .. 

répètent avec le PV-16, i.e. ~u9mantation progressive du rapport 1/ 11 1 au 

dusu. d. 1.,01. mol, et &pp.,-iUcn significative de l'exclmir. ~ux plus, 

fort .. ccncentr~tions. 

En ccns'qu.nce, l~ v~leur du rapport 1/111 retenu pour fin d. 

eomp&r ~i sens ~vec: le. syst im.. mod èl.. .st Il II 1 -2, 8. La fi gure 20 

indlqult ln diffirants rapporta I1IU du PY-16 IIttsuris d.ns 1.. solv.nts 

an fonction d. la ccnst.nt. diilectriqu. à 23- C (cf. table.u 4), le 

carcle à e: -7 ecrrnpcnct .. la v&lllUr MSUri. dans 1.s visicule. d. PC. En 

tan.nt ccapt. da L'erreur exp'riMnt&la, en voit qua l~ valeur 

correspondant. peur 1& ccnst.nte dii1ectriqu. peut s. situ.,.. &ntr. 

e: -4-10. 

Ln risultats avec le PY-1ô ncus indiquant .g.luent qu'il n'y & p~s 

for.ation d'excimir •• lors d. collision., antr.,visicules, contr~irament. 

l'oburv&ticn f~it. avec le pyrin. libre. EffltCUvament, CCllM le 

d'.antr. 1& figure 21, 1. rapport d'intensiti. 1./1" n. v.rie p~s ~vec l~ 

ccncantr~Ucn d. visicul.s en soluUon, ..... lorsque l'axci.ire peut s. 

for..- dan. 1 '.sp&c. -.br.n.ir., par' sur-ccneentr~Ucn 10e~la (cC4llp~rar 

figur.s 17 et 21). C.ci ncu .. indique que le groupe pyrany1 anfonci dans 

1& bicouch. .st in~cc.ssib1. à un autre groupe simi1~ire lors de 

collisions antre visieul... Cette conclusion est tris import.nte an 
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rtl9&rd de l' hypoth .... ni an 1 aquell. le pyr*ne· 11 br. pourrai t •• .i tu.r 

plu. près d •• tote. polaires lorsqu. la concentration de pyrène incorpor' 

ilxcèd. 1,Or. mal. 
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Figure 20. Graphique du rapport IIIII de l'acide 

(pyrenyl-l)-16 hexadécanoique en solution (e) 

et dans les vésicules (0) en fonction de la 

constante diélectrique. 
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Figure 21. Graphique du rapport excimère/monomère 

(I~IM) de l'acide (pyreny~-1)-16 hexadécanoique 

en fonction de la concentration de vésicules. 
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Les travaux d. Griffith .t al. (1973) .~ d. NichaIs et o.amer (1980) 

ont d'montri la possibiliti d. pinitration de molicules d-HzO dans la 

rigion hydrocarboni. d. bicouches lipidiqu.s par d.. techniqu.s d. 

risonnance du spin ilectroniqu. (ESR) et d. titration acid.-bas., 

r.spectivHent. Le co.fficient de permiabiliti (P) d-eau "tri tUe" au 

travers des film. d. PC d-o.uf a .ti ivalui À 2,4 X 10-~ cm/. À 2~o C par 

Finkelstein et Casa (1968). Des itud •• da diffusion avec des vésicules d. 

PC d'oeuf ont donni d •• valeur. d. P 4-~ X 10-~ cml. (Rev •• et Oowben, 

1970) .t: P • 2,9 X 10-~ cm/s (Lip.chi.tz-Farbar et Oegani, 1980) À ~o C 

(voir igal • .ent: la r.vu. d. F.ttiplace .t Haydon, 1980). L'ordr. d. 

grandeur pour 1. coefficient d. perm'abilit. d. l'eau au travers d.s 

modtl •• Mflbranair .. au-d .. sus d. leur tlHllptratur. d. tran.i tian (Tc) •• t 

d. 10-~ cml .. À ~oC. Ceci peut otr. considiri COli. un "pa.saQ'" rapide 

au trav.r. la membran •• Pour' comparaison m.ntionnons que la co.fficient 

d. par.iabiliti du glucos. pour d •• membran... au-d.ssu. d. Tc .st d. 

Pordr., d. 10-10 cml. (Brunn.r .t al., 1980, Br.ss.lar •• t aL, 1984), et 

la parmiabiliti aux ions Na· a iti ivalui • environ 10-13 cm/s dans l.s 

MM. candi tians (Brunn.,. .t al., 1980). 

En regard d. CH con.idiration., il s.rait possible que 1. t .. ps d. 

risid.nc. d.. molicul.. d'.au dans la rigion hydrocarbonie soit 

suffisamment long pour augm.nt.r la con.tant. dUl.ctriqua d. e:. 2 À e: a 

6-8 OU 10 (voir égal.ment l.s conclusions de Off.n .t Turl.y, 1982). En 
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con •• quenc., 1. pyr'n •• au. farm. mana.triqu. paurr.it ••• ituer d.n. 1. 

rig1an da. cham •• hydroc.rbané •• tel. que propos' par 5.11. et S.ckm.nn 

(1974), V.nderkaa1 et al. (1975); B.rber et al. (1976), Pada et B1 •• 1a 

<19n> .t: I(AnO .t ,1. (1980) at nan p •• 1ac.li.i d.n. 1. r'gian glyc'ral 

(Li.nas et al., 1980). 

Ca. can.id'r.t1an. d. p.rmi~i1iti membr.n.ir •• l'a.u peuv.nt 

ég.l..-nt être abs.rvé •• sous un .ng1e différant en t,n.nt compta du 

c.r.ctlr. hygro.copiqu. du pyrlna. En fait, le système d'.lactrona TI da 

1. mo1icule pourr.it f.voriser 1. form.tion da lian. hydrog.n. .vac 1 .. 

CIOltcul ftl d' HzO da l'envi ronn • ...,t. En cona.quanca le pyr .na • .,. ai t 

l'gtr •• ant hydrati .t •• tn.r.1t .VIC lu1 qu.lqu •• mal'cul •• d'HzO d.n. la 

r'g1on hydroc&rbani. d. la bicauch •• il .!.gir.it 'vid • ..ant d' •• u li ••• 

Mais mOmtt d.ns cat ttt.t l' •• u paurr.i.t .ugunt.r 1. pal.rité d. la zone 

hydrophab. d!un. façon .1gn1fic.tiv. .t/ou direct..ant diminu.r 1 • 

• y.itri. CIOlicul.ira du pyr.n. pour .ug.antar la tr.n.it1cn 

vibr.tionn.ll. 0-0. O.n. c. c •• , il faut 'v1t.r d. confondre 1. faible 

salub11iti du pyr'n. dAn. l'.au (c.ract'r. hydrophab., solubilit'I 2-3 

~M,> I(al y.,asund&ratl .t: Tho .... , 1977.> qu~ nic ... i t. 1 a saI v .. tatian 

cDtlPl.t. d. 1 ... /IOl'cul., .t 1. cu-ac:ttr. hygroscopique a(l saullllant 

quelqu •• .al'cul •• d· ... u peuvent êtr. ..sac1i.. • un. mal'cul. p.r 

interaction .v.c 1 .. 'lectron. TI du .y.tt .. conjugui du pyr'n.. Il •• t 

'g .. lNant important d. nat.,.. qua selon catte hypatht.. l' .au prisant. 

d.n. 1 •• cham .. hydrocu-ban'" .. r.trauv.,..i t • prad.i t. d. la .and •• 
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IV.4. Discussion. 

L .. , risultats que nous avons obtenu. avec le pyr.ne libre incorpori 

dans les visicules de PC ont apporté plusieurs conclusions et autant 

d'hypoth .... concernant la polarité de la zone hydrophobe de. bicouches. 

Nous avons vu que la constante diëlectrique ne pouvait pas ttre 

déteraini.' avec précision dO principalement à deux problimas, i) 

l'impricision des échelles da polarit~. ii) l' i ncertitude sur la position 

de la .onde. Le point le plus intére.sant qui e.t re.sorti de cette étude 

concerne l'effet de la concentration, relii à l'hypoth ... du changement 

de po.ition de la sonde avec la concentration m .. branaire de pyrine. Ceci 

devient iœportant en regard de riactions de transfert d'inergie. En 

effet, ce type de comportement serait intéressant avec certaines 

ealicul .. d'intirtt biologique impliquies dan. d .. riaction~ de transfert 

d'inergie dan. de • ...orane •• 

La for.ation d'exci •• re. du pyr.ne par collision entre vi.icule. 

(voir figure 17) .. t 'gale.ent un pOint important. Nous avons observ' que 

ce phinOM.ne ne .. produit pas avec le PY-1Ô (figure 21), cette sonde 

.tant probabl..ant trop enfoncie dan. l'intirieur de la bicouche. Notons 

'galeeent qu'à faible concentration de pyr.ne libre, l'exci •• re n'e.t 

jaeai. ditacti. Il devient alors nice.saire de faire la di.tinction antra 

le. deux processus de formation de l'exci •• re dan. 1 .. visicules, soit i) 

la concentration locale (concentration de pyr.ne incorpori) est assez 

ilevée pour que deux molicule. se retrouvent assez pris l'une de l'autre 
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dur.nt l'~b.orption d'un photon p~r un. d •• molécules et/ou d •• ~grég~t. 

(peut-*tra sou. forme de dim'ra.) soiant préal~blement formés dan. l'état 

fond~mentalJ ii) le nombre de collisions effic~ces entre vésicule. est 

suffi...-nt il.vi pour qu., lors d'un. colli.ion d.ux molécul .. , une 

excité (*M) et l'autre d.n. l'ét~t fondament~l (M), se retrouvent à 

l'intiri.ur d. l~ di.t~nc. d'inter~ction pour l~ form~tion d'un excim're, 

ce dernier procassu. e.t typiquement dynamique. Pour une concentr~tion 

fixe d. pyr'n., la t~ux d'excim'r.. e.t donc dipand~nt du nombre de 

collisions efficaces entre vésicule.. Mentionnons que la distance 

d'int8r~ction e.t év~luie • environ 8 Â (G~ll~ et S.ck • .nn, 1974. G~lla 

et al., 1979) et que l~ dist.nce entr. le. deYX pl.n. œolicul~ires d. 

l'excim're e.t d. 3.37 a (Birk., 1970), l'excim're ét~nt d~n. une 

configur~tion " .. ndwich u pArtiellement éclips', l~ dist~nc. tot~le le 

long du grand axa est de 10,7 a comp~r~tivement a 9.2 a pour la monomère 

(Sout~ et Il., 1974). 

Le premier processus d. form~tion d'excim'res d~n. les vésicule. est 

ca.p~~ble ~ comport ... nt en solution concentrée. Le .econd e.t b.~ucoup 

plu. p~ticulier et intir ... ~t. Si la di.t.nc. d'inter~ction d. 8 a est 

correcte, 1. pyr'n. doit •• trouver ~ ... z pr'. des t*t.. pol~ir.. pour 

que deux .alicul.s soient .ip~ri.s p~ une .i p.tit. di.tanc. lors d'une 

colli.ion, bien entendu, on doit tenir compte d. l~ nature de ce. 

colli.ions qui pourraient iventu.ll ... nt perm.ttr. un. diformation 

importante d •• vi.icul ••• t provoquer un. inter-pinitration d. l~ rigion 

d •• t*t.. pol~ir.. de. phospholipid.. pour permettre une proximiti 

convenable • l~ formation d'un exct.'re. Mentionnon. 'g~l ... nt que le 
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temps de vie de l'état excité du pyrène est passablement élevé dans les 

membranes <)100ns, Edwards et al., 1976), ce qui augmente la probabilité 

de collisions efficaces entre deux vésicules pour la formation 

d'excimères. 

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 

pourrai t se si tuer entre E: = 4-10. Le point marquant concerne évidemment 

la position de cette sonde. Selon des considérations géométriques et 

thermOdynamiques, le fluorophore du PY-16 se situe en plein coeur de la 

zone hydrophobe entre les deux couches lipidiques. En considérant que la 

valeur minimale est évaluée à E: = 4, et en regard de nos conclusions, il 

est raisonnable de croire que la constante diélectrique des chatnes 

hydrocarbonées des membranes pourrait être plus élevé que E: = 2. Cette 

différence de la polarité par rapport à celle d'hydrocarbures < E: = 2) 

nous a amené à considérer la possibilité de présence de molécules d'eau 

pouvant affecter la constante diélectrique, ceci en relation avec la 

perméabilité membranaire à l'eau <Griffith et al., 1973; Reeves et 

Dowben, 1970; Finkelstein et Cass, 1968, Nichols et Deamer, 1980. 

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

EX_inans; draborct 1 .. o"andes. 11gn.. qui se sont. d6gag6 __ d. ce 

travail pour en~uite apporter quelque9 commentaires sur l~ suite de cette 

.tudlt. 

Les conclusions obtanuH ilVac: lit pyrtn. lib". sont 1 .. suiv~nt"l 1) 

l'utilis~tion d. catt. sonde pour d.s ..au" .. d. pola"it6 ..-b"anair. 

doit s'effectuer à d .. concentrations inf.rieurew à 1,0% mel d. pyr . ne 

i ncorpor" i.... .n ~Hnce d' ItXC i •• " .. , i 1) aucun.. 'ch.U. dtt polari tt 

reli."t. 1. con.tant. di61ectriqu. ~vec 1. "apport 1/111 du .pect" .. 

c1' •• i •• ian du .,.,o..,.e du. pyr.na ne peut *1:". ex.ct....,t d6tr.in'e, il 

•• t.. cependant. i.portant. de not.,. qu'il .Mi.t .. une "elation .. tr. lll! 

polrit' d.·l' .. vi"onnllMnt Itt 1. "apport IIIII, U1) le g"aphique 

drincorporation du pyr.ne libre dan. d.- v'.icul .. unil ... 1lair.. d. PC 

indique' un. faible t"an.ition d.". la "'Oion d. 1,OX, CIIOl incorpor6. C.'Kt 

~ c.tte conc.nt"aUon que 1 'ltXci ... "e tlppa,.ai t dans l ' .. pac. ....,".".ir •• 

i.v) aux plus fort.. conc .. trations d. py"tn. incorpor', le tawc 

d'.xci •• ".s par rtlpport au lIOnOlt.". <r.II") .'~cc"oit ~VK 1~ 

conc.nt".tion· d .. v'.icul ... Itn solution, ceci .. t une indication qu'il y 

a i.ntraction .ntr. 1.. v •• icul .... pour for...,.. l '.xci •• ". lors de 

colli.ion.. D'~p,,'. 1.. conclusion. p"'c'd .. t .. , nous foraulon.· 

l'hypoth ..... lon 1aqu.ll. 1. pyrtn. pour"ait occupr une position 

dHf.".,t. dan. l~ bicouch. lipidique en fonction d. la conc.,tr~tion d. 

sond., c' •• t-.-dirlt, awc plus f.ibl .. , concent"ation., 1. pyrtn. .. 



situ.r~it d~ns l~ région d.s chatn.s hydrocarbonées à une hauteur 

non-précisém.nt déterminée, tandis qu'aux plus fort.s concentrations, la 

sonde se retrouver~it plus pr*s d. la régien des tête. pol~ires, 

~cc .. sibl ••. la forMation d'.xcim.r .. par collision .ntre visicul... L. 

pyrène pourrait également être sous forme d'agrégats pré-formés dans 

l'ét~t fondam.nt~l (Blackwell et al., 1986, Y~maz~ki et al., 1986). 

L'emploi du PY-16 a confirmé les résultats obtenu. avec le pyrène 

libre, soit, an conclusion générale, que la const~nte diélectrique de l~ 

rigion hydrophobe de vésicules de PC ge situerait entre € ~ 4-10, ce qui 

.. t plu. il.vi que la valeur th'orique généralement admise. Las résultats 

du PY-16 ont égaleeent démontri qu'il ne pouvait pas y avoir formation 

d'.xcim.re. par collisions entre vé.icules lorsqu. le fluorophore •• 

trouve enfoui dans les chatne. hydrocarboné.s de. visicule •• 

L'augmentation d. polariti par rapport aux valeurs d'hydrocarbures pures 

pourrait être expliquée par la présence de quelqu.s molécules d'eau dans 

1 .. -..branes. C.tte .au pourrait être présante d'une fa90n naturelle ou 

apporté. dans la membrane par le pyr.n. lui-me.., à la suite de 

l'int.raction d. l'.au avec 1. syst.m. d'ilectrons rr d. la sond •• L .. 

deux phinom.n .. que .nous venons d. discuter pourraient égalem.nt être 

concomitants. 

Pour solutionner les probl.me. concernant la liaison possible d. 

molicul.s d'.au au pyr.n •• t la formation d'agriQats d. pyr.n., d'autr.s 

mithod.. spectroscopiqu.s que la fluorescence seraient nicessaires. 

Mentionnons le Raman et l'infra-rouge, ce. deux méthodes nous permettant 
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d. sond~ au niveau d~ liaison.· mol'culair~, et 1. t~. de vie de 

fluorncencR nous p.,.mttttrai t de mieux comprendre le ph'nomine de 

l'excimire et de d.tecter la. agr'gat. 'ventuellement form' • • l'état 

fonduental. 

n Ar'ait 'gal.."t pos.ibl .. d'.tendre le travail da la polariti • 

d'autre. dirivi. du pyrine afin d'effectuer une étude compar'e. Par 

exemple, 1 •• risultats du PY-16 pourraient ttr .. cOMparis avec les valeurs 

da sonde. analo;u .. avec: diff'rent.. longueur. d. chamH, ainsi le 

groupe pyrenyl .. situerait à divers.. hauteurs des chatnes 

hydroc&rboni .. et un profil de polrit6- pourrait ttrlt ilabar;. Cette 

itude permettrait égal....,t de .ieux connattr. la po.ition relative du 

pyrine libre-., Mentionnon. au •• i qu. l'utiliution dlL 

"pyrene-3-carboxaldehydeU .'appliquerait 'galeaent • ca.pliter las 

risul tat." cette sande pos.'dant un /NXillWl d. fluor •• cence dont la 

position varia avec lA polariti d. l'environnltlMlnt (KAlyanasundara .. et 

Thau., 1977b). 

Pour analy....- l'effet des. doubles liAisons. dans la, chatn .. 

hydrocarboni .. d. la pc. le. risul tat. pourraient ttr. ca.par;. avec- ceux 

...ur'. dan. de. systi... .i.il.ir.. de dip.laitoy1phosphatidylcho1in.> 

(OPPC) par .xIIIIP1 •• Dan. la _. lign. d. pen •••• tout.. 1.. variations 

dans la con.ti tutian, l' ttat au l'environnement d .. lipid.. forllant 1 .. 

..-bran .. pourraient ttr • • tudi .... par .xeMpl., 1 .. eff.t. d. la t.t. 

po1air •• d. la teMp'rature d. tran.ition, d. la forc. ionique ou de la 

longuaur d.. cham .. , entra autras. 
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