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RESUME

Le potentiel transmembranaire originant de membranes asymétriques est un parametre
susceptible d’affecter de nombreuses fonctions membranaires. Les bicouches reconstituées
selon la technique de Montal-Mueller constituent un objet de choix pour une telle étude. Ce
travail est consacré a la mesure des potentiels membranaires de bicouches
phospholipidiques modeles de ce type. Dans ce but, des courbes courant-tension (I-V) de
bicouches dopées avec un transporteur, en 1’occurrence la nonactine, furent effectuées.
Cette méthode permet non seulement d’évaluer le potentiel transmembranaire mais de

caractériser la barriere de potentiel sur toute I’épaisseur de la membrane.

Le volet théorique de ce travail a consisté dans un premier temps a examiner les différentes
contributions 2 cette barriere de potentiel. A la lumiere des informations recueillies, un
profil de barriere de géométrie trapézoidale fut retenu comme modele. Dans un deuxi¢me
temps, deux approches théoriques, celles de Nemst-Planck et de Eyring furent appliquées a
ce modele de barriere. Des expressions inédites du courant en fonction de la tension furent
obtenues. Pour des raisons inhérentes aux théories en question, 1’approche de Nemst-Planck
fut retenue. Plusieurs équations reliées a la forme de la courbe I-V, en particulier a son
asymétrie furent dérivées. Un paramétre d’asymétrie normalisé ne dépendant en premiere

approximation que de la différence de potentiel aux deux coins du trapeze fut mis a jour.

Quinze courbes I-V provenant de bicouches dopées a la nonactine (une bicouche
symétrique et quatorze bicouches asymétriques) furent approximées selon le modele de
Nemst-Planck et autant de barrieres trapézoidales furent caractérisées. Il en ressort que les
coins 1 et 2 du trapeze sont situés a la méme distance de I’interface. La barriere de potentiel
montre donc une symétrie par rapport au centre de la membrane, fQt-elle asymétrique. Les
hauteurs de la barriere de potentiel furent estimés autour de 300 mV. Quant a la mesure de
la différence de potentiel entre les deux coins du trapeze, elle put &tre évaluée avec



précision, tout comme la position relative de ces coins par rapport a 1’épaisseur de la
barmére. Moyennant certaines approximations, il fut possible de calculer a partir de ces
valeurs les différences de potentiel transmembranaire existant de part et d’autre de la
bicouche. La corrélation de ces mesures avec les valeurs prédites par la théorie de Gouy-
Chapman-Stern ne s’est pas révélée pleinement satisfaisante, en grande partie dQ au fait que
les profils obtenus varient notablement d’une bicouche a 1’autre.

Cette variabilité entre bicouches de méme composition (systématiquement passée sous
silence dans la littérature) se retrouve également au niveau des mesures de conductance a
faible tension et des mesures de capacité. Différentes hypothéses furent avancées afin de
rationaliser ces écarts & premiére vue étonnants. L’une de ces hypothéses fait appel a la
présence de micelles inverses dans la zone de transition située 2 la périphérie de la partie
bilipidique. La plupart, sinon toutes, font référence cependant au mode de formation unique
de la bicouche Montal-Mueller. Tres peu d’études ont été consacrées a ce mode de

formation.

Différentes observations et indications laissent a penser que la bicouche une fois formée est
trés sensible aux conditions initiales, et toujours particulieres, prévalant au moment de sa
formation. L’hypothese récente voulant que la bicouche Montal-Mueller se forme selon un
processus d’amincissement semblable aux films bilipidiques noirs semble peu probable au

vu des observations au binoculaire et des mesures de capacité présentées.
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" Ce qui est bien connu, justement parce que bien connu, n’est pas connu. "
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- HOLDERLIN

" La vraie force de I’esprit se mesure au degré d’incertitude qu’il est
capable de supporter. " ‘

- NIETZSCHE



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Structure et fonctions des membranes biologiques

“The barri.er between life and death is only two moleculés thick.”
- Gabor Szabo (1982)

Les membranes biologiques sont des structures essentielles au fonctionnement des étres
vivants. Tout étre vivant est composé de cellules et chacune de ces cellules est entourée
d’une membrane périphérique appelée membrane plasmique. Les organites intracellulaires
(réticulum endoplasmique, dictyosomes, lysosomes, etc.) sont eux-mémes entourés d’une
membrane et souvent de deux membranes (mitochondries et chloroplastes, par exemple).
Certains organites impliqués dans les processus de conversion d’énergie montrent aussi de
nombreux repliements accroissant d’autant la surface membranaire. On peut méme
retrouver chez certaines cellules spécialisées un troisiéme niveau d’organisation
membranaire, les organites eux-mémes contenant des structures limitées par une membrane.
Les thylakoides des chloroplastes constituent un exemple de ce type. Les cellules se
révélent donc des structures hautement compartimentées et les surfaces membranaires
peuvent prendre des valeurs considérables. Ainsi on peut estimer 2 110 000 pm? la surface
membranaire d’un hépatocyte typique de 5000 pm? de volume (Alberts & coll., 1983).



Des nombreux réles qu’assurent les membranes au niveau cellulaire, deux s’imposent par
eux-mémes. Premieérement, les membranes jouent le réle d’enveloppe, de barriére
permettant d’isoler le milieu intracellulaire du milieu extérieur ou encore le milieu intérieur
d’un organite intracellulaire du milieu cytoplasmique. L’intégrité de la cellule (ou de
I’organite intracellulaire) dépend de 1’existence (et de 1’intégrité) de cette membrane. Mais
I’on sait aussi que tout étre vivant, et toute cellule aussi, constitue un systéme ouvert,
échangeant continuellement de la matiere, de 1’énergie, de l’information avec son
environnement. Les membranes sont précisément les structures régissant ces échanges. Les
membranes constituent donc des barriéres isolant différents milieux mais des barriéres dont
la perméabilité est sélective et variable dans le temps. Les cellules, tout comme a un autre
niveau les organes et les organismes, peuvent étre vues comme des systemes auto-régulés et
les membranes plasmiques et intracellulaires participent étroitement A ces processus de
régulation.

A ces fonctions générales, associées aux membranes, s’ajoutent différentes fonctions
spécifiques. Les membranes, par 1’intermédiaire du cytosquelette, donnent forme 2 la
cellule; elles jouent donc un rdle dans la morphologie cellulaire. Elles sont aussi 2 la base
des procéssus de croissance, de différenciation et de reconnaissance cellulaires, des
phénoménes d’endocytose et d’exocytose aussi. La transmission de 1’information
(communication intra- et intercellulaire), la transmission de 1’'influx nerveux (ou, de
maniére générale, tout phénomene d’excitabilité cellulaire) transitent, se manifestent au
niveau de ces structures bidimensionnelles. La membrane peut aussi jouer le rdle de milieu
réactionnel organisé pour certaines réactions enzymatiques. Les mécanismes de conversion
énergétique (phosphorylation oxydative, phase lumineuse de la photosynthése) constituent
des exemples bien étudiés de ce type de fonction. La liste pourrait s’allonger et le lecteur
intéressé aurait avantage 2 se référer A 1’excellente monographie de Jain (1988).

Les membranes biologiques sont composées essentiellement de protéines et de lipides,
constituants auxquels se greffent parfois des résidus glucidiques. Les protéines assurent les
fonctions spécifiques de la membrane. On les range habituellement en cinq classes: les
pompes, les canaux, les récepteurs, les enzymes et les protéines du cytosquelette. Le rble
des glycolipides et des glycoprotéines demeure mal connu bien que 1’hypothése voulant que
ces molécules soient impliquées dans les processus de reconnaissance cellulaire fasse
aujourd’hui pratiquement I’unanimité. Quant au réle lipidique, il apparait parfois bien



effacé... il est encore fréquemment question de “matrice lipidique” et de “barriére
lipidique”. Mais s’il ne s’agissait que d’un milieu passif, pourquoi la nature aurait-elle fait
preuve d’autant d’originalité pour des constituants somme toute “mineurs” ? Il n’est pas
rare de retrouver dans une membrane donnée plus de cent especes lipidiques... Nous
verrons 2 la prochaine section que ces lipides peuvent influencer, moduler, réguler 1’activité
des protéines et par 13 méme influencer, moduler, réguler les différentes fonctions
membranaires. La membrane biologique forme un tout et nous ne pouvons donner
prépondérance a un constituant en particulier.

Passons maintenant & 1’organisation spatiale de la membrane. Depuis le début des
années '20, différents modeles membranaires ont été proposés (pour une vue globale des
différents modeles membranaires, citons la claire et concise monographie de Mazliak,
1987). Le demier modele en date est celui de Singer & Nicolson appelé aussi modele de la
mosaique fluide. Selon ce modéle, la membrane biologique, que ce soit celle entourant la
cellule ou celle limitant les organites intracellulaires, est formée essentiellement d’une
double couche lipidique fluide dans laquelle “baignent” et “flottent” les protéines
intrinseques et extrinseques (Singer & Nicolson, 1972; Singer, 1974_j. Un schéma de ce
modele membranaire se retrouve 2 la figure 1.1. En plus de spécifier clairement la maniére
dont les protéines membranaires s’assemblent dans la membrane, ce modéle a I’avantage de
fournir une image dynamique de la membrane, une image ou les lipides et les protéines
peuvent trés rapidement se déplacer latéralement, tourner sur eux-mémes, etc. Le modele de
Singer & Nicolson tient compte aussi du fait que les deux c6té€s de la membrane biologique
ne sont pas identiques, autrement dit qu’il existe une asymétrie membranaire.

Le modele de Singer & Nicolson présuppose toutefois que les protéines et les lipides
constituent une solution idéale ou chacun des principaux composants diffuse de maniere
libre et indépendante dans le plan de la membrane. Au cours des années ’70 et ’80, un
nombre toujours grandissant de données expérimentales nous a mené a une conception un
peu plus complexe de la membrane. Ainsi, si nous regardons la surface membranaire, nous
constatons que ses constituants ne sont pas répartis uniformément; il existe des domaines,
des agrégats de différentes compositions (Kamovsky & coll., 1984). Ces domaines peuvent
exister & grande échelle, la membrane de la bactérie Halobacterium halobium constitue un
bon exemple, ou a une petite échelle, prenons les microdomaines lipidiques en exemple.
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2. LA MEMBRANE PLASMIQUE est une doubl he phospholipidique, qui reaferme
du cholestérol et différentes sortes de protél Sur ce sché de la brane, les
phospholipides de la he supérieure, qui sont en contact avec le milieu extracellulaire,
sont représentés par des sphéres bleu foncé syant chacune deux queues en zigzag. Le
monve léatoire des molécules dans le plan de ch he est indiqué dans le
disgramme de gauche, La position de la he inférleure de phospholipides (en bleu
clair), face au cytoplasme de la cellule est différente de la composition de la face supérieure.
Le changement de he d'une molécule de phospholipide est un phé éne extrémement
rare. Deux types principaux de protéines membranaires traversent la double couche de part
en part : les protéines du premier type sount formées d'une seule chaine d’acides aminés
enroulée en hélice alphs (en orange) et qui traverse la membrane ; dans le second type de
protéine, la partie intramembranaire est globulaire (en rouge). Pour simplifier la figure, on
& exagéré la proportion de phospholipides par rapport aux protéines. Des molécules rigides
de cholestérol (en jaune) mainti les g des pbospholipides relativement fixes et
ordonnées dans les zones les plus proches des tétes hydrophiles ; les parties de queunes plus
proches du centre de la membrane se déplacent presque librement. Les sucres constituant
les chaines latérales des protéines et des lipides sont représentés em vert.

Figure 1.1. - Illustration d'une membrane biologique. Modele de Singer & Nicolson. (Tiré de
Bretscher, 1985).




La membrane biologique est donc latéralement hétérogeéne. L’existence de barrieres de
diffusion latérale, que ce soit au niveau des jonctions serrées de la cellule épithéliale, du cil
connectif du batonnet rétinien, des jonctions gliales-axonales du neurone myélinis€ ou
encore de I’anneau terminal du spermatozoide, crée également des inhomogénéités latérales
que 1’on pourrait qualifier ici d’absolues. 1l existe aussi des régions membranaires ol I’on
retrouve des domaines protéiques quasi-cristallins (électroplaques, densités post-
synaptiques par exemple) ou encore, si on regarde a des endroits moins bien “caractérisés”,
des gradients latéraux de la concentration protéique (voir Almers & Stirling, 1984). Les
différents lipides peuvent former, disions-nous, des domaines membranaires se déplacgant a
une vitesse donnée dans le plan de la membrane («plate-tectonics model»). Ces
microdomaines constituent des entités dans lesquelles se partitionnent plus ou moins
favorablement les protéines membranaires et formant, lipides et protéines ensemble, des
unités coopératives. L’hétérogénéité latérale se présente donc a diverses échelles (macro-,
microhétérogénéité) et sous différentes formes (protéique; lipidique, absolue, graduelle). Le
schéma de la membrane, présenté¢ a la figure 1.2, tient un peu mieux compte de cette
complexité. (Pour de plus amples informations sur I’hétérogénéité latérale, nous proposons
les revues de Grant, 1983 et Jain, 1983).

1.2 Asymétrie de la membrane biologique

Transversalement, la membrane présente deux visages disions-nous un peu plus haut. En
effet, depuis le début des années ’70, de nombreuses (mais délicates) études biochimiques
montrent que la composition du feuillet interne de la bicouche différe de celle du feuillet
externe: la membrane biologique est donc dite asymétrique en composition
(transversalement étant sous-entendu ici). Outre ces études sur la composition biochimique
de chacun des feuillets, différents arguments militent en faveur de 1’asymétrie
membranaire. Mentionnons le fait que certaines cellules montrent une polarité bien
marquée. Ainsi la cellule épithéliale de I’intestin pompe sur sa face apicale le glucose de la
lumiere de l’intestin vers l’intérieur de la cellule et le transporte, ensuite, sur la face
opposée, de I’intérieur de la cellule vers le vaisseau sanguin. Le glucose est donc transporté
vectoriellement de part et d’autre de la cellule, et de part et d’autre de chacune des
membranes impliquées dans ce processus.



Fig. 4. Schematic illustration of a biological membrane
in which the membrane proteins and lipids pack together in
accordance with thermodynamic and packing constraints.
Clustering of specific lipids may occur near proteins as well
as at highly curved regions of a membrane. Such curved
regions could act as diffusion barriers to those lipids and
proteins not able by packing to negotiate around these
regions.

Figure 1.2. — Illustration d'une membrane biologique. Modle plus élaboré que celui de Singer &
Nicolson. (Tiré de Israélachvil i, 1978)




Ce mécanisme membranaire et tous ceux de nature vectorielle (c’est-3-dire la plupart) nous
amenent 2 postuler I’existence d’une asymétrie au niveau de la membrane biologique. Des
études plus directes par microscopie électronique montrent une asymétrie marquée du profil
de densité électronique au niveau de la membrane. Un exemple bien net est celui de la
membrane cytoplasmique de la bactérie Bacillus subtilis (Silva, 1983). L’avénement de la
technique de cryodécapage a permis littéralement d’ouvrir les deux feuillets membranaires
et de mettre ainsi en évidence des différences d’aspect de chacune des faces intérieures du
feuillet membranaire. Il n’en fallut pas davantage a Singer & Nicolson (1972) et a Bretscher
(1972) pour mettre de 1’avant 1’idée d’une asymétrie transversale de la membrane.

Notons tout de suite que chaque moiti€ du feuillet bilipidique conserve - bien qu’ayant des
interactions avec l’autre moitié qui lui fait face - une relative indépendance, et par
conséquent des propriétés qui lui sont propres. La terminologie anglo-saxonne rend assez
bien 1’idée par le terme «bilayer couples» (Singer, 1974, Sheetz & Singer, 1974).

1.2.1 Asymétrie des constituants membranaires

La membrane de I’érythrocyte fut la premiére dont on a pu établir clairement 1’asymétrie
(Casu & coll., 1968; Bretscher, 1972). Cela s’explique principalement par le fait que 1’on
peut manipuler facilement la membrane du globule rouge et faire en sorte qu’elle adopte
différentes configurations. Nous avons ainsi une membrane pour laquelle nous avons acces,
selon les configurations, au feuillet interne ou externe. Différentes méthodes peuvent étre
utilisées pour mesurer 1’asymétrie membranaire (Houslay & Stanley, 1982). Ainsi, la
détermination de la distribution transversale des protéines et lipides membranaires peut
s’effectuer 2 1’aide de marqueurs chimiques, d’anticorps, de lectines, de lipases et de
protéases, de protéines échangeuses de phospholipides, ou encore par spectroscopie RMN
et RPE, par diffraction aux neutrons, etc. (Pour une revue générale sur la problématique de
I’asymétrie membranaire, nous conseillons 1’article de revue d’Etemadi, 1980).

De ces études sur la membrane érythrocytaire et sur d’autres membranes, il ressort que
I’asymétrie de distribution des protéines est totale: les protéines extrinséques, ou qui ne sont
que partiellement enfouies dans la bicouche lipidique, sont localisées sur une des deux
faces, et celles qui traversent la membrane de part en part, les protéines intégrales, ont une
orientation bien définie par rapport au plan membranaire. D’ailleurs, s’il en était autrement,



les protéines ne pourraient assurer certaines fonctions mentionnées antérieurement (des
fonctions 2 caractére vectoriel, tel le pompage de protons par exemple). L’asymétrie des
glycolipides et des glycoprotéines est elle aussi totale, les résidus sucrés se retrouvant
exclusivement du coté opposé au feuillet cytoplasmique, qu’il s’agisse de la membrane
plasmique ou de celle des organites intracellulaires.

Quant aux lipides, ils sont eux aussi distribués asymétriquement mais non de maniére
absolue. Les lipides ont leur c6té préféré pourrions-nous dire! Ainsi si 1’on considére la
membrane érythrocytaire, nous retrouvons les phospholipides phosphatidyléthanolamine
(PE) et phosphatidylsérine (PS) préférentiellement du co6té cytoplasmique et les
phospholipides phosphatidylcholine (PC) et sphingomyéline (SM) préférentiellement du
coté extracellulaire (Verkleij & coll, 1973). Chez les plaquettes sanguines, seule la
sphingomyéline se retrouve préférentiellement du c6té extérieur alors que la PC, la PE et la
PS, se retrouvent majoritairement dans le feuillet interne (Zwaal & Bevers, 1983). Le méme
patron d’asymétrie se retrouve chez les membranes rénales dites de bordure en brosse
(Vénien & Le Grimmelec, 1987). 1l est & noter que chacune des membranes que nous avons
~ jusqu’a maintenant étudiées montre une asymétrie qui lui est propre. D’en découvrir un jour
une qui serait symétrique apparait de plus en plus illusoire. Nous retrouvons au tableau 1,
une liste des principales membranes des cellules eucaryotes dont nous avons pu mettre
clairement en évidence une asymétrie lipidique (pour une revue concernant 1’asymétrie des
membranes virales et bactériennes, voir Op den Kamp, 1979).



Patron d’asymétrie lipidique de quelques membranes plasmiques

Tableau 1

et intracellulaires

Membrane Coté Coté Référence
Extracytoplasmique Cytoplasmique

M. plasmiques

Erythrocyte (homme) PC, SM PE, PS Verkleij & coll, 1973,

Plaquette (homme) SM PE, PS, PI Perret & coll., 1979.

Hépatocyte (rat) PC, SM, PE PS, PI Higgins & Evans, 1978.

Bordures en brosse (lapin) SM PE, PC, PS, PI Vénien & coll., 1988.

Spermatozoide (bélier) PC, SM, PE DPG, PG, PS, PI Hinkovska & coll., 1986.

Sarcolemme cardiaque (rat) SM PC, PE, PS, PI Post & coll., 1988.

M. intracellulaires

Réticulum endoplasmique* SM, PI PE, PS De Pierre & Ernster, 1977.

Dictyosome* SM, PI PC, PE, PS De Pierre & Ernster, 1977.

Mitochondrie - membrane interme* | DPG, PI PC, PE De Pierre & Ernster, 1977.

Lysosome* SM, PI PC, PE De Pierre & Ernster, 1977.

RS squelettique (lapin) PS, SM, PI PE Herbette & coll., 1984.

Synaptosome (raie électrique) PS PC, PE, PI Michaelson & coll, 1983.

Disque des batonnets (boeuf) PC PE, PS Miljanich & coll., 1981.

Les membranes affectées d’un astérisque font référence a I’hépatocyte de rat. Seuls les phospholipides ayant
une distribution asymétrique marquée apparaissent dans ce tableau. Les symboles des différents
phospholipides apparaissent au début du travail.

Outre le fait que I’asymétrie phospholipidique soit générale, certains traits semblent se
dégager. Premierement les aminophospholipides semblent se retrouver de manicre
privilégiée sur le c6té cytoplasmique alors que les cholinophospholipides (surtout la
sphingomyéline) préférent la face opposée. Deuxie¢mement, les lipides chargés
négativement (PS, PI, PG, DPG) se retrouvent quasi exclusivement sur la face
cytoplasmique sauf le PI et le DPG qui peuvent se retrouver aussi du coté de la lumiere de
certains organites intracellulaires.

L’asymétrie lipidique n’en demeure pas moins variable. Elle dépend du type de membrane,
du type de cellule, de I’organisme étudié aussi. Mais pourquoi cette asymétrie particuliere ?
Peut-on faire un lien entre une asymétrie lipidique particuliere et les fonctions particuliéres
d’une membrane ? Peut-on corréler I’asymétrie lipidique a 1’asymétrie protéique ?
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L’asymétrie lipidique peut soit affecter de maniére spécifique 1’action des protéines, soit
affecter I’activité des protéines par le biais de propriétés plus globales de la membrane
(viscosité, tension de surface, densité superficielle de charges, etc.) ou plus
vraisemblablement via une synergie positive de ces deux types de mécanismes. Dans le
premier cas, nous touchons le vaste domaine des interactions lipides-protéines alors que
dans le second, il est question de la modulation lipidique des protéines, quoique certains
auteurs (Deuticke & Haest, 1987) utilisent ce terme générique ou celui de régulation
lipidique pour désigner 1’ensemble des deux phénomenes.

Signalons que depuis plusieurs années de nombreuses études de reconstitution membranaire
ont démontré que des enzymes, telles la cytochrome ¢ oxydase (Vik & coll., 1981), la -
hydroxybutyrate déshydrogénase (Fleisher & coll., 1983) et la signal peptidase pancréatique
(Jackson & White, 1981), requierent pour leur fonctionnement optimal la présence de tel ou
tel lipide ou plus précisément de tel ou tel mélange de lipides. Ce mélange correspond-il &
ce que I’on retrouve naturellement chez la membrane native ? Pourquoi encore retrduve-t—
on chez la membrane native cet arrangement lipidique particulier ? Ces questions sont
ardues. Les premiers résultats des expérien_cés de substitution lipidique ne nous permettent
pas de répondre a de telles questions concernant la “régulation lipidique”. Elles ont déja
toutefois la qualité d’en montrer la finesse (voir Wrigglesworth, 1984).

1.2.2 Asymétrie des propriétés physicochimiques

L’asymétrie lipidique entraine généralement une asymétrie de charges des deux cbtés de la
membrane: certains lipides étant globalement neutres & pH physiologique (PC, SM, PE),
d’autres portant une seule charge électrique nette négative au niveau de leur partie polaire
(PS, PG, PI) ou encore deux charges (DPG). Ainsi I’asymétrie lipidique de la membrane de
I’érythrocyte est telle que nous y retrouvons au moins vingt fois plus de lipides chargés
négativement du co6té cytoplasmique que du coté extracellulaire; pour la membrane discale
des béitonnets rétiniens bovins, le rapport est de 5 en faveur du c6té cytoplasmique et pour
la membrane plasmique du spermatozoide de bélier, il est de 4. Ce rapport semble
déterminant pour le bon fonctionnement de la membrane. Hubbard & Brody, en 1975, ont
démontré chez des mutants auxotrophes de Neuropora crassa que ce rapport demeure
constant sur les deux faces de la membrane, méme si la composition lipidique des
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membranes des différents mutants varie de maniére significative. Nous reviendrons plus

loin sur les conséquences de cette asymétrie de charges.

Asymétrie lipidique implique aussi - & moins d’un heureux (?) hasard - asymétrie de
viscosité. Cette asymétrie de viscosité fut mise en relief au milieu des années ’80. Des
études par les techniques FRAP (Morrot & coll.,, 1986) et par spectroscopie RPE
(Seigneuret & coll., 1984) de 1a membrane érythrocytaire montrent une fluidité plus grande
du feuillet monomoléculaire interne relativement au feuillet externe; en conformité donc
avec le fait que les lipides du feuillet cytoplasmique posséde un plus fort degré
d’insaturation que ceux composant le feuillet externe. Une asymétrie de fluidité fut
également observée chez la membrane plasmique synaptique de neurones de cerveau de
souris a ’aide de la technique de fluorescence polarisée (Schroeder & coll., 1988). Cette
fois, c’est le feuillet externe qui fut trouvé le plus fluide. Cette viscosité “différentielle”
permettrait-elle, comme le prétendaient déja Bergelson et Barsukov, en 1977, un controle
“différentiel” des activités enzymatiques localisées sur chacune des monocouches ?... Wood
& coll. (1989) viennent a tout le moins de mettre en évidence que 1’éthanol affecte
différemment chacun des feuillets de la membrane neuronale chez la souris.

Une asymétrie lipidique pourrait aussi causer une pression latérale différente au sein de
chacune des monocouches (et une compressibilité différente aussi !). Ces différences de
pression peuvent-elles conduire 3 des changements structuraux des lipides et des protéines ?
Nous n’en savons rien; d’ailleurs, I’existence méme de cette asymétrie de pression latérale
demeure spéculative (Bretscher, 1985).

Ces asymétries “globales” ne devraient pas nous faire perdre de vue que les membranes
biologiques ne sont pas homogenes latéralement. Nous devons les voir comme composées
de deux séries de domaines différents se déplagant les uns par rapport aux autres et
interagissant, se couplant verticalement 3 certains endroits. Ce couplage pourrait devenir
important dans les régions de la membrane montrant un fort degré de courbure (bordures
des disques ou des thylakoides par exemple). Ces nouvelles (?) conceptions de la membrane
ont permis 2 certains auteurs (Miiller & Krueger, 1986; Shinitzky, 1987) d’expliquer, via un
changement de fluidité d’un des feuillets, le déplacement vertical de plusieurs protéines-

récepteurs.
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1.2.3 Importance de I’asymétrie lipidique en biologie

L’importance de 1’asymétrie sur les fonctions membranaires peut étre abordée en examinant
les conséquences pathologiques d’une altération exogene de 1’asymétrie lipidique ou encore
en comparant les distributions lipidiques entre membranes de cellules saines ou atteintes de
maladies. Ici, encore, la majorité des travaux fut effectuée sur la membrane érythrocytaire.

Une des pathologies du sang les mieux caractérisées demeure sans nul doute 1’anémie
falciforme. Les membranes de globules rouges adoptant la forme caractéristique de la
maladie montrent une redistribution des phospholipides. La PE et la PS se retrouvent en
plus grande quantité du c6té extracellulaire alors que la PC se déplace vers le coté interne
(Lubin & coll., 1981). Par ailleurs, Maguire & coll. (1991) ont noté une augmentation
significative du pourcentage d’a.minophospholipideé (PE, PS) sur le feuillet externe de la
membrane du globule rouge suite a 1’infection de ces cellules par un parasite causant la
malaria. McEvoy & coll. en 1986 ont montré, quant a eux, que la destruction de 1’asymétrie
lipidique de la membrane du globule rouge entrainait une phagocytose des globules rouges
quatre fois plus élevée que la normale. L’apparition de la phosphatidylsérine sur le feuillet
externe de la membrane serait pergue par les macrophages comme un signe de la
sénescence du globule rouge. Dans le méme ordre d’idées, Schroeder (1984) développa
I’'idée générale que le vieillissement du tissu nerveux serait dii 3 une perte progressive de
I’asymétrie lipidique, perte causée a 1’origine f)ar une peroxydation des phospholipides
situés sur la face inteme de la membrane.

Signalons en terminant que certains phénomeénes non pathologiques telle 1’agrégation
plaquettaire s’accompagnent d’une redistribution importante des phospholipides sur chacun
des feuillets de la membrane. Dans ce cas précis, il fut élucidé en quoi cette redistribution
lipidique favorise le mécanisme global (Zwaal & Bevers, 1983).

1.2.3.1 Importance de I’asymétrie électrostatique d’origine lipidique

Nous avons vu a la section 1.2.2 que 1’asymétrie lipidique se révélait multiforme. Nous
nous intéresserons ici & un aspect particulier, I’aspect électrostatique de 1’asymétrie
lipidique. Tel que mentionné ci-dessus, une asymétrie lipidique implique généralement une
asymétrie de charges, laquelle implique, nous le verrons plus en détail au chapitre 2,
I’existence d’un champ électrique transmembranaire. Ainsi toute charge quelle qu’elle soit



13

sentira la présence de ce champ électrique et acquerra un potentiel donné, dépendamment
de sa position dans ce champ. Mais tout champ électrique ne provient pas nécessairement
de la présence de charges électriques nettes. En fait, une distribution quelconque de charges
(dipdles, quadrupdles, etc.) crée un champ électrique. Aussi est-il important de souligner
que toute asymétrie phospholipidique (les phospholipides fussent-ils neutres), implique
nécessairement une asymétrie du champ électrostatique, et ce, pour la bonne raison que les
phospholipides zwitterioniques (globalement neutres) PE, PC et SM ne sont pas identiques
“électrostatiquement”, pas plus que ne le sont les phospholipides anioniques (portant une
charge négative) PS, PI et PG.

Quelle est la portée du potentiel électrostatique 2 la surface de la membrane ? Quelle est sa
grandeur ? Joue-t-il un réle sur les interactions membrane-protéine extrinséque ? sur les
interactions récepteur-hormone ? sur les interactions membrane-membrane ? La membrane
peut-elle étre vue comme un dipdle ? Ce dipdle affecte-t-il les différents processus se
- produisant au voisinage de la membrane ? Quelle est la grandeur du champ électrique
transmembranaire causé par les charges nettes 2 la surface de la membrane ? de celui causé
par les dipdles ? Quel est le champ net résultant ? Autant de questions auxquelles nous
tenterons de répondre au chapitre 2. '

Pour I’instant, contentons-nous d’affirmer que les potentiels membranaires régissent bon
nombre de processus biologiques, que le champ électrostatique membranaire affecte les
interactions membrane-membrane, membrane-protéine extrinseéque, protéine intrinséque-
protéine extrinseéque, récepteur-hormone, enzyme-substrat, etc. En fait tout phénomeéne se
produisant aux abords de la membrane (et ou au moins un des constituants est, soit chargé,
soit dipolaire) est susceptible d’étre affecté. De nombreuses revues de la littérature sont
consacrées aux potentiels membranaires et a leur importance en biologie. Mentionnons
celles de McLaughlin (1977), de Barber (1980), d’Ohki (1985), de Wojtczak & Nalecz
(1985), de Mc Laughlin (1989) et celle de Cevc (1990).

Si ’on s’intéresse plus spécifiquement 2 I’influence du champ électrique transmembranaire
(lequel est directement relié a 1’asymétrie membranaire), 1’on retrouve encore un grand
nombre de phénomenes ol celui-ci intervient (pour une revue voir Clementz & coll., 1988).
Citons: i) I’insertion des protéines membranaires lors de leur biosynthése (Weinstein &
coll., 1982), ii) les changements d’orientation ou, plus généralement, de conformations de
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ces protéines (couplage électroconformationnel), iii) 1’assemblage d’unités protéiques en
une structure fonctionnelle, iv) la translocation de 1'ADN lors d’une infection virale
(Grinius, 1980), v) la pinocytose et vi) le mouvement amiboide (Dolowy, 1987). De
maniére succincte, nous donnerons un exemple pour les trois premiers cas.

La premiére protéine ou il a été montré que le champ électrique transmembranaire
constituait une condition sine qua non 3 son insertion dans une membrane fut la protéine du
manteau du bactériophage M13 (Date & coll., 1980). Dans une premiére étape, le
précurseur de la protéine se fixe électrostatiquement sur la face interne de la membrane
plasmique de son héte E. coli. Le précurseur s’insére ensuite dans la membrane et, lorsque
’insertion est compléte, une peptidase, sur la face périplasmique, coupe la séquence-signal.
En abolissant la différence de potentiel transmembranaire 2 1’aide d’agents dé'couplants, les
auteurs ont observé que le précurseur restait confiné sur la face cytoplasmique. Un schéma
du mécanisme est donné 2 la figure 1.3.

Parmi les exemples de protéines changeant de conformation en présence d’un champ
€lectrique transmembranaire, le cas des protéines-canaux voltage-dépendant occupent une
place de choix. Les travaux d’Hodgkin & Huxley, modélisant mathématiquement cette
dépendance, leur ont valu un prix Nobel, mais ce n’est qu’a partir des années 80 que 1’on a
pu sé faire une idée précise du mécanisme régissant 1’ouverture et la fermeture de ces
protéines-canaux. Armstrong, en 1981, avanga le premier 1’idée que le couplage avec le
champ électrique pouvait s’effectuer par la rotation d’une hélice transmembranaire. Une
fois la séquence primaire de la protéine déterminée, Catterall & coll. en 1986, proposérent
un modele plus précis: la dépolarisation de la membrane force une rotation de 60° de
I’hélice S4 du canal sodique et entraine ainsi le déplacement d’une charge au travers de la
membrane (leur modéle est présenté A la figure 1.4). Compte tenu de la disposition et du
nombre des hélices transmembranaires de la protéine, ce résultat est en accord avec les
prédictions théoriques d’Hodgkin & Huxley. Il est important de souligner ici que, si 1’on
perturbe le champ transmembranaire, soit en modifiant les concentrations ioniques, ou
encore par ’ajout de molécules possédant un moment dipolaire, 1’activité du canal sera
modifiée.
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Figure 1.3. — Insertion voltage-dépendant de la protéine M13 de E. coli. (Tiré de Kuhn & coll.,

1986).
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FIGURE 7. A sliding helix model of voltage-dependent gating. (A) A ball-and-stick, threc-dimensional representation of the S4 helix of domain 1V.
Darkened circles represent the a-carbon of each amino acid residue. Open circles show the direction of projection of the side chain of each residue away
from the core of the helix. Nonpolar residues are illustrated in thin letters by their single letter code: F, Phe; A4, Ala; I, lleu; L, Leu; ¥, Val. Positively
charged amino acids are illustrated in bold letters: R, Arg. (B) The spiral path made by the positively charged arginine residues is illustrated in the formof a
ribbon wrapped around the central corc of the helix. Right, Movement of thc S4 helix in response to membrane depolarization. The proposed
transmembrane S4 helix is illustratcd as a cylinder with a spiral ribbon of positive charge. At the resting membrane potential (/efr), all positively charged
residues are paired with fixed negative charges on other transmembrane segments of the channel and the transmembranc segment is held in that position by
the negative internal membrane potential. Depolarization reduces the force holding the positive charges in their inward position. The S4 helix is then
proposed to undergo spiral motion through a rotation of approximately 60° and an outward displacement of approximately 5 A. This movement leaves an
unpaired ncgative charge on the inward surface of the membrane and reveals an unpaired positive charge on the outward surface to give a net charge

transferof + 1.

Figure 1.4. — Mécanisme présidant A I’ouverture du canal sodique. Modele du glissement voltage-
dépendant de I’hélice S4. (Tiré de Catterall & coll., 1986).
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Le troisiéme exemple concerne un antibiotique, 1’alaméthicine. Cet antibiotique de 19
acides aminés est connu pour former des canaux dont 1’ouverture dépend de la tension. De
nombreuses études, & 1’aide de membranes artificielles, ont démontré que la molécule
d’alaméthicine (qui ne porte aucune charge nette) se comporte comme un dipdle. Les
monomeres d’alaméthicine s’adsorbent parallélement a la membrane et, suite 3 1’imposition
d’un potentiel transmembranaire, s’orientent au travers de la membrane. Une fois orientés,
les monomeéres s’agrégent suite & la diffusion latérale et forment des canaux dans la
membrane. Le schéma de la figure 1.5 illustre ce processus.

Ces exemples illustrent le fait que 1’on connait de mieux en mieux les mécanismes par
lesquels le champ électrostatique transmembranaire agit sur le fonctionnement de la
membrane. Mais cela n’est pas une finalité en soi; il faudrait aussi mesurer, caractériser le
champ électrique transmembranaire de la membrane native et le corréler avec 1’asymétrie
de cette méme membrane. Alors pourrions-nous comprendre pourquoi une membrane
montre telle ou telle asymétrie. -

La présente étude vise - justement A corréler asymétrie lipidique et potentiel
transmembranaire. Trois remarques limitatives s’imposent toutefois: premiérement,
I’asymétrie membranaire est & la fois lipidique et protéique (les protéines aussi portent des
charges) et il n’est pas facile de discriminer les deux contributions... et leurs inter-
dépendances ! ! Deuxiémement, il ne faudrait pas s’étonner si la membrane native posséde
une asymétrie qui n’est pas celle optimale, électrostatiquement parlant. L’asymétrie de
fluidité peut se révéler de premiere importance aussi et la membrane biologique, si elle était
dotée d’un organe pensant, devrait déterminer un nouvel optimum. Enfin, comme dit
précédemment, I’existence de domaines compliquent encore plus le topo. Non seulement,
faut-il préciser A quel endroit 1’on se trouve sur la membrane mais encore, en toute rigueur,
faudrait-il de plus tenir compte des gradients latéraux !

1 A ce propos, les récents travaux de W. L. Hubbell sur la membrane discale (Tsui & coll.,1990; Hubbell,
1990) ouvrent définitivement la marche.
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Fig. 10: Un modale du processus d'excitation de i'alaméthici-
ne. A: au repos, les moldcules d'alaméthicine sont a la surface
membranaire et paralléles & ceile~ci. L'extension 2 I'extrémité
de la moiécute représente le résidu glutamique, I'lon est fixé
a I'extrémité opposée. B: Sous l'effet du champ électrique
sur l'ion, les molécules s'orientent perpendiculairement a la
membrane. C: la diffusion iatérale & !'intérieur de la mem-
brane conduit a I'agrégation des monomares en oligomeres.
Tiré de Baumann et Mueller, Journal of Supramolecular
Structure, 2, 1974, Fig. 2.

Figure 1.5. - Modgle dit «barrel stave» du processus d’excitation de 1’alaméthicine. Selon ce
modgle, I’insertion des monomeres dans la bicouche constituerait 1’étape voltage-dépendant du
processus. (Tiré de Laprade, 1977)
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1.3 Choix de la technique de reconstitution membranaire

Corréler asymétrie lipidique et potentiel transmembranaire in vivo est une lourde tiche, la
membrane biologique étant trés complexe. Heureusement, nous pouvons compter sur des
membranes modeles plus simples et dont nous pouvons contréler certains parameétres,
comme leur composition par exemple. De plus, ces structures s’apparentent bien, au niveau
de leurs propriétés physicochimiques, 2 la membrane native. L’utilisation de membranes
artificielles constitue donc une étape préliminaire de bon aloi dans les circonstances.

Des différentes membranes modeles a 1’heure actuelle, nous distinguons les films
monomoléculaires a ’interface air-eau ou huile-eau (technique des monocouches), les films
mono-et multimoléculaires sur substrat solide (technique de Langmuir-Blodgett), les films
bilipidiques plans (technique des films noirs et de Montal-Mueller) et les liposomes
(vésicules uni- et plurilamellaires) 2, Pour une courte et concise revue sur ces membranes
modeles, signalons les articles de Coronado & Labarca, 1984, et de Gliozzi & Robello,
1989 et la monographie de Jones, 197S. Pour une revue plus approfondie, voir Cadenhead,
1985 et Mohwald, 1990 (films monomoléculaires); Roberts, 1984 (technique Langmuir- .
Blodgett); Fettiplace & coll., 1975 (films noirs); Lasic, 1989 et Ostro, 1987 (liposomes).

La technique des films monomoléculajres la plus courante est celle qui consiste 3 étaler 2
I’interface air-eau un lipide ou une protéine amphiphile (ou encore un mélange
d’amphiphiles) préalablement dissous dans un solvant volatil. La présence de molécules
amphiphiles a 1’interface amene une baisse de la tension de surface et cette diminution est
communément appelée pression de surface. En déposant un nombre donné de molécules
tensioactives 2 I’interface et en diminuant 1’aire disponible pour ces molécules, 1’on peut
mesurer les variations de la pression de surface avec 1’aire moléculaire moyenne.
L’ensemble de ces points constitue une isotherme de pression de surface. Le méme
procédé, mais cette fois en mesurant le potentiel A 1’interface air-eau, nous fournit une
seconde courbe: l’isotherme de potentiel de surface. De ces courbes, différentes
informations concernant les dimensions géométriques et le moment dipolaire des molécules

2 Nous excluons ici les membranes de polymeres synthétiques, généralement épaisses, qui sont
couramment utilisées en industrie pour séparer certains constituants.
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peuvent €tre tirées. De plus, si I’on dépose un mélange de molécules ou si I’on injecte
différents produits dans la phase aqueuse, I’on peut quantifier la nature et la grandeur des
interactions entre les molécules 2 I’étude.

Le grand avantage de la technique - et ce qui la distingue de toutes les autres - réside dans
la possibilité de varier I’aire moléculaire ou, si I’on veut, d’étudier un lipide ou un mélange
lipides-protéines a différentes pressions de surface. Par contre le fait de n’avoir qu’une
interface air-eau (ou une seule interface eau-huile) fait du film monomoléculaire une pile
image de la membrane biologique. Cela est particuliérement patent, si ’on veut corréler
asymétrie lipidique, potentiel transmembranaire et transport ionique. D’aucuns pourront
objecter que 1’on peut mimer séquentiellement chacune des interfaces et tirer des
conclusions du méme ordre, mais cela revient 2 ignorer complétement 1’influence

réciproque des deux feuillets lipidiques des membranes biologiques.

Ces mémes réserves se posent a fortiori pour les films monomoléculaires sur substrat
solide. Cette technique ouvre toutefois la possibilité, en trempant a plusieurs reprises le
support solide (en. général une lame de verre silanisée) au travers d’un film
monomoléculaire comprimé 2 une préssion donnée, de déposer sur le support plusieurs
films monomoléculaires s’organisant en bicouches ou en multi-bicouches. Une étude
exceptionnelle (Merkel, Sackmann & Evans, 1989) utilisant des bicouches déposées sur
substrat solide a permis de mettre en évidence un couplage entre domaines des feuillets
adjacents. Les auteurs ont méme démontré qu’une transition de phase, ol coexistent
domaines fluides et cristallins sur un feuillet de PC, induisait 1’apparition, aux mémes
positions, des mémes domaines fluides et cristallins sur le feuillet de PE adjacent
(«epictactic coupling»). La technique de Langmuir-Blodgett semble offrir ici un modéele de
choix pour 1’étude des membranes biologiques. Par contre, 1’infime petitesse des phases
aqueuses bordant la bicouche et leur non-accessibilité ne permettent aucunement d’étudier
sérieusement les effets d’une asymétrie lipidique sur 1’activité de protéines intrinseéques, par

exemple.

Les liposomes sont des structures lipidiques closes contenant un volume d’eau au centre.
Les vésicules multilamellaires (MLV) sont composées de plusieurs bicouches
concentriques séparées les unes des autres par des couches d’eau alors que les vésicules
unilamellaires sont constituées, comme leur nom 1’indique, par une seule bicouche se
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refermant sur elle-méme. Les vésicules unilamellaires se distinguent par leur taille: les
petites vésicules unilamellaires ou SUV (diamétre inférieur 2 100 nm), les grandes ou LUV
(diametre inférieur 4 1 pm) et les géantes ou GUV (diamétre supérieur 3 1 pm). La
technique des liposomes est une des plus simples 3 mettre en oeuvre. Pour les MLV, il
s’agit simplement de disperser des lipides amphiphiles dans un volume d’eau suffisant.
Pour les vésicules unilamellaires, deux techniques sont couramment utilisées: 1’on peut soit
traiter les MLV aux ultrasons, soit encore injecter une solution de lipides a 1’éthanol sous
pression. Pour les vésicules de plus grande taille, une myriade de techniques ont été
développées avec les années. Le lecteur curieux pourrait consulter les revues de Szoka &
Papahadjopoulos, 1980 et de Woodle & Papahadjopoulos, 1987).

Outre le fait qu’ici nous retrouvons bien la structure 2 mimer (feuillet bilipidique limité par
deux phases aqueuses), ces membranes modeles se distinguent par leur grande facilité¢ de
formation, leur stabilité, leur grand rapport surface/volume et leur possibilité d’encapsuler
drogues ou médicaments. Par contre, leur structure fermée rend le compartiment intérieur
peu accessible (constituant un handicap insurmontable pour qui s’intéresse, par. exemple, au
transport ionique) et leur mode de formation spontané ne permet aucun controle de
I’asymétrie membranaire. Si I’on veut mimer le mieux possible le systéme biologique ( la
membrane biologique est asymétrique et les milieux la bordant aussi ! ), il faut chercher
ailleurs. Notons toutefois que c’est a 1’aide de bicouches de ce type qu’il a été possible de
mettre en évidence, pour la premiere fois, le couplage entre les feuillets lipidiques. Le terme
interdigitation des chaines fait maintenant partie du vocabulaire.

Les films bilipidiques plans se divisent en deux catégories: les films noirs et les films
Montal-Mueller. Les films bilipidiques noirs ou BLM («Black Lipid Membranes») tirent
leur nom de leur apparence sous lumiere blanche. Pour les fabriquer, on perce un orifice
lisse et circulaire au travers d’une partition hydrophobe séparant deux compartiments.
L’orifice est ensuite enduit d’un solvant hydrocarboné. L’on remplit ensuite les deux
compartiments de solution aqueuse au-dessus de 1’orifice. L’expérimentateur badigeonne
alors I’orifice, A 1’aide d’un pinceau ou d’un autre instrument, d’une certaine quantité d’une
solution de lipide. Spontanément, 1’excés de solvant (décane, hexadécane ou autre solvant
organique) est drainé vers la périphérie et la “membrane” s’amincit. L’on peut suivre le
phénomene en éclairant 1’orifice. La membrane passe, selon son épaisseur, du gris, a des
couleurs d’interférence, jusqu’a devenir noire. A ce stade, la membrane fait certainement
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moins de 50 nm d’épaisseur et différentes mesures montrent qu’elle devient alors
bilipidique.

Contrairement aux liposomes, les films noirs permettent un accés direct aux deux
compartiments aqueux. Etant donné aussi leur petit rapport surface/volume, les films noirs
se révelent des outils de choix pour I’étude du transport ionique. Les films noirs ont, par
contre, le désavantage de contenir du solvant. En fait, ce désavantage peut étre amoindri
voire pratiquement éliminé par I’utilisation d’alcanes 2 longues chaines, ou encore en
variant la température (White, 1978). Mais vu la facilité de former des bicouches avec un
solvant A petite chaine comme le décane - et semble-t-il la difficulté de se défaire de
certaines habitudes - le bit blesse toujours. Il .est étonnant de constater que la majorité des
chercheurs reconstituant des protéines-canaux 2 1’aide de cette technique utilisent encore
aujourd’hui du décane (Cukierman & coll., 1988; Lukacs & Moczydlowski, 1991) alors que
I’on sait depuis longtemps que ces bicouches peuvent contenir en leur sein des quantités
appréciables de ce solvant organique. Elliott & coll. (1985) estiment que 1’épaisseur des
bicouches de GMO et de DOPC passe de 2,6 nm lorsque le squaléne est utilisé comme
solvant 2 4,8 nm lorsqu’il s’agit du décane. Une augmentation d’épaisseur de presque un
facteur deux ! 3 Perin & MacDonald (1989), par microphotographie de fluorescence, ont
visualisé, quant a eux, des microlentilles (probablement ‘de solvant) dans des bicouches au
décane. Hormis la présence possible, et parfois certaine, de solvant organique dans la
bicouche, la technique souffre de deux limitations majeures: premiérement, 1’existence
d’une zone périphérique entre la partie bilipidique et la partition hydrophobe («torus»,
«Plateau-Gibbs border») de grande dimension (visible a 1’oeil nu) susceptible d’affecter les
différentes propriétés de la bicouche (White, 1986) et deuxieémement, I’impossibilité de
former des bicouches asymétriques, ce qui limite singulierement 1’étude des potentiels
transmembranaires intrinséques a la nature de la membrane.

La technique mise de 1’avant par Mauricio Montal et Paul Mueller, en 1972, consiste en
’adjonction de deux films lipidiques au niveau d’un petit orifice percé au travers d’une
partition hydrophobe (généralement en téflon) séparant deux compartiments aqueux. Deux
étapes préalables: badigeonner le pourtour de 1’orifice d’un enduit hydrocarboné et étaler un

3 Un tableau de la fraction volumique de solvant dans le film noir se retrouve dans Gliozzi (1980) et
Fettiplace & coll (1975).
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film lipidique 2 la surface de chacun des bassins. Cette demiére étape s’effectue de la méme
maniere que pour la technique des films monomoléculaires, 2 la différence preés que 1’on
dépose ici un exces de lipides 2 I’interface air-eau 4, L’adjonction de ces films s’effectue,
soit en abaissant la partition entre les deux compartiments aqueux (Montal & Mueller,
1972), soit en élevant alternativement (voir figure 1.6) les niveaux d’eau de chaque c6té de
’orifice (Montal, 1974), soit encore en tournant la paroi hydrophobe de maniére a plonger
une ouverture ovoide entre les deux compartiments (Dambacher & Fromherz, 1986). La
technique de Montal-Mueller permet, comme pour les BLM, un controle aisé de la
température, du pH et de la composition ionique de chacun des compartiments aquéux
adjacents a la membrane mais le grand avantage de la technique réside en la possibilité de
former des bicouches asymétriques. Les bicouches planes formées par cette technique
seront ainsi asymétriques si on dépose a I’interface, de part et d’autre de la partition, des
films lipidiques (ou lipoprotéiques) de composition différente. La technique de Montal-
Mueller se distingue favorablement de celle des BLM par les points suivants: 1) possibilité
de former des bicouches asymétriques, ii) trés peu de solvant piégé dans la partie
bilipidique («quasi solvent-free bilayers»), iii) zone périphérique de petites dimensions
(influence moins grande de celle-ci sur la bicouche et plus grande facilité 3 mesurer la
surface proprement bilipidique) et iv) meilleur contrdle de la composition lipidique.

La technique Montal-Mueller fut longtemps la seule A permettre la formation de membranes
asymétriques, mais en juin 1982, une nouvelle technique dite du «tip-dip» fit son apparition
(Wilmsen & coll., 1983). Des bicouches asymétriques sont ici formées en immergeant
successivement 1’extrémité d’une micropipette de verre - en tout point semblable 2 celle
utilisée en 1976 par Neher & Sakmann - au travers de deux films lipidiques 2 1’interface air-
eau de composition différente. Cette technique rejoint donc, en essence, celle de Montal-
Mueller. Elle permet de plus, vu la petitesse de la membrane formée, des mesures
électriques beaucoup plus fines. Elle n’exige aussi que d’infimes quantités de matériel
biologique. Mais - revers de la médaille -, cette nouvelle technique n’est pas de tout repos et
seuls quelques laboratoires sur la planéte maitrisent cette technique (Coronado & Latorre,
1983; Hamamoto & Montal, 1986; Rojas & Pollard, 1987).

4 Des expériences menées au laboratoire ont démontré que nous ne pouvons former des bicouches 2 partir
de films strictement monomoléculaires (Tancréde & coll., 1983). Malheureusement, 1’on retrouve encore dans
la littérature I’appellation “bicouches formées 2 partir de monocouches” («bilayer made from monolayers»).
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Une autre possibilité de former des bicouches asymétriques serait d’exciser a 1’aide d’une
micropipette une portion d’une bicouche asymétrique du type Montal-Mueller. Cela ne doit
pas étre aisé puisqu’aucune tentative n’a été rapportée dans la littérature.

Le travail, ici présenté, concerne la caractérisation de la barriére de potentiel existant au
sein de bicouches asymétriques. Cette caractérisation permettra éventuellement d’ évaluer
le potentiel transmembranaire et de corréler cette valeur avec le degré d’asymétrie de la
membrane ou encore de la relier d une modification de la composition des milieux ioniques
bordant la membrane. Les membranes utilisées pour I’étude seront formées a I'aide de la
technique conventionnelle de Montal. Il s’agit maintenant d’ examiner par quels moyens

nous pouvons mesurer ces potentiels membranaires.

1.4 Mesure des potentiels membranaires

Les bicouches Montal-Mueller étant des structures fragiles, on ne peut, contrairement aux
liposomes et aux films monomoléculaires, les étudier par une panoplie de techniques. Notre
chbix se limite ici & la spectroscopie de fluorescence (vu sa grande sensibilité) et les
mesures électriques (aisées, vu la configuration du systéme). Dans les deux cas, il est
possible de mesurer les potentiels existant a la surface et au sein de la bicouche Montal-
Mueller.

1.4.1 Méthodes spectroscopiques

En plus de requérir une instrumentation un peu lourde & mettre en oeuvre (Robert & coll.,
1985), I’emploi de sondes fluorescentes amphipathiques comporte deux désavantages
majeurs. Premiérement, ces sondes ne sondent qu’un endroit particulier de la membrane et,
par conséquent, nous devons utiliser une série de sondes différentes si 1’on veut sonder sur
toute l’épaisseur de la membrane. Deuxiemement, les intensités de fluorescence sont
difficilement “traduites” en mesures de potentiel. Plusieurs raisons sont a 1’origine de
I’actuelle difficulté de “traduction”: parmi celles-ci mentionnons la localisation imprécise
de la sonde dans la membrane (et parfois variable, surtout a forte concentration), I’absence
d’une échelle de rendement quantique en fonction des parameétres physiques du milieu (la
permittivité diélectrique et la microviscosité par exemple), les différences d’affinité de la
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sonde pour les différents constituants membranaires, la modification de 1’environnement
électrostatique a 1’étude (les sondes fluorescentes étant évidemment chargées) et la
possibilité de diffusion de 'autre c6té de la membrane (perte de signal). La sonde
fluorescente qui posseéderait les attributs les plus recherchés demeure, selon Cafiso & coll.
(1989), le TNS, une sonde se localisant a la surface de la membrane. Aucune mesure n’a
toutefois été faite A ce jour sur une membrane Montal-Mueller. I faut dire que deux équipes
seulement ont publié des résultats de fluorescence sur bicouches Montal-Mueller (Fahey &
Webb, 1978 et Robert & coll., 1985).

1.4.2 Méthodes électriques

Par contre, les mesures électriques, en particulier les mesures de capacité en fonction de la
tension et les mesures de conductance de bicouches dopées avec des ionophores (canaux et
transporteurs) ou encore avec des ions liposolubles, nous apportent de précieuses
indications sur les potentiels membranaires.

Les mesures de capacité en fonction de la tension permettent de déterminer le potentiel 2 la
surface de la membrane sans 1’utilisation de sondes extrinséques de potentiel. La technique
repose sur le phénomene d’électrocompression. A I’instar d’un condensateur soumis 2 une
différence de potentiel, la membrane soumise 2 une différence de potentiel
transmembranaire subit une compression mécanique qui tend 3 amincir la membrane. Cette
force, proportionnelle au carré de la différence de potentiel, s’annule lorsque la différence
de potentiel est égale & zéro. La mesure de capacité étant inversement proportionnelle 2
I’épaisseur du milieu hydrocarboné (nous verrons cela au chapitre 3), la capacité sera
minimale lorsque la bicouche ne sera soumise 2 aucune force électrocompressive. Pour une
bicouche symétrique, dans des conditions symétriques, cela se produira sans que 1’on ait 2
appliquer une différence de potentiel externe. Par contre, si la membrane est sujette a une
différence de potentiel transmembranaire, nous devrons, pour obtenir une capacité
minimale, appliquer une différence de potentiel égale et de signe opposé a la différence de
potentiel transmembranaire. Cette technique de détermination du potentiel
transmembranaire est appelée dans la littérature « capacitance minimization technique ».

Depuis 1966 (Babakov & coll.), de nombreux chercheurs ont effectué des mesures de
capacité en fonction de la tension afin d’évaluer la compressibilité des films noirs, mais en
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ce qui concerne les films Montal-Mueller, il a fallu attendre 1’étude d’Alvarez & Latorre en
1978. Cela s’explique du fait que les bicouches Montal-Mueller, étant pratiquement
exemptes de solvant, sont peu compressibles et qu’il faut donc, si 1’on veut prendre une
courbe capacité-tension digne de ce nom, se doter d’un dispositif de mesure capable de
mesurer des variations de capacité de 1’ordre de 0,01%. Seules deux équipes, 1’une
américaine (Vodyanoy & coll., 1988) et ’autre japonaise (Toyama & coll., 1991), ont su
renouveler I’exploit. En plus d’étre techniquement exigeantes, les mesures capacité-tension
ne fournissent aucune indication sur le potentiel a I’intérieur de la bicouche ni sur la valeur
absolue des potentiels sur chacune des interfaces membranaires.

Par contre, grice aux mesures de conductance de bicouches dopées, un profil du potentiel
intramembranaire peut €tre dessiné. Cela se congoit aisément puisqu’ici nos indicateurs de
potentiels traversent entiérement la bicouche. Néanmoins, il faut s’assurer que la sonde de
potentiel n’affecte pas le potentiel que I’on veut déterminer. Ces deux techniques (mesures
de capacité et de conductance) se completent bien et 1’idéal serait de les utiliser toutes deux,
mais vu la contrainte technique mentionnée plus haut, notre projet et nos propos porteront
sur les mesures de conductance de bicouches dopées 3.

Par mesure de conductance, nous entendons a la fois la conductance statique a faible
tension, obtenue en divisant le courant traversant la membrane 2 une tension fixe par la
valeur de cette tension, et la mesure de conductance en fonction de la tension, que 1’on
obtient en mesurant le courant 3 différentes tensions (en régime dynamique ou non). Les
bicouches phospholipidiques étant de nature trés peu conductrices, la détermination des
potentiels par la mesure de la conductance nécessite 1’utilisation d’ionophores (favorisant le
transport des ions) ou d’ions liposolubles (traversant facilement la bicouche). Des canaux,
transporteurs et ions liposolubles, les seconds sont les plus utilisés en tant que sondes de
potentiel. Rappelons que les canaux sont des peptides ou des protéines traversant
entierement la bicouche et qui, comme leur nom I’indique, laissent un passage aux ions. Le
hic ici c’est que ceux-ci en passant 3 l’intérieur du canal ne ressentent, au travers du
squelette polypeptidique, qu’un fade reflet du potentiel intramembranaire. Sans oublier que
des charges a I’entrée du canal peuvent affecter la conductance membranaire. En ce qui

5 Par bicouches dopées, nous entendons des bicouches incorporant un constituant supplémentaire. Cette
incorporation peut se faire, soit via les phases aqueuses bordant la membrane, soit en déposant la substance de
concert avec les lipides a I’interface.
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concemne les ions liposolubles, la situation n’est pas facile non plus. Les ions liposolubles
traversent bien la bicouche et font en sorte que les courants deviennent facilement
mesurables mais leur affinité pour la membrane est telle qu’ils perturbent la barriére de
potentiel que 1’on veut mesurer. Par contre, les transporteurs utilisés comme sondes de
potentiel ne sont pas chargés et sont moins sensibles 3 des situations de ce type. Les
transporteurs fixent un ion d’un c6té de la membrane, ressentent le champ électrique,
traversent la bicouche et relarguent leur “charge” sur 1’autre face, préts a intervenir de
nouveau. Pour ces raisons et vu 1’abondance de la littérature, nous opterons pour 1’emploi
de transporteurs. Des transporteurs habituellement utilisés (beauvericine, enniatine,
nonactine, trinactine, valinomycine), nous retiendrons la nonactine, pour des raisons qui

apparaitront plus évidentes au chapitre 2.

En résumé, nous comptons caractériser les potentiels électrostatiques des bicouches
phospholipidiques du type Montal-Mueller en les dopant a la nonactine et en effectuant des
mesures courant-tension. Nous verrons au chapitre 2 quelle est la nature de ces potentiels
et comment I'on peut extraire la barriére de potentiel des courbes courant-tension
obtenues. La méthodologie expérimentale employée sera décrite au chapitre 3. Au chapitre -
suivant apparaitront différentes observations concernant la formation de la bicouche
Montal-Mueller et les petits caprices de la technique. L' ensemble des résultats obtenus

seront présentés et discutés au chapitre 5. Une discussion générale suivra.



CHAPITRE 1I

ASPECTS CONCEPTUELS ET THEORIQUES

2.0 Introduction

Considérant 1’importance du cadre théorique - d’un cadre intelligible - dans toute entreprise
" scientifique, nous avons cru bon de lui accorder ici une place de choix. L’ekposé de ce
cadre théorique se veut général, précis et cohérent. Il apparaitra & certains comme une
enflure un peu exagérée, mais permettra 3 d’autres, nous espérons, une lecture plus fine des
données présentées ainsi que des propos s’y joignant.

Ce chapitre se divise en trois sections: la premiére portera sur la modélisation de la barriére
de potentiel d’une bicouche asymétrique, la seconde, plus courte, sur le mécanisme d’action
d’un transporteur, et la troisi¢me, sur la modélisation du transport de particules chargées
dans un champ électrique.

2.1 Les potentiels membranaires

Cette section traitera 2 la fois des potentiels intrinséques 2 la membrane (potentiel de Gouy
et potentiel dipolaire) et des potentiels reliés a 1'interaction de la charge-sonde avec la
membrane (potentiel de Born, potentiel des forces images et potentiel de distribution). Le
potentiel de Gouy est dii a la présence de charges nettes a la surface de la membrane, tandis
que le potentiel dipolaire est dii a la présence de dipdles a 1’interface membranaire.
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2.1.0 Terminologie

La situation peut vite devenir embrouillée si I’on ne prend garde 2 la signification physique
des termes utilisés. Il faut s’assurer toujours de la signification physique des termes utilisés
et se la garder présente a l’esprit. Nos concepts: ce sont nos objets et nos outils de
recherche. Nous nous devons d’en prendre soin. A ce stade ci, deux termes se doivent d’étre
éclaircis: ceux de “potentiel de membrane” et de “potentiel de surface”. Pour les autres

concepts, nous ferons, le temps venu, les distinctions qui s’imposent.

Généralement les physiologistes utilisent le terme potentiel de membrane («membrane
potential») pour désigner la différence de potentiel électrique que 1’on peut mesurer a 1’aide
de microélectrodes entre les milieux intra- et extracellulaires. Toute différence de
concentration (ou de maniére moins restrictive, d’activité) d’'une ou de plusieurs espéces
chargées de part et d’autre d’une barriére semi-perméable crée une différence de potentiel
de ce type. Ainsi, une différence de concentration d’un ion monovalent d’un facteur 10 de
part et d’autre d’une membrane perméable A cet ion crée entre les deux compaftiments une
différence de potentiel-d’environ 60 mV. Mais ce qu’il faut souligner ici c’est que les
différences de potentiels mesurées, méme a 10 nm de la surface membranaire, ne sont pas
nécessairement celles existant tout juste aux abords de la membrane. Rappelons-nous que
les membranes biologiques sont électrostatiquement asymétriques. Ainsi, si a 1’aide
d’électrodes 1’on mesure sur des neurones au repos une différence de potentiel de 1’ordre de
-70 mV (I’intérieur de la cellule étant plus négatif que 1’extérieur), il ne faut pas en conclure
que la différence de potentiel transmembranaire (la différence de potentiel de part et d’autre
de I’axolemme) est de -70 mV. Une trés belle étude d’Heinrich & coll. (1982) montre que
la différence de potentiel transmembranaire de part et d’autre de la membrane
érythrocytaire peut différer de plus de 100 mV de celle mesurée avec des microélectrodes.
Elle peut également étre de signe opposé. Ce phénomene a été observé expérimentalement
sur la membrane de vacuoles isolées (Barbier-Brygoo & coll.,, 1985). Les auteurs
obtiennent une différence de potentiel de +13 mV avec des microélectrodes et de -60 mV a
’aide d’une sonde moléculaire (I’ion liposoluble TPP*).

Les potentiels reliés au déséquilibre des activités des espeéces ioniques sont discutés
abondamment dans de nombreux volumes (Heinz,_ 1981; Finkelstein & Mauro, 1977;
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Matthews, 1986). Ils ne feront pas ici I’objet d’un traitement particulier. Signalons en
terminant que ces potentiels, décrits par la loi de Nernst ou par la loi plus générale de
Goldman-Hodgkin-Katz, sont parfois appelés potentiels de diffusion, potentiels nernstiens

ou encore potentiels macroscopiques.

Par potentiels membranaires, il faut entendre ceux présents 2 la surface (ou trés pres) de la
membrane et au sein méme de celle-ci. IIs sont intimement reliés 2 la structure et a la
composition de la membrane (biologique ou modele), mais également des milieux la
bordant. La mesure des potentiels membranaires réclame, contrairement aux potentiels
nemstiens, 1’emploi d’indicateurs de dimension moléculaire (voir section 1.4), 1’épaisseur

de la membrane n’atteignant, sauf exception, que 5 & 7 nanometres tout au plus.

Examinons maintenant le second terme ambigu, celui de potentiel de surface («surface
potential»). Pour un chercheur spécialiste des films monomoléculaires, le potentiel de
surface n’a pas la méme signification que pour celui s’escrimant sur des bicouches
lipidiques planes; pourtant, les deux oeuvrent dans la méme sphere de recherche, celle des
modeles de membranes biologiques. Ce qu’il faut remarquer ici, et c’est ce qui cause
souvent ’embarras, c’est qu’un méme terme général fait référence 2 deux situations

différentes bien précises.

Dans la littérature des films monomoléculaires, le terme potentiel de surface référe a la
mesure de la variation du potentiel de Volta 6 A I’interface air-eau (ou air-huile) suite 2 la
présence d’un film (monomoléculaire ou non) d’un amphiphile. Le potentiel de surface est
alors symbolisé par AV. Dans la littérature des bicouches planes, et des membranes en
général, le potentiel de surface correspond au potentiel dii A la double couche électrique a
une position x =0 définie comme étant la “surface” de la membrane. Il est symbolisé
généralement par yo. En fait, les deux dénominations sont trompeuses car dans le premier
cas AV inclut, outre le potentiel yo (dans I’éventualité d’un amphiphile chargé), des
potentiels contribuant au potentiel a 1’intérieur de la membrane (potentiel dipolaire et de
distribution); alors que dans le second cas, le potentiel de surface (ou plus précisément le
potentiel 2 la surface) réfeére a la seule contribution du potentiel di a la double couche

6  Le potentiel de Volta est défini par la différence entre les potentiels extérieurs de deux phases de
composition différente (Hunter, 1981).
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électrique a la surface. Ceci explique que 1’on puisse lire qu'un film de PE posséde un
potentiel de surface de +420 mV (s’il s’agit d’un film de PE 2 I’interface air-eau) et, par
ailleurs, qu’un film de PE (s’il s’agit d’un film bilipidique de PE) ne posséde pas de
potentiel de surface !

Ainsi donc, au lieu de potentiel de surface, nous utiliserons pour AV le terme différence de
potentiel & I'interface air-eatet, indistinctement les termes potentiels de Gouy 2 la surface et
potentiel di a 1a double couche 3 la surfacdorsqu’il sera question de yy.

2.1.1 Potentiel dii 2 la double couche électrique ou potentiel de Gouy

Nous discuterons dans un premier temps de la notion de double couche électrique. Nous
exposerons ensuite 1’essentiel de la théorie qui lui est depuis longtemps associée, la théorie
de Gouy-Chapman (équations-clé, domaine de validité). Dans la méme foulée, nous
traiterons de 1’adsorption d’espéces ioniques sur une surface chargée (théorie de Gouy-
Chapman-Stern) et des complications s’y rattachant. Nous attaquerons ensuite la seconde
contribution au .potentiel membranaire intrinséque, le potentiel dipolaire.

2.1.1.1 Notion de double couche électrique

Imaginons un métal possédant a sa surface une charge électrique nette que 1’on plonge dans
un milieu (une solution d’électrolytes) contenant un grand nombre de charges mobiles
(ions). Ce milieu, macroscopique, contient un nombre égal de charges positives et de
charges négatives (électroneutralité de la phase solution électrolytique). Evidemment, en
plongeant le métal chargé dans la solution, nous assistons au voisinage de I’interface métal-
solution 2 une redistribution spatiale des espéces ioniques: les ions de signe opposé au signe
de la charge surfacique (les contre-ions) se rapprochent de I'interface alors que les ions de
méme signe (les co-ions) sont repoussés vers le coeur de la solution («bulk water phase»).
La petite région de la solution prés de ’interface n’est donc plus électroneutre. Nous y
retrouvons un exces de contre-ions et cet exceés correspond exactement a la charge portée
par le métal: le systtme métal-solution environnante est électroneutre, tout comme le
systéme en son entier. Nous nous retrouvons donc avec une couche de charges a la surface
et une seconde “couche” de charges de signe opposé tout juste a coté dans la solution, d’ou

’appellation double couche électrique
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Qui dit exces, ou séparation de charges, dit différence de potentiel électrique. Mais pour
quantifier ce potentiel, nous devons connaitre la distribution spatiale des charges dans la
solution. Gouy en 1910 et Chapman en 1913 avancérent une théorie dite de la double
couche diffuse selon laquelle les ions se retrouvent répartis statistiquement dans la solution
(d’ou le terme diffus). Signalons que c’est grice aux faibles interactions s’exergant entre les
molécules qu’une distribution statistique définie peut apparaitre 7 (il n’est pas question ici
d’une distribution au hasard !). Plus précisément, la concentration des ions varie tout au
long de la couche diffuse dépendamment du champ électrique local que ressent 1’ion. II faut
se rendre compte qu’au champ émis par la surface chargée s’ajoute celui dii aux ions eux-
mémes; et c’est ce champ résultant (local) qui régit la distribution des ions, laquelle... La
situation, comme nous le voyons déja, ne frdle pas I’évidence.

La distribution ionique ne dépend pas seulement du champ électrique local mais aussi de la
température. A haute température, la tendance diffusionnelle des ions est augmentée et la
couche devient plus diffuse, plus étendue. L’inverse se produit 3 basse température, la
couche devenant plus compacte. Plus exactement, la concentration de 1’espéce chargée
dépend du rapport entre 1’énergie potentielle électrique, U,, et I’énergie thermique, kT.
Ainsi lorsque nous nous éloignons de la surface, le rapport U, / kT diminue, de méme que
le rapport contre-ions / co-ions, jusqu’a ce que loin de la surface, lorsque U, << kT, la
concentration des ions dans la couche diffuse ne diffeére plus de celle existant dans le coeur
de phase. Les concentrations de co-ions et de contre-ions redeviennent égales et la notion
de couche électrique perd son sens. Nous retrouvons 2 la figure 2.1, une illustration des
doubles couches se trouvant au voisinage d’une membrane chargée. Le profil des
concentrations et des potentiels y est représenté.

7 En termes plus techniques, ces faibles interactions amenent l'ergodicité du syst®me (Léontovitch, 1986,
p-196)
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Fig. 2. lon distribution profile, p,, ;(x) (A), and electrostatic poten-
tial, ¢,,(x)=y(x) (B), near a charged membrane with an applied
transmembrane potental, Ay,, =V and surface potential ¢4, Dashed
line depicts the distribution of co-ions and full line of counterions.
Owing to the juxtaposition of the structural and counterionic charges
and because the concentration of the latter falls-off continuously with
separation from the surface (see symbols with a plus sign in the upper
picture) it is customary to speak of the surface associated ionic diffuse
double layer. Far from the membrane the concentration of counter-
ions and co-ions is the same as in the bulk (¢, ). Dotted line in the
lower graph delineates the range to which the electrostatic interactions
typically play an important rdle; this range is proportional to Debye
screening length, A.

Figure 2.1. — Olustration des doubles couches électriques bordant une membrane. En A: profil de
la concentration des co-ions et des contre-ions. En B: profil du potentiel di 2 la présence des
doubles couches . (Tiré de Cevc, 1990). - ‘
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2.1.1.2 Théorie de Gouy-Chapman

Quelle est 1’énergie potentielle d’une charge positive se trouvant 3 une distance x de la
surface chargée ? D’une charge se trouvant tout juste 2 la surface (2 x =0) ? Quelle est la
valeur du potentiel électrique en tout point 2 I’intérieur de la couche diffuse ? Quelle est la
concentration ionique a une distance x ? La théorie de Gouy-Chapman permet de répondre
a ces questions.

La théorie repose sur deux équations fondamentales: celle de Poisson et celle de
Boltzmann. L’équation de Poisson permet de relier densité volumique (nette) de charge et
potentiel électrique, et ceci en tout point de 1’espace 3. Si la surface chargée est plane et

infinie, le champ électrique émis par la surface est rigoureusement perpendiculaire 2 la
surface et la redistribution des ions ne s’effectue que dans cette direction (disons 1’axe des
x). Les concentrations ioniques sont constantes selon y et z, tout comme le champ et le
potentiel électriques. S’il en est ainsi et que nous considérons de plus le milieu
électrolytique comme un diélectrique homogeéne (c.-3-d. un diélectrique dont la permittivité
relative ne dépend pas des coordonnées x,y,z), I’équation de Poisson prend la forme
simplifiée suivante : ' '

Dy () =- L& [21]
€0 Ew
wi(x) : potentiel électrostatique A une distance x de I’interface (V)
€0 : permittivité du vide ( = 8,854 188 pFem’l)
€w : permittivité relative du milieu (-)
p (x) : densité volumique de charge 2 une distance x ( Cem3)

La densité nette de charges, égale 2 la différence entre la densité des charges positives et
négatives, est donnée par:

8  Notons ici que si, mathématiquement, les volumes peuvent tendre vers l'infiniment petit; il n'en est pas
de méme physiquement, ol le petit ne se rapetisse pas indéfiniment.
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n
px)= Y, ZSCi(x) [22]
i=1
Z; : valence de I’ioni (positive pour les cations, négative pour les anions)
3 : constante de Faraday (= 96 484,6 Cemol’!)
Ci(x) : concentration de I’ion i 2 une distance x ( molent?3 )

Signalons que la sommation s’effectue sur toutes les espéces ioniques i (cations et anions

compris). Il en sera de méme pour les équations subséquentes.

Mais voild: quelle est la concentration de 1’espéce ionique i en fonction de la distance de
I’interface ? Comment relier C;(x) et x ?... A I'équilibre le potentiel électrochimique de
I’ion dans la solution, LTi est partout le méme, que ce soit & I’'intérieur de la couche diffuse

(x € [0,00[ ) ou dans le coeur de phase (X =0) :

Hi (X) = 1 (o) [2.3]

A pression et température constantes, i peut s’exprimer, en posant le coefficient d’activité

égal 2 1 comme :
~ ~0 ' ’
Hi (x) = Wi (x) +RT In G; (x) + Z; S w(x) [24]
7o . ; i -1
i : potentiel électrochimique standard ( Jemol ~*)
R : constante des gaz parfaits ( = 8,3144 Jemol ~1.K-1)

En substituant 1’équation 2.4 dans 2.3 nous obtenons 1’équation de Boltzmann :

“Zi3 ) \"(x)} [25]

Ci(x) =G (=) exp[ RT

C; (=) : concentration de I'ion i dans le coeur de phase ( molenr3 )

Et en jumelant les équations 2.1 et 2.5, celle de Poisson-Boltzmann:
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-LSwuq

Df ¥ (X)=- (E0 &) * Z Z: 3 Ci (=) eXP{ =T

i=1

[2.6]

Cette derniere opération, d’apparence somme toute anodine, constitue la pierre
d’achoppement de la théorie de Gouy-Chapman. Nous verrons plus loin pourquoi il en est
ainsi. L’équation de Poisson-Boltzmann est une équation différentielle du deuxime ordre,
non linéaire (la quantité cherchée y figurant dans 1’argument de 1’exponentielle), ne
possédant pas de solution analytique. Il existe cependant quelques cas particuliers pour
lesquels la résolution de 1’équation est possible. Ainsi par exemple pour un mélange
d’électrolytes symétriques soit univalents (type 1:1) tels le KCI et le NaCl, soit divalents
(type 2:2) comme le MgSO, et le CaCO;, ou encore tri- ou tétravalents. Pour ces cas
particulierement simples, nous pouvons résoudre analytiquement 1’équation 2.6 et la
solution, reliant explicitement y, C; et X, s’avere celle recherchée.

En intégrant 1’équation 2.6 une premitre fdis entre y =0 et ¥ =y, nous obtenons, D,y(x)
valant 0 A y =0 (c’est 4 dire 2 x = oo):

h

(2R, X e —'Zis‘l’(x)]- }
Dy y(x) =% (80_8“,) ; Ci( ){eXP{ RT 1 [2.7]

Pour un mélange de sels d’un seul type Z-Z :

i=1

28]

8 RT Y, Cj()
Dy w(x) = - mh[

-stmJ

€0 Ew 2 RT

Regroupant les termes de 1’équation 2.8 en y a gauche et ceux en x a droite, puis en
intégrant d’un cdté entre y = y et y = y(0) et de I'autre entre x =x et x =0, il vient :

9= 4R oo 2390 o ) s
y A 4 RT
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avec
242 ¢
273 Y, C(o)
K= i=1
€ & RT
y(0) : potentiel électrostatique de la double couche 2 la surface (V)
K : inverse de la longueur de Debye (m-1)

Le profil de décroissance du potentiel connu, il nous faut maintenant déterminer y(0) afin
de connaitre la valeur absolue de y(x). Cela s’avere possible si la densité superficielle de
charges, 0 , est connue. En effet, en vertu de 1’électroneutralité du syst¢me surface-solution,
nous pouvons écrire :

c=- J‘ p (x) dx [2.10]

c * densité superficielle de charges ( Cem2 )

et en utilisant I’équation de Poisson, nous obtenons :

='(£0€w)'Dx W(x)|x=0 [2'11]

Substituant dans 2.11 la valeur de D,y 3 x =0 obtenue grice a 1’équation 2.8 nous
obtenons, pour tout mélange d’électrolytes, 1’équation suivante :

n th
c=*x|2¢¢, RT-z G, (o0) {exp['Z‘E—TW(O)]-l } [2.12]

i=1

Cette derniere relation est connue sous le nom d’équation de Grahame Pour un mélange
d’électrolytes symétriques de méme valence, la sommation se simplifie et une relation
simple entre G et Y(0) peut étre obtenue : '
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o=,\/8.eoewRToz C; () osinh[%;fémj [2.12]

i=1

Cette relation est connue sous le nom d’équation de Gouy. (Pour une dérivation compléte
des équations 2.9 et 2.12 voir Fripiat & coll., 1971, § 7.1)

Pour un mélange d’électrolytes un peu plus compliqué, 1’équation de Poisson-Boltzmann se
montre intraitable, ou 2 tout le moins difficilement traitable, méme pour une géométrie
plane. Quelques cas seulement se sont trouvés résolus a ce jour. Il s’agit des mélanges
d’électrolytes de type 1:1 et 2:2 (KCI + MgSO, p.ex.) (Barber & coll., 1977), de type 1:1 et
2:1 (KC1+ CaCl, p.ex.) (Abraham-Schrauner, 1975; Rubin & Barber, 1980), et de 'type 1:1,
2:1, 1:2 et 2:2 (Bentz & Nir, 1980).

2.1.1.3 Inconsistance fondamentale de la théorie de Gouy-Chapman

Nous disions au paragraphe précédent qu’il n’existe pas de solution générale de 1’équation
de Poisson-Boltzmann. Nous pouvons par contre, peu importe le mélange d’électrolytes,
trouver une solution numérique. Mais le calcul fiit-il le plus précis, la solution demeurera
toujours entachée d’une erreur: erreur que ’on peut qualifier de fondamentale parce
qu’inhérente 2 la théorie. Cette erreur survient lorsque nous associons les équations de
Poisson et de Boltzmann.

La plupart des auteurs (McLaughlin, 1977; Barber, 1980) aménent I’inconsistance sur le
tapis en affirmant, sans cérémonie aucune, que le potentiel apparaissant dans le membre de
droite (équation de Poisson) est le potentiel électrostatique moyen alors que celui
apparaissant 3 gauche (équation de Boltzmann) est le potentiel agissant sur I’ion. Les deux
potentiels n’étant pas équivalents, ’'un étant macroscopique et 1’autre microscopique
(micropotentiel), 1’équation s’en trouverait faussée.

Le probléme de l’inconsistance fondamentale peut €tre posé de différentes manieres.
Certains auteurs (Bockris & Reddy, 1970; Conway, 1970; Quintin, 1970) I’abordent du c6té
“Poisson”, en faisant remarquer que I’équation de Poisson repose implicitement sur la
superposition des potentiels électriques; ce qui en 1’occurrence n’est pas le cas puisque la
relation entre densité de charges et potentiel, donnée par la loi de Boltzmann, n’est pas
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linéaire. L’équation de Poisson n’est d’ailleurs strictement valable que pour des potentiels
dérivés de forces en 1/r2 (forces centrales) comme les forces coulombiennes (Kalachnikov,
1980, p. 29). Quintin souligne aussi que pour des solutions concentrées, le potentiel que
ressent un ion dépend fortement de la position des ions du voisinage et que la densité
volumique de charge ne peut alors étre considérée continue, ce qui est contraire 2 1’esprit de
la loi de Poisson (I’infiniment petit cause ici probléme...).

Dans le méme ordre d’idées, nous pouvons mettre le doigt sur 1’inconsistance fondamentale
en faisant passer ’équation de Poisson, pour le cas qui nous préoccupe, d’une forme
macroscopique 2 une forme microscopique. L’on peut démontrer que 1’inconsistance peut
étre levée - dans cet ordre d’idées - si la valeur moyenne <exp(Z3y/RT)> est & peu prés
égale 2 exp <Z3y/RT> . Cela vaut pour des potentiels plus petits que 25 mV environ.

D’autres auteurs regardent le probléme par la droite en critiquant I’équation de Boltzmann
telle qu’apparaissant a I’équation 2.5. Poser d’emblée le coefficient d’activité comme étant
égal A 1, c’est plut6t baroque, avouons-le. Une démonstration plus rigoureuse nous aurait
amené une expression similaire ol I’argument de 1’exponentielle serait donné par W / RT,
ou W est le potentiel de force moyenne Le potentiel de force moyenne corresi)ond selon

Bockris & Reddy (1970) a 1’énergie nécessaire pour amener la concentration ionique de
C,(e) 2 C(x), en incluant les interactions a courte portée, non coulombiennes. Le potentiel
est dit de force moyenne car il est calculé en faisant une moyenne dans le temps des
interactions. Dans les volumes plus spécialisés (Fowler & Guggenheim, 1965; Fowler,
1966), le potentiel de force moyenne entre un ion i et un ion j est défini comme étant le
travail requis pour amener de 1’infini I’ion i 2 une distance r de j, travail moyenné en tenant
compte de toutes les configurations possibles des autres ions. Léontovitch (1986) a la page
216 résume:

“ On notera que lorsqu’ on ne peut pas négliger les forces d’interaction mutuelle entre
les particules, la formule de Boltzmann cesse en général d étre valable (...). Dans
certains cas, les forces s’ exer¢ant sur une particule peuvent étre assimilées, de facon
approchée, a des forces extérieures (en posant que la distribution de toutes les autres
particules est donnée). On peut alors utiliser I’équation de Boltzmann pour la
distribution des particules suivant les vitesses et les coordonnées en tant que formule
approchée. ” '
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Les thermodynamiciens statisticiens (Fowler, 1966; Fowler & Guggenheim, 1965; Miinster,
1974) traitent le probléme de I’inconsistance de la maniere qui m’apparait la plus adéquate.
Ces auteurs, A I’aide des outils et méthodes de la mécanique statistique (équations
intégrales, «cluster theories», etc.), examinent 1’équation de Poisson-Boltzmann sous tous
ses revers, en testent “l’auto-consistance” et finalement déterminent les conditions de
validité de 1’équation. Si ces conditions ne sont pas respectées, les fluctuations deviennent
importantes (le potentiel de force moyenne s’écarte de sa valeur moyenne et du potentiel
électrostatique moyen) et 1’équation de Poisson-Boltzmann perd alors sa consistance.
L’équation peut étre prise en défaut si par exemple la force ionique est trop élevée ou si les
rayons ioniques sont trop petits.

2.1.1.4 Autres limitations de la théorie de Gouy-Chapman

Comme nous venons de le voir la théorie de Gouy-Chapman est viciée en son sein méme.
Sauf approximations, le potentiel électrostatique moyen n’est pas égal au potentiel de force
moyenne. Pour certains, le probléme en est un de forme, mais tellement sérieux que
I’approche doit étre rejetée. D’autres - plus pragmatiques dirions-nous - relativisent le
probléme: le cadre de la théorie de Gouy-Chapman est un cadre théorique acceptable, avec
ses limitations, comme tout cadre théorique. Ce qui compte selon eux, c’est de garder les
limitations de la théorie présentes a 1’esprit, et ticher si possible de les lever. Prenons pour
I’instant le parti de ces demniers et regardons ce que la théorie présuppose. ‘

La théorie de Gouy-Chapman présuppose une surface i) infiniment plane ou les charges.
surfaciques seraient ii) réparties uniformément (de maniere 3 former un continuum de
charges et iii) limitées & ce plan. Le milieu liquide de la couche diffuse est considéré
comme iv) non structuré, et ayant v) une méme permittivité relative en tout point. Les ions
sont considérés comme étant vi) ponctuels, et les seules forces s’exercant sur eux sont
vii) d’origine coulombienne. De plus la théorie ne tient aucunement compte de la possibilité
viii) d’une pénétration des ions en decd du plan chargé ou encore ix) d’une adsorption
(spécifique ou non) de ces mémes ions 2 la surface.

Plusieurs chercheurs ont tenté de corriger les équations afin de tenir compte de ces
limitations, d’approcher la théorie (idéale) du terrain expérimental en quelque sorte. Mais
cet exercice s’est souvent accompli au prix de mille complications. Prenons le cas de la



42

permittivité de la double couche. Celle-ci dépend en grande partie du degré de polarisation
orientationnelle des molécules de solvant (lequel est fonction du champ électrique local),
mais dépend aussi des concentrations ioniques (dépendant du potentiel de force moyenne),
de I’électrostriction des molécules de solvant (dépendant du champ environnant et de la
compressibilité du solvant) et de I’organisation du liquide (longueurs de corrélation, etc.).
Or le potentiel de force moyenne dépend des interactions a courte portée ion-ion et ion-
solvant, lesquelles peuvent étre abordées par le biais des forces d’hydratation (lesquelles
sont fonctions de la charge et du rayon de I’ion, et de la permittivité du coeur de phase et de
celle de la couche diffuse) ou encore en ajoutant au potentiel électrostatique moyen, le
potentiel de cavité 2, le potentiel de self-atmosphere 10 (fonction du rayon ionique, de la
force ionique et du potentiel électrostatique moyen), le potentiel di a la polarisation des
ions et des molécules de solvant !, le potentiel dii aux forces images s’exergant sur 1’ion et
son nuage au voisinage de la surface chargée (fonction du rayon ionique, de la force
ionique, de la distance de I’interface, de la permittivité du milieu au-dela de I’interface), etc.
Comme ces potentiels dépendent de la permittivité du milieu, la situation devient vite
inextricable. Et je n’ai discuté que de la permittivité relative...

Personne n’a pu'a ce jour tenir compte de toutes ces corrections dans leur ensembIe.
Quelques-unes toutefois ont pu étre mieux cernées. Parmi ces tentatives, plusieurs méritent
d’étre soulignées. Mentionnons i) I’article d’Ohshima, Healy & White (1982) ou nous
retrouvons une solution analytique trés précise de 1’équation de Poisson-Boltzmann pour
une double couche sphérique et celui de James & Williams (1985) pour une solution
numérique s’appliquant a toute géométrie, ii) les articles de Nelson & McQuarrie (1975),
Sauvé & Ohki (1979), et Duniec & Thome (1983) sur les effets de charges discretes,
iii) I’article de Cevc, Svetina & Zeks (1981) sur I’effet de distributions transverses de

9 L'ion de par sa simple présence crée une cavité dans le milieu diélectrique et ce faisant, affecte la
permittivité du milieu (effet cavité). La perturbation du potentiel moyen environnant est appelée potentiel de
cavité (Hurwitz, 1978).

10 Le potentiel de self-atmosphere tient compte de la perturbation du potentiel moyen suite 2 la
modification de la distribution de charges dans la couche diffuse par le nuage ionique d'un ion donné. I tient
compte autrement dit de la différence entre le potentiel causé par une distribution moyenne de charges dans la
couche diffuse lorsqu'un ion est fixe A une position x et le potentiel provenant d'une distribution ol aucun ion
n'a de statut particulier (Hurwitz, 1978).

11 Les ions et les molécules de solvant se polarisent en passant du coeur de phase, odt le champ électrique
est nul, 2 la couche diffuse, oil le champ électrique devient r2s important (Barlow, 1970).
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charges de surface sur les profils de potentiel, iv) les travaux de 1’équipe de Cevc (voir
Cevc & Marsh, 1987, chapitre 5) sur I’influence de la structuration du liquide (longueur des
corrélations de la polarisation orientationnelle des molécules d’eau et forces d’hydratation),
v) les articles de Zuckermann, Georgallas & Pink (1985) et de Frahm & Diekmann (1979)
sur la variation de la permittivité relative dans la double couche, vi) I’article de Frahm &
Diekmann (1979) et de Spitzer (1983) sur I’effet de volume des ions et celui de Camie &
McLaughlin (1983) ol les auteurs traitent le cas de contre-ions divalents de grande
dimension, vii) ’article de Gur, Ravina & Babchin (1978) ou furent considérés les forces
d’hydratation et le phénomene de saturation diélectrique 12, celui de Cevc & Marsh (1983)
tenant compte simultanément, mais sans couplage des termes correctifs, d’une distribution
de charges en dehors du plan, d’une variation de la permittivité avec la concentration, des
potentiels de self-atmosphere, des forces images et des forces d’hydratation, et celui de
Levine & Bell (1966) traitant des effets de cavité, de self-atmospheére, de restriction
volumique, de la saturation diélectrique, des forces images, de la polarisation ionique, et de
1’électrostriction du solvant.

La pénétration des contre-ions en-de¢d du plan-chargé (limitation viii) est généralement
tenue en lighe de compte dans les études ot les charges de surface ne sont pas (Lyklema,
1968) - ou supposées ne pas étre (Cevc, Svetina & Zeks, 1981) - réparties sur un plan. Les
théories traitant explicitement de ces cas sont appelées théories des doubles couches
poreuses («porous double layer theories»). Ces théories sont mises a contribution lorsqu’il
est question de solution de polyélectrolytes (polymeres, protéines, etc.) ou de membranes
artificielles. Quant 3 I’adsorption spécifique (limitation ix), elle fait spécifiquement 1’objet
des prochaines sections.

Ouf ! Que tirer de toutes ces études ? Certes que la situation est compliquée (d’ailleurs
sauf trés rares exceptions, il n’y est pas question d’électrolytes asymétriques et encore
moins de mélange d’électrolytes) et loin d’étre résolue. Tentons quand méme d’extraire
quelques données générales: 1) selon la force ionique et la densité surfacique certaines
corrections prennent le pas sur d’autres; 2) les diverses corrections pouvant affecter le

12 Dans la littérature anglo-saxonne, le terme « dielectric saturation » référe a la diminution de la
permittivité relative suite 2 l'augmentation du champ électrique. Le phénomene préceéde donc I'état de
saturation proprement dit, c.-3-d. lorsque la polarisation du diélectrique ne varie plus avec l'accroissement
ultérieur du champ électrique (Sivoukhine (1983), p.157).
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potentiel dans les deux sens, il n’est pas rare que certaines d’entre elles s’annulent ou se
compensent partiellement; 3) les corrections tenant compte du volume ionique, des effets
de self-atmosphere et de la saturation diélectrique semblent plus importantes que celles
tenant compte de I’électrostriction et de la polarisation ionique; 4) a des concentrations
d’ions monovalents supérieures 2 environ 30 mM et pour des valeurs de hy(0)l supérieures a
100 mV, la théorie de Gouy-Chapman “faiblit” dangeureusement.

Notons que ces résultats furent obtenus en modifiant “légerement”, via le potentiel de force
moyenne, I’équation de Poisson-Boltzmann. Comme dit précédemment, cette approche ne
fait pas I'unanimité. Certains y voient un raboutage de mauvais goit et préférent
reconsidérer le probléme d’une maniere plus rigoureuse. Stillinger et Kirkwood, en 1960,
furent les premiers, mécanique statistique en main, a élaborer une théorie “consistante” de
la couche électrique diffuse. Depuis, une foule de chercheurs ont suivi cette voie. Mais vu
la complexité de la tiche - I’état liquide ne se laisse point facilement théoriser ! - nous nous
retrouvons aujourd’hui avec une foule de modeles (et de prédictions), et & moins d’étre
spécialiste il est difficile d’y voir clair (pour une revue de ces théories voir Henderson,
1983). Nous retenons quand méme trois choses de ces études : 1) a de§ concentrations
ioniques intermédiaires (10-100 mM), les prédictions des modeles “statistiques” ne
different pas significativement de celles de la théorie de Gouy-Chapman; 2) les résultats
des simulations 2 la Monte Carlo servent de plus en plus de standards en ce qui a trait aux
prédictions des théories statistiques (voir p.ex. Outhwaite & Bhuiyan, 1983), et 3) les
profils de concentrations et de potentiels obtenus 2 1’aide des modeles “statistiques”
peuvent étre de nature oscillatoire (contrairement 3 ce que prévoit la théorie de Gouy-
Chapman).

2.1.1.5 De la couche diffuse de Gouy et Chapman...

Tres tot, les chercheurs s’apergurent que la théorie de Gouy-Chapman pouvait donner des
résultats 2 la limite aberrants. Prenons 1’exemple d’une surface dont la densité superficielle
de charge est égale A une charge élémentaire négative par 0,7 nm?2 (surface correspondant 2
’aire moyenne occupée par un phospholipide dans une membrane) immergée dans une
solution électrolytique constituée d’un seul sel (i=1) de type 1:1 (Z=+%1), 2 une
concentration de 100 mM (C;.,). Avec T =23°C et ¢, =78, la théorie prédit une valeur de

potentiel A la surface de -128,9 mV, ce qui correspond a 5,05 kT d’énergie. La théorie
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prédit aussi (équation 2.11) une valeur du champ électrique 2 la surface de -3,31 108 Vem-1
et une valeur de la concentration interfaciale des contre-ions (équation 2.5) de 15,6 M,
valeur plus spectaculaire encore. En effet, si nous entassions une couche d’ions Kt
(r;=0,133 nm) jusqu’a ce qu’ils se touchent, nous obtiendrions une valeur de 102 M. Le
méme calcul avec des ions Kt normalement hydratés (r;=0,33 nm) donne 6,7 M. Une

concentration de 15,6 M : cela laisse peu d’espace pour les co-ions et les molécules de
solvant... et quelle répulsion électrostatique entre les contre-ions !

Ces petits calculs ont aussi 1’avantage de bien montrer le milieu particulier - extréme ! -
qu’est celui existant au voisinage d’une surface chargée. Vu sa petitesse 13, la couche
diffuse se révéle donc un milieu hautement inhomogene: prés de la surface, milieu compact
et anisotrope; quelque nanomeétres plus loin, milieu “clairsemé” et isotrope.

2.1.1.6 « & la théorie de Gouy-Chapman-Stern.

En 1924, Otto Stern étendit la théorie de Gouy-Chapman afin de tenir compte de la
dimension des ions prés de la surface et de ’adsorption spécifique de ceux-ci sur la surface
chargée. Il définit tout d’abord un plan de moindre approche en-de¢a duquel les ions ne
peuvent s’approcher, le plan de Stern (auquel on relie les plans interne et externe de
Helmholtz,.correspondant respectivement au plan de moindre approche des ions
spécifiquement adsorbés, nécessairement déshydratés, et des ions non spécifiquement
adsorbés, en général hydratés 14 ) et a ce plan il associa un potentiel yg , le potentiel de
Stern, différent du potentiel a la surface, y(0). La double couche électrique se divise donc,
selon Stern, en deux régions : une couche interne ol des ions peuvent s’adsorber et une
couche diffuse (extérieure) obéissant a la théorie de Gouy-Chapman.

13 Rappelons qu'a une force ionique de 100 mM, la couche diffuse ne s'étend que sur 5 nm tout au plus
(équation 2.9). Si nous calculons le volume de la couche diffuse autour d'une cellule sphérique de 1 pm de
diametre, nous arrivons 2 un faramineux volume de 16 aL, ce qui représente tout de méme le 33€ du volume
intracellulaire.

14 1a définition des plans de Helmholtz varie selon les auteurs, certains préférant distinguer les plans de
moindre approche des co-ions et des contre-ions dominants. Cette définition a l'avantage de ne pas faire
intervenir le caractere spécifique de 1'adsorption, caractere lui-méme mal défini.
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Quant a I’adsorption proprement dite des ions, Stern utilisa le formalisme développé par
Langmuir quelques années auparavant. L’équation de Stern (voir formulations dans Wiese
& coll., 1976, p. 100; Aveyard & Haydon, 1973, p. 49) fait appel pour chaque espéce
ionique adsorbée a deux nouvelles variables : le nombre de sites d’adsorption disponibles et
le potentiel d’adsorption spécifique. Ce potentiel d’adsorption tient compte de toutes les
interactions non coulombiennes entre les ions adsorbés (adions) et la surface, entre les
adions eux-mémes, et entre les adions et les molécules d’eau (forces de solvatation). Ce
potentiel demeure le méme, que la surface soit chargée ou non. ( Remarquons encore ici le
caractere trompeur de la notion d’un plan de Stern. En fait, c’est & chaque ion ou molécule
chargée susceptible d’étre adsorbée qu’il faut associer un plan de Stern, et méme deux, les
plans de Helmholtz, si nous tenons compte de 1’état de solvatation. )

2.1.1.7 Théorie de Gouy-Chapman-Stern. Généralités.

Les corrections telles qu’amenées par Stern ne furent, sauf exceptions (Davies & Rideal,
1961; Mingins & Pethica, 1961), que peu utilisées. Probablement parce qu’elles nécessitent
I’introduction de variables supplémentaires rendant la confrontation entre prédictions
thédriques et données expérimentales plus difficile encore qu’elle ne ’est déja. Et lorsque
cela s’est avéré possible, les chercheurs ne purent déterminer des potentiels d’adsorption
indépendants de la charge surfacique, méme en tenant compte du déplacement latéral des
charges de surface et des effets de charges discreétes ! Peu se sont obstinés et cela explique
pourquoi 1’on parle maintenant couramment de théorie de Gouy-Chapman-Stern sans
qu’intervienne les distances de moindre approche ou encore les potentiels d’adsorption
spécifique.

La théorie de Gouy-Chapman-Stem telle qu’utilisée aujourd’hui rend compte d’une
adsorption de type Langmuir ou 1’on retrouyve des constantes d’adsorption ion-surface
(plutdt que gaz-surface) et ou les concentrations ioniques jouent le rdle des pressions des
gaz. Notons que ces concentrations ioniques ne sont pas celles du coeur de phase mais
celles existant 2 la surface, concentrations dépendant donc du potentiel a la surface. Mais ne
venons-nous pas de dire que les concentrations interfaciales prédites par la théorie de Gouy-
Chapman étaient erronées ? Oui, sauf qu’ici ces hautes concentrations surfaciques seront
difficiles a obtenir du fait qu’au fur et 3 mesure que les contre-ions (trés nombreux)
s’adsorberont A la surface, la charge nette surfacique diminuera, en valeur absolue,
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entrainant une valeur plus faible du potentiel & la surface, en valeur absolue, et
conséquemment de la concentration de contre-ions s’y trouvant. La théorie de Gouy-
Chapman-Stern posse¢de, vu son degré de liberté supplémentaire (I’adsorption), un caractére
d’auto-régulation... Jusqu’d un certain point car il est possible, dans le cas d’une forte
adsorption d’un contre-ion, que la charge surfacique diminue jusqu’a zéro puis change de
signe lorsque le nombre de contre-ions adsorbés excéde le nombre de charges 2 la surface.
L’adsorption est dite alors “superéquivalente” (voir figure 2.2e).

Terminons en signalant que la théorie de Gouy-Chapman-Stern élargit drélement le champ
d’application de la théorie de Gouy-Chapman. En effet, si la théorie de Gouy-Chapman
réclamait la présence d’une surface chargée, celle de Gouy-Chapman-Stern s’applique a
toute surface chargée ou du moins susceptible (suite a 1’adsorption d’espéces chargées) de
le devenir.

2.1.1.8 Théorie de Gouy-Chapman-Stern
Soit I’adsorption d’un cation Mt sur un site anionique 2 la surface P~ :

P-+M*t = PM

La constante d’adsorption est donnée en premiére approximation par la loi d’action de

masse .
PM
o {PM)
{P} Crn O
Km : constante d’adsorption du cation M sur le site P~ (M'l)
(PM} : concentration 2 la surface de sites “neutralisés” (m'2)
[P} : concentration 2 la surface de sites vacants (m2)

C(0) : concentration 2 la surface de contre-ions (M)
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F1g. 5. Distribution of ions and potential in the double layer according to Grahame
(18). a. No specific adsorption. b. Specific adsorption of anions. c. Strong specific
adsorption of anions. d. Specific adsorption of cations. e. Strong specific adsorption

of cations.

Figure 2.2. — Effet de 1’adsorption ionique spécifique sur le profil du potentiel électrostatique. (Tiré
de Overbeek & Lijklema, 1959).
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Avec {P} = {PM}+{P-} la concentration interfaciale de sites, nous pouvons exprimer la
densité de charges comme étant égale 2 :

P
o={P}= {P}
[1+ KmCm 0]
{P} : concentration totale de sites 2 la surface ( m'2)
c : densité de charge superficielle nette ( m2) 15

L’inverse de la constante d’adsorption correspond donc a la concentration ionique pour
laquelle la moitié des sites seront couverts. Plus la constante d’adsorption est élevée,
moindre est la concentration nécessaire pour remplir la moitié des sites. La constante
d’adsorption peut étre considérée comme une constante d’affinité de 1’ion pour le site.

Si plusieurs cations univalents s’adsorbent, chacun avec une constante d’adsorption
donnée, et toujours dans un rapport 1:1 (un ion s’adsorbe sur un site), nous obtenons, dans
le cas d’une adsorption compétitive :

c={P}= {P}

KuCm 0) ) |
1+, (1 + KnCon (0))

m=

Si des cations divalents présents en solution compétitionnent avec des cations monovalents
nous aurons, outre 1’adsorption donnée plus haut :

P- + D+ = PD+

avec:

__{pD"}

TP},

15 Pour obtenir 6 en Cem™2 (unités SI) il suffit de multiplier le membre de gauche par la charge élémentaire
(=0,160218 9 aC).
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ce qui conduit a une densité superficielle de charges égale 2 :

1- Y, KqCqy(0)
c={P}-{PD*}={P} . d=l - _ [2.13]
1+ Y KyCq (0)+ Y KpCrp (0)

d=1 m=1

Nous pouvons complexifier encore si 1’on suppose une adsorption de cations divalents sur
des sites neutres (sites neutralisés ou autres sites neutres) (McLaughlin et coll., 1981); si
I’on suppose 1’adsorption d’ions divalents dans un rapport 1:2 ( P-+ D+ + P- == PDP)
(Amory & Dufey, 1985) ; si I’on suppose 1’adsorption simultanée d’ions mono-, di- et
trivalents sur des sites anioniques et avec stoechiométrie variable (Bentz & Nir, 1980); si
I’on suppose encore une topologie particuliere des sites (Cohen & Cohen, 1981).

2.1.1.9 Ionisation a la surface et sites d’adsorption

Jusqu’ici nous avons supposé que les sites d’adsorption étaient tous chargés. Qu’advient-il
si la surface contient, et c’est le cas qui nous préoccupe, des groupements susceptibles
d’étre protonés ? Evidemment, la charge Inette sera dépendante du pH, plus précisement du
pH a la surface. Une variation de pH, via une modification du potentiel a la surface,
entrainera une variation de la quantité de contre-ions adsorbés. Et inversement, la courbe de
titration des groupements ionisables se déplacera selon les concentrations ioniques de la
solution (de la quantité d’ions adsorbés donc). Qualitativement, cela est clair.
Quantitativement... comment modifierons-nous le modeéle de Gouy-Chapman-Stern pour
tenir compte de 1’état d’ionisation de la surface ?

L’équation de Henderson-Hasselbach permet de calculer, 3 un pH donné, le pourcentage
des sites qui sont protonés. Si nous connaissons le pKa des groupements a la surface,
I’équation nous fournit donc 1’état d’ionisation de la surface. Mieux encore: 1’équation de
Henderson-Hasselbach est formellement identique a celle de Langmuir; la constante
d’adsorption de H* étant simplement I'inverse de la constante d’acidité. Il serait donc
naturel d’utiliser I’équation 2.13 en ajoutant un terme 2 la sommation pour tenir compte des
protons compétitionnant avec les autres cations. Mais est-ce vraiment si naturel ? Le proton
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peut-il étre considéré au méme titre que d’autres cations tels le Nat et le K*¥ ? La
différence est-elle “seulement” de taille? Les constantes d’adsorption du proton (et les
énergies associées) sont en général des ordres de grandeur plus élevées que celles des autres
cations... S’agit-il vraiment d’adsorption ? Une différence quantitative ou un phénomeéne
qualitativement différent ? Chimisorption ou physisorption ? Dissociation acide ou
désorption ? La question n’est pas anodine, ni de nature purement académique puisque les
densités de charges et les potentiels a la surface prédits peuvent différer notablement selon
que ’on distingue ou non la protonation de 1’adsorption (notes personnelles). Protonation
suivie d’adsorption ou adsorption compétitive (ou non !) entre cations et protons ?

Du co6té des théoriciens, Cohen & Cohen (1981) proposérent de corriger, au départ, la
densité de charge maximale 2 1’aide de 1’équation de Henderson-Hasselbach (ionisation
puis adsorption, donc) alors que Copeland & Andersen (1981a,b), élaborérent un modéle,
mécanique statistique en main, traitant de 1’adsorption compétitive entre protons et cations
divalents.

Du c6té des biologistes expérimentalistes, différents modéles furent utilisés: ionisation d’un
groupement ionisable sans adsorption (Barber & Searle, 1979), ionisation d’un groupe
ionisable suivie d’une adsorption d’ions divalents (Godt, 1981; Kostyuk & coll., 1982),
adsorption compétitive sur un méme site entre protons et cations monovalents (Bell, 1985;
Rauch & coll., 1990), entre protons et cations divalents (Krafte & Kass, 1988), entre
protons, cations mono- et divalents (Ohki & Kurland, 1981), et finalement adsorption
compétitive sur plusieurs sites entre protons et ions divalents (Hille & coll., 1975; Krafte &
Kass, 1988).

Une étude de Puskin & Coene (1980), sur des vésicules de PS, semble démontrer une
déprotonation directe du lipide par les ions Mn*+. Cette derniére étude pourrait accréditer
la theése d’une adsorption compétitive plutdt que celle d’une protonation indépendante de
toute adsorption ionique, si elle était plus concluante toutefois. Le probléeme demeure donc
entier 16,

16 Un probleéme similaire est rencontré par les physicochimistes des colloides. Il s'agit de l'adsorption
ionique pH-dépendante 2 !'interface oxyde-électrolyte. Des modeles de Gouy-Chapman-Stern avec
groupements ionisables, la majorité des chercheurs passerent aux modeles 2 site de fixation selon lesquels la
surface est traitée comme un réseau bidimensionnel de sites acido-basiques (chargés ou non) pouvant fixer,
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2.1.1.10 Mise en oeuvre de la théorie de Gouy-Chapman-Stern

Aux paragraphes précédents, nous avons pu exprimer la densité de charge nette en fonction
des constantes d’adsorption et des concentrations interfaciales. En combinant cette équation
avec celle de Grahame puis en remplagant les concentrations surfaciques a 1’aide de
I’équation de Boltzmann nous obtenons 1’équation maitresse de la théorie de Gouy-
Chapman-Stemn (ici pour un sel Z-Z) :

2
1- Y, KqCq (0) n
s - e =268, RT Y, {G (0)- € () f[214]
1+ 2 Kd4Cyq (0) + 2 KmnCm (0) -
d=1 m=1

avec

Zimd 3 w(O)]

Cimd (0) = Cimmd (e0) exp [ RT

Pour résoudre cette équation, on ramene tous les termes d’un c6té, et 1’on trouve par un
procédé itératif le zéro de 1’équation (I’équation étant transcendantale, nous ne pouvons la
résoudre analytiquement). Ceci bien sir, si 1’on connait toutes les variables sauf une. Si I’on
désire déterminer les différentes variables (o, y(0), Ky, Kp) a partir d’'un ensemble de
données, nous devons utiliser, de concert avec ’algorithme de recherche de zéros, un
algorithme d’approximation de fonctions telle la méthode du simplexe (Caceci & Cacheris,
1984). Notons ici que pour une modélisation un tant soit peu compliquée, plusieurs
“vecteurs-solutions” peuvent “répondre” d’aussi belle fagon 2 un ensemble de données.

2.1.1.11 Limitations de la théorie de Gouy-Chapman-Stern

Qutre les difficultés propres a la modélisation, la théorie de Gouy-Chapman-Stern souffre
de nombreuses limitations, méme dans sa forme générale. Ainsi nous considérons la

suivant une série de réactions, ions et protons (Davis & coll., 1978). Ces modeles peuvent expliquer un plus
grand nombre de résultats expérimentaux, mais selon bon nombre de chercheurs leur validité n’est pas
vraiment démontrée.
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surface d’adsorption i) comme un plan équipotentiel (ignorant ainsi les effets de charges
discrétes); ii) nous posons une constante d’adsorption qui ne dépend, pour une surface
donnée, que de 1’espece adsorbée (et non pas de sa concentration ou encore de la
température ou de tout autre facteur); et iii) nous supposons, lors ou aprés adsorption,
aucune altération physique ou chimique de la surface (méme densité, méme compressibilité
volumique, méme réactivité). Sans oublier les limitations propres a la théorie de Gouy-
" Chapman, limitations dont la plupart prennent ici une importance plus grande (le
phénomeéne d’adsorption se produisant - et c’est un euphémisme - trés prés de l’interface
chargée). De nombreuses tentatives visant 3 étendre le champ de validité de la théorie virent
le jour. Peu d’entre elles se sont avérées marquantes. Et de celles-ci rares sont celles qui
peuvent étre appliquées aux interfaces “biologiques”. Sur ce front, biologique, certains
chercheurs (Ohki & Kurland, 1981; Coronado & Affolter, 1986; Gambale, Menini &
Rauch, 1987) substitueérent les activités aux concentrations, sans trop de conviction
toutefois... Du c6té des physicochimistes, les revues de Wiese & coll. (1976), Habib &
Bockris (1980) et Reeves (1980) peuvent étre recommandées. Outre de reconnaitre la
complexité de la tiche, le lecteur saisira bien 1’importance de scinder la double couche en
une région dite interne (ou compacte) et une région externe, diffuse.

2.1.1.12 Profil intramembranaire du potentiel dii aux doubles couches

Supposons que nous ayons maintenant une bicouche formée de PE ou PC (neutres) d’un
coté et de PG ou PS (chargés négativement ) de I’autre c6té. Si les phases aqueuses bordant
la bicouche sont constituées d’une solution de KCl 100 mM, nous aurons du cdté neutre un
potentiel de Gouy 2 la surface de 0 mV alors que du c6té PS nous aurons en utilisant
I’équation 2.14 un potentiel de ’ordre de -100 mV (avec T =23°C, g, =78,
o6 =-1/0,7nm2 et Ky, = 0,2 M-1), une valeur de 25 % inférieure a ce que nous obtenions
sans tenir compte de I’adsorption des ions K+, Mais ce qui importe ici, c’est que nous
ayons, dans des conditions symétriques de concentrations ioniques, une différence de
potentiel transmembranaire, Ay,., égale & 100 mV et un champ électrique au sein de la
bicouche de 1’ordre de 20 x 106 Veml! Mais avons-nous bien un tel champ dans la
bicouche ?En fait, 1a véritable question est la suivante: quel est le profil du potentiel et du
champ électrique dans la bicouche ? Ici encore nous devons utiliser la loi de Poisson et
intégrer deux fois pour obtenir le potentiel. Un calcul simple nous montre que pour une
densité de charges moyenne dans la membrane inférieure a 104 Cem-3, le champ électrique
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est relativement constant dans la bicouche. Mais est-ce bien le cas dans la situation qui nous
préoccupe ? 17 Walz & coll. en 1969 ont comparé la concentration de charge limite 2 la
concentration maximum de charges que nous retrouverions dans une membrane de grande
perméabilité ionique. Ils ont trouvé un rapport indiquant que 1’on pouvait avec assurance

considérer le champ comme étant constant dans la membrane (tel qu’illustré 2 la figure qui
suit). '

Wpc (%) épc 9

-%o 0 1 +oc0

Mais comme le font remarquer Attwell & Jack (1978), il est possible que la concentration
de charges a un endroit donné de la membrane excéde la concentration limite et distorde le
champ électrique. En absence de preuves expérimentales en ce sens nous considérerons
1’approximation du champ constant valide et 1’expression du potentiel au travers de la
membrane sera ainsi donnée par ’équation 2.15:

17 Ppour une bicouche de 250 um de diametre cette densité correspond 3 un nombre de charges de 1,5

million.
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vpc (x) = (\Vbc (d) - ypc (0>) . §+ vpc (0) [2.15]

Ypc (x) : potentiel A une distance x A I’intérieur de la membrane df 2 la présence des doubles
couches €lectriques (mV)

¥pc(d) : potentiel de Gouy 2 la surface du cOté droitd x =d (mV)

V¥'pc(0) : potentiel de Gouy 2 la surface du c6té gaucheax =0 (mV)

avec Y'pc(0) et yph(d) déterminés a I’aide de 1’équation 2.14. Nous retrouvons 2 la figure
2.3 une représentation typique, avec données numériques, du potentiel d aux doubles
couches électriques. 11 est représenté en A une membrane symétrique chargée négativement
alors que nous retrouvons en B une membrane possédant une asymétrie de charge. Les
solutions salines étant identiques de part et d’autre de la membrane, nous avons une
différence de potentiel transmembranaire nulle en A mais d’environ 25 mV en B.

Mais vu la faible épaisseur de la membrane, les charges superficielles situées d’un c6té de
la membrane ne devraient-elles pas affecter celles situées de 1’autre c6té ? Nelson,
Colonomos & McQuarrie (1975) effectuérent une étude théorique sur le couplage
électrostatique susceptible de se produire entre les charges de surface - et leur couche
diffuse - situées de part et d’autre d’une bicouche. Leurs résultats indiquent que ce couplage
dépend principalement du rapport €y/ €y et de la différence des potentiels électrostatiques a
la surface. Si I’on prend un rapport des permittivités relatives d’environ 30, un potentiel
transmembranaire de 1’ordre de 80 mV (une valeur typique) et une distance entre les plans
de charges de 5 nm, I’erreur commise sur 1’évaluation du potentiel transmembranaire serait
d’environ 2%. Ces effets de couplage étant petits, nous conserverons l’expression du

potentiel donnée par 1’équation 2.15.
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Fig. 2-1. Interrelation between surface and transmembrane potential. The figure is a schematic presentation
of the electric potential profile in the vicinity of a phospholipid bilayer as predicted by the Gouy-Chapman
theory. It also demonstrates the predicted effect of surface charge density, ion concentration, and bulk
transmembrane electrical potential on the electric field experienced by the membrane. Y;* and ¢,* are the
potentials at the inside and outside surfaces, respectively. C; and C, are the bulk salt concentrations of the
inside and outside solutions, respectively. o and o, are the surface charge densities in negative charges/A?
of the inside ad outside, respectively. Ay is the potential difference between the inside and outside bulk
solution (outside negative). 8 is the potential difference between the two membrane-solution interfaces. The
figure is drawn to scale with a bilayer thickness of 50 A. A: The surface charge densitics and bulk ion
concentrations are the same on both sides of the bilayer. B: The same conditions as in A, except for a decrease
in surface charge density of the inside surface.

Figure 2.3. — Illustration en B d’un potentiel transmembranaire créé par une asymétrie des doubles
couches électriques. La densité de charge surfacique (o) sur la face gauche de la membrane type est
de deux fois inférieure 2 celle du coté droit. Les coeurs de phase de chaque c6té de la membrane
sont identiques. (Tiré de Clementz & coll., 1988).
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2.1.2 Potentiel dipolaire

2.1.2.1 Généralités

Bien que pendant nombre d’années des potentiels interfaciaux de plusieurs centaines de mV
aient été mesurés sur des films monomoléculaires de lipides zwitterioniques ou neutres, on
ne savait pas trop d’ou originaient ces potentiels. La preuve en est que pendant longtemps,
dans les études portant sur des bicouches planes et des liposomes, ou encore sur des
membranes naturelles - toutes structures montrant pourtant deux interfaces huile-eau - ,
nulle mention n’était faite de ces potentiels interfaciaux. A la fin des années ‘60, I’équipe
de Topaly & Liberman effectua une série de travaux sur la conductance de films
bilipidiques noirs en présence de cations et d’anions liposolubles chimiquement similaires.
11 fut trouvé que la perméabilité des anions était environ 10* fois plus grande que celle de
leurs analogues cationiques. Les auteurs concluérent que tout se passait comme si
’intérieur de la bicouche se trouvait a un potentiel de + 150 mV relativement a ’extérieur
(Liberman & Topaly, 1969). Leurs travaux, ~comme beaucoup de ceux de leurs
compatﬁotes, demeurerent dans 1’oubli. Il a fallu attendre la revue de Haydon & Hladky en -
1972 pour relancer le débat autour de ces potentiels “intérieurs”. Pour la premiére fois, une

distinction bien nette fut apportée entre potentiel de la double couche et ce qui fut par la

suite appelé pdtentiel dipolaire (« dipole or dipolar potential »). Plusieurs équipes utilisérent

au cours des années suivantes ce nouveau concept, avec un réel profit. Citons les travaux de

Hladky & Haydon (1973), McLaughlin (1973), Szabo (1974, 1976), Andersen & Fuchs

(1975), Latorre & Hall (1976), et plus prés de nous, Thompson & Krull (1983). Notons que

tous ces auteurs sont des artisans des BLM. Ce n’est que lentement et laborieusement que

1I’idée d’un potentiel dipolaire positif a I’intérieur de la membrane a fait son chemin dans

I’esprit des biologistes et des membranologistes. De 1965 a 1985, environ 110 articles

portérent sur ce sujet. Cela est bien peu en regard de 1'importance de ce potentiel, qui peut

atteindre, répétons-le, plusieurs centaines de millivolts.

2.1.2,2 Origine du potentiel dipolaire

Dans un précédent travail (Brullemans, 1987), nous assimilions les molécules se retrouvant
a l’interface entre deux phases de composition différente a des tirailleurs tiraill€s au front.
Bien que cette vision souffre d’un anthropomorphisme flagrant, il n’en demeure pas moins
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que les molécules interfaciales subissent, di 2 1’asymétrie des forces s’exercant sur elles, de
fortes contraintes. Une maniere plus douce de voir les choses consiste 3 considérer ces
molécules comme autant de diplomates tentant de réduire les tensions 2 la frontiére. Pour y
arriver, les molécules-diplomates s’entassent et s’orientent 3 1’interface de maniere a rendre
la transition la plus graduelle possible (2 élargir la frontiere en quelque sorte). Cette
organisation (ou réorganisation) des molécules 2 I’interface se traduit par une tension
interfaciale et si la molécule posséde un moment dipolaire, permanent ou non, par un
potentiel interfacial parameétres tous deux mesurables expérimentalement. Bien qu’il ne
fasse aucun doute que la grandeur de ces parameétres refleéte la grandeur des forces entre les
molécules et leur degré d’orientation, il n’existe pas a 1’heure actuelle de théorie, méme
qualitative, qui permette de relier de maniere vraiment satisfaisante parametres

moléculaires et données macroscopiques.

Prenons le cas d’une interface exempte de charges libres (sans potentiel de Gouy donc).
Prenons 1’interface eau-vapeur d’eau. Interface bien connue... Eh bien non! Comme le
soulignent dans un article récent Matsumoto & Kataoka (1988), nous ne savons méme pas
quelle est la nature des forces présidant 2 I’orientation des molécules d’eau 2 1’interface. La
présence de liens hydrogéne semble importante mais encore... Des résultats de simulations
numériques (basées sur une méthode de dynamique moléculaire et un modele de ’eau dit
de Carravetta-Clementi) effectuées par ces mémes auteurs, les suivants me semblent dignes
d’intérét : i) la région interfaciale s’étendrait sur environ 0,5 nm, ii) I’orientation des
molécules d’eau A I’interface serait principalement déterminée par les termes de couplage
dipble-quadrupdle, iii) 1’orientation des molécules du cété vapeur ne serait pas la méme que
celle du c6té liquide, et iv) le potentiel interfacial prédit (dii & I’orientation des dipdles que
constituent les molécules d’eau) est de -160 mV 18 . Une récente évaluation utilisant le
méme modele mais avec un calcul différent donne (Wilson, Pohorille & Pratt, 1989):
+600 mV ! Et il existe une foule d’autres modeles pour ’eau liquide, et différentes
méthodes de simulation... Autre ombre au tableau (ou serait-ce la méme ?): les mesures du
potentiel 3 1’interface eau-vapeur montrent d’aussi grands écarts. Les mesures les plus
fiables aujourd’hui se situent entre -300 et +400 mV, avec une tendance vers -50 mV
(Wilson, Pohorille & Pratt, 1988).

18 Le signe moins signifie que le potentiel dans la phase vapeur est plus petit que celui existant dans la
phase liquide. Cela comrespond dans le cas qui nous préoccupe 2 une orientation générale telle que les atomes
d'oxygene se trouvent prés de la phase vapeur et les atomes d'hydrogéne plus 2 l'intérieur du liquide.
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Les films monomoléculaires constituant une interface plus compliquée que celle dont il
vient d’étre question, nous devrions, logiquement, nous attendre au pire. Nous aurions tort
car les données de Av; de ’ordre de +450 mV (pour des films de phospholipides
zwitterioniques prés du collapse), ne varient pas plus en général qu’une quinzaine de mV,
ce qui représente un coefficient de variation d’environ 3%. Cette bonne reproductibilité des
mesures de AV, et surtout le large éventail de molécules tensioactives sur lequel ces
mesures ont été effectuées nous ont permis de cemer un peu 1’origine du potentiel dipolaire.
En ce qui concerne plus spécifiquement les films phospholipidiques, I’on s’entend sur
quatre contributions principales (Simon & McIntosh, 1989): i) ’orientation des tétes
polaires zwitterioniques, ii) 1’orientation des groupes carbonyles en début de chaine, iii) la
réorientation des molécules d’eau 2 proximité des tétes polaires, et iv) I’orientation des
groupements méthyles aux extrémités des chaines aliphatiques. Les dipdles de bout de
chaine de chacun des feuillets composant la bicouche se faisant face, cette derniére
contribution est considérée négligeable en ce qui concerne le potentiel dipolaire des
bicouches phospholipidiques!?.

Soulignons encore que ces données furent fournies principalement suite aux études sur le
potentiel 2 I’interface air-eau de films monomoléculaires. Mais ces mesures peuvent-elles
étre considérées fiables?

2.1.2.3 Aparté sur la mesure des potentiels a I’interface air-eau

Deux méthodes sont couramment utilisées pour mesurer le “potentiel de surface” de films
monomoléculaires: celle de “I’électrode ionisante” datant de 1924 et celle du “condensateur
vibrant” ou de la “plaque vibrante” datant de 1933. Venselaar & coll. (1979), aprés avoir
théoriquement généralisé les deux approches, ont développé une troisi¢éme méthode (en fait un
hybride parfait des deux autres), qu’ils ont dénommée méthode du *“condensateur statique”.

La méthode du condensateur vibrant consiste 2 communiquer un mouvement d’oscillation de haut
en bas a un disque métallique (constituant une plaque du condensateur) placé tout prés de I’interface

19 Certains auteurs tels Bechinger & Seelig (1991) croient toutefois que les dipéles des méthyles de bout de
chafne pourraient jouer un réle important.
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air-eau 20 (I’autre plaque du condensateur) et A mesurer, 2 la fréquence d’oscillation, le courant
produit par les variations de la capacité. En annulant ce courant 2 1’aide d’une tension externe, V.,
I’on mesure directement - parait-il - le potentiel 2 I'interface, celui-ci étant égal 2 -V_. Une
deuxieme électrode, impolarisable, est plongée dans la sous-phase afin de fermer le circuit.

La méthode de I’électrode ionisante, techniquement moins exigeante, est de loin la plus utilisée.

L’extrémité de 1’électrode ionisante est constituée d’un disque de métal noble serti d’une source

radioactive (Am?41, Pu234), L’électrode est placée A quelques millimetres de la surface, de telle

maniere que 1’air entre I’électrode et la surface puisse étre ionisé et rendu suffisamment conducteur

pour qu’un contact électrique s’établisse. En mesurant la différence de potentiel entre 1’électrode

ionisante et I'électrode de référence plongée dans la phase aqueuse, I’on mesure directement -
parait-il - le “potentiel de surface”.

Il existe une variante de la méthode de 1’électrode ionisante ol au lieu de retrouver une électrode
ionisante dans I’air et une électrode de référence dans la phase aqueuse, nous avons deux électrodes
ionisantes: 1’une est située au-dessus du film lipidique et I’autre au-dessus d’une région de la
surface exempte de lipides; et pas d’électrode dans la sous-phase (Plaisance & Ter-Minassian-
Saraga, 1970). De cette maniere nous avons directement une mesure différentielle du “potentiel de
surface”.

Dans un précédent travail (Brullemans, 1989), nous tentions de comprendre, 3 partir de
considérations sur les potentiels de saut, de Galvani et de Volta, 3 quoi correspondaient vraiment
ces mesures de potentiel a I’interface air-eau:

“Qutre notre interface air-eau, nous retrouvons aussi une (ou deux) interface(s)
air-métal et une (ou pas d’) interface métal-solution. Sans oublier les différents
potentiels de Volta entre les métaux constituant notre circuit de mesure. Comment s’ en
sortir ?... (...) Aveyard & Haydon (1973) reprennent le “raisonnement” de Parsons
(1954) en tentant de rendre le tout (avec le danger que cela représente) plus accessible
au lecteur. Voici les points essentiels du “raisonnement” : i) les ions et les électrons ont
le méme potentiel électrochimique dans toutes les phases (situation d’ équilibre), ii) la
présence du film monomoléculaire a I'interface ne modifie pas notablement le potentiel
chimique des différentes espéces dans les phases air et eau (prépondérance donc de la
population moléculaire des coeurs de phase sur celle de I'interface), iii) la différence
de différence de potentiel mesurée, AV, correspond a une différence de potentiel de
Volta (!) et cette différence de potentiel origine probablement (de ii) d une variation du
potentiel de saut & I'interface. (...) Les analyses théoriques résumées ci-haut furent
développées a partir des méthodes classiques de mesure de AV (une électrode

20 L’interface air-eau est I’appellation consacrée, nous la garderons, en ayant toutefois en téte qu’il s’agit
de l’interface entre une phase aqueuse, pouvant contenir ou non des électrolytes, et une phase gazeuse
constituée d’un mélange d’air et de vapeur d’eau.
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immergée et AV mesuré en appliquant un potentiel de compensation annulant le champ
entre les électrodes). Aucune analyse concernant la méthode de I’ électrode ionisante
ne fut @ notre connaissance publiée. Si I’on mesure directement AV, sans compenser,
obtenons-nous la méme valeur ? Autrement dit, I’ hypothése de Kelvin voulant que la
différence des potentiels de saut ne dépende pas de la tension appliquée tient-elle ? Le
AV mesuré par Tocanne et coll. correspond-il & une variation du potentiel de saut d
I'interface ? Nous ne pouvons que laisser la question ouverte...” et plus loin (p.88)
“Une théorie qu’il faudrait peut-étre réexaminer.”

Au mois de septembre 1991, Mozaffary, dans un article paru dans la revue Chemistry and Physics
of Lipids, jette un pavé dans la mare. Utilisant une variante de la technique du condensateur vibrant,
Mozaffary rapporte des données de AV pour des films monomoléculaires de PC légérement plus
élevées que les valeurs habituelles mais surtout... de signe contraire ! L’auteur fait valoir le fait que
sa technique permet de mesurer plus directement la différence de potentiel de Volta a 1’interface,
sans faire intervenir la phase aqueuse (ce qui est en accord avec la définition du potentiel de Volta).
Toujours selon I’auteur, 1’ensemble des données positives de AV reportées dans la littérature depuis
1924 serait causé par le passage de protons ou de cations au travers de I’interface...

Retournons du cdté des membranes bilipidiques. Des articles plus récents (Krull & coll.,
1991; Bechinger & Seelig, 1991) ne remettent pas en cause les différentes contributions au
potentiel dipolaire (d’ailleurs quelle autre contribution pourrait-on imaginer...). Le débat
actuel tourne plutdt autour des liens possibles entre potentiel dipolaire et potentiel
d’hydratation. Cevc & Marsh (1987) égalérent le potentiel d’hydratation 2 la somme des
différents moments dipolaires de la téte polaire alors que Simon & McIntosh (1989) ont
carrément remplacé le potentiel d’hydratation par le potentiel dipolaire (lui-méme posé égal
au AV de films phospholipidiques non chargés ! ). Les deux équipes arrivent 2 des résultats
intéressants mais Gawrisch & coll. (1990) font finement remarquer qu’il n’est pas clair que
le potentiel dipolaire oriente les molécules d’eau avoisinantes. Le lien de causalité devrait

selon eux étre inversé.

2.1.2.4 Grandeur et conséquence du potentiel dipolaire

A partir des mesures de conductance des ions liposolubles tétraphénylborate (TPB-) et
tétraphénylarsonium (TPAs™) au travers de films noirs, Andersen & Fuchs (1975) purent
estimer le potentiel dipolaire au centre d’une bicouche de PE d’origine bactérienne a
+310 mV. Pickar & Benz (1977) obtinrent pour leur part sur des films noirs de DOPE
+215 mV. Plus récemment, Flewelling et Hubbell (1986a) obtinrent en combinant plusieurs



62

données +240 = 70 mV pour la PC d’oeuf. Le signe du potentiel dipolaire fait ici
I’unanimité.

Retenons +250 mV comme valeur approximative de yp pour une bicouche phospho-
lipidique. C’est une valeur considérable. Un ion K* passant de la phase aqueuse au centre
de la bicouche acquerra une énergie potentielle égale 2 +10 kT environ alors qu’un anion
univalent verra son énergie décroitre de la méme quantité. Le potentiel dipolaire favorise
donc le passage des anions et s’oppose a celui des cations. L’effet d’une variation de yp, sur
la conductance anionique et cationique est symétrique: si I’'une est multipliée par un facteur
10 000, I’autre est diminuée par le méme facteur. Ce raisonnement ne tient toutefois que si
le coefficient de partition et le coefficient de diffusion dans la membrane des anions et des
cations demeurent inchangés ol au mieux affectés de la méme fagon par la variation de yp.

2.1.2.5 Modélisation du potentiel dipolaire

La molécule de phospholipide et les molécules d’eau qui lui sont associées sont
habituellement représentées par un seul dipdle effectif situé grosso modo a la hauteur de la
région acétyle. Considérons une membrane comprenant deux séries de dipdles _alignés et
dont I’intérieur serait 2 un potentiel positif. La membrane phospholipidique est évidemment
représentée, selon ce modele, par quatre plans de charges: respectivement négatives,
positives, positives et négatives. Chaque couple de plans peut étre ensuite assimilé a un
condensateur plan. Selon 1’équation de Helmholtz, la différence de potentiel entre les

plaques est égale 2 :

Nqd n
‘VD=% ¢ _1op [2.16]

T Agyey gy

: différence de potentiel entre les plaques ( V)

: charge totale de la plaque (C)

: capacité du condensateur plan ( F)

: nombre total de charges sur une plaque ( = nombre de dipdles )
: charge électrique de chaque charge partielle (C)

. distance entre les plans de charges (m)

: surface de chaque plan ( m? )

> A0 2005
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M : permittivité relative du milieu diélectrique entre les plaques ( —)
n : densité superficielle des dipdles ( m2)
p : composante perpendiculaire du moment dipolaire net ( Cem ).

Selon le modele du condensateur plan, nous avons, pour une membrane ne montrant pas
d’asymétrie transversale, un profil de potentiel dipolaire trapézoidal (voir figure 2.4) : yp
est égal a 0 & gauche de la premitre plaque, puis augmente linéairement (le champ 2
I'intérieur d’un condensateur plan étant constant) jusqu’a atteindre sa valeur maximale, yp,
au niveau de la plaque chargée positivement. Il demeure constant entre les plaques
positives, et chute jusqu’a 0 au niveau du second plan de charges négatives. Dans le cas
d’une bicouche lipidique asymétrique, nous aurions un trapéze asymétrique et dont la
hauteur de chaque c6té serait différente 21,

21 Nous n’avons plus 2 proprement parler un trapdze mais pour des raisons de commodité nous garderons,
comme }a majorité des chercheurs, la dénomination trapeze asymétrique.
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dipoles

potential

position

Figure 2.4, — Illustration du potentiel dipolaire d'une bicouche lipidique symétrique. La position
relative des quatre plans de charges, par rapport aux phospholipides schématisés en haut de la
figure, n’est que trés approximative. (Tiré de Donovan, 1979).
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Mathématiquement, le profil du potentiel dipolaire d’une bicouche asymétrique est donné
par I’équation 2.17.

Yp1 * 2 xe [0,d1]
d
Ayp Ayp
=5 *X+ypy-d; e A4 XE[dl,d2]
ypw=| [2.17]
oo D re o]
=0 xe[0,1]
VD1 : potentiel dipolaire du c6té 1 (mV )
Vp : Dotentiel dipolaire du c6té 2 (mV )
d; : longueur du dipble effectif du c6té 1 (-)
dy : longueur du dipble effectif du coté 2 ()

Les longueurs sont ici exprimées en fraction de la distance entre les plans de charges 1 et 4,
Ayp est égal 3 Wpy — Y » et W, et Wy sont donnés par:

n;2 P1,2

Ypi2 =
€0 EM 12

ol les indices 1 et 2 référent ici aux feuillets 1 et 2 de la bicouche.

La simplicité de ce modele lui vaut une grande popularité mais si froidement I’on songe a la
complexité de la bicouche ou méme de la monocouche phospholipidique, des frissons
peuvent nous parcourir I’échine. Le modele de Helmholtz présuppose des plaques planes,
infiniment grandes, uniformément chargées, et entre lesquelles se trouve un diélectrique de
composition homogene. Autre limitation dans le cas des bicouches: le modele néglige les
interactions entre les deux rangées de dipdles.

Quelques chercheurs tenteérent d’améliorer le modele. Citons Pickard et ses collaborateurs
(Pickard, Sehgal & Jackson, 1979) qui utilisérent 1’équation de Helmholtz pour chacune des
contributions de dipdles. Les auteurs en reconnaissant trois, leur modele inclut trois valeurs
de moment dipolaire et trois valeurs de permittivité relative. Citons aussi Dom (1985) qui
dériva des expressions pour une rangée et un plan de dipdles discrets, et compara les
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résultats avec ceux obtenus en considérant les charges positives et négatives
individuellement. Malheureusement, ces expressions et ces calculs, comme ceux de
~ Lundstrém (1977), ne sont pas toujours directement applicables & la structure bilipidique.
De leur c6té, Kleijn & Bruner (1983) examinérent 1’effet de 1’adsorption de dipdles
(considérés comme des charges discrétes) sur la perméabilité d’ions liposolubles. L’étude
est intéressante a bien des égards, mais décevante 2 bien d’autres...

Le modéle me semblant le plus satisfaisant est celui de Flewelling & Hubbell (1986). Ces
chercheurs calculérent le potentiel d’une charge élémentaire partant de I’infini et passant au
travers de deux réseaux carrés de dipdles ponctuels 22. Calculant cette différence de
potentiel 2 différents endroits, ces auteurs obtinrent un profil du potentiel dipolaire. Afin de
rendre le modele un peu plus conforme 2 la réalité, les auteurs firent varier la valeur de la
permittivité relative aux deux interfaces. Le profil de potentiel obtenu est réaliste mais
demeure passablement spéculatif, compte tenu de notre relative ignorance de la valeur du
moment dipolaire du dipdle effectif, de I’emplacement des plans de dipdles, et: du profil de
la permittivité relative.

2.1.2.6 Importance biologique du potentiel dipolaire

Vu la relative méconnaissance du potentiel dipolaire, peu d’études lui ont été consacrées sur
la membrane in vivo. 11 est toutefois reconnu qu’une diminution du potentiel dipolaire de la
membrane serait vraisemblablement a I’origine du mécanisme d’action, entre autres: de la
phlorétine en tant qu’inhibitrice du transport d’ions CI- au travers de la membrane de
I’érythrocyte (Gunn & coll., 1975), d’élément perturbateur des courants potassique et
sodique de la membrane neuronale (Stritchartz & coll, 1980); de 1’acide salicylique et ses
dérivés sur la conductance de la membrane neuronale (Levitan & Barker, 1972); d’agents
découplants de la phosphorylation oxydative tels le FCCP, le CCCP (Reyes & Benos, 1984)
et le gossypol (Reyes & coll.,, 1984); d’agents herbicides tel 1’acide
2,4-dichlorophénoxyacétique (Smejtek & Paulis-Illangasekare, 1979) et d’agents fongicides
tel le 3-phénylindole (Sinha & Smejtek, 1983).

22 Pour étre plus précis,-les auteurs supposent que la charge passe en plein centre d'une maille du réseau.
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En fait, I’on peut raisonnablement présumer que toute molécule fortement dipolaire
possédant une affinité pour la membrane 2 1’étude risque de perturber le fonctionnement
normal de celle-ci. Notons qu’aucune étude in vivo n’a jusqu’ici mis en évidence un
potentiel transmembranaire d’origine dipolaire.

2.1.2,7 Potentiel de Gouy et potentiel dipolaire

Le potentiel de Gouy et le potentiel dipolaire ayant une origine différente et bien
caractérisée, il semble naturel de les traiter indépendamment. En premiere approximation
toutefois car on ne peut exclure a priori que les deux potentiels ne s’influencent
réciproquement. La présence de dipéles interfaciaux peut modifier le champ €lectrique que
ressentent les ions aux abords d’une membrane chargée et méme donner naissance 3 une
double couche électrique (Ohki, 1985). Inversement, les charges surfaciques et les contre-
ions peuvent modifier 1’orientation des dipdles phospholipidiques et des molécules d’eau
affectant ainsi le potentiel dipolaire. Les théoriciens tels Lundstrém et Bruner prévoient de
tels effets. Sans oublier Simon & MclIntosh (1989) qui donnent au potentiel dipolaire la
méme portée que le potentiel d’hydratation, soit environ 0,8 nm. '

Sur le plan expérimental, il semble bien que les deux contributions puissent étre
considérées dans de nombreuses situations comme étant indépendantes (Hladky & Haydon,
1973; Tosteson & Wieth, 1979; Goormaghtigh & coll., 1982), mais pas toujours (Haydon &
Myers, 1973). 11 est difficile de se montrer catégorique. D’autant plus que les modeles de
Gouy-Chapman-Stern et de Helmholtz sont souvent modifiés ad hoc. L’avénement d’une
théorie cohérente d’un potentiel membranaire englobant les deux contributions serait
évidemment I’idéal. Zimanyi & Garab (1989) ont modélisé le champ électrique produit par
une charge discréte et un dipdle discret dans la membrane. Des cartes isopotentielles,
couvrant autant la phase membranaire que la phase aqueuse, sont présentées mais nous
sommes loin du compte...

En absence de données claires sur le sujet nous sommerons spatialement sans ménagement
les deux contributions. Sous ces conditions, I’aspect du potentiel prés et au travers d’une
bicouche phospholipidique chargée serait celui représenté 2 la figure 2.5.
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Fig. 4. Schematic representation of electrostatic profile across a lipid bilayer having fixed surface

charges and interfacial dipoles. 1 is aqueous diffuse double-layer potential, generally negative due

to the scarcity of positively charged lipids (WHITE, 1973). ®is dipole potential. It is assumed that no
potential changes occur in the membrane interior

Figure 2.5. — Illustration du potentiel de Gouy et du potentiel dipolaire d'une bicouche lipidique
symétrique. Les deux potentiels sont respectivement notés, yet ¢. (Tiré d’Andersen, 1978, p.386).
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Nous venons ici de déterminer quelle est la barriere de potentiel que doit franchir une
charge ayant la curieuse idée de traverser la membrane mais serait-ce toujours cette méme
barmére que franchirait effectivement notre charge-test ? Non, il faudrait alors tenir compte
de I’énergie de Born, de celle associée aux forces images et de celle associée au potentiel de
distribution.

2.1.3 Energie de Born et force image

L’énergie de Born («self-charging energy») est I’énergie résultant du transfert d’une charge
d’un milieu de permittivité relative €;, & un milieu de permittivité relative €,. Un ion
passant de la phase aqueuse (€y = 80) a I'intérieur de la membrane (€4 = 2) acquiert une
grande énergie potentielle. Cette différence d’énergie est donnée par:

2 2
8Z_C(L_L) X E[ri‘d-ri]
T 1) T; EM Ew.
Ug(0 = ' [2.18]

=0 x &[5, dx]
Ug" : énergie de Born (J)
e . charge élémentaire (= 1,602 189+ 10-19C)
5 : rayondel’ion (m)

Si nous regroupons les termes constants et transformons les unités SI en unités plus

pratiques, nous obtenons dans le cas qui nous préoccupe, I’expression 2.18b :

Ug = 13122/ [2.18b]

ol Up est I’énergie de Born exprimée en unités kT (a 298 K), Z est la valence de I’ion et r;
son rayon en A. Ainsi, le transport d’un ion K* (,=133 A) de la phase aqueuse a
I’intérieur du milieu hydrocarboné nécessite une énergie voisine de 100 kT (I’énergie
potentielle d’une charge élémentaire a 2,5 V ! ). Pour ’ion Ca** un peu plus petit, nous
atteignons le chiffre pharamineux de 520 kT. A la lumiere de ces chiffres, nous apprécions
mieux la barriere que représente la bicouche lipidique pour un petit ion. L’énergie de Born
constitue la majeure partie de la barriere de potentiel que doit franchir I’ion lors de son
passage au travers de la bicouche. Soulignons que cette énergie Up affecte moins son
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transfert qu’il ne le conditionne. En effet, le coefficient de partition, v, de 1’ion dans la
membrane est donné (négligeant les autres contributions du potentiel) par:

Y=exp (-Ug/kT)

Ainsi, pour une barriere de 100 kT, nous aurons une concentration d’ions dans la membrane
104 fois moindre que dans la phase aqueuse. Soulignons que les ions de dimensions plus
grandes ont une marche plus petite 2 franchir. Par exemple, un ion univalent de 6,3 A de
rayon (rayon moyen du complexe nonactine-K*) n’a besoin “que” de 21 kT pour franchir la
barriére hydrocarbonée. Mais attention, les valeurs calculées ici ne sont qu’approximatives.
L’équation 2.18 n’est valide que pour des ions impolarisables situés a une distance infinie
de l’interface diélectrique (Bockris & Reddy, 1970). Elle n’est évidemment pas valide pour
un ion de forte taille se retrouvant a 1’intérieur d’une membrane, laquelle ne peut étre
considérée comme un milieu semi-infini.

L’expression de I'énergie de Born peut étre corrigée dans le cas d’un ion situé prés de
I’interface diélectrique en faisant appel a la force image. Voyons brievement de quoi il en
retourne. Un ion, comme toute charge, est & 1’origine d’un champ électrique. Si cet ion est
prés de l’interface, le champ produit par 1’ion sera suffisamment fort pour la polariser. Ces
| charges induites 2 I’interface créent un champ électrique qui s’ajoute a celui agissant sur
I’ion. La méthode des images bien connue en électrostatique permet de calculer les forces
qu’exercent les charges de polarisation sur I’ion a 1’étude. Elle consiste & remplacer ces
charges de polarisation par une charge fictive (la charge-image) située a une distance x
égale A celle séparant I’ion de I’interface. La force s’exergant entre ’ion et la charge-image

s’appelle la force image.

Dans le cas qui nous occupe, il faut tenir compte du fait que I’ion polarise les deux
interfaces de la membrane et que ces deux interfaces se polarisent mutuellement; et pour
simuler adéquatement le nouvel environnement électrique - causé, rappelons-le, par la
présence de 1’ion - nous devons ahgner une infinité¢ de charges images de part et d’autre de
la membrane. L’expression résultant de la force image (et le détail du procédé) apparait
dans 1’article de Neumcke et Laiiger (1969). On y retrouve quatre sommes infinies que 1’on
doit évaluer. Flewelling & Hubbell (1986b) proposérent une formulation tronquée de
I’énergie potentielle due a la force image (équation 2.19):
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m
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Z*e (1 ey X2
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Ti,

] [2.19]

N o

Uy : énergie potentielle “image” (J)

: distance entre 1’ion et I’interface diélectrique la plus proche (m)
: épaisseur de la région de permittivité €, (m)

: fonction zéta de Riemann

[T S =T 1

Utilisant cette relation pour un ion univalent situé 3 5 A et 20 A 2 I’intérieur d’une
membrane d’épaisseur égale 2 40 A, nous obtenons des valeurs d’énergie-image de -13 et
-4 kT respectivement. Deux points 2 retenir: d’abord le signe négatif indiquant une énergie
favorable au passage de 1’ion, quel que soit le signe de sa charge; puis le fait - attendu - que
I’énergie de Born se trouve diminuée d’autant plus fortement que 1’ion se trouve pres de
I’interface. Nous retrouvons 2 la figure 2.6 le profil de 1’énergie de Born corrigée pour les
forces images dans le cas d’un ion de 2 A de rayon traversant une membrane de 50 A
d’épaisseur. ' '

Notons que I’équation (2.19) n’est valide que pour des distances comprises entre rj et d/2.
Treés prés de l’interface, la fonction Uy(x) peut €étre lissée par une fonction-queue
(Flewelling & Hubbell, 1986b). Notons aussi que cette méme €équation 2.19 n’est
applicable que pour un ion sphérique impolarisable situé entre deux interfaces diélectriques
discontinues et non déformables. Bradshaw et Robertson (1975) discutérent. de 1’effet de la
polarisabilité de I’ion sur 1’énergie due 2 la force image et des répercussions possibles sur le
transport ionique. La polarisabilité affectant a la fois le coefficient de partage de 1’ion et la
hauteur (mais pas la forme) de la barriere de potentiel a franchir, il devient difficile de s’y
retrouver. Parsegian (1969, 1975) s’est quant a lui penché sur le probleéme de déformation
de I’interface. I démontra que le champ électrique produit par 1’ion est suffisamment fort
pour déformer la membrane... 2 un point tel que les deux interfaces pourraient se toucher.
Andersen (1978) fait remarquer, toutefois, que le temps requis pour créer de telles
distorsions excéderait probablement celui du passage de I’ion.
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Fig. 1. — Potential energy U, + U, in units of T of a univalent ion of radiusr = 2 A =

0.2 nm in a2 membrane of thickness d = 50 A and dielectric constant €,,[2] The dashed

lines indicate the Born energy of the ion in the limit d — o

Figure 2.6. — Illustration de 1'énergie de Born et de 1’énergie associée 2 la force-image. Les traits
en pointillé représentent 1’énergie de Born (milieu d’épaisseur infinie) alors que les courbes en traits
pleins sont déterminées en sommant 1’énergie de Bom, Uy, et 1’énergie reliée a la force image, U;
(milieu d’épaisseur finie). (Tiré de Latiger, 1987).
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2.1.4 Potentiel de distribution

Il y a naissance d’un potentiel de distribution («adsorption, distribution, boundary
potential») lorsque le coefficient de partition des espéces négatives diffeére de celui des
especes positives. C’est ce qui se produit pour un sel du type du tétraphénylborate de
sodium (NaTPB). L’anion TPB- liposoluble se partitionne favorablement dans la membrane
(2 un endroit spécifique comme nous le verrons tantdt) alors que le cation Na* demeure
dans la phase aqueuse, prés de 1’interface. Rapidement, nous assistons a une distribution
inégale des especes chargées entre la phase aqueuse et 1’intérieur de la membrane. Une
différence de potentiel €lectrique apparait: le potentiel de distribution, ..

Le modeéle du condensateur plan est ici encore utilisé et la valeur de Yy est donnée par
I’équation 2.20 (McLaughlin, 1977);

- Z )
yy=3KC exp(- R'?‘ WYJ . GOim : [2-20]
Yy . potentiel de distribution (V)
K : constante d’approximation (m )
C : concentration de 1’ion liposoluble dans la phase aqueuse ( molem-3 )
) . distance entre 1’ion liposoluble et son contre-ion ( m )
Em : permittivité diélectrique du milieu ol s’adsorbe 1'ion ( —)

~ Pour une bicouche lipidique, nous avons de nouveau quatre plans de charges et le profil de
potentiel prend la méme forme trapézoidale que tantdt:
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et I’équation du profil du potentiel de distribution est identique 2 1’expression 2.17, A ceci

prés qu’il faut substituer aux positions “d” les positions “3” et que les potentiels aux coins
du trapéze sont donnés par 2.21:

Z3
=SK1C181dOCXp(— W‘yl)

2.21
Y € M 1 RT -
; Z3
2= SKy G (1-8,0) exp [ ——W”] [2.21]
€0 M2 RT

ou les indices 1,2 réferent aux cdtés 1 et 2 de la membrane.

Andersen & coll. mesurérent en 1978 le potentiel de distribution produit par I’ion TPB- au
sein de bicouches de PE 2 différentes concentrations de TPB-. A 1 uM, le potentiel mesuré,
selon le modele du condensateur, est de -20 mV alors qu’il atteint -110 mV a 100 uM. Ce
potentiel de distribution, important 3 grande concentration, peut affecter la conductance
ionique de deux fagons: i) en modifiant la barriere de potentiel (phénomeéne mis en évidence
par des expérience du type «charge-pulse») et ii) en modifiant 1’adsorption des espéces
ioniques 2 l’'interface. La présence d’un potentiel de distribution permet d’expliquer la
saturation de la conductance a grande concentration de TPB- (le potentiel de distribution
négatif limitant 1’adsorption subséquente de TBP-) (Andersen & coll., 1978). Il permet
aussi d’expliquer I’action catalysante de 1’ion TPB- sur le transport de cations a I’intérieur
de la mitochondrie (Bakeeva & coll., 1970).

Signalons que les potentiels de distribution ne sont pas 1’apanage des ions liposolubles; les
transporteurs, une fois complexés, y sont sujets égalemenf. Hansen (1978) les met d’ailleurs
en cause pour expliquer la forte asymétrie des courbes I-V de bicouches PE/PC dopées a la
valinomycine.

2.1.5 Energie potentielle dite neutre

Nous avons étudié jusqu’ici les contributions électrostatiques majeures 3 la barriere de
potentiel. Cette courte section sera consacrée aux autres contributions de la barrieére de

potentiel. Elles sont habituellement regroupées sous le terme commun d’énergie neutre
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(«neutral energy» ). Cette énergie, symbolisée par Uy, est égale 2 la variation d’énergie
libre de I’ion lors de son transfert de la phase aqueuse 2 la phase lipidique en ne prenant pas
en considération le fait qu’il soit chargé. Selon différents auteurs (Flewelling & Hubbell,
1986b; Israglachvili, 1985), 1’énergie neutre comprend 1’énergie associée a 1’effet
hydrophobe, aux interactions de type Van der Waals entre 1’ion et la membrane, aux
interactions entre moments quadrupolaires et moments électriques supérieurs, A certaines
interactions “chimiques” spécifiques et a des effets de répulsion stérique. Pour des ions
liposolubles (le cas qui nous intéresse ici), la principale contribution provenant de
“l’énergie hydrophobe” (Flewelling & Hubbell, 1986b) et de la variation d’énergie libre
hydrophobe, le terme entropique serait prédominant (Israélachvili, 1985). Différentes
relations semi-empiriques de la forme: '

Un=-bS [2.22]
Uy . €nergie potentielle neutre (J)
b ; constante de proportionnalité ( Jemr2)
S : surface de I’ion en contact avec I’environnement hydrophobe ( m?).

sont utilisées pour estimer Uy (Hermann, 1972; Reynolds & coll, 1974; MacDonald, 1976).
La constante b peut prendre des valeurs variant entre 10 et 40 mJem2 et comme le note
Andersen (1978), elle peut étre approchée par la tension interfaciale milieu hydrocarboné-
eau. Elle correspondrait donc dans ce contexte 2 1’énergie requise pour amener une poche
d’eau de surface S a Il'intérieur de la membrane (MacDonald, 1976). Actuellement, les
différents chercheurs dans ce domaine tentent de calculer la constante b en fonction de
différents paramétres reliés a la molécule. Différentes échelles d’énergie libre de transfert
sont proposées dépendamment de la nature de certains groupements fonctionnels, des
différents acides aminés, et méme du degré d’"exposition” de ces acides aminés (Guy,
1985). Ces échelles d’énergie de transfert faisant encore 1’objet de débats, nous nous
contenterons d’évaluer grossiérement 1’énergie neutre. Utilisant 1’équation 2.22, nous
obtenons pour I’ion TPB- de 4,2 A de rayon une valeur de Uy comprise entre -6 et -22 kT
23, Pour un ion de la taille du complexe nonactine-K*, Uy peut varier entre -14 et -50 kT.
Comme nous pouvons le constater, les énergies neutres abaissent sensiblement la barriere

23 Une détermination expérimentale récente donnerait une valeur de -13 kT (Flewelling & Hubbell, 1986a).
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d’énergie potentielle totale que doit franchir un ion liposoluble de grand taille. Concernant
le profil de Uy en fonction de la distance, il peut étre donné par 1’équation 2.23:

UnN X € [n, d-ri]

Un o= =0 xe[ri,d-n]

[2.23]

ourj est le rayon de I’ion liposoluble. Flewelling et Hubbell (1986b) utilisent prés des
interfaces membranaires une fonction sigmoidale d’épaisseur 2 r; centrée dans une région -
de permittivité égale A 10. Le profil résultant de 1’énergie “neutre” apparait a la figure 2.7.

2.1.6 Barri¢re d’énergie potentielle totale

L’étude de chacune des contributions susceptibles d’affecter notre sonde de potentiel étant
complétée, nous passerons enfin a la barriere d’énergie potentielle que rencontre notre
sonde. Pour y arriver, nous devons sommer, en tous points, chacune des contributions:

U®x = Ze[\yDc(x) + YpX) + Yy(x) ] + Up(x) + Ux) + Un(x) [2.24a]
ou U est I’énergie potentielle totale (J). Pour passer de 1’énergie potentielle au potentiel

total il suffit de diviser U par la charge de notre sonde soit Ze. Nous obtenons alors
I’équation 2.24b.

Up® + Ux) + UN(x)]

2240
7 [2:24v]

W (0 = WpcX) + WpX) + Yy(x) + (

Cette démarche se révéle toutefois extrémement difficile, certaines expressions de ces
potentiels étant pour le moins imprécises... Que deviennent Uy(x) et U(X) si nous tenons
compte de la variation de la permittivité relative a I’interface ? Quel est le profil de €y
(x) ? Quel est le moment dipolaire moyen d’un phospholipide ? Ou se situe ce dipble
moyen par rapport a I’interface ? Ou les ions liposolubles et les transporteurs s’adsorbent-
ils? A quelle distance se situent-ils de leur contre-ions ? Quelle est la valeur de Uy (x) ?
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Figure 2.7.— Profil de I’énergie potentielle "neutre". La largeur de la transition est égale au
diamatre de I’ion (ici 8A). (Tiré de Flewelling & Hubbell, 1986b).
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Le profil convoité apparait pour 1’instant brumeux mais il est important de regarder dans sa
direction, de tenter d’en percevoir les lignes. La premiére tentative sérieuse visant 2
dessiner la barriére de potentiel revient 3 Flewelling & Hubbell (1986b). En donnant aux
différents parametres de leur modéle du “potentiel total” 24 des valeurs raisonnables, ils
purent établir semi-quantitativement le profil de la barriere d’énergie rencontrée par des
petits ions de 2 et 3 A de rayon (et pour des ions liposolubles tels le TPB- et le TPAs*) lors
de leur passage au travers d’une bicouche phospholipidique. Des traits se dégagent (voir la
barriere d’énergie totale reproduite a la figure 2.8). Parmi ceux-ci, notons 1’existence i) de
puits de potentiel (sauf pour de petits cations) prés des interfaces ou les ions seraient
susceptibles de s’accumuler ii) de puits plus profonds pour les anions que pour les cations
(influence de yp), iii) d’une barriére centrale ayant grossiérement la forme d’une cycloide
(causée par les forces images) et dont la hauteur iv) serait nettement plus élevée pour les
cations que pour les anions (influence de yp). Les auteurs mentionnent aussi le fait que le
profil de potentiel est trés sensible a la densité de dipdles a 1’interface et que la plus grande
part de I’imprécision provient de la contribution de 1’énergie neutre. Notons en terminant
que la barriere modélisée par Flewelling & Hubbell est symétrique. Cela revient 2 dire que
.les cotés 1 et 2 de la bicouche sont considérés identiques ainsi que les milieux la bordant
(pas de “déformation” de la barrieére par une différence de potentiel transmembranaire

d’origine nernstienne ou due aux doubles couches électriques).

2.1.7 Superposition d’un potentiel extérieur a la barri¢re d’énergie totale

La barriére totale peut étre “déformée” également suite a 1’imposition d’un potentiel
extérieur. Or ne disions-nous pas, 2 1a section 1.4 que 1’on pouvait déterminer les potentiels
membranaires par des mesures de conductance a faible tension ou en faisant varier la
tension appliquée. Dans les deux cas nous mesurons le nombre de charges par unit€¢ de
temps qui franchissent la barriére lorsque nous appliquons extérieurement un potentiel a
I’aide d’une source de tension. Dans le premier cas, nous déformons la barriere d’une
maniére donnée. De la mesure a faible tension, nous n’avons qu’un seul couple courant-
tension. En faisant varier continiiment la tension appliquée nous obtenons un plus grand
nombre de couples. La mesure de conductance 2 tension fixe nous donne une image de la

24 Leur potentiel total n’inclut toutefois pas le potentiel de distribution...
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FIGURE 4 Membrane potential components and total potential profiles
based on Egs. 1, 4, and 6-10 of the text, characteristic of hydrophobic
anions (-) and cations (+). (4) Combined neutral plus Born-image
energy profile (—) together with dipole potential profiles (-—-). (B)
Resulting total potential energy profiles giving a good fit to the experi-
mental data for TPP* and TPB ~ (Table II) with the following parameter
values:t = 18 A, h=8A,p=24A,a=8.13A,u=-085D,r=424A g
-e6 =2,¢6,=78,and Wy = —7.5kcal/mol.

Figure 2.8. — Barritre d'énergie potentielle totale calculée pour un ion liposoluble de 0,42 nm de
rayon. Les unités d’énergie peuvent é&tre transformées en unités kT (3 25°C) en multipliant 1’échelle
par un facteur de 1,69. (Tiré de Flewelling & Hubbell,1986b).
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barriére alors que les courbes I-V ont I’avantage de “tester” la barriére de potentiel en la
déformant selon différents “angles” fournissant ainsi une image mieux “résolue” de la
barriere. D’un point de vue strictement informationnel, mille points sur une courbe I-V
correspondent A mille mesures a tension fixe et A beaucoup plus si I’on déforme mille fois la
barriere sous une méme tension. Les courbes courant-tension permettent de mieux
caractériser la barriere de potentiel. Cela se congoit aisément.

Revenons 2 la superposition du potentiel intrinséque (équation 2.24b) et du potentiel
extérieur. Nous ferons d’abord I’hypothése fondamentale que le potentiel appliqué, V,
- n’affecte pas la structure de la membrane. Le potentiel appliqué déforme la barriere mais
d’une maniere “élastique” pourrait-on dire. Ainsi si nous soustrayons du potentiel ressenti
par I’ion lors de la mesure I-V la composante du potentiel appliqué, nous devrions retrouver
le méme potentiel de barriére (le potentiel intrinséque). Symboliquement, nous avons:

v 0=y x+V® [2.254]
v : potentiel total que ressent ’ion (V)
Y : potentiel intrinséque de la barriere (V)

v : potentiel appliqué de part et d’autre de la membrane ( V)

Il est coutume afin d’alléger les expressions de rendre les différents potentiels sans
dimensions en les multipliant par un facteur dépendant exclusivement de la température:

. ] .
¢ X)=—Vy X
RT

: potentiel normalisé agissant sur I’ion ( -)
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Ce qui donne:
' 3
¢ = -R-;[w X+ V®]=0 @+ vX [2.250]

¢ : potentiel intrins¢que normalisé ( —)
: potentiel appliqué normalisé ( —)

<

11 nous reste maintenant & définir v(x). Nous présumerons encore ici que le champ extérieur
n’est pas perturbé par la présence de charges A l’intérieur du milieu hydrocarboné. Le
potentiel appliqué varie donc linéairement d’un c6té a 1’autre de la membrane tel que
présenté sur le schéma qui suit:

/ A
i
M
> X
0 1 d
et nous pouvons donc écrire:
Vo x<0
vVd x>d
V0 : potentiel appliqué du cété gauche ou cis (—)
vq : potentiel appliqué du cbté droit ou trans ( —)
X : distance 2 partir de I’interface de gauche (m)

d : distance sur laquelle le potentiel appliqué varie (m ).
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2.2 Problématique de I’utilisation d’un transporteur comme sonde de potentiel

Nous venons de voir le profil de la barriere de potentiel que rencontre notre sonde chargée
au cours de son périple au travers de la membrane. Il nous faut maintenant relier ce profil
de potentiel a ce que nous mesurons, c’est-2-dire au couple courant-tension. N’oublions pas
non plus que nous désirons éventuellement effectuer le chemin inverse: établir le profil de
la barriere de potentiel a partir des données I-V.

Nous avons occulté jusqu’ici les aspects cinétiques du transport ionique médié par un
transporteur. La conductance de bicouches dopées avec un transporteur dépend de bien
d’autres facteurs que ceux reliés a la barriere de potentiel. Elle dépend aussi de la
concentration de transporteur, de sa sélectivité envers les différentes espéces ioniques, de la
concentration de ces especes ioniques dans les phases aqueuses adjacentes & la membrane,
aussi de la mobilité du transporteur dans la membrane. La conductance d’une bicouche
dopée a la valinomycine ne sera pas la méme qu’une autre dopée 2 la nonactine, toutes les
conditions fussent-elles, par ailleurs, les mémes.

Afin d’unir les données provenant d’études concernant des transporteurs différents (ou d’un
méme transporteur sous des conditions différentes), il nous faut relier, dans une méme
éxpression, les différents parameétres ci-haut mentionnés et ceux caractérisant la barriere de
potentiel. Pour ce, nous avons besoin, et d’'un mécanisme général d’action du transporteur,
et d’une théorie ou tous les parametres reliés a la mesure de conductance se retrouvent.

2.2.1 Mécanisme d’action d’un transporteur

Les transporteurs dont il est question ici sont des substances généralement classées parmi
les antibiotiques a large spectre antibactérien. Ce sont des oligopeptides, généralement
neutres et d’une masse moléculaire voisine de 1 kDa. Leur structure peut étre de forme
cyclique (valinomycine, macrotétralides, enniatines, beauvéricine, antamanide) ou non
(monensine, nigéricine, dianémycine, grisorixine). Les premiers, neutres, forment un
complexe chargé positivement en se liant 3 des cations monovalents alors que les seconds
sont des acides carboxyliques qui lient les cations sous leur forme anionique. Tous adoptent
cependant une conformation particuliére ou nous retrouvons une cavité intérieure bordée
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d’atomes d’oxygene, permettant la fixation du cation monovalent, et un extérieur bordé de
groupements hydrophobes, favorisant ’entrée de la molécule dans le milieu hydrocarboné
(Gale & coll., 1983, Grell & coll., 1975). La cavité intérieure, d’une “capacité” définie,
confére aux transporteurs une grande sélectivité (plus grande encore que celle des canaux
dits sélectifs). Cette sélectivité est directement liée aux constantes de complexation et ces
demiéres peuvent étre estimées en calculant les interactions ion-dipdles entre I’ion et les
groupements dipolaires tapissant I’intérieur du transporteur et en comparant les énergies
d’interaction avec les calculs (ou mesures) des énergies d’hydrafation (Eisenman & Hom,
1983).

Le transport ionique par l’entremise d’un transporteur s’effectue en quatre étapes:
i) complexation du transporteur (neutre) avec 1’ion, ii) translocation du complexe (chargé)
au travers de la membrane, iii) dissociation du complexe, iv) retour du transporteur (neutre)
a l’interface d’origine. Deux scénarios peuvent étre envisagés concernant 1’étape de
complexation: dans le premier, la complexation entre le transporteur I et 1’ion S a lieu dans
la phase aqueuse (mécanisme Pjg) alors que dans le second, la complexation a lieu a
I’interface (mécanisme Rjg). Evidemment, ces deux mécanismes peuvent se produire
_concxirremment. De plus, chacune des réactions de ces mécanismes posséde des constantes
de vitesse qui lui sont propres. Est-ce I’étape de complexation qui limite le transport
d’ions ? Est-ce I’étape de translocation ? Est-ce 1’étape iii) ou 1’étape iv) ? Sans oublier le
fait que ces mécanismes Pjs et Rig présupposent la diffusion de I’ion et du transporteur (si
I’ajout s’effectue via la phase aqueuse) du coeur de phase aqueux 2 la phase membranaire;
diffusion donc au travers de la couche immobile 25 (« unstirred layers »). Cette diffusion
peut étre limitante et dans le cas d’un mécanisme Pjg mener a des potentiels de diffusion
(« aqueous diffusion polarization ») si la conductance devient élevée (Stark, 1978).
Diffusion aussi au travers de la double couche électrique. Une étude de Ranjagaran (1963)
montre que le flux de particules peut étre accéléré ou décéléré par le champ électrique de la
double couche. Nous voici déja - dans le cas d’une bicouche symétrique - avec un modele
incluant 14 constantes de vitesse ! Le modéle peut se complexifier davantage si 1’on prend
en ligne de compte la zone périphérique ceinturant la bicouche plane (Hladky, 1973). Dans
le cas le plus simple (le seul phénomene considéré est la migration du transporteur libre de

25 La couche immobile est une région du fluide adjacente 2 la membrane exempte de mouvement. Son
épaisseur, de l'ordre de 100 pm, dépend de la géométrie, des dimensions de la membrane et de la qualité de
l'agitation du compartiment aqueux (Haydon & Hladky, 1972).
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I’intérieur de la membrane vers le coeur de la zone de transition), nous nous retrouvons
avec 16 constantes de vitesses 26, Cela est évidlemment beaucoup trop. En général, les
chercheurs utilisent le modéle de Ciani & coll. (1973) ou les effets reliés a la zone de
transition, 2 la couche immobile et 2 la double couche, ne sont pas considérés 27. Ce
modele apparait 2 la figure 2.9. Certains chercheurs (Stark, 1978; Andersen, 1978) jugent
le modele déja trop complexe. Quelles sont les constantes de vitesse qui dépendent de la
tension ? Quelles sont les réactions se déroulant a 1’équilibre ?

Différentes méthodologies ont été développées afin de déterminer les différentes constantes
de vitesse. Mentionnons les mesures de relaxation du courant suite a 1’imposition d’un saut
de voltage (Benz & Stark, 1975), ou d’un saut de température (Knoll & Stark, 1977), les
mesures de relaxation de la tension suite 2 I’imposition d’un saut de courant ( «charge-
pulse methods » ) (Feldberg & Kissel, 1975), les mesures de la conductance en fonction de
la tension (Stark & Benz, 1971) et celles, enfin, dites d’analyse du bruit (Kolb & Laiiger,
1978). De nombreux chercheurs ont contribué a élargir notre compréhension de ces
mécanismes de conductance médiée, tant sur le plan théorique qu’expérimental. Parmi les
équipes de recherche les plus importantes,' citons une équipe anglaise (Haydon, Hladky &
coll.), une allemande (Benz, Laiiger, Stark & coll.) et une américaine (Eisenman, Ciani,
Szabo, Mc Laughlin & coll.). Malheureusement chacune de ces équipes ayant développé un
formalisme et une approche propre du probléme, celui-ci peut vite devenir embrouillé pour
le lecteur néophyte. Nous lui suggérons les revues suivantes: Haydon & Hladky (1972),
Hladky, (1979), Laiiger & coll. (1981) et Morf (1981) de méme que les “articles-squelettes”
suivants: Ciani & coll. (1969), Latiger & Stark (1970), Hladky (1972), Ciani & coll. (1973)
et Ciani (1976).

26 Au mieux nous nous retrouvons avec 10 variables A déterminer: 4 constantes de vitesse et 6 constantes
d’équilibre.

27 La correction pour la double couche n’est vraiment nécessaire que pour des mesures électriques faites 2
des fréquences supérieures 2 1 kHz (De Levie & Seidah, 1974).
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Fig. 1. Schematic diagram of the processes by which neutral carriers mediate permeation
of ions through the membrane. The membrane is indicated to be interposed between
two aqueous phases (") and (") and extends from x=0 to x=d. (P,) refers to the partition
process of the neutral carrier [Eq. (16)]. (R;,) refers to the interfacial reaction process
[Eq. (17)], which involves the reaction at the interface between an ion in the aqueous
phase and a carrier molecule already present in the membrane. (P;,) refers to the
partition process of the complex [Eq. (18)], which involves the transfer of an already
formed complex from the aqueous phase into the membrane

Figure 2.9. — Schéma général du mécanisme d'action d'un transporteur neutre. Le transporteur et
I’ion sont ici symbolisés par les lettres S et I. L’astérisque indique que I’on se trouve 2 I’intérieur de
la membrane. (Tiré de Ciani & coll., 1973),
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Les multiples données obtenues montrent une influence de la concentration de transporteur
utilisé, de la concentration de I’ion perméant, du type de lipide utilisé, de la longueur et du
degré d’insaturation des chaines hydrocarbonées de ce lipide, du solvant utilisé (film noir)
et de la température sur les différentes constantes de vitesse. L’élucidation de ces effets au
niveau moléculaire reste trés partielle cependant.

2,2.2 Choix de la nonactine

Pour y parvenir, nous devons expérimenter dans des conditions précises. Ainsi, si nous
désirons étudier I’effet de la hauteur de la barriere de potentiel sur 1’étape de translocation
du complexe chargé, nous devons privilégier les situations ou: i) le mécanisme dominant
est du type Rjg (transporteur confiné dans la phase lipidique), ii) I’étape de translocation est
I’étape limitante (réactions interfaciales rapides) et iii) les réactions interfaciales sont a
I’équilibre 28, En ce qui nous concerne, ce sont justement les situations pour lesquelles il
sera plus “facile” de déterminer le profil de la barriére 3 partir de la courbe I-V.

Sous ces mémes conditions, i), ii) et iii), nous pourrons exprimer les concentrations
interfaciales de nos sondes de potentiel en fonction de données expérimentales plus
“immédiates” (Hall & coll., 1973; van Dijk & de Levie, 1985) :

CN =V CY KX ¥is [227]
Cc¥ cM
a KXJ= — L= IS
ou : et Yis
cV.cd cy
Cg . concentration interfaciale de complexes ( mol «m-3)
Ci\: : concentration de complexes dans la phase aqueuse ( molem-3)
C\iV : concentration ionique dans la phase aqueuse ( molem-3)

28 e systéme est alors dit en régime d’équilibre (« équilibrium domain »), par opposition au régime
cinétique (« kinetic domain ») ol la concentration de complexes varie en fonction du temps.
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Cg : concentration de transporteur dans la phase aqueuse ( mol-m‘3)
Yis : coefficient de partage du complexe (-)
w
Ka : constante de complexation ion-transporteur dans la phase aqueuse ( m3emol-!)

On peut se surprendre de voir apparaitre K‘X et ¥js pour un mécanisme Rjg, mais la
concentration de transporteur dans la phase membranaire et la constante d’équilibre de la
réaction de complexation ion-transporteur a I’interface n’étant point connues, il est
nécessaire de scinder en trois la réaction hétérogéne A I’interface:

™+sM = M
KAW
M+sy = 18V
Yis
sV = M
¥s'!
SM = SW
m+sM = M
Ys : coefficient de partage du transporteur libre ( -)

De ces réactions, il est facile de retrouver I’équation 2.27.

Parmi les transporteurs les plus connus (valinomycine, trinactine, nonactine) seule la
nonactine remplit dans un large éventail de situations les trois conditions ci-haut
énumérées. L’utilisation de la valinomycine est & proscrire car les constantes de vitesse de
bicouches dopées 2 la valinomycine sont du méme ordre de grandeur (Knoll & Stark,
1975); ce transporteur ne remplit donc pas la condition ii). Alors que pour la trinactine, il
est extrémement difficile d’atteindre 1’équilibre, que 1’on ajoute le transporteur via la phase
lipidique ou via la phase aqueuse (Hladky, 1979). Elle ne remplit pas, quant 2 elle, la
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condition iii) . La nonactine semble donc le transporteur idéal d’autant plus que 1’on peut
depuis quelques années se la procurer commercialement.
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