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Chapitre 1

"INTRODUCTION GENERALE




I.1. ETAT DE LA QUESTION

I.1.1. Structure moléculaire des amphiphiles

Le caractére amphiphilique désigne la double affiniteé des molécules a
l'égard de 1°'eau et des hydrocarbures. Ces molécules sont ainsi consti-
tuédes d'un groupement hydrophile et d’'une partie hydrophobe généralement
hydrocarbonée (voir fig. 1 - 3)J. Les lipides, des substances naturelles
présentes dans toutes les membranes des cellules vivantes, sont considérés
comme etant des amphiphiles typiques. On reconnait, par exemple, dans la
molécule de la phosphatidylcholine (fig. 2), la partie lipophile qgui est
constituee d’un diglycéride a longues chaines aliphatigques, et la partie
hydrophile amphotére (Iwitterion) gqui est formée d'un ogroupe phosphoryl-
choline. WNous représentons dans les figures 1 et 3 guelques amphiphiles

respectivement 4 deux chaines carbonées et & une chaine carbonée.

Notons que la chaine hydrocarbonée est responsable de 1'affinite wvis-
d-vis des hydrocarbures et des solvants non polaires;y c'est la partie
hydrophobe, Elle peut revétir des structures chimiques treés varides et
avoir une architecture linédaire ou ramifiée. En outre, elle peut 8tre
constituéde d une seule chaine paraffinique, mais aussi de deux, voire de
plusieurs chaines attacheées 4 un mése groupe hydrophile. Enfin, elle peut
appartenir & la famille des corps aliphatiques ou posséder des doubles

liaisons éthyléniques ou des noyaux aromatigues.
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Fiqure 1. Structure chimique de quelques phospholipides A& deux chaines
carbonées. Les groupes R, et Rz désignent les chaines hydrocarbonées dont

la lonqueur naturelle varie entre 146 et 22 atomes de carbone.
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Figure 2. Structure chimique de la phosphatidylcholine extraite du jaune

d'oceuf et composition des chaines carbonées R, et Ra.
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Figure 3. Structure chimique de quelques lipides & une seule chaine

carbonée.



D'autre part, la téte polaire est responsable de 1'affinité envers
|l 'wau ot les solvants polairesy c'est la partie hydrophile. Elle aussi
peut se présenter sous différentes formes. Elle est ionisable guand elle
ast formée d'un groupe anionique (ex. wune fonction carboxyliquel, d'un
groupe cationigue (ex. une fonction ammoniual ou d'un groupe amphotére
{ex, une fonction phosphorylcholinel. Elle est non ionique gquiand elle est
constituée soit d'une chaine hydrosoluble étendue (généralement une chaine

polyoxyéthylénique), soit d'un groupe coampact (ex. un résidu sorbitol).

I.1.2. Mécanismes d auto—association

Le caractére amphiphilique a son origine, nous 1 'avons vu plus haut,
dans 1 ensemble des interactions oqui s’exercent entre telle ou telle
partie de | amphiphile et le milieu dans lequel elles se trpuvent. La
nature de toutes ces interactions est trés variée. Cependant,on peut les

grouper, pour besoin de simplification, en:

a = interactions hydrophiles, c'est-i-dire toutes celles gui
s 'exercent entre les tétes polaires des amphiphiles et 1 'eau agissant
comme solvant, de méme que les interactions réciproques entre les tétes

polaires elles-mBnes; et

b - les interactions hydrophobes, c'est-d-dire celles gui s exer-

cent uniquement entre toutes les chaines dans la région hydrocarbonée.



I1 faut remarquer a ce propos que des forces electrostatiques s'exer-
cent entre les ions positifs et négatifs lorsque les parties hydrohpiles
sont ionisées, et se manifestent également entre les ions et les dipéles
présents dans le systéme., Buant & 1'eau, elle joue un rale important
puisqu'elle- est loin d'étre un milieu inerte et continu. Elle posséde
d'une part une structure locale prononcée, et constitue d'autre part un

milieu solvatant trés puissant.

Dans un milieu aqueux, 1‘association.rde molécules d'amphiphile
{Tanford, 1973 , Israélachvilli et al, 1976 et Nagarajan et al, 1979) en
structures bien définies (voir fig. 4 plus loin), telles que micelles
{(formées a partir d'amphiphiles & une seule chaine carbonée) et vésicules
(formées a pértir d'amphiphiles & deux chaines carbonees), derive partiel-
lement de 1l 'interaction hydrophobe entre les chaines carbonées, qui est
alors & 1’'origine de leur regroupement, Elle dérive aussi de la nature
hydrophile des tétes polaires, laquelle impose a ces dernidres la néces-
sité d'eétre en contact avec | 'eau. La reconnaissance de 1l 'interférence de
ces deux effets, dans la formation des micelles et des vésicules, a donné
lieu au concept des deux "forces opposées” (Tanford, 1973): 1 une, attrac-
tive, due & 1'interaction entre chaines carbonées tend & diminuer 1‘aire
de la surface de la téte polaire qui est en contact avec | ‘eau, tandis que
l'autre, reépulsive, au niveau des tétes polaires, tend a 1'augmenter. Ces
interactions sont a 1’'origine de "l'aire optimale" de la surface par téte
polaire a laquelle 1'énergie libre totale d’'interaction par mélécule

d‘'amphiphile est minimale.



Des theéories thermodynamiques (Tanford, 1973, Israelachvilli et al,
1975 et Magarajan et Ruckenstein, 1979), ont été proposées pour expliguer
ce phénoméne d assemblage. Dans certains cas, le point de départ consis-
tait en des expressions empiriques qui tenaient compte des variations de
l "énergie libre d’'interaction entre les molécules d amphiphiles. La plus
représentative de ces démarches a été développée d abord pour les systeé-
mes micellaires (Tanford, 1973), et s’'est étendue ensuite aux vésicules
lipidiques {Israélachvilli et al, 19746 et Nagarajan et Ruckenstein, 1979},
Dans le traitement de Tanford, la variation de l'énergie libre totale est
décomposée en interactions attractives dues a la nature hydrophobe des
chaines :irbnnéEE, et en intera:tinﬁs répulsives dues aux tétes polaires.
La composante attractive tend a minimiser le contact entre les chaines
carbonées et | 'eau, et est supposée &tre indeépendante de la nature des
tétes polaires., Elle a été estimeée (Tanford, 1973, pp. 5 - B} a partir de
| 'énergie libre résultant du transfert d'une chaine aliphatique de 1 'eau
vers un hydrocarbure ligquide. Il faut remarquer que la variation de
l"énergie libre tient compte de la variation de la concentration micel-
laire critigue (CMC) avec l'augmentation de la longueur de la chaine de

1 amphiphile (Tanford, 1974).

Par ailleurs, afin d'expliquer la dimension +finie des agrégats, il
faut considérer wune composante répulsive dans la variation de | 'énergie
libre totale. Pour les amphiphiles ionigues, une des contributions & cette

composante reépulsive provient de la répulsion électrostatique entre les



tétes polaires. Certes les autres contributions répulsives n'ont pas
encore gté identifides, mais on peut estimer, d'une wmaniére empirigue
(Tanford, 1974), la partie répulsive, soit & partir des valeurs expéri-
mentales de la concentration micellaire :ritiQUI ivoir fig. 3), wsoit a
partir des données provenant des études en monocouches. On présume gue
cette composante dépend de la nature des tétes polaires et de la distance
les séparant, et gu'elle est indeépendante de la longueur de la chaine

carbonée.

I.1.%. Formation de micelles et de vésicules lipidigues

&n milisu aguaux

Lorsque des molécules d'amphiphile & une seule chaine sont dispersées
dans 1'eau, elles peuvent conduire & une ségrégation de leurs parties
hydrophobes par auto-association, expulsant de ce fait les molécules d'eau
vers | 'extérieur. Les produits de cette agrégation sont connus sous le nom
de micelles (Tanford, 1973), Ces derniéres (fig. 4a)} peuvent Etre pergues
comme des particules consistant en un noyau hydrocarboné pseudo-ligquide
protégé par une enveloppe renfermant les tétes polaires des molécules de
1'amphiphile. On parle de noyau pseudo-liquide parce que les chaines car-
bonées de 1 amphiphile sont généralement dans un état de désordre
lorsqu’elles sont aliphatiques, Ceci est vrai quand la température est au
dela d'une température critique gui est celle de la transition de phase
gel = cristal ligquide de 1 amphiphile en gquestion. La preuve de la nature

pssudo~liquide de 1'intérieur de la micelle est fourni par 1'habilite de
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celle-ci 4 dissoudre les hydrocarbures et autres substances hydrophabes
{(voir e.g. Pal et Moulik, 1983)., A titre d'exemple, mentionnons qu'un
mélange bipaire savon/eau est une solution micellaire typique (voir e.g.
Muker jee, 1975). Certes le savon est moléculairement dispersé dans 1’eau
quand sa concentration est faible, mais ses molécules se regroupent en
micelles des que la concentration est plus grande. Le passage de 1 etat
moléculaire & 1’'état micellaire s'effectue dans une zone tres etroite de
concentrations qui porte le nom de concentration micellaire critique (CMC)
(fig. 3), Cette derniére est influencée par la nature de 1l amphiphile, la

température et la force ionique du solvant (Tanford, 1973).

En plus des structures fermées ayant une partie interne non-aqueuse,
les micelles,'on a observé la formation de structures fermées ayant une
partie interne agqueuse lorsque des phospholipides sont dispersés dans
1 'eau (Bangham et al, 1968). Ces gtructures (vésicules lipidiques ou
liposomes) sont caractérisées par un grand nombre de lamelles concentri-
ques (couches bimoléculaies), lesquelles peuvent @tre brisées a l'aide de
méthodes adéquates (voir chapitre II), afin de donner lieu a des struc-
tures constituées d'une seule couche bilipidique {(voir fig. 4b). Depuis la
découverte de Bagham et al (1965), l"utilisatién des vésicules comme mode-
les membranaires (Sessa et Weissman, 196B) ou comme véhicules de drogues
(Brégoriadis, 1976a et 1976b) a connu un développement rapide. Les veési-
cules lipidiques (fig. 4b) peuvent @tre préparées & partir d'une grande
variété de lipides amphiphiles ou de mé}ange de lipides. Les phospholipi-

des (fig. 1), composants majeurs des membranes biologiques, sont les plus



11

utilisés pour la préparation des vésicules. Ils peuvent &tre obtenus par
extraction et purification & partir de sources naturelles {(voir e.g.
Singleton et al, 1965), En gutre, d'autres espéces de phospholipides, avec
une composition homogéne d‘'acides gras saturés {e.g, la dimyristoyl-, la
dipalmitoyl- et la distéaroyl-phosphatidylcholine) peuvent 8tre préparees

synthétiguement.
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1.2. DEFINITION DES OBJECTIFS

Etant donné 1a formation de wmicelles & partir d'amphiphiles & une
seule chaine carbonée et de vésicules & partir d'amphiphiles a deux chai-
nes carbonées (voir section I.1), i1 a été postulé (Israélachvilli et al,
19680) que la nature de la dispersion des lipides dans |’ 'eau dépend princi-
palement de la forme des molécules (voir fig. 6). Seules les molécules
qui préférent un arrangement en bicouche, e.g les phospholipides (cf. fig.
ba et b) formeront des vésicules dans un environnement aqueux. Cependant,
des amphiphiles autres que les phospholipides peuvent aussi former des
vésicules (e.g. Hupfer et Ringsdorf, 1981 et Fendler, 1981) pourvu que
leur forme soit proche de celle d'un cylindre. Ceci n’'est pas le cas des
lipides dont la forme moléculaire est plus proche de celle d’'un céne. Ces
lipides ont tendance & se regrouper soit en micelles sphériques soit en
micelles cylindriques (fig. 4c et d). On voit ainsi que | habilité a for-
mer des veésicules constituées de meélanges de lipides différents (vésicules
mixtes) devrait dépendre du mécanisme de formation des agrégats. Dans ce
sens, ce qui a été dit sur la formation de structures a partir d'un ménme
type d'amphiphile (voir sgection [.1.2.), c’est-a-dire 1'état pseudo-
liquide de ! 'intérieur de la vésicule et le role de 1 attraction hydropho-
bique et la répulsion entre les tétes polaires ("forces opposées”), reste
valable dans le cas d’'agrégats wmixtes., Remarquons finalement que 1la
membrane binlogique naturelle est le résultat d'un regroupeament de divers

lipides et protéines qui constitue un cas trés complexe.
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Figure &. Proriétés dynamiques de regroupement de lipides et structures
#ventuelles que ces derniers sont capables de former (d'aprés fig. 4.2

dans Israglachvilli et al, 1980),
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On voit alors 1‘avantage d approcher ces études & 1'aide de wodéles de
vésicules miwtes et nous avons suivi cette voie de recherche dans notre

travail,

Parmi les questions fondamentales qui découlent de la formation de
vésicules mixtes en milieu agueux, nous avons etudie:
- la capacité de solubilisation des couches bilipidiques;
- la localisation des espéces solubiliseées dans les vésicules; et
- |'effet des espéces solubilisées sur la stabilite et les dimen-

sions des vési:ules.

Pour ce faire, nous avons utilisé trois amphiphiles dont deux sont
d'origine naturelle, soit la chlorophylle a (Chla) et la phosphatidyl-
choline (PC), et le troisiéme est d'origine synthétique, la stéaryl-
amine (SAM). La PC formera |1 'échafaudage de la vésicule lipidique
unilamellaire qui va servir de matrice ("solvant") solubilisante tandis
que la Chla et la 5AM joueront le réle d'espéces solubilisées. 11 est &
noter gque la Chla ne forme pas de micelles typiques lorsqu’ajoutée toute
seule & ]1'eau {e.g, Katz, 197%), ce qui n'est pas le cas de la SAM qui se
regroupe facilement en micelles au sens propre du terme {(Panzner et

Jansons, 197%).
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Dans ce contexte, nous essaierons d apporter des reéponses 4 la

question suivante: que se passe-t-i] lorsque l'on mélange dans I'e

=

anphiphile & deux chaines carbonées, [a PC, avec des amphiphiles a une

seule chaine carbonée, la Chia ou la SAH?

Ainsi dans le chapitre II, nous analyserons la question du mélange bi-
naire PC/Chla. La Chla joue un réle prépondérant dans | 'acte photosynthe-
tique puisqu’'elle est considerée cosme le plus impportant photorécepteur.
Son choix pour ce travail (voir aussi chap. II) est basé sur le fait que
cet amphiphile fait partie intégrante du groupe des lipides & chaine iso-
préne (les lipides preényls) lesquels sont largement impligqués dans le
transfert d'électrons et d'énergie dans les meabranes des chloroplastes et
dans celles des mitochondries. On cherchera en particulier a discerner la
capacité d'une vésicule lipidique unilamellaire & incorporer un amphiphi-
le & chaine isopréne, la chlorophylle a (voir & ce propos les travaux
antérieurs par Dijkmans et al, 197%9a et b) et 1'effet de celle-ci sur la

stabiliteé de la structure du systéme lamellaire de la vésicule lipidique.

Par ailleurs, toute molécule hydrophobe ou amphiphile devrait, ordi-
nairement, &tre capable de pénetrer dans 1la bicouche lipidigue. 51 la
substance ajoutée est un amphiphile & une seule chaine aliphatique (ex.
les lysophospholipides), le systéme garderait son caractére de bicouche
seulement & faible concentration de 1 additif. Une destruction progressive
de l'état bicouche et une éventuelle formation de micelles contenant guel -

ques lipides pourraient avoir lieu au fur et & mesure gque la proportion de
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1’amphiphile & une seule chaine est augmentée (Tanford, 19B0). Nous étu-
dierons cette question & 1'aide de 1'incorporation de la stéarylamine dans
les vésicules constituées de phnsphatidyl&holine. Ceci fait 1'objet du

chapitre III,

Finalement, le chapitre IV comporte une étude comparative de 1‘inclu-
sion de ces deux amphiphiles dans des vésicules lipidiques unilamellaires.
En nous basant sur d'autres #tudes concernant 1‘'incorporation de lipides a
ch;ines isoprénes, de lysophospholipides et d’'acides gras, nous cherche-
rons a comprendre s'il y a une relation entre la structure chimique d’un
amphiphile et sa quantité solubilisée dans la bicouche lipidique des

vésicules unilamellaires.



Chapitre II

INCORPORATION DE LA CHLOROPHYLLE a
DANS LES VESICULES UNILAMELLAIRES
DE PHOSPHATIDYLCHOLINE




ITI.1. INTRODUCTION

L acte prisaire de la photosynthese se déroule dans un wmilieu haute-
sent organisé, la =mesbrane du thylacoide. Cette organisation résulte
d'interactions soléculaires diverses. Ainsi, la compréhension de 1 archi-
tecture moléculaire de la membrane photosynthétigue est une étape essen-
tielle vers | 'élucidation détaillée de son fonctionnement. Il a été établi
que la majeure partie de la chlorophylle est associée aux protéines
intrinséques ou extrinségques des thylacoides (Andersson et Anderson,
1580), Cependant, une étude récente de Eigenberg et al (1981) a montré que
les thylacoides des feuilles d'épinard contiennent des molécules de chlo-
rophylle qui sont +trés probableasent lides aux molécules lipidigues des

membranes,

La partie lipidique de la membrane des thylacoides se compose de 25 a
30% en poids de lipides & chaine isopréne, de 45 & &0% de glycolipides et
de 9 4 12% de phospholipides (Lichtenthaler et Park, 19463). Les lipides &
chaine isopreéne (tableau 1) sont répartis dans la bicouche lipidigque de
fagon & jouer wun réle preépondérant dans 1'acte  photosynthétigque
{Lichtenthaler, 197%), Parmi ceux-la, on retrouve des capteurs d’ énergie _
{echlorophylles, caroténes, xanthophylles) et des transporteurs d'électrons
4 travers la bicouche de la membrane (quinones). La chlorophylle, considé-
rée coame le plus iaportant photorécepteur dans la photosynthése, est un
amphiphile. BSa téte polaire est constituée d'un grand cycle aroasatique

avec un systéme d’'électrons n hautemsent délocalisé, tandis que sa portion
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Tableau I : Composition relative des lipides a chaine isopréne dans

la membrane des thylacoides extraite des chloroplastes d ' épinard

(Lichtenthaler, 197%!).

Chlorophylle a 100
Chlorophylle b 38
fi-Caroténe ' 13
Lutéine 14
Viclaxanthine 5
Necxanthine 2
Plastoguinone-%9 ]
#-Tocophérol {(vitamine E) 245
e-Tocogquinone 0,4

Phylloguinone (vitamine K,) 0,7
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hydrophobe est une chaine phytyle composée de 5 unités isopreénes (fig. 7).
Plusieurs études faites & 1'aide de membranes artificielles (e.qg.
ODettmeier et al, 1974 et Fragata, 1977) ont montré que le noyau tétrapyr-
roliques de la chlorophylle est localisé dans la région des t8tes polaires
des couches bilipidiques constituées de phosphatidylcholine, tandis que la
chaine phytyle est paralléle aux chaines hydrocarbonées de 1la région

hydrophobe,

Au niveau moléculaire, deux types d'interactions entre la chlorophylle

et les lipides sont & considérer (cf. Katz, 1979):

a) les interactions qui sont mises en jeu entre la chaine phytyle de
la chlorophylle ‘et les longues chaines aliphatiques des acides gras des
lipides. Par encombrement stérique, les groupements méthyles latéraux de
la chaine isopréne peuvent empfcher 1les mouvements trans-gauche des
chaines saturées (Schmidt et al, 1976) ou les mouvements cis-trans des
chaines 1insaturées (Diplock et Lucy, 1973). De plus, une chaine isopréne
peut interagir avec plus d'une chaine lipidique (Maggio et al, 1977),
donnant ainsi lieu & un enchevétrement des chaines carbonées. Par conseé-
quent, une diminution dans la diffusibn latérale dés lipides s’'ensuivra
(Yamauchi et Matsushita, 1979). Caci, évidemment, engendrerait un état
solide plus ordonné dans la bicouche lipidique et favoriserait un
processus qui requiert wun transfert d’énergie de lonque portée entre un

donneur et un accepteur (Chan et al, 1979).
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Figure 7, Structure chimique de quelques lipides & chaine isopréne.
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b) les interactions de coordination gui pourraient exister entre
l'atome de magnésium central du noyau chlorine et un groupement donneur ou
nucléophilique du lipide; par exemple, la figure 8 montre une liaison avec

l"atome d'owygeéne du groupement phosphate du lipide (Chan et al, 1979},

L'étude de «ces interactions est importante. En effet, au cours de ce
travail, nous avons montré i(cf. Reésultats) que 1la wvariation du rapport
molaire Chla/PC des lipides incorporés dans la membrane donne lieu & des
non-linéarités des courbes [%Chlalsinare v5 [%Chlalinicsmie (cf. fig. 16)
qui sont vraisemblablement le résultat de changement de 1 'état d organisa-
tion des couches bilipidiques. Nous pensons en particulier 4 la formation
probable de ‘"micro-domaines" ou des "séparations de phase" dans 1 'espace
de la bicouche lipidigue. Cependant, il ne nous a été pas possible au
cours de cette étude de procéder & la caractérisation de ces é&tats physi-

ques,
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Figure 8., Liaison de coordination entre le magnésium central de la chlo-
rophylle et 1‘oxygéne du groupement phosphate de 1la phosphatidylcholine

(d'aprés fig. 13 dans Chan et al,1979).
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I1.2. PROCEDURES EXPERIMENTALES

I1.2.1. Matériel

La phosphatidylcholine (PC) est extraite du jaune d'oeuf et
purifiée suivant la méthode de Singleton et al (1963). La purete du pro-
duit récupéré a été vérifiée &4 1 'aide de la chromatographie sur couche
mince (chloroforme : méthanol : eau = 63 : 25 : 4). Le produit donnait un
seul point de couleur orange sur une plague de gel Silica B (Sigma Chemi-

cal Co., lot F3IC-1390),

La chlorophylle a (Chla) est extraite des feuilles d épinards et
purifiée suivant la méthode d'Omata et Murata (1980). Ainsi apres avoir
broyé des feuilles fraiches d 'épinard en les trempant dans 1'acétone, on
recupere tous les pigments par un meélange approprié de dioxane et d’'eau.
Le complexe pigments-dioxane séché est #&lué dans une colonne de DEAE
sépharose CL-5B pour permettre la séparation des deux chlorophylles a et b
du reste des pigments. Le premier solvant utilisé est 1 acétone qui é&lue
tous les caroténoides et un deuxiéme "solvant (acétoneiaméthanol = 10:3)
aide & récupérer les deux chlorophylles. Ce mélange séché est dissous dans
1 'hexaneiisopropanol (4011) et passé dans une autre colonne de sépharose
CL-4B. En augmentant progressivement la proportion d'isopropancl, on

réussit a éluer en premier la Chla et par la suite la Chlb.
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I1.2.2. Préparation des veésicules mixtes PC/Chla

Les divers mélanges de la PC et de la Chla (fractions molaires bien
définies) ont été préparés pour la formation de mesbranes suivant la
procédure de Thompson et al (1974) (veoir résumé des étapes au schéma 1).
Le poids de la PC, avant mélange, se situait entre 100 et 120 mg, tandis
que celui de la Chla variait pour donner les fractions molaires initia-

les désirées (0 & &% de Chla, voir e.g fig. 16).

Pour un mélange donné, les deux lipides sont dissous dans du chloro-
forme qui sera évaporé sous wun jet d'azote ou d'argon; ceci évitera
1 oxydation des lipides. Puis un volume de 8 - 10 ml d'un tampon Tris=HCl
0,00 ® (pH = B,0), NaCl 0,1 M, est ajouté aux deux lipides secs. La
dispersion est faite & 1'aide d'un vortex, suivie d'une sonication pendant
15 = 20 min. dans wune cellule "sonifier disrupter” (Heat System-Ultra
sonics, modéle W-225R). La puissance de sortie du sonicateur est fixée a
20 W. Par  la suite la dispersion est centrifugée & 100 000xg durant une
heure, afin d'éliminer les lipides non dispersés et les particules de
titaniuma en provenance de la sonde. Le surnageant {environ 9 ml) est
preélevé et son volume ramend a 1 al dans une cellule Amicon (filtre MX

100A).
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Schéma 1, Etapes de préparation des petites vésicules unilamellaires.
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Finalement, ce volume de |l ml est injecté dans une colonne (2,5 x &0
cm) de gel Sépharose 4-B (Pharmacia Fine Chemicals), et des fractions de 5
4 & ml sont collectées. Seules celles od la dispersion contient des vési-
cules homogénes {(classe III dans le profil d'élution, fig. 9) sont rete-
nues pour de futurs dosages de la PC et de la Chla (voir détail dans

gection II.3.1.)

11.2.3. Détermination de la concentration de 1la PC

Chaque molécule de la phosphatidylcholine contient un seul groupement
phosphate (PO4~%). FPar conséquent la concentration de la PC sera évalude
par 1l'intermédiaire d 'une détermination de la concentration des FPO.7

d'aprés la méthode suivante (Bartlett, 1959):

= 1| m»l] des fractions éluédes est traité par du HzS0s4 concentré et
le tout est chauffé & trés haute température, ceci afin de briser tous les
liens covalents dans les molécules de lipides.

= apres refroidissesent des échantillons, deux gouttes de Ha0z
sont ajoutées et le tout est réchauffé & trés haute teampérature. Le Hz0:
sert &4 éliminer le matériel carbonisé,

- 4 ml d'eau distillée sont rajoutés & chaque échantillon pour
qu'ensuite soit ajouté | ml d'une solution de molybdate d ammonium et 1 ml

d'une solution d'Elon (sulfate de p-méthylaminophénoly Eastman Kodak Co.).
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Apres developpement de la couleur bleue, la densité optique est lue a
&40 nm, et comparée & upne courbe standard d’'une solution de KHzPDs dont la
pente est égale &4 0,425 ml/umole. Et c'est ainsi que 1'on détermine la

teneur en PC des vésicules lipidigues unilamellaires.

II.2.4. Determination de la concentration de la Chla

La concentration de la Chla, dans les différentes fractions éluées,

est déterminée conformément a4 la procédure de Ritt et Walz (1974).

Pour ce faire, on prend | ml de chaque +fraction & guoi on ajoute 3 ml
de chloroforme saturé d'eau. Aprés agitation & 1’'aide du vortex, on cen-
trifuge le tout, pendant 5 min., dans une centrifugeuse de table. Ceci
permet une séparation des deux phases {agueuse et organique). Cette der-
itre contenant la Chla sera prélevée et sa densité optigue est lue & 445
nm (c'est le maximum d absorbance de la Chla dans le chloroformel. Ainsi,
la concentration de la Chla est calculée en wutilisant son coefficient
d'extinction molaire dans le chloroforme saturé d'eau. Ce coefficient a

été évaluéd 4 6,23 x 10 H 'cm~* & partir d'une courbe standard de la Chla.
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I1.3. RESULTATS

I1.3.1. Caractéristiques des vésicules mixtes de PC/Chla

La figure 9 montre wun profil typique d’'élution d'une dispersion
contenant des vésicules mixtes ivn;r définition plus haut, page 14}
préparées a partir de la PC et de la Chla, Les résultats de la fig. % sont
donnés en unités de turbidite apparente T. = T-(PC) + A(Chla), od4 T.-(PC)
est la turbidité réelle & 300 na due aux vésicules lipidigues et A(Chla)
est 1'absorbance a 300 na de la Chla. La dispersion, a laguelle se refere
la figure a é&té obtenue par sonication du mélange binaire PC/Chla (1% de
Chla), suivie d'une centrifugation et d'une filtration sur un gel
sépharose 4-B, Elle consiste en 3 classes principales:

-~ la classe [ renfermant de larges vésicules multilamellaires;

- la classe [Il renfermant de petites vésicules unilamellaires d'un
diamétre variant de 20 & 25 nmj

= la classe Il contenant une population non-homogéne constituée par-
tiellement de vésicules de type I et de type III.

Remarquons, & ce propos, que les vésicules nommeées ici classe IIl corres-
pondent aux vésicules homogenes cararctérisées par Huang (1969 ;f. s5d

fig. 1),
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Figure 9. Profil d'élution {(colonne de gel sépharose 4-B) d’'une disper-
sion de vésicules miutes préparées & partir d'un mélange PC/Chla dont la

fraction molaire initiale est de 1% de Chla.
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La teneur de ces vésicules en PC (exprimée en concentration de phos-
phore inorganique P.) et en Chla, dans les diverses fractions élugées &
partir de la colonne de sépharose 4-B, est montrée dans la figure 10, On
constate aisément que les patrons d'élution des deux lipides sont similai-
res. Ceci est en relation avec les quantités relatives de PC et de Chla
gue les vésicules incorporent pour une fraction molaire initiale de Chla

donnée,

La variation de T. en fonction des concentrations de P, et de Chla est
tracée dans la figure 11. Les nombres adjacents aux points expérimentaux
correspondent aux numéros des fractions éluées représentées sur la figure
9. Lg! droites, dans la figqure 11, représentent les concentrations de P,
et de Chla dans les fractions 37 & 42, et sont obtenues par la méthode de
la régression linéaire, Les coefficients de corrélation sont respective-
ment de 0,998 et 1,000, Ainsi, on voit clairement que la turbidité appa-
rente pour les vésicules de type IIl est oproportionnelle aux concentra-
tions de PC et de Chla. Ceci est une indication gue les fractions, dont le
numero varie de 37 a 42, renferment des veésicules de dimension homogene
{voir Mason _Et Huang, 1978, et Bellemare et Fragata, 1981, pour plus de
détails sur les dimensions des vésicules unilasellaires). Par contre, les
fractions 25 & 34, représentées dans la fig. 11, contiennent des mélanges
héterogénes de vésicules (type II) et il n'est pas aisé d'établir la

proportionnalité entre T. et la concentration de Chla.
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Figure 10, Profils d'élution (colonne de gel sépharose 4-B), exprimés en

concentrations de P; et de Chla, d'une dispersion de vésicules msixtes
préparée a partir d'un mélange PC/Chlga dont la fraction molaire initiale
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Une preuve supplémentaire étayant de | hypothése d homogénéité des
vésicules de type [II est donnée dans la figure 2. C'est-d-dire que la
concentration de Chla est strictement proportionnelle & la concentration
de PC, Les droites, obtenues par régression linéaire, passent par 1'origi-
ne et les coefficients de corrélation sont respectivement de 0,994 , 0,995
et 0,994 pour les fractions molaires initiales 0,86 , 2,78 et G5,4Ll% de
Chla. Il est intéressant de remarquer, & titre d'exemple, gue ces droites
permettent de déterminer les fractions molaires finales de Chla incorpo-
rées dans les vésicules lipidiques unilamellaires. Dans ce cas particulier
on a 0,99 , 3,42 et 4,65% qui correspondent respectivement aux fractions
molaires initiales 0,86 , 2,78 et 5,41%. Ces résultats sont daps la gamme

de valeurs obtenues par d autres auteurs (voir tableau I11),

En outre, la figure 1J représente une série de graphiques de la turbi-
dité spécifique apparente (cf. fig. 2 dans Fragata et al, 19B3) par uniteé
de concentration de Chla incorporée dans les vésicules Ta.pafChla) =
Ta/LChlal, ou par unité de concentration de PC incorporée dans les vési-
cules TapalPC) = T./IPy] oi Ta. est la turbidité apparente définie plus
haut., La figure confirme cette hypothése de dimension homogéne des vésicu-
les dans les fractions éluées 37 & 42. En effet, on observe que, pour les
fractions molaires initiales 0,86 , 2,768 et 5,41% de Chla, Tuwa 3@ tendance

4 se stabiliser.
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Tableau II 1+ Composition molaire d 'amphiphiles & chaine isopréne dans

la bicouche d 'une petite vésicule lipidigue unilamellaire.

Rapport molaire Rappnrt molaire Sources
initial critigue(l) final maximum(2)

SH/PC = 1/10 1/4 Huang et al, 1970
Chal/PC = 1/5 1/3 ~Newman et Huang, 1975
Chla/PC = 1/33 1/55 Ritt et Walz, 1976

= Non mentionné 1/30 Stillwell et al, 1977
= 1/50 1/11 Dijkmans et al,1979b
= 1/39 1/22 Ce travail
«-Toc/PC = 1/21 1/32 Bellemare et Fragata,
1981
Co-B:0/PC = 1/20 1/10 Sunamoto et al, 1983

1: Rapport auquel soient les caractéristiques des vésicules, soit le com-
portement de 1'inclusion de 1 amphiphile manifestent un changement.

2: Nombre maximum d’'amphiphiles gqu'une petite vésicule unilamellaire peut
solubiliser.
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11.3.2. Mode d’'incorporation de la Chla

Une étude plus détaillée de la turbidité spécifique apparente est don-
née dans la figure 14. On voit gue T... est indépendante, ou trés faible-
ment dépendante, de la concentration en PC mais elle dépend nettement de
la teneur en Chla dans les vésicules et ce pour les solutions des tubes 17
da 42 constituées de vésicules de type [1I. Les résultats représentés dans
la figure 15 {(T.c. par rapport & [P,] vs fraction molaire finale de Chla)
permettent, en outre, de déterminer la Tep. en absence de pigment dans le
systeéme lamellaire (extrapolation & fraction molaire 0,04 de Chla). On
obtient ainsi des valeurs de | 'ordre de 0,10 ml/pymole gqui sont comparables
donc 4 la valeur déterminée par Barenholz et al (1977), c'est-a-dire 0,05

al /umole, pour les vésicules de PC pure.

La figure 15 montre, d un autre coté, qu aux alentours d'une fraction
molaire finale de 4,5% de Chla, Tepas augmente brusquement. Cette tran-
sition 4 température constante n'est pas facile 4 expliquer. De prime
abord, on pourrait conclure, comme l|l’'ont +ait avant d autres auteurs
(Dijkmans et al, 1979b), que | 'augmentation de la concentration finale de
Chla dans le systéme lamellaire serait 4 1'origine de | augmentation du
nombre de molécules de lipides par vésicule. Cependant, cette interpréta-
tion n'est pas & 1'abri de toute critique. En effet, la turbidité est
fonction aussi de la dimension des particules et une augmentation dans sa

valeur signifierait qu’'ad cette gasme de concentrations de Chla incluse, la
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vésicule est plus large. Mewaan et Huang (1973) ont remargque le aéme phé-
noméne (particule plus large) lorsgue la fraction molaire de cholestérol
dépasse 22%. A ce propos, Ritt et Walz (1974) proposent 1'hypothése de
"géparation de phase" (cf., leurs pp 45-46) 4 teampérature constante. II
s'agirait donc de réarrangement des molécules de PC et de Chla gui consti-
tuent la couche bilipidique. Cette question est a 1 'étude (M. Fragata, F.

Bellemare, G. L 'Heureux et M., El-Kindi, en préparation).

Il est & signaler, finalement, oque la transition observée dans la
figure 15 est confirmée par d'autres résultats (cf, fig. 156 et 17). Dans
la +figure 14, on représente 1 'inclusion de la Chla dans la bicouche lipi-
digue des vésicules unilamellaires., On voit gque jusgu'a wune fraction
molaire initiale d'enviren 2,5%, l'incorporation de la Chla est une fonc-
tion linéaire du mélange initial. La droite passe par l'origine et a une
pente, déterminée par la méthode de la régression linéaire, de 1,2 et un
coefficient de corrélation égal a 0,994. Cependant, au dela de cette frac-
tion wmolaire la courbe atteint un palier pour augmenter ensuite. Ceci est
aussi constaté dans la figure 17 o4 le rapport final/initial est tracé en
fonction du mélange initial. Jusqgu'a -une fraction molaire initiale de 2,5%
de Chla, ce rapport est sensiblement constant et peut étre 1°'éguivalent de
la pente de la droite tracée & la figure 16. A partir de 3%, il baisse de
1,2 & 0,8 et semble se stabiliser aprés une fraction molaire initiale de

4% de Chla.
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I1.4. DISCUSSION

Il se dégage essentiellement de cette étude gue 1 'inclusion de la Chla
dans la bicouche des vésicules wunilamellaires de PC préparées par la
méthode de la sonication a un comportesent linéaire jusqu'a une fraction
molaire initiale de 2,5% de Chla., C'est-i-dire, on constate une éguivalen-
ce d'a peu prés | 4 | entre les fractions solaires finales et initiales de
Chla. D'ailleurs, cette question d'égquivalence a été mentionnée par
Dijkmans et al (197%9a) qui ont trouvé un rapport final identigue au rap-
port initial lors d'une étude sur les caractéristiques des vésicules li-
pidiqgues contenant la Chla. Ces derniéres ont été préparées par la aétho-
de de l'injection & 1 'éthanol (Batzri et Korn, 1973). D'autre part, Newman
et Huang (1973) ont eux aussi constaté cette équivalence unitaire entre
les rapports molaires final et initial dans le cas des vésicules incorpo-
rant le cholestérol, 1l semblerait donc que ce mode d'incorporation est
typigue des mélanges d amphiphiles a une seule chaine carbonée dans des
couches bilipidiques constituées de lipides & deux chaines carbonées (H.

Fragata, F. Bellemare, 6. L'Heureux et M. El-Kindi, en préparation).

Par contre, & des fractions molaires initiales élevées (> 3,0%), on
assiste & un autre comportement de 1°inclusion. Il s'agit de 1 'observation
de la "transition de phase" 4 température constante dont nous avons parlé

plus haut (veir #ig. 13, 16 et 17)., Cette "transition de phase" peut étre
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expliquée par wune agrégation des vésicules, mais il est aussi important
de considérer la possibilité de changements structuraux 4 1'intérieur néme

de la couche bilipidique.

Tel que Dijkmans et al {(1979b), nous avons également remargué que les
profils d 'élution des différentes préparations de vésicules, obtenus apres
fractionnement des vésicules sur gel de sépharose 4-B, sont identiques.
Ceci semble indiquer que 1l incorporation de la Chla n'a pas d'effet sur la
dimension d’'une petite vésicule unilamellaire. Cependant, d aprés Ritt et
Walz (197&) qui ont utilisé la méthode de filtration sur gel de sépharose
4-B, cette inclusion de la Chla provoguerait une diminution du rayon moyen
de Stokes des vésicules mixtes de prés de 1 nm relativement & celui d'une
vésicule préparée a partir de la PC pure. Ces deux auteurs ont interpreté
cette baisse du rayon comme la preuve de 1'existence d'une certaine inter-
action entre le pigment et les phospholipides qui composent la particule.
Cette interaction Chla-lipides a, en effet, e&té bien etablie dans une
etude, a4 1°aide de 1la méthode de la résonance magnétique nucleéaire, de
couches bilipidiques contenant Chla et DSPC (Chan et al, 19793 cf. en
particulier leur fig. 13}, Ceci laisse supposer |l 'existence de mécanismes
complexes de mouvements moléculaires permettant a la wveésicule unilamel-
laire de donner origine 4 des arrangements moléculaires divers {voir

discussion dans Ritt et Walz, 197&).



Chapitre III

INCORPORATION DE LA STEARYLAMINE
DANS LES VESICULES UNILAMELLAIRES

DE PHOSPHATIDYLCHOLINE
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III.1. INTRODUCTION

En pharmacologie, les liposomes sont utilisés comme véhicules de subs-
tances biologiques (drogues, hormones, antibiotiques, etc.), et leur com-
portement a été étudié (pour une revue générale voir e.g. Gregoriadis,
197ba et 1976b). D’'une part, afin de diriger ces véhicules d 'agents actifs
vers des tissus bien spécifiques, la surface liposomale devient un facteur
important dans |l ‘interaction des vésicules avec les membranes des cellules
vivantes (Jonah et al, 1973 et Poste et Papahadjopoulos, 1978}, D'autre
part, la charge de surface des membranes dépend de la composition lipidi-
que <(Jansons et al, 1978). Par exemple, des vésicules mixtes PC/PS, PC/PA
et PC/PI ont une densité de char;e de surface négative tandis que des
vésicules mixtes PC/SAM ont upne densité de charge positive (voir fig. 18).
Ainsi, un ajustement de la composition lipidique des vésicules modifie
l'affinité de ces derniéres envers certains types de cellules vivantes;
e.g9., des vésicules chargées positivement, par inclusion de la SAM, sont
20 fois pius attirées (adsorbées) par des cellules vivantes que des
vésicules neutres ou chargées négativement par la PS5 (Jansons et al,
1978). Mentionnons encore que la SAM a été utilisée dans la fixation des
protéines sur des vésicules lipidiques (Helmkamp, 1980, Leung, 1980 et

Fragata et al, 1984),.
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L'inclusion de la setéarylamine dans des bicouches lipidigues pose,
cependant, certains problémes d’ordre structural (veoir discusion dans
sous-chapitre I[.2,). En effet, on peut s’'attendre A une destruction pos-
sible des couches bilipidiques si la concentration relative finale SAM/PC

dépasse certaines limites. Ceci fait 1'ocbjet de 1'etude décrite

ci-dessous.
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II1.2. PROC RIMENT 8

IIl.2.1. Préparation des vésicules mixtes PC/SAM

La méthode est identique & celle de la préparation de vésicules mixtes
contenant la PC et la Chla (voir schéma 1). La seule modification concer-
ne le tampon Borate 0,2 M (pH = B,5) qui resplace le tampon Tris=-HCl wu

gue nous avons utilisé la méthode de Litman (1973) décrite ci-dessous.

111.2.2. Détermination de la concentration de la PC

La procédure est la méme gue pour la determination de la concentration
de la PC dans le cas des vésicules mixtes incorporant la Chla (voir sec-

tion II.2.3).

I111.2.3. Détermination de la concentration de l1a SAM

I1I.2.%.1. R tion du TNBS avec les o—amin

L'action du trinitrobenzéne sulfonate (TNBS) sur les amines donne
naissance et aux dérivés picramides et 4 1'ion sulfite (50572) lesquels
par la suite se combinent pour former un complexe (schéma 2a). Goldfarb
{1964) avait noté qu'une mole d'une trinitrophényl-amine (TNP-amine) réa-

git avec une mole de S0s~% pour former le complexe. La présence de ce
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dernier, en tant que produit de la trinitrophénylation, a é&té confirmeée
par 1l’'acidification de la solution du mélange qui donne un spectre d‘ab-
sorption identique & celui d'une TNP-amine purifiée. Ainsi on peut contrer
la formation du complexe TNP-amine-S50s~2 soit par une acidification soit
par tout autre moyen qui diminuerait la concentration de 1'ion sulfite

(Goldfarb, 1964 et Fields, 1971).

Means et al (1972) proposent le mécanisme sur le schéma 2b ou B est
une base, soit 1'ion OH~-, un tampon ou une autre amine, et HB* est 1l’'acide
conjugué correspondant. Par ailleurs, ils ont constaté que le taux de ré-
action observé dépend du taux de formation de 1l 'intermédiaire (i.e., ki)
et de 1'équilibre kz/k-z lequel contrélerait 1a décomposition de cet
intermédiaire par deux chemins alternatifs avec des constantes de réactian

ks et k-1,

Le TNBS peut devenir non réactif quand il réagit avec 1‘'ion OH~ puis-
qu’il se transforme en.une espece trianionique (schéma 2c). De plus sa ré-
action avec les groupements thiols est 30 & 50 fois plus rapide que celle
avec les ¢-amines (Fields, 1971). Ainsi, il faut prendre garde lorsque
l'an étudie la distribution des amimo-phospholipides dans la membrane des

cellules car celles-ci contiennent des composés avec des groupements

thiols (Haest et al, 1981).
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Schéma 2. Réaction du TMBS avec les a-amines en solution agueuse

(d'aprés Heans et al, 1972).



I11.2.3.2. Dosage de la SAM par le TNBS

La concentration de la 5AM est obtenue & partir d'un procédé de dosage
des amines primaires par action du trinitrobenzéne sulfonate (TNBS). La
a¢thode est celle de Litman (1973) qui a été modifiée. Ainsi, & 1,0 al de
chaque fraction renfermant des vésicules aixtes PC/SAM, on ajoute 1,0 al
de tampon borate & 50% éthanmcl (pH = B,5). Pour la guantité de SAM sur la
monocouche externe, on ajoute seulement 1,0 al de tampon borate pure.
Aprés wune forte agitation du mélange &4 | aide du vortex, on injecte, dans
un cas (dosage total) comme dans ] "autre (dosage externel, O,1 al d'une

solution de TNBS a 2,0%.

Ensuite, on garde le tout dans une obscurité totale pendant deux heu-
res, c est-id-dire le teaps nécessaire pour persettre 4 la réaction de se
rendre & son terse. Aprés guei, on ajoute 2,0 ml d'une solution de HCI
0,5 N & 50% éthanol pour empécher la combinaison de 1'ion sulfite avec la
THNP-5AM (fig. 19} . Finalement, on prend la densité optigque & 410 nm, et
elle sera comparée & une courbe standard d'une solution de BSAM dont la

pente est égale &4 1,3 ml/umole dans les conditions de nos expériences,
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I111.3. RESULTATS

I1I1.3.1. Caractéristiques des vésicules mixtes PC/SAM

Le profil d'élution d 'une dispersion renfermant des veésicules nmixtes
préparées avec la PC et la SAM, & une fraction molaire initiale de 0,92%
de SAM, est montré & 1a figure 20. Cette dispersion, qui est obtenue par
la wmése procédure gue celle de la PC avec la Chla, présente deux types de
particules: une population composée de larges vésicules multilamellaires
{type I}, 1'autre population renferme des petites vésicules unilamellaires
{type III) dont le pic sur le profil d'élution est pratiquement symétri-
gue. Ceci n'était pas le cas pour des vésicules incorporant la Chla (voir

fig. 9.

A la figure 21, on voit clairement que | 'absorbance pour des vésicules
du type [II est proportionnelle et & la concentration de la PC et 4 la
concentration de la SAM. Ceci est une confirmation que les tubes, dont le
numéro varie de 31 a 37, contiennent des veésicules d une dimension
homogéne si nous nous basons sur ce gue Huang 11969) a déduit lorsgqu’il a
caractérisé les vésicules préparées par la méthode de la sonication (voir
remargues dans section II.3.1.). En outre, la figure 22 met en évidence la

proportionnalité entre la quantité de 5AM incluse et la quantiteé de PC
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Figure 20. Profil d‘élution d'une dispersion de vésicules waixtes prépa-
rées a4 partir de la phosphatidylcholine et de la stearylamine. Le mélange
binaire initial est de 0,92% de SAM et est dispersé, par la méthode de 1la

sonication, dans un tampon borate 0,2 M (pH = 8,5),
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en fonction de la concentration du phosphore inorganique et de la concent-

ration de la stéarylamine. Le mélange binaire initial est de 0,924 de S5ANM.
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dans les vésicules preéparées 4 partir du mélange binaire PC/SAM a une
fraction molaire initiale de 0,92% de SAM. Par conséquent, la GSAM est
parfaitement dispereée dans la bicouche lipidigque des vésicules unilamel-
laires 4 ces fractions molaires ou a des fractions meolaires inférieures.
Les nombres adjacents & la dreoite sont les numéros des fractions éluées
mentionnées sur la figure 20. Cette droite est obtenue par la méthode de

la régression linéaire avec un coefficient de corrélation de 0,997,

Dans la ftigure 23, nous étudions | 'effet des concentrations relatives
sur la taille des vésicules. A titre d'exemple, la figure représente les
resultats obtenus avec des fractions molaires initiales de 0,92 , 1,23 4
3,57 et &,44% de SAM. Mentionnons, tout d'abord, qu'il a été nécessaire
de calibrer les colonnes de gel sépharose 4-B ah‘nl d'assurer une compa-
raison raisonnable des profils d’'élution. Les cuiunnEE ont été calibrées
avet du chromate de potassium en absence de vésicules vu gue cette subs-
tance peut interagir avec les lipides (F. Bellemare, communication
personnellel. En partant de 1l 'hypothése qu'il n'y a pas eu de variations
ni dans 1l 'état du gel de sépharose 4-B ni dans la wvitesse de 1 élution
{vitesse de 1la poepe fixee 4 1 ml/4 min), on peut considérer gue les
résultats décrits ci-dessous sont ainsi standardisés. On observe gue pour
une fraction molaire initiale de 1,23% de SAM, le pic du profil d'élution
di aux larges vésicules pultilamellaires {(fractions 13 & 17, +#ig. 23}
s'est deplacé wvers la fraction limite inférieure qui constitue le volume
vide de la colonne. Ceci indique gqu'il y a eu variation de la dimension

des vésicules, vraisemblablement une augmentation de la taille.
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Figure 23. Série de profils d’'élution de dispersions de vésicules mixtes

prépareées a4 partir de différentes fractions molaires initiales de SAH

{voir lqundillﬁmlnt du rectangle a la figure 24).
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Par contre, le pic du profil d'élution des petites vésicules unilamellai-
res (fractions 3J0 & 37, fig. 23) s'est déplacé vers la fraction liamite
supérieure, c est-d-dire le volume final de la colonne. Ceci indigue que
cette population west formée de vésicules plus petites que celles dans la
dispersion 4 0.92% de SAM (cf. fig. 23). En augmentant la fraction molaire
initiale de SAM dans le mélange, nous assistons & la disparition des
larges vésicules multilamellaires et 4 une transition des petites vésicu-
les wunilamellaires vers ce qui pourrait ftre des structures micellaires.
Ceci devient plus évident dans la figure 24 qui est un agrandissement de
la région comprenant les fractions 25 a 50 éluées de la colonne de gel de
sépharose 4-B, Ainsi, a la fraction molaire initiale de &,b66% de S5AM, nous
constatons la formation de vésicules d’'une dimension intermédiaire entre
celle des petites wvésicules wunilamellaires et celle de structures
micellaires, En effet, il a été montré & plusieurs reprises (Panzner et
Jansons, 1979 et Schmidt, 1983) que la présence de structures micellaires
est décelable par leur élution des colonnes de chromatographie avec les
derniéres fractions (volume vide). Ceci a été vérifié dans nos expériences

(cé. fig. 23 et 24},
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I11.3.2. Mode d 'inclusion de la SAM

La fiqure 23 représente la variation de la fraction wmolaire de G5AM
incorporée dans les vésicules (fractions 31 a 37 éluédes de la colonne de
sépharose 4-B) en fonction du mélange initial. On voit gque jusgu’'a une
fraction molaire initiale de SAM d'environ 2,0%, 1'inclusion de cet
amphiphile semble suivre un comportement linéaire dont le coefficient de
corrélation est égal & 0,971. Au dela de 3,04, le meélange final se com-
porte d'une facon sigmoidale et il est plus grand que le mélange initial
dans les différentes préparations des dispersions. Ceci a été déja observe
par Fanzner et Jansons (197%9). MNous interprétons la courbe obtenue aprés
fractions molaires initiales supeérieures a 2% comme étant due & des forma-
tions de structures micellaires, La présente eétude ne permet pas,
cependant, de confirmer cette hypothése. Cela fera |1 objet de travaux
ultérieurs. On peut toutefois ajouter que nos conclusions vont dans la
ligne de celles rapportées par Panzner et Jansons (1979), qui eux aussi
ont travaillé avec des mélanges lipidiques contenant de la PC et de 1la
§AM. En ce gqui concerne la guantité de SAM incorporé sur la face externe
de la vésicule, on vérifie (fig., 26) que le rapport externe/total atteint
un maximum (B4%) pour les fractions molaires initiales aux alentours de
9%, Il w'ensuit une baisse au fur et 4 mesure que la proportion de la SAM
est augmentée dans le wmélange initial avec la PC. La discussion de ces
observations, en rapport avec des travaux d'autres auteurs, sera faite

dans le chapitre IV (Discussion générale).
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I1I.4. DISCUSSION

La premieére constatation qui doit &tre retenue, dans cette étude de
l‘incorporation de la SAM dans des vésicules lipidiques wunilamellaires,
est la suivantet la SAM, un amphiphile contenant une seule chaine alipha-
tique de 18 atomes de carbone et une tdte polaire constituée d'une amine
primaire, n'est pas dispersée idéalement dans la bicouche lipidique d‘une
vésicule. Les profils d’'élution des différentes dispersions, obtenues
apres fractionnement des particules sur le sépharose 4-B, démontrent que
l'inclusion de la SAM a un effet trés marqué sur la dimension d'une
végicule lipidique. Ceci va dans le méme sens que les travaux de Deleers
et al (19B2a) qui ont constaté que la SAM augmentait la température de
transition de phase gel-cristal liquide de la DPPC lorsqu’'ils ont effectué
des mesures de densite optique et de calorimétrie différentielle a
balayage sur des vésicules mixtes de DPPC/SAH = 6/1. Ils ont interpreéte
cet effet comme une rigidification de 1la matrice lipidique et wune
formation de nouvelles structures liposomales plus larges. La présence de
ces derniéres a déja été remarquée par Jansons et al (1978) a l'aide de la
microscopie électronique. La question qui se pose maintenant est de savoir
pourquoi le pic d'élution des vésicules plus larges n’apparait pas sur le
profil d'élution des dispersions de vésicules dont la fraction molaire
initiale est de plus que 2,04 de SAM. Nous pouvons envisager deux hypo-

theses possibles:
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(a) premiérenment, s'il vy a eu formation de vésicules lipidiques trés
larges comme 1 affirment Jansons et al (1978) et Deleers et al (1982a),
alors elles sont restées adsorbées sur le gel de sépharose 4-B (voir table
2 dans Sharma et al, 1977) et, donc, n'ont pas pu Atre éluées. A toutes
fins pratiques, ceci pourrait nous expliquer pourquoi pendant quelques
préparations de vésicules dont la proportion en SAM était élevée, les deux
ou trois premiéres fractions éluées étaient trés turbides (résultat non
montré); et (b) deuxiémewent, les larges wvésicules sont peut @&tre
fractionnées et donnent naissance 4 des structures plus petites (effet
soit-disant lytigque). La SAM pourrait créer des espaces vides (trous) dans
la bicouche lipidique que | 'eau remplirerait (Haydon et Taylor, 1963) et
par la suite, la large vésicule se désintégrerait en structures plus
petites. D'ailleurs, Eytan et Broza (1978) donnaient comme explication &
l'inhibition de la cytochrome oxidase par la BS5AM, le fait gque cette
derniére exposerait la sous-unité hydrophobe de 1'enzyme en détruisant le
complexe enzyme-lipides de +frontiére qui pourrait s'incorporer dans les

vésicules par phénoméne de fusion.

D°aprés les figures 23 et 24, 1 'augeentation de la concentration de la
SAM dans les vésicules conduit 4 la formation de structures nouvelles. La
SAM pourrait se regrouper {"clusters®) {(Hausser et Buyer, 197%) en aicel-
les inverses & 1'intérieur d'une structure probablesent hexagonale de la
PC {Das et Rand, 19B4), et serait ainsi pour cette raison gque le pourcen-

tiage de la SAM sur la face externe de la particule diminue 4 des fractions
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molaires initiales élevées (voir +fig. 26). On ne peut pas discuter de
"transition de phase" proprement dite, comme pour le cas de la Chla (voir
chapitre II), puisque 1'on n‘est pas sdir de ! 'existence des petites

vésicules unilamellaires lorsque la proportion de SAM dans le mélange

initial dépasse 2,0%.

Ainsi, le fait oque des acides gras (ex., l'acide myristique) peuvent
tauser la fusion de liposomes (Kantor et Prestegard, 1978) ou que les
lysolécithines peuvent avoir un effet lytique sur les veésicules
(Mandersloot et al, 1975 et Morris et al, 1980), prouve que 1'incorpora-
tion de molécules, dont la structure chimique est totalement différente de
celle de 1la PC, peut modifier fondamentalement les propriétés

physico-chimiques de la matrice solubilisante,



Chapitre 1V

DISCUSSION GENERALE
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IV.1. MELANGES CHLOROPHYLLE a - PHOSPHATIDYLCHOLINE

On a déduit au chapitre Il que la Chla, 4 des fractions molaires ini-
tiales inférieures & 5%, n'a pas d'effet sur la dimension d'une petite
vésicule unilamellaire préparée & partir de la PC du jaune d’'oeuf, D autre
part, dans la gamme de fractions molaires initiales utilisées dans ce
travail, cette chlorophylle est incorporée dans la bicouche lipidigue de
la wésicule. MNos résultats sont comparables & ceux obtenus dans d'autres

études sur le mBme amphiphile (voir tableau II).

En outre, la méthode de préparation des vésicules mixtes n'influence
probablement pas dans une grande mesure la quantité de Chla solubilisée
dans la bicouche lipidique., Le systéme est dynamique et les molécules de
lipides et d'additifs vont &tre engagées dans un mouvement de relaxation
pour atteindre un équilibre stable ot enfin 1'énergie libre totale du
systéme est au minimum. Il suffit de prendre 1 'exemple de 1 'a-tocophérol
{amphiphile & chaine isopréne) gui, par un mouvement transmembranaire, va
migrer de la face interne vers la fice externe {tableau | dans Bellemare
et Fragata, 1981)., Par ailleurs, la forte courbure de 5urfa:n.d'unn petite
vésicule wunilamellaire peut influencer beaucoup la durée de ce temps de
relaxation des molécules d amphiphiles, lequel n'est pas encore réellement

ConnU.
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D'aprés les spectres d'absorption des préparations de vésicules mixtes
contenant la Chla, on n'a pas trouvé une seule évidence prouvant la for-
mation d'agrégats du pigment dans la bicouche lipidique {(cas aussi observé
par Hurley et al, 1980). Il semblerait que 1 'augmentation de la proportion
de la Chla, dans le mélange initial avec la PC, favoriserait le rappro-
chement entre les molécules du pigment pour former des agrégats. Mais com-
me il y a saturation dans l'incorporation, 1'agrégation de la Chla dans la
bicouche est moins probable. A mon avis, s°il y a réelleaent agrégation,
elle se produirait en dehors de la bicouchej ainsi, il y aurait formation
de structures contenant de la Chla dans la phase aqueuse qui se précipite-
raient durant la centrifugation. On a remargqué en effet gue le culot dans
le tube de centrifugation était de :ulnr;tiun verte pour les préparations
de vésicules dont les fractions molaires initiales de Chla étaient éle-
vées. En ce gqui concerne d'autres agrégats possibles de Chla, ou bien 1ls
sortent dans le volume final de la colonne (situation non confirmée par
les profils d'élution), ou bien ils restent adsorbés sur le gel sépharose
4-B. A ce propos, on a remarqué que les colonnes de chromatographie pren-

nent une coloration verte avec le temps.
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Du chapitre III, on retient surtout 1 'effet lytique de la BAM sur la
dimension de la bicouche lipidique d 'une petite vésicule unilamellaire. Ce
phénoméne est remarqué chez d'autres amsphiphiles & chaine aliphatique
simple. Ainsi, la lysophosphatidylcholine (lysoPC) est & | 'origine de cet
effet quand sa proportion atteint S0% dans un liposome (Mandersloot et al,
1975), D'autre part, MHorris et al (1980) ont constaté que, dans des
vésicules lipidiques constituées de phosphatidylcholine, lysophosphatidyl-
choline et pyréne, 1 'environnement de ce dernier est presgu’agueux et ont
conclu que 1'eau a pénétré dans la bicouche lipidique lorsque la lysoPC
était 4 3JOX dans le wmélange initial avec la PC. Cependant, au dela de
cette proportion, 1 environnement du pyréne devient hydrophobe, indigquant

par le fait qu‘'il v a eu formation de micelles mixtes.

Ce pourcentage de la lysoPC (30 & 50%), auguel 1'effet lytigue se ma-
nifeste, est plus élevé comparativement & celui de la SAM (2X). Ceci pour-
rait étre expliqué par le fait que la lysoPC a une téte polaire (une fonc-
tion phosphorylcholine) plus grosse que celle de la SAM (une amine primai=-
rely par conséquent, ce dernier lnphiphile pénétre plus profondément dans

la bicouche et déstabilise rapidement la structure de cette derniére.

Par ailleurs, Deleers et al (19B80) ont remarqué que ] absorbance d une
dispersion de vésicules mixtes unilamellaires (DPPC/SAM ou DMPC/SAM) aug-

mentait dans les 10 minutes suivant la sonication, ce qui n'était pas le
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cas pour une dispersion de DSPC/SAM. Ceci est expliqué par la similitude
des chaines carbonées de la DSPC (Ci18) et de la SAM (CI1B) qui permet une
bonne partition et inclusion pour cette derniére dans une vésicule wunila-

mellaire de DSPC.

A trés forte concentration de SAM, il y a formation de micelles mixtes
(pas nécessairement sphériques) d'une taille comparable & celle d'une
petite vésicule wunilamellaire de PC, et qui sortent, évidemment, au méme
volume élué sur le profil d'élution que cette derniére. Par conséguent,
c'est probablement pour cette raison que la fraction molaire finale aug-

mente pour la deuxiéme fois (voir fig. 25).

D"autre part, lors de la préparation d'un mélange binaire PC/SAM =
11y nous avions vérifié |l 'impossibilté d effectuer une bonne dispersion
de lipides pendant la sonication & 4 °C. Ainsi, nous étions obligés de
chauffer le bain circulant dans la cellule & sonication &4 25 =C pour que
la solution devienne claire (résultat non montré). Ceci veut dire que la
SAM a augmenté la température de transition gel-cristal liquide de la PC.
Ce phénoméne a été aussi constaté par Deleers et al (1982b). En outre,
Mabrey et Sturtevant (1977) ont noté qu'un rapport DPPC/acide palaitique
égal 4 1'unité donne naissance & une phase hexagonale dans le regroupeaent

des chaines carbonées.
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IV.3. GQUELGUES CONCLUSIONS CONCERNANT LE MODE D' INCORPORATION

DES AMPHIPHILES A UNE SEULE CHAINE CARBONEE.

Dans la figure 27, on fait une comparaison de |'incorporation de la
Chla, de la 9A4M et de 1'w-Toc. On remarque que la quantité incorporée de
Chla est plus grande que celle de 1'w-Toc pour wune fraction nolaire
initiale donnée. Ceci pourrait signifier que les interactions de la Chla
sont plus fortes que celles de | ‘a-Toc vis-4-vis de la PC gui compose la
vésicule wunilamellaire. Ceci peut aussi @tre le résultat de la différence
entre les tétes polaires des deux amphiphiles (voir fig. 7) puisque leurs
chaines phytyles sont gquasi-similaires., D'autre part, la Chla posséde 4
sites d'interaction (3 groupements C = 0 et | atome de magnésium) tandis
que 1'x-Toc n'en a qu'un seul (le groupement hydroxyle), et pour cette
raison on peut postuler que le premier amphiphile est incorporeé
{(*adsorbé”) dans la bicouche lipidique de la vésicule unilamellaire & un

degré plus élevé que le deuxidme amphiphile,

Le changement dans le cosportement de 1 'incorporation de la Chla et
dans celle de l'a-Toc se traduit par une “transition de phase” gui pour-
rait indiguer, comme 1'avaient souligné Bellemare et Fragate (1981),
l'existence d'une concentration micellaire critigque (CMC) pour ce type
d'amphiphiles. Cette CMC se manifeste & une fraction molaire de 2,5% pour

la Chla et de 4,0% pour 1l 'w-Toc dans le mélange initial avec la PC.
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l'w-tocophéreol est tracée d'apreés la fig. 4 dans Bellemare

et

carbonée dans la bicouche lipidique d'une vésicule. La courbe pour

Fragata

{1981)., La proportion finale pour la S5AM est réduite par un facteur de 5.
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L'inclusion de la SAM suit aussi un comportement sigmoide, mais =a
quantité incorporée est beaucoup plus gande que celle des deux autres
amphiphiles, A partir de 2,04 comme fraction molaire initiale de 8AM, on
est incapable de certifier | 'existence des petites vésicules unilamellai-
res, et dans ce cas-ci, on peut parler de "transition structurale" plutst
gue de transition de phase comme pour la Chla et 1'a-Tec. Par transition
structurale, on entend une transformation de la vésicule dans upe autre

structure qui pourrait &tre éventuellement une micelle.

A la figure 24, ou on représente le rapport ext./tot. pour la SAM dans
une vésicule unilamellaire, 1'extrapolation & 0,0% comee fraction wmolaire
initiale de SAM donne la valeur 0,84, Cette derniére donne l'aire de la
surface de la monocouche externe par rapport a4 1l'aire de la surface totale
d'une petite wvésicule wunilamellaire préparée a partir de la PC pure.
Yeagle et al {(197&) ont trouvé une valeur de 0,48 pour ce rapport quand
ils ont étudié I'effet du degré d'insaturation des chaines carbonées sur
la distribution transmembranaire des phospholipides dans une vésicule 1i-
pidique. MNotons ogue cette extrapolation & 0,0% comme fraction molaire
initiale d additifs donne des valeurs qui se situent entre 0,44 (ce tra-
vail) et 0,71 pour 1'wz-tocophérol (Bellemare et Fragata, 1981) en passant
par 0,47 pour la DMPE {Lentz et Litman, 1978) et 0,70 pour la PE (Litman,
1973) et la Chla (Ford et Tollin, 1982). Ainsi, indépendamment du type
d'amphiphile incorporé (une seule chaine carbonée ou deux, chaine satureée

ou insaturée), cette valeur est constante pour le rapport ext./tot. des
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surfaces d'une petite vésicule unilamellaire. Ceci est évident puisgue

l1'additif n'a pas d'effet sur la structure de la vésicule.

Cependant, le maximum dans le rapport ext./tot. varie d'un aaphiphile
4 ]1'autre car la composition en acides gras des chaines carbonées a un ef-
fet sur la distribution des molécules de phospholipides 4 travers la bi-
couche lipidigue {Lentz et Litman, 1978)., Pour le cas de la PE, ce maxi-
sum est 4 une fraction molaire initiale inférieure & 10% tandis que pour
la DPPE, il &e trouve & 25 - J0¥% comme fraction molaire initiale, Cette
différence doit clairement 8tre due au degré d’'insaturation des chaines
carbonées de ces deux lipides (DPPE: chaine saturé, PE: chaine insaturéel.
Quant aux deux amphiphiles & une seule chaine, la différence entre les ma-
wimums {un & 3,04 pour 1l 'a-Toc et 1 autre a 5,5% pour la SAM) résulte de
celle entre les chaines carbonées {une 4 unités isoprénes et 1'autre est

aliphatique beaucoup plus simple),

Finalement, | 'amphiphile & +faible fraction molaire dans le systéame
obéierait aux mémes lois de regroupement que 1les molécules de FPC. On
présume qu’'il subit une répartition normale, c’est-a-dire que le rapport
externe/interne du nombre d'amphiphiles est proportionnel au rapport
externe/interne des surfaces de la vésicule. Cela signifie aussi, probab-
lement, que les sites d "adsorption® disponibles ont la m@me probabilite
d'8tre occupés par les molécules de | 'additif. On estime qu'en augmentant
la proportion de 1 amphiphile dans le mélange initial, on augmenterait par

le fait mlme la probabilité que 1 additif rencontre un site d’'adsorption.
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En résumé, ce travail sur l'incorporation d’'amphiphiles & une seule
chaine carbonée (chlorophylle a, stéarylamine) dans les vésicules lipi-
diques unilamellaires nous a permis de mettre en relief les faits

suivantss

a= un amphiphile doté d°'une chaine & unités isoprénes est inclus dans
la couche bilipidique et y atteint une limite sans gque le systéme lamel-
laire de la petite vésicule perde sa structure de bicouche, En d'autres
termes, il y a saturation pour le "soluté® amphiphile & chaine isopréne

dans le "solvant® vésicule unilamellaire formée de phosphatidylcholine.

b= wun amphiphile avec une chaine aliphatique plus simple cause un ef-
fet soi-disant lytique sur la structure lamellaire de la bicouche lipidi-
gue. On parle d'effet soi-disant lytique parce gqu’'on ne sait pas réelle-
ment si la SAM solubilise la PC ou si elle induit simplement wun change-

sent de structure de la petite vésicule unilamellaire.

Quant & la relation entre la structure chimigue de 1l 'amphiphile et sa
quantité splubilisée dans la bicouche de la petite vésicule, il faut enco-
re étudier chagque cas séparément. Cela veut dire qu'il est impossible de
généraliser uniguement & partir de ce travail. Il est vrai que les amphi-
philes a chaine aliphatique simple déstabilisent la structure d'une bicou-
che mais ce n'est pas toujours 4 la méme proportion incorporée {ex. SAM et

lysoPC). De plus, un amphiphile & deux chaines simples peut provogquer une
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transition dans la structure lamellaire d'une vésicule (ex. au deld de 70%
de DMPE dans la DMPC, des petites vésicules unilamellaires ne peuvent &tre
formées) (Lentz et Litman, 1978). En ce qui concerne les amphiphiles a
chaines isoprénes, la saturation de leur incofporation +finale n'esat pas
fixe (voir tableau II). Ceci dépend de la nature de la matrice solubili-
sante. Ce type d'amphiphiles s'incorpore bien guand les chaines carbonées
de cette matrice sont insaturées (Rosenberg, 1967) et de la méme longueur

que la chaine carbonée de | amphiphile (Maggio et al, 1977).

Finalement, un des paramétres les plus importants et un des difficiles
4 contréler est sans doute la courbure de la surface des petites vésicules
unilamellaires. Leur forte courbure affecte énormément le regroupement des
cthaines carbonées dans la bicouche en leur imposant des restrictions geo-
métriques (Schuh et al, 1982). Par conséguent, il serait trés souhaitable
de travailler avec des vésicules unilamellaires assez larges pour gue 1°on
puisse négliger l'effet de la courbure. En outre, la densité d’'encombre-
ment des molécules n'est pas la méme pour la face interne et la face
externe, Cette derniére est plus dynamique (Ford et Tollin, 1982} et, de
ce fait, la conclusion de Dijkmans et al {(1979b) que la Chla augmente le
nombre de molécules de PC par wvésicule reste discutable, puisque les
auteurs se asont basés sur |l 'hypothése de la densité d'encombresent seab-
lable des deux monocouches. Ainsi | 'application de 1'éguation de Svedberg
{voir e.g. Dijkmans et al, 1979b) au calcul du poids moléculaire et du

nombre de molécules par vésicule, devrait é&tre faite avec preécaution,
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