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vésicule est plus large. Newaan et Huang (1975) ont re.arqué le même phé­

nomène (particule plus large) lorsque la fraction molaire de cholestérol 

dépasse 22%. À ce propos, Ritt et Walz (1976) propolent l ' hypothèse de 

"séparation de phase " (cf. leurs pp 45-46) à teapérature constante. Il 

s'agirait donc de réarrangement des molécules de PC et de ChlL qu i consti­

tuent la couche bilipidique. Cette question est à l ' étude (M. Fragata, F. 

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

Il est à signaler, finalement, que la transition observée dans la 

figure 15 est confirmée par d ' autres résultats (cf. fig. 16 et 17 ) . Dans 

la figure 16, on représente l ' inclusion de la ChlL dans ' la bicouche lipi­

dique des vésicules unilaaellaires. On voit que jusqu ' à une fraction 

molaire initiale d ' environ 2,5Y., l'incorporation de la Chl~ 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 à 0,994. Cependant, au delà de cette frac­

tion molaire la cour~e atteint un palier pour augmenter en~uite. Ceci est 

aussi constaté dans la figure 17 où le rapport final/initial est tracé en 

fonction du mélange initial. Jusqu ' à -une fraction molaire initiale de 2,5X 

de Chl~, ce rapport est sensiblement constant et peut être l ' équivalent de 

la pente de la droite tracée à la figure 16. À partir de 3X, il baisse de 

1,2 à 0,8 et semble se stabiliser après une fraction molaire initiale de 

4~ de Chl~. 
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II.4. DISCUSSION 

Il se dégage essentielllllent de cette étude que l'inclusJon de la Chl~ 

dans la bicouche des vésicules unilamellaires de PC préparées par la 

méthode de la sonication a un comportement linéaire jusqu'à une fraction 

molaire initiale de 2,5~ de Chl~. C'est-à-dire, on constate une équivalen­

ce d'à peu près 1 à 1 entre les fractions molaires finales et initiales de 

Chl~. D'ailleurs, cette question d'équivalence a été mentionnée par 

Dijkmans et al (1979a) qui ont trouvé un rapport final identique au rap­

port initial lors d'une étude sur les caractéristiques des vésicules li­

pidiques contenant la Chl~. Ces dernières ont été préparées par la métho­

de de l'injection à l'éthanol (Batzri et Korn, 1973). D'autre part, Ne .... an 

et Huang (1975) ont aux aUlsi constaté cette équivalence unitaire entre 

les rapports molaires final et initial danl le cal dal vésicules · incorpo­

rant le cholestérol. Il semblerait donc que ce mode d'incorporation est 

typique des mélanges d'amphiphiles ~ une seule chaîne carbonée dans des 

couchas bilipidiquel constituées de lipides à deux chaînes carbonées (H. 

Fragata, F. Belleure, G. L'Heureux et l't. EI-Kindi, en préparation). 

Par contr., ~ des fractions molaires initiales élevées () 3,0%), on 

assiste à un autre comportement de l ' inclusion. Il s'agit de l ' observation 

de la "transition da phal'· à te.pérature constante dont nous avons parlé 

plus haut (voir fig. 15, 16 et 17). Cette "transition de phase u peut être 
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expliquée par une agrégation des vésicules, aais il est aussi important 

de considérer la possibilité de changeaents structuraux à l ' intérieur ~êae 

de la couche bilipidique. 

Tel que Dijkaans et al (1979b), nous avons égaleaent re.arqué que les 

profils d ' élution des différentes préparations de vésicules, obtenus après 

fractionnement des vésicules sur gel de sépharose 4-8, sont identiques. 

Ceci semble indiquer que l'incorporation de la Chl~ n ' a pas d'effet sur la 

dimension d ' une petite vésicule unila.ellaire. Cependant, d ' après Ritt et 

Walz (197ô) qui ont utilisé la méthode de filtration sur gel de sépharose 

4-8, cette inclusion de la Chl~ provoquerait une diminution du rayon moyen 

de Stokes des vésicules aixtes de près de 1 nm relativement à celui d ' une 

vésicule préparée à partir de la PC pure. Ces deux auteurs ont fnterprété 

cette baisse du rayon co •• e la preuve de l'existence d'une certaine inter­

action entre le pigment et les phospholipides qui composent la particule. 

Cette interaction Chl~-lipides a, en effet, été bien établie dans une 

étude, à l ' aide de la aéthode de la résonance magnétique nucléaire, de 

couches bilipidiques contenant Chl~ et DSPC (Chan et al, 1979; cf. en 

particulier leur fig. 13). Ceci laisse supposer l ' existence de mécanisaes 

complexes de mouvements loléculaires permettant à la vésicule unilaael­

laire de donner origine à des arrangements moléculaires divers (voir 

discussion dans Ritt et Walz, 197ô). 



Chapitre III 

INCORPORATION DE LA STÉARYLAMINE 

DANS LES VÉSICULES UNILAMELLAIRES 

DE PHOSPHATIDYLCHOLINE 
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111.1. INTRODUCTION 

En phar.acologie, 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, 

197ôa et 197ôb). D'une part, afin de diriger ces véhicules d'agents actifs 

vers des tissus bien spécifiques, la surface liposo.ale devient un facteur 

important dans l'interaction des vésicules avec les .embranes des cellules 

vivantes (Jonah et al, 1975 et Post. et Papahadjopou1os, 1978). D'autre 

part, la charge de surface des lelbranes dépend de la composition lipidi­

que (Jansons et al, 1978). Par exemple, des vésicules mixtes PC/PS, PC/PA 

et PC/PI ont uni densité de charge de surface négative tandis que des 

vésicules .ixtes PC/SAM ont une densité de charge positive (voir fig. 18). 

Ainsi, un ajustlment de la composition lipidique des vésicules modifie 

l'affinité de ces dernières envers certains types de cellules vivantes; 

e.g., des vésicules chargées positivement, par inclusion de la SAM, sont 

20 fois plus attirées (adsorbées) par des cellules vivantes que des 

vésicules neutres ou chargées négativement par la PS (Jansons et al, 

1978). Mentionnons encore que la SAM a été utilisée dans la fixation des 

protéines sur des vésicules lipidiques (Hel.ka.p, 1980, Leung, 1980 et 

Fragata et al, 1984). 
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L' inclusion de la stéaryla.ine dans des bicouches lipidiques pose, 

cependant, certains problè.es d'ordre structural (voir discusion dans 

sous-chapitre 1.2.). En effet, on peut s'attendre à une destruction pos­

sible dei couche. bilipidiques li la concentration relative finale SAM/PC 

dépasse certaines limites. Ceci fait l'objet de l ' étude décrite 

ci -dessous. 
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111.2. PROCÉDURES EXPÉRIMENTALES 

111.2.1. Préparation des vésicules- mixtes PC/SAM 

La méthode est identique à celle de la préparation de vésicules mixtes 

contenant la PC et la Chl~ (voir Ichéma 1). La seule modification concer­

ne le tampon Borate 0,2 H (pH ~ 8,5) qui remplace le tampon Tril-HCl vu 

que noui avons utilisé la méthode de Litman (1973) décrite ci-dessous. 

111.2.2. Détermination de la concentration de la PC 

La procédure est la même que pour la détermination de la concentration 

de la PC danl le cas dei vésicules mixtes incorporant la Chl~ (voir sec­

tion II.2.3), 

111.2.3. Détermination de la concentration de la SAM 

III.2.3.1. Réaction du TNBS avec les oc-amines 

L'action du trinitrobenzène sulfonate (TNB9) sur les a.ines donne 

nailianci . It aux dérivés picra.ides et à l ' ion sulfite (S03- 2 ) lesquels 

par la luite se combinent pour former un complexe (schéma 2a). Goldfarb 

(1966) avait noté qu'une .ole d ' une trinitrophényl~amine (TNP-amine) réa­

git avec une mole de 90 3 - 2 pour former le complexe, La présence de ce 
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dernier, en tant qUI produit d, la trinitrophênylation, a êté confirmée 

par l'acidification de la solution du mélange qui donne un spectre d ' ab­

sorption identique à celui d'une TNP-amine purifiée. Ainsi on peut contrer 

la formation du complexe TNP-amine-S03- 2 soît par une acidification soit 

par tout autre moyen qui diminuerait la concentration de l'ion sulfite 

(Goldfarb, 1966 et Fields, 1971). 

Means et al (1972) proposent le mécanisme sur le schéma 2b où B est 

une base, soit l'ion OH-, un tampon ou une autre amine, et HB+ est l'acide 

crinjugué correspondant. Par ailleurs, ils ont constaté que le taux de ré­

action observé dépend du taux de formation de l ' intermédiaire (i.e., kl) 

et de l'équilibre k2 /k- 2 lequel contrôlerait la décomposition de cet 

intermédiaire par deux cheains alternatifs avec des constantes de réaction 

k3 et k-l' 

Le TNBS peut devenir non réactif quand il réagit avec l'ion OH- puis­

qu'il se transforme en une espèce trianionique <schéma 2c). De plus sa ré­

action avec les groupements thiols est 30 à 50 fois plus rapide que celle 

avec les l-amines (Fields, 1971). Ainsi, il faut prendre garde lorsque 

l'on étudie la distribution des amirro-phospholipides dans la meabrane de. 

cellules car celles-ci contiennent des composés avec des groupeaents 

thiols (Haest et al, 1981). 
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111.2.3.2. Do.aa. d. 1. SAH par la TNBS 

La concentration de la SAM 'It obtlnue à partir d'un procédé de dosage 

des amines primaires par action du trinitrobenzène sulfonate (TNBS). La 

méthod~ est celle de Litman (1973) qui a été modifiée. Ainsi, à 1,0 ml de 

chaque fraction renfermant des vésicules mixtes PC/SAM, on ajoute 1,0 ml 

de tampon borate à 507. éthanol (pH = 8,5). Pour la quantité de SAM sur la 

monocouche externe, on ajoute seule~ent 1,0 ml de tampon borate pure. 

Après une forte agitation du mélange à l'aide du vortex, on injecte, dans 

un cas (dosage total) comme dans l'autre (dosage externe), 0,1 ml d ' une 

solution de TNBS à 2,07.. 

Ensuite, on garde le tout dans une obscurité totale pendant deux heu­

res, c'est-â-dire le temps nécessaire pour per.ettre à la réaction de se 

rendre â son terme. Après quoi, on ajoute 2,0 .1 d'une solution de HCl 

0,5 N à 507. éthanol pour empêcher la combinaison de l'ion sulfite avec la 

TNP-SAM (fig. 19). Finalement, on prend la denlité optique à 410 nm, et 

elle sera comparée à une courbe stanâard d ' une solution de SAM dont la 

pente elt égale à 1,3 ml/~.ole dans les conditions de nos expériences. 
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réaction de la trinitrophénylation de la SAM. 
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111.3. RÉSULTATS 

111.3.1. Caractéristiques des vésicules mixtes PC/SAM 

Le profil d'élution d ' une dispersion renfermant des vésicules mixtes 

préparées avec la PC et la SAM, à une fraction molaire initiale de 0,92ï. 

de SAM, est montré à la figure 20. Cette dispersion, qui est obtenue par 

la mê.e procédure que celle de la PC avec la Chl~, présente deux types de 

particules: une popul~tion composée de larges vésicules multilamellaires 

(type 1), l'autre population renferme des petites vésicules unilamellaires 

(type III) dont le pic sur le profil d'élution est pratiquement symétri­

que. Ceci n'était pas le cas pour des vésicules incorporant la Chl~ (voir 

fig. 9). 

A la figure 21, on voit clairement que l 'absorbance pour des vésicules 

du typl III est proportionnlili It à la concentration de la PC et à la 

concentration de la SAM. Clci Ist une confirmation qUI les tubes, dont le 

numéro varie de 31 à 37, contiennent des vésicules d ' une dimension 

homogène si nous nous basons sur ce que Huang (1969) a déduit lorsqu'il a 

caractérisé les vésicules préparées par la méthode de la sonication (voir 

remarques dans siction Il.3.1.). En outre, la figure 22 met en évidence la 

proportionnalité entre la quantité de SAM incluse et la ·quantité de PC 
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dans les vésicules préparées à partir du mélange binaire PC/SAM à une 

fraction molaire initiale de 0,92~ de SAM. Par conséquent, la SAM est 

parfaitlment dilplrlée dans la bicouche lipidique des vésicules unila.el­

lairls à ces fractions .olaires ou à des fractions molaires inférieures. 

Lei nombrel adjacents à la droite 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. 

Oanl la figurl 23, noui étudions l ' effet des concentrations relatives 

sur la taille des vésicules. À titre d'exemple, la figure représente les 

résultats obtenus avec des fractions molaires initiales de 0,92 , 1,23 , 

3,57 et 6,66~ de SAM • . Mentionnons, tout d'abord, qu'il a été nécessaire 

dl calibrer III colonnl' d. gll lépharose 4-B afin d ' assurer une .compa­

raison raisonnable dei profils d'élution. Les colonnes ont été calibrées 

avec du chro.ate dl potassium en absence de vésicules vu que cette subs­

tance peut interagir aVlc les lipides (F. Bellemare, comlunication 

personnelle). En partant de l 'hypothèse qu ' il n ' y a pas eu de variations 

ni dans l'état du gel de sépharose 4-B ni dans la vitesse de l ' é1ution 

(vitesse de la pompe fixée à 1 m1/4 min), on peut considérer que les 

résultats décrits ci-dessous sont ai·nsi standardisés. On observe que pour 

une fraction molaire initiale d, 1,23~ de SAM, le pic du profil d'élution 

dû aux larges v~~icules multilamellaires (fractions 13 à 17, fig. 23) 

s'est déplacé vers la fraction limite inférieure qui constitue le volume 

vide de la colonne. Ceci indique qu'il y a eu variation de la dimenlion 

des vésicules, vraisemblablement une augmentation de la taille. 
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Par contre, le pic du profil d'élution des petites vésicules unilamellai­

res (fraction. 30 à 37, fig. 23) s'est déplacé vers la fraction limite 

supérieure, c'est-à-dire le volume final de la colonne. Ceci indique que 

cette popul~tion .st formée de vésicules plus petites que celles dans la 

dispersion à 0.92% de SAM (cf. fig. 23). En augment~nt la fraction molaire 

initi~le de SAM d~n5 l, mélange, nous assistons à la disparition des 

l~rgel vésicules lultila.ellaires et à une transition des petites vésicu­

les unilamellair.s vers ce qui pourrait être des structures micellaires. 

Ceci devient plus évident dans la figure 24 qui est un agrandissement de 

la région comprenant les fractions 25 à 50 éluées de la colonne de gel de 

sépharose 4-B. Ainsi, à la fraction molaire initiale de 6,66% de SAM, nous 

constatons la forlation de vésicules d'une dimension intermédiaire entre 

celle des petites vésicules unilamellaires et celle de structures 

micell~ires. En .ffet, il ~ été montré à plusieurs reprises (Panzner et 

J~nsons, 1979 et Schmidt, 1983) que la présence de structures micellaires 

est décelable par leur élution des colonnes de chromatographie avec les 

dernières fractions (volume vide). Ceci a été vérifié dans nos expériences 

(cf. fig. 23 et 24). 
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111.3.2. Mode d'inclusion da la SAM 

La figure 25 représente la variation de là fraction molaire de SAM 

incorporée dans les vésicules (fractions 31 à 37 éluées de la colonne de 

sépharose 4-B) en fonction du mélange initial. On voit 

fraction molaire initiale de SAM d'environ 2,0%, 

que jusqu'à une 

l ' inclusion de cet 

amphiphile semble suivre un comportement linéaire dont le coefficient de 

corrélation est égal à 0,971. Au delà de 3,0%, le mélange final se com­

porte · d'une façon sigmoidale et il est plus grand que le mélange initial 

dans les différentes préparations des dispersions. Ceci a été déjà observé 

par Panzner et Jansons (1979). Nous interprétons la courbe obt~nue après 

fractions molaires initiale~ supérieures à 2% comme étant due à des forma­

tions de structures micellaires. La présente étude ne permet pas, 

cependant, de confirmer cette hypothèse. Cela fera l ' 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 la 

SAM. En ce qui concerne la quantité de SAM incorporé sur la face externe 

de la vésicule, on vérifie (fig. 26) ~ue le rapport externe/total atteint 

un laxilUI (84%) pour les fractions molaires initiales aux alentours dl 

5%. Il s'.nsuit un. baiss. au fur .t â .esure que la proportion de la SAM 

est auglentée dans le .élange 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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Figure 25, Comportement de l'inclusion de la SAM dans la bicouche lipidi-

que des vésicules unilamellaires en fonction du mélange binaire initial de 

la PC avec la SAM, Fractions 31 à 37 éluées de la colonne de sépharose 

4-8,· 
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Figure 26. Rapport externe/total pour la SAM dans les vésicules lipidi-

que. en fonction du Mélange binaire initial de la PC avec la SAM. Frac-

tions 31 à 37 éluées de la colonne de sépharose 4-8. 
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111.4. DISCUSSION 

La première constatation qui doit être retenue, dans cette étude de 

l'incorporation de la SAM 4ans des vésicules lipidiques unilamellaires, 

est la suivantel la SAM, un amphiphile contenant une seule chaîne alipha­

tique de 18 atomes de carbone et une tête polaire constituée d ' une a.ine 

primaire, n'est pas dispersée idéalement dans la bicouche lipidique d'une 

vésicule. Les profils d ' élution des différentes dispersions, obtenues 

après fractionnement des particules sur le sépharose 4-8, démontrent que 

l ' inclusion de la SAM a un effet très marqué sur la dimension d ' une 

vésicule lipidique. Ceci va dans le même sens que les travaux de Deleers 

et al (1982a) 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 densité optique et de calorimétrie différentielle à 

balayage sur des vésicules mixtes de DPPC/SAM = b/l. Ils ont interprété 

cet effet comme une rigidification de la matrice lipidique et une 

formation de nouvelles structures liposo.ales plus largls. La présence de 

ces dernières a déjà été remarquée par Jansons et al (1978) à 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,OX de SAM. Nous pouvons envisager deux hypo­

thèses possibles: 



(a) pr!li~r!l!nt, s ' il y a 

larges comme l'affirment 

eu for.ation de vésicules lipidiques très 

Jansons et al (1978) et Deleerl et al (1982a), 

alors elles sont restées adsorbées sur le gel - de sépharose 4-8 (voir table 

2 dans Sharma et al, 1977) It, donc, n'ont pal pu être éluées. À toutes 

fins pratiques, ceci pourrait nous expliquer pourquoi pendant quelques 

préparations de vésicules dont la proportion en SAM était élevée, les deux 

ou trois premières fractions éluées étaient très turbides (résultat non 

montré); et (b) d!uxièlelent, les larges vésicules sont peut être 

fractionnées et donnent naissance à des structures plus petites (effet 

soit-disant lytique). la SAM pourrait créer des espaces vides (trous) dans 

la bicouche lipidique que l ' eau remplirerait (Haydon et Taylor, 1963) et 

par la suite, la large vésicule se désintégrerait en structures plus 

petites. O' ailleurs, Eytan et Broza (1978) donnaient comme explication à 

l'inhibition de la cytochrome oxidase par la SAH, le fait que cette 

dernière exposerait la sous-unité hydrophobe de l ' enzyme en détruisant le 

complexe enzyme-lipides de frontière qui pourrait s'incorporer dans les 

vésicules par phéno.ène de fusion. 

O'après les figures 23 et 24, l ' augmentation de la concentration de la 

SAH dans les vésicules conduit à la formation de structures nouvelles. la 

SAH pourrait se regrouper (Rclulters M) (Hausler et Guyer, 1979) en micel­

les inverses à l ' intérieur d ' une structure probablement hexagonale de la 

PC (Oas et Rind, 1984), et lerait ainsi pour cette raison que le pourcln­

tage de la SAH sur la face externe de la particule diminue à des fractions 
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molaires initiales élevées (voir fig. 26). On ne peut pas discuter de 

dtransition de phase- proprement dite, comme pour le cas de la Chl~ (voir 

chapitre II), puisque l'on n'est pal sûr de l'existence des petites 

vésicules unila.ellaires lorsque la proportion de SAM dans le mélange 

initial dépasse 2,0%. 

Ainsi, le fait que des acides gras (ex. l'acide Iyristique) peuvent 

causer la fusion de liposomes (Kantor et Prestegard, 1978) ou que les 

lysolécithines peuvent avoir un effet lytique sur les vésicules 

(Mandersloot et al, 1975 et Morris et al, 1980), prouve que l ' incorpora­

tion de molécules, dont la structure chimique est totalement différente de 

celle de la PC, peut .odifier fondamentalement les propriétés 

physico-chimiques de la matrice solubilisante. 



Chapitre IV 

DISCUSSION GÉNÉRALE 
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IV.1. MÉLANGES CHLOROPHVLLE • - PHOSPHATIDVLCHOLINE 

On a déduit au chapitre II que la Chl~, a- des fractions molaires ini­

tiales inférieures à 57., n ' a pas d'effet sur la dimension d'une petite 

vésicule unilamellaire préparée à 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 lipidique de 

la vésicule. Nos résultats sont comparables à ceux obtenus dans d'autres 

études sur le _ême amphiphile (voir tableau II). 

En outre, la méthode de préparation des vésicules mixtes n'influence 

probablement pas dans uni grande 'mesure la quantité de . Chl~ solubilisée 

dans la bicouche lipidique. Le système est dynamique et les molécules de 

lipides et d'additifs vont être engagées dans un mouvement de relaxation 

pour atteindre un équilibre stable o~ enfin l ' énergie libre totale du 

système est au linimui. Il suffit de prendre l ' exemple de l ' ~-tocophérol 

(amphiphile à chaine isoprène) qui, par un mouvement transmembranaire, va 

migrer de la face interne vers la face externe (tableau 1 dans Bellemare 

et Fragata, 1981). Par ailleurs, la torte courbure de surface d ' une petite 

vésicule unila.ellaire peut influencer beaucoup la durée de ce temps de 

relaxation des .oléc~les d ' amphiphiles, lequel n ' est pas encore réellement 

connu. 
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D' après les spectres d'absorption des préparations de vésicules mixtes 

contenant la Chl~, on n'a pas trouvé une seule évidence prouvant la for­

mation d'agrégats du piglent dans la bicouche- lipidique (cas aussi observé 

par Hurley et al, 1980). Il semblerait que l'augmentation de la proportion 

de la Chl~, dans le mélange initial avec la PC, favoriserait le rappro­

chement entre les molécules du pigment pour former des agrégats. Hais com­

me il y a saturation dans l'incorporation, l'agrégation de la Chl~ dans la 

bicouche est moins probable. À Ion avis, s'il y a réelle.ent agrégation, 

elle se produirait en dehors de la bicouche; ainsi, il y aurait formation 

de structures contenant de la Chl~ dans la phale aqueuse qui se précipite­

raient durant la centrifugation. On a remarqué en effet que le culot dans 

le tube de centrifugation était de coloration verte pour les préparations 

de vésicules dont les fractions molaires initiales de Chl~ étaient éle­

vées. En ce qui concerne d'autres agrégats possibles de Chl~, ou bien ils 

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 

4-8. À ce propos, on a remarqué que les colonnes de chromatographie pren­

nent une coloration verte avec le temps. 
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IV.2. MÉLANGES STÉARVLAMINE - PHOSPHATIDVLCHOLINE 

Du chapitre III, on retient surtout l'effet lytique de la SAM sur la 

dimension de la bicouche lipidique d'une petite vésicule unilamellaire. Ce 

phéno~ène est remarqué chez d'autres amphiphiles à chaîne aliphatique 

simple. Ainsi, la lysophosphatidylcholine (lysoPC) est à l ' origine de cet 

effet quand sa proportion atteint SO% dans un liposome (Mandersloot et al, 

1975). D'autre part, Morris et al (1980) ont constaté que, dans des 

vésicules lipidiques constituées de phosphatidylcholine, lysophosphatidyl­

choline et pyrène, l ' environnement de ce dernier est presqu ' aqueux et ont 

conclu que l'eau a pénétré dans la bicouche lipidique lorsque la lysoPC 

était à 30% dans le mélange initial avec la PC. Cependant, au delà de 

cett~ proportion, l'environnement du pyrène devient hydrophobe, indiquant 

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

Ce pourcentage de la lysoPC (30 à 50%), auquel l ' effet lytique se ma­

nifestl, lit plui élevé coaparativement à celui de la SAM (2%). Ceci pour­

rait être expliqué par le fait que la lysoPC a une tête polaire (une fonc­

tion pholphorylcholine) plui grolll que cilii de la SAM (une a~ine primai­

re); par conséquent, ce dernier amphlphile pénètre plus profondément dans 

la bicouche et déstabilise rapidement la structure de cette dernière. 

Par ailleurl, Deleers et al (1980) ont remarqué que l 'absorbance d ' une 

disperlion dl vésicules mixtes unilamellaires (DPPC/SAH ou DHPC/SAH) aug­

mentait dans lei ~O minutes suivant la sonication, ce qui n ' était pas le 



75 

cas pour une dispersion de DSPC/SAM. Ceci est expliqué par la similitude 

des chaînes carbonées de la DSPC (CI8) et de la SAM (CI8) qui permet une 

bonne partition et inclusion pour cette dernière dans une vésicule unila­

mellaire de DSPC. 

A très forte concentration de SAM, il Y a formation de micelles mixtes 

(pas nécessairement sphériques) d ' une taille comparable à celle d ' une 

petite vésicule unilamellaire de PC, et qui sortent, évidemment, au même 

volume êlué sur le profil d'êlution que cette dernière. Par conséquent, 

c'est probablement pour cette raison que la fraction molaire finale aug­

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

D'autre part, lors de la préparation d'un mélange binaire PC/SAM = 

1/1, nous avions vérifié l'impossibilté d'effectuer une bonne dispersion 

de lipides pendant la sonication à 4 oC. Ainsi, nous étions o~ligés de 

chauffer le bain circulant dans la cellule à sonication à 25 oC 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 phénomène a été aussi constaté par Deleers et al (1982b). En outre, 

HabrlY It Sturtevant (1977) ont noté qu'un rapport DPPC/acide palmitique 

égal à l'unité donne naissance à une phase hexagonale dans le regroupement 

des chaînes carbonées. 
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IV.3. QUELQUES CONCLUSIONS CONCERNANT LE MODE D'INCORPORATION 

DES AMPHIPHILES À UNE SEULE CHAîNE CARBONÉE. 

Dans la figure 27, on fait une comparaison de l'incorporation de la 

Chl~, de la SAM et de l '~-Toc. On remarque que la quantité incorporée de 

Chl~ est plus grande que celle de l ' oc-Toc pour une fraction molaire 

initiale donnée. Ceci pourrait signifier que les interactions de la Chl~ 

sont plus fortes que celles de l '~-Toc vis-à-vis de la PC qui compose la 

vésicule unilamellaire. Ceci peut aussi être le résultat de la différence 

entre les têtes polaires des deux amphiphiles (voir fig. 7) puisque leurs 

chaînes phytyles sont quasi-similaires. D' autre part, la Chl~ possède 4 

sites d ' interaction (3 groupements C = 0 et l'atome de magnésium) tandis 

que l '~-Toc n ' en a qu ' un seul (le groupement hydroxyle), et pour cette 

raison on peut postuler que le premier amphiphile est incorporé 

(Nadlorbé") dans la bicouche lipidique de la vésicule unilamellaire à un 

degré plus élevé que le deuxième amphiphile. 

Le changement dans le comportement de l ' incorpor ation de la Chl~ et 

dans celle de l'~-Toc se traduit par une "transition de phase" qui pour­

rait indiquer, comme l'avaient souligné Bellemare et Fragate (1981), 

l'existence d'une concentration micellaire critiqui (CHC) pour ce type 

d'amphiphiles. Cett. CHC le manifeste à une fraction molaire de 2,SX pour 

la Chl~ et de 4,Oï. pour l'~-Toc dans le mélange initial avec la PC. 
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Figure 27. Comportement de l'incorporation d'amphiphiles à une seule 

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

l'~-tocophérol est tracée d'après la fig. 4 dans Belle.are et Fragata 

(1981). La proportion finale pour la SAM · est réduite par un facteur de 5. 
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L' inclusion de la SAM suit aussi un comportement sigmoïde, mais sa 

quantité incorporée est beaucoup plus gande que celle des deux autres 

amphiphiles. À partir de 2,0Y. comme fraction ~olaire initiale de SAM, on 

est incapable de certifier l'existence des p,tites vésicules unilamellai­

rei, et dans ce cas-ci, on peut parler de ntransition structurale ll plutôt 

que de transition de phase comme pour la Chl~ et l ' ~-Toc. Par transition 

structurale, on entend une transformation de la vésicule dans une autre 

structure qui pourrait être éventuellement une micelle. 

À la figure 26, où on représente le rapport ext./tot. pour la SAM dans 

une vésicule unilamellaire, l 'extrapolation , à O,OX co •• e fraction .olaire 

initiale de SAM donne la valeur 0,64. Cette dernière donne l ' aire de la 

surface de la monocouche externe par rapport à l ' aire de la surface totale 

d ' une petite vésicule unilamellaire préparée à partir de la PC pure. 

Yeagle et al (1976) ont trouvé une valeur de 0,68 pour ce rapport quand 

ils ont étudié l ' effet du degré d ' insaturation des chaînes carbonées sur 

la distribution transmlmbranaire des phospholipidls dans uni vésicule li­

pidique. Notons que cette extrapolation à O,OX comme fraction molaire 

initiale d'additifs donne des valeur~ qui se situent entre 0,64 (ce tra­

vail) et 0,71 pour l '~-tocophérol (Bellemare et Fragata, 1981) en passant 

par 0,67 pour la DHPE (Lentz et Litman, 1978) et 0,70 pour la PE (Litman, 

1973) et la ChlL (Ford et Tollin, 1982). Ainsi, indépendamment du type 

d'amphiphile incorporé (une seule chaîne carbonée ou deux, chaîne saturée 

ou insaturée), cette valeur est constante pour le rapport ext./tot. des 
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surf~cel d'une petite vésicule unilaaellaire. Ceci est évident puisque 

l'~dditif n'~ p~5 d'effet sur l~ structure de la vésicule. 

Cependant, le m~xi~um d~nl le rapport ext~/tot. varie d'un amphiphile 

à l'autre car la composition en acides gras des chaînes carbonées a un ef­

fet sur l~ distribution dIS molécules de phospholipides à travers la bi­

couche lipidique (Lentz et Litman, 1978). Pour le cas de la PE, ce .~xi­

.um est à une fraction molaire initiale inférieure à 101. tandis que pour 

la DPPE, il se trouvi à 25 - 301. com.e fraction molaire initiale. Cette 

différence doit clairement être due au degré d'insaturation des chaînes 

carbonées de ces deux lipides (DPPE: chaîne saturé, PE: chaîne insaturée). 

Quant aux deux amphiphills à une seule chaîne, la différence entre les ma­

ximums (u~ à 3,01. pour l'~-Toc et l'autre à 5,51. pour la SAM) résulte de 

celle entre les chaînes carbonées (une à unités isoprènes et l'autre est 

aliphatique beaucoup plus simple). 

Finalement, l'amphiphile à faible fraction molaire dans le système 

obéierait aux mêmes lois de regroupement que les molécules de PC. On 

présume qu'il subit une répartition normale, c'est-à-dire que le rapport 

externl/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 l~ même probabilité 

d'être occupés par les molécules de l'additif. On estime qu ' en augmentant 

l~ proportion de l'~mphiphill d~ns 11 mélange initial, on augmenterait par 

le fait mêae la probabilité que l'additif rencontre un site d ' adsorption. 
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En résuaé, ce travail sur l'incorporation d ' amphiphiles à une seule 

chaîne carbonée (chlorophylle ~,stéarylamine) dans les vésicules lipi­

diques unilamellaires nous a permis de .ettre en relief les faits 

suivantsi 

a- un amphiphile doté d ' une chaîne à unités isoprènes est inclus dans 

la couche bilipidique et y atteint une li.ite sans que le système lamel­

laire de la petite vésicule perde sa structure de bicouche. En d'autres 

termes, il y a saturation pour le "soluté" amphiphile à chaîne isoprène 

dans le "solvant" vésicule unilamellaire formée de phosphatidylcholine. 

b- un .mphiphil. IVIC un. chaîne aliphatique plus simple cause un ef­

fet soi-disant lytique sur la structure lamellaire de la bicouche lipidi­

que. On parle d'effet soi-disant lytique parce qu ' on ne sait pas réelle­

ment li 1. SAM solubilisl la PC ou si ,Il. induit simple •• nt un chang.­

lent de structure de la petite vésicule unila.ellaire. 

Quant à la relation entre la structure chimique de l 'amphiphile et sa 

quantité solubilisée dans la bicouche- de la petite vésicule, il faut enco­

re étudier cha~ue cas séparément. Cela veut dire qu ' il est iapossible de 

généraliser unique.ent à partir de ce travail. Il est vrai que les amphi­

philes à chaîne aliphatique simple déstabilisent la structure d'une bicou­

che mais ce n'est pas toujours à la léle proportion incorporée (ex. SAM et 

lysoPC). De plus, un amphiphile à deux chaînes si.ples peut provoquer une 
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transition dans li structure lamilliire d'uni vésicule (ex. au delà de 70% 

de DMPE dins li DMPC, des petites vésicules unilamellaires ne peuvent être 

formées) (Lentz et Litman, 1978). En ce qui concerne les amphiphiles à 

chaines isoprènes, la saturation de leur incorporation finale n ' est pas 

fixe (voir tableau II). Ceci dépend de la nature dl la matrice solubili­

sante. Ce type d'imphiphiles s ' incorpore bien quand Ils chaînes carbonées 

de cette .atrice sont insaturées (Rosenberg, 1967) et de la même longueur 

que la chiine carbonée de l ' amphiphile (Maggio et al, 1977). 

Finile.ent, un des paramètres les plus i~portants et un des difficiles 

• contrôler est sans doute la courbure de la surface des petites vésicules 

unilimelliires. Leur forte courbure iffecte énormément le regroupe~ent des 

chaines carbonées dans la bicouche en leur i~posant des restrictions géo­

.étriques (Schuh et al, 1982). Par conséquent, il serait très souhiitable 

de triviiller iVIC dis vésicules unila.ellaires assez larges pour que l ' on 

puissi négliger l'effet de la courbure. En outre, la densité d'enco~bre­

ment des molécules n ' est pas la ~ê.e pour la face interne et la face 

externe. Cette dernière est plus dynamique (Ford et Tollin, 1982) et, de 

CI fiit, la conclusion de Dijkmans et il (1979b) que li Chl~ iugmente le 

nombre de molécules de PC par vésicule reste discutable, puisque les 

auteurs se sont basés sur l ' hypothèse de la densité d'enco~bre.ent semb­

lible des deux monocouches. Ainsi l ' ipplication de l ' équation de Svedberg 

(voir I.g. Dijkmans et il, 1979b) iU cil cul du poids moléculaire et du 

nombre de molécules par vésicule, devrait être faite avec précaution. 
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