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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1.1 ROle biologigue des chafnes isoprénes:

La membrane photoactive des chloroplastes, le thyla-
koIde, est constituée de lipides et de protéines en propor-
tions équivalentes (1,2). Les lipides se répartissent comme
suit: glycolipides (U45-60% par poids), phospholipides (9-12%)

et les lipides A chafne isopréne (25-30%).

Les glycollpides et phospholipides (tableau 1) constituent
la matrice du thylakolde tandis que les lipldes & chalne iso-
préne sont répartis dans la blcouche de fagon & jouer un rdle
prépondérant dans la phatosynthése (2). Les glycolipides,

4 téte polaire neutre et chalnes acyles fortement insaturées
constituent l'environnement moléculaire des lipides & chalne
isopréne. Les phospholipides ioniques 3 chaines acyles satu-
rées bordent les protéines des syst@mes photosynthétiques des
chloroplastes. Parmi les lipides & chafine isopréne (tableau
II) on retrouve entre autres les caroténoides, les chloro-
phylles et les quinones. Soit comme capteurs d'énergie (caro-
ténes, chlorophylles, xanthophilles) ou en tant gus transpor-
teurs d'électrons a travers les bicouches lipidiques (quinones),
ces lipides sont essentiels 4 la photosynthése. T2l que repré-
senté dans la figure 1, les chromophores capteurs d4d'énergie
sont associés aux protéines du P-700 et du P-680 des photo-
systémes I et IT* Les guinones, transporteurs 4'&l=ctrons,
sont surtout localisfes encre les deux photosystémas st entou-

rées de protélnes, les cytochromes.

¥ PSI et PSII



TABLEAU 1

TABLEAU II

Composition lipidigue de la membrane des thylakoides

extraite des chloroplastes d'&pinard. (3)

% en poids de
lipldes totaux

Monogalactosyl diacylglycérol 26,8
Digalactosyl diacylglycérol 13,4
Sulfolivides b1
Phospholipides 9,1

Composition relative des lipides & chaine isopréne

dans la membrane des thylakoides extraite des chlo-

roplastes d'épinard. (2)

Chlorophylle-a 100
Chlorophylle-b 38
Caroténoldes 34
Plastoquinone-9 5
¢.— tocophérol 2,5

¢ — tocoquinone J,4



Les deux sites capteurs de photons semblent situés en
général sur la face interne de la membrane du thylakolde (3).
Aprés une premiére excitation, les électrons sont émis &
l'extérieur de la bicouche. Les quinones doivent acheminer
les électrons 4 travers la membrane jusqu'au centre réaction-
nel du PSI. Pour que les photosystémes fonctionnent, la posi-
tion relative des molécules participantes doit €tre maintenue.
Or, aux températures physioclogigues les chaines lipidiques
sont trés mobiles et les lipides ont des mouvements de trans-
lation caractéristiques d'un systéme fluide (l).La présence de
chafnes isoprénes peut &tre a 1'origine de changements de
1'état de mobilité des lipides (7). Par encombrement stéri-
que, les substituants méthyles des chaines isopré&nes peuvent
emp&cher les transitions trans-gauche des chaines saturées (§)
ou les transitions cis-trans des chalnes insaturées (9), Une
chaine isopréne peut entrer en interaction avec plus d'une
chaine acyle (10) créant ainsi un réseau enchevétré de chalnes
carbonées, Comme les mouvements des chalnes acyles sont amoin-
dris il s'ensult une diminution de la diffusion latérale des
lipides (8,11). Ceci peut contribuer &ventuellement & la sta-

bilisation des systémes photosynthétiques.



FIGURE 1

Chalne de transfert des électrons
Selon Witt, 1979 (62)
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1.2 Définition des objectifs

Afin d'élucider davantage le rdle des chafnes isopré-
nes dans un systéme lipidique, nous avons choisi d'étudier
le comportement du a-tocophérol ( o-T) dans les vésicules
unilamellaires. Cette substance est une quinone & chaine
latérale comportant trois unités isoprénes et qui fait partie
des membranes des thylakofdes (tableau II). Il a 2té démon-
tré que 1' a-T peut agir comme transporteur d'électrons dans
un systéme photosynthétique (12). Il est aussi connu comme
antioxydant soit en réagissant avec les oxydants (13), avec
l'oxygéne singulet (14) ou en emp&chant la propagation des ra-
dicaux peroxyles formés lors de l'oxydation des chaines insa-

turées (15).

Le modéle de membrane utilisé dans nos expériences, la
vésicule unilamellaire, est un systéme d'auto-association en

équilibre thermodynamigue.

Les lipides lamellaires ne sont donc soumils & aucune con-
trainte externe. Les interactions observées a 1'intérieur
de la bicouche sont aussi le résultat des propriétés intrin-
séques des lipidss. La phosphatidylcholine (PC) de jaunes
d'oeufs est utilisée pour préparer les vésicules. On dissout
1' o-T dans la PC et on disperse ce mélange binaire de lipides
dans un tampon agueux selon des méthodes (voir chapitre 2)

qui permettent la formation des vésicules. Un mélange binaire

—
[

idéal des ipides permettra une inclusicn de ceux-ci dans 1=2s

bicouches &guivalente a celle du mélange initial. =zn outre,



1' «-T sera réparti de part et d'autre de la bicouche dans
une proportion correspondant au rapport géométrique des sur-
faces externes et internes de la vésicule. C'est par un
dosage chimique de 1' 4-T que 1l'on vérifie s'i1l obéit a

1'idéalité. Ceci falt 1l'objet du chapitre 2 de ce mémoire.

Le réactif diphényl-1, 1 picryl-2 hydrazyle (DPPH) est
utilisé pour oxyder 1' o-T. L'oxydation produit un radical
dont le temps de vie est suffisamment long pour étre mesuré
par une méthode spectroscopique conventionnelle. L'étude de
la cinétique de la formation de'oe radical dans la vésicule
et dans les mélanges de solvants de constante diélectrique
(D) connue nous permet de caractériser la polarité de 1l'en-
vironnement moléculaire de 1' ¢-T dans la bicouche lipidique.

Cette question est analysée dans le chapitre 3.

Dans le chapitre U, nous essayons d'établir une relation
possible entre les résultats obtenus et le transfert des

électrons dans les bilomembranes.



CHAPITRE 2
DISTRIBUTION DE L' a-TOCOPHEROL

DANS DES VESICULES DE PHOSPHATIDYLCHOLINE
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2.1 Apercu de la littérature

2.1.1 TFormation des vésicules

Lors de 1la dispersion des phospholipides dans 1l'eau,
leur caractére amphiphilique est 3 l'origine de 1l'orienta-
tion des molécules d'eau vers la partie hydrophile glyoéQ
rophosphorylée, laissant les chaines hydrocarbonées en

milieu hydrophobe.

Le diagramme de phase (figure 2) de la lécithine de
Jaunes d'oeufs (61) représente les différentes structures
rencontrées lors de la variation de la température (ther-
motropisme) et de la quantité d'eau (lyotropisme). Si 1'on
considére un cristal de phospholipnide & 1'état solide, une
augmentation de la température .induira un mouvement dans les
chalnes hydrocarbonées (figure 3). La température de tran-
sition varliera en fonction de la longueur de la chaine et de
son degré d'insaturation. Dans le cristal, les phospholipi-

-

des sont agencés de fagon 3 présenter face 4 face les chalnes
hydrocarbonées et 3 opposer les tétes polaires. On a ainsi

un systéme lamellaire (4). Pour que l'eau pénétre les lamelles
et entre en interaction avec les tétes polaires, les chalnes
hydrocarbonées doivent &tre mobiles, soumises & des mouvements
d'isomérisation (figure 3) trans-gauche, de rotation C-C...(4).

Si la température n'est pas suffisante vour indulre ce mouve-

ment des chaines, 1l'eau ne pénétre vas entre les lLamelles et le

)

ystdme reste sous forme solide. On remarque que la tempnérature



FIGURE 2

Diagramme de phase de la lécithine
extraite de jaunes d'oeufs
selon Small, 1967 (61)
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FIGURE 3
Mouvements des chaines hydrocarbonées

A: Systéme cristallin 4 1'état de gel
Systéme lamellaire hydraté
C: Mouvements d'isomérisation des

chalines hydrocarbonées
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4 laquelle les chalnes deviennent mobiles (figure 2) dimi-
nue avec l'augmentation de la quantité d'eau incorvorée. Au-
deld de U40-50% d'eau, on note l'apvarition d'un nouveau sys-
téme (figure 2). Les molécules d'eau présentes en trés gran-
de quantité hydratent complétement les tétes polaires et in-
duisent la séparation de groupements lamellaires de lipides
qui, par contraintes hydrophobigques doivent se refermer et
former des structures lamellaires concentriques, les liposo-
mes, ou des structures unilamellaires, les vésicules (schéma

1, vage 26).

15
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2.1.2 Répartition des lipides dans les vésicules

En solutlion diluée, la dispersion de PC de jaunes d'oeufs
dans 1l'eau forme des structures lamellalires de formes et de
dimensions variées (5). L'emploi des ultra-sons permet de
briser les structures multilamellaires en vésicules a feuil-
lets unilamellaires (6). Depuls quelques années des mesures
hydrodynamiques sont faites sur les vésicules unilamellaires.
Huang et coll. (1969) (16) ont particulid&rement étudié les
vésicules obtenues par la dispersion de PC de jaunes d'oeufs.
D'aprés les caractéristiques géométriques qui ont été déter-
minées, on peut déduire la distribution des lipides dans les

deux monocouches du feuillet unilamellaire.

Les dimensions obtenues par chromatographie sur gel, et
le poids moyen obtenu par des études de sédimentation et de dif-
fusion donnent aux vésicules unilamellaires un diamétre d'en-
viron 210 R et un poids de 2,0 x 1O6 daltons. Comme chague
molécule de PC a une masse molaire évaluée a 770 daltons, on
évalue facilement a 2,600 le nombre de molécules de PC par
vésicule. Ces lipides sont distribués sur la face interne et
externe des vésicules. La bicouche lipidique a une épaisseur
évaluée a une quarantaine d'angstroms. On peut élaborer un
premier modéle de la vésicule (fig. 4). Si l'empaguetage des
lipides est 1dentique de part et d'autre du feulllet et que
les tétes polalres des lipides occupent la méme surface, la
répartition des lipides obéira & la distribution géométrique

des surfaces. Les rayons externe et interne sont déduits du



FIGURE 4
Géométrie de la vésicule unilamellaire

Rapport des surfaces: 2,6

Ra - rayon interne
Rb = 7rayon de la monocouche interne
R = rayon externe

e =
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monocouche externe

monocouche interne
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diamdétre et de 1l'épaisseur de la bicouche.

@]
2 b - (1054)°

6]
b . ( 65A

= 1,38 x 10

Surface externe = 4 zR

= 0 ™0
no

2 4
Surface interne = U4 gr ) 5,31 x 10

Le rapport des surfacesest de 2,6.

Comme on postule que chaque molécule de PC occupe le méme
volume sur les deux faces de la bicouche, on évalue a 1875 et
725 le nombre de molécules sur la face externe et interne de

la bicouche dans une vésicule unilamellaire.

Des mesures par RMN démontrérent que le rapport de réparti-
tion des molécules externe et interne est de 2,1 (1lU). Le
rapport des surfaces établit a 72% la surface a l'extérieur de 1la
vésicule. Le dosage des lipides évalue que 68% des lipides sont

sur la face externe.

Par la géométrie on parvient a déterminer les dimensions des

lipides.
1—02
Surface externe = 1,38 x 10° A

o)
Surface interne = 5,31 x lOu A

1770 (68%) molécules

2 830 (32%) molécules

Les tétes polalres externes bénéficient d'un =mplacement
0 0
de 78 4 2 et celles des lipides internes 64 A2.

L'étude de la répartition externe-interne permet également

-

valuer la lonzueur des chalnes acyles. Le raoznort des vo-

[ON

d!
lumes correspond au rapport du nombre de moliZculsas retrouvéss sur

ure 4y,

[I3]

Fh

chacune d=s faces (
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Volume face externe 4ys3 W{R3 - R?)
o D

= n ext. =
Volume face interne = n int, = U4/3 vfﬁg - Rg)
En posant R, = 105 E et R, = 65 E et n ext. / n int. = 2,1
on trouve R_ = 82 E.

b

La longueur des lipldes correspond approximativement aux

valeurs (Hc - Hb] pour les moléecules sur la face externe et

-] (Rb - Ra] pour les molécules sur la face interne. Les mo-
lécules situées 3 1l'extérieur hénéficlent d'une épaisseur plus
o 0

grande pour leur chalne, 23 A comparé & 17 A pour celles de

1'intérieur.

Chose surprenante, le volume occupé par un lipide est 1le
méme, qu'il soit situé sur la face externe ou interne, soit
O
1400 A-, Comme on connalt la surface de la té&€te polaire et

la longueur du lipide, on calcule une surface d'occupation

moyenne de la chaine.

&)
2 O
f. externe: (?8 A + xl) 23 &

2
o

) o Q
. I .
f.interne: (6l AT 4 J:E) 17A - 1400 A3 X, = 100 'S
2

o [a]
1400 A3 x. - 1y p°

[
I

0
- . T2
La chafne dans la partie externe occupe 44 A" et celle de

la partie interne 100 EE . Les molécules occupent un volume
que 1l'on peut représenter par un cdne tronqué (figure 5). On
retrouve une asymétrie d'empaguetement dans la membrane (17)
provoguée par les contralntes géométriques de la structure de

la vésicule.



FIGURE 5

Structure conique des lipides dans
une blcouche de vésicule unilamellaire.

[adavté d'aprds Huang et Mason (1978), (17)].
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3

e peubl supposer qu'un Liplde sccomdalee*® ) ST lncorpore-
ra dans les mémes conditions dans une wvisicule de .. Les
dimensions de la téte polaire et de la chalne hydrocarbonte
dirigent ce lipilde sur la face interne ou sur la fice exter-

ne de la bicouche lipidigue d'une vésicule.

De la structure conique formée, on peut prédire les ré-
sultats. Pour un lipide situé dans la face externe de la
bicouche, la surface occupée par la chaine hydrocaribonée doit
étre plus petite que celle occupée par la té€te polaire et sur
la face interne, la chafne doit occuner un esnace nlus grand

que la téte polaire (17).

Si 1'on tient compte de ce fait, dans des vésicules de PC
renfermant de 1' a-T, on devralt retrouver cette d.rniére
substance préférentiellement sur la face externe. OJa téte
polaire a une surface éguivalente & celle de la PC mais sa
chaine est plus petite. Pour vérifier cette hypothdse, on
dosera chimiquement 1' a-T sur la face externe de la vésicu-
le unilamellaire en sélectionnant un réactif qui ne traver-
se ni ne brise la bicouche. Un second dosage, en détruisant
les vésicules, nous donnera la quantité totale d' o-T dans
les vésicules. Le dosage de phosphore inorganique (P1) nous
indigque la quantité de PC dans la vésicule. Cecl nous per-
met de vérifier si des perturbations se produlsen’ dans la

quantité relative d' «-T retrouvé aprés la formation des

vésicules comparé & la quantité incorporée dans

# Le lipide secondaire est celul qui se retrouve on plus
petite gquantité en rapport molaire dans le m?lange bi-
naire avec la PC.

-



2L

le mélange.

Nous pouvons ainsi obtenir des informations concernant le
comportement de 1' o« -T dans des vésicules de phosphatidylcho-

line,
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2.2 Méthodes expérimentales

2.2.1 Formation des wvésicules unilamellaires

La disperslon des lipides dans l'eau faite & l'alde d'un
agitateur mécanique (Vortex) prodult des structures diverses
multilamellaires ou unilamellaires (schéma 1) (U4). Pour aug-
menter la gquantité de vésicules unilamellaires, on soumet la
suspension aux ultra-sons jusqu'i ce gue celle-ci devienne
translucide. On centrifuge 3 haute vitesse (100 000xg) pour
permettre un premier fractionnement de mélange de vésicules
et pour préciplter les résidus de titanium dégagés par la son-
de. On concentre le surnageant dans une cellule Amiecon et l'on
fractionne 1'échantillon obtenu par chromatographis sur gel
de sepharose 4 B afin de séparer les vésicules en fonection
de leurs dimensions. Les vésicules de grande taille sont &luges

en premier lieu suivies des vésicules unilamellaires homogénes.

i
=

Tl a &té démontréd (16) gue les vésicules de la partie
du diagramme d'é€lution sont unilamellaires et constituent une
fraction de taille homogene {(voir & ce propos la Tigure 1 de

la référence 16 et notre figurs 6.)



SCHEMA 1

Préparation des vésicules unilamellaires
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'IGURE 6
Profil d'élution des vésicules suite
g un fractionnement par la colonne

de gel sépharose I B,

(Les fractions considérées comme

homogénes sont & la droite de la
ligne polintillée)
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2.2.2 Méthodes d'analyse des lipides

a) Dosage de la PC. C'est par un dosage des ophosphates

selon une modification de la méthode de Bartlett (18) que
1'on détermine la quantité de PC. Chaque PC (figure 7) a un
phosphate relié d'une part a une choline et d'autre part a
un résidu glycérile. Ce dernier est rellZ 3 deux acides gras

par-un lien ester.

On libére les phosphates en détruisant les molécules or-
ganiques par une digestion en présence d'un acide, le HQSOM a
3OOOC. Le dépdt noir est aloré oxydé en CO2 par un chauffage
en présence de peroxyde d'hydrogéne (30%). Puis, les phos-
phates libres sont mis en présence de molybdate d'ammonium
(5%).. Le complexe formé, le molybdophosphate d'ammonium
(NHM)

P(Mo3o est rédult par le sulfate de v-méthyl

3 1074
aminophénol (1%) et une coloration bleue se développe en une
quinzaine de minutes. L'intensité& de la coloration esé lue
sur le spectrophotométre a 660 nm. Une courbe de calibration
est tracée sulte aux résultats obtenus a4 partir d'une solution

=1 %
de KH.PO La pente fut établie 3 0,625 ml-umol ~ (figure 8).

2° 7L

b) Dosage de 1'a -T. L'a =T (figure 7) est dosé colori-

quement var la réaction avec le DPPH. La décoloration du

[ON

DPPH (Figure 7) est suivie a 515 nm (figure 9). La réaction
se fait dans 1'éthanol pour le dosage total et dans le tampon

agueux pour le dosage externe.

¥ L'erreur sur la pente ootenue pvar la méthode des moindres
carrés est de +0,0060.



FIGURE 7

Structure des molécules
DPPH; «-T; PC
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FIGURE 8

Courbe de standardisation des phosphates
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FIGURE 9

Spectre de décoloration du DPPH

par 1' a-~tocophérol
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i) o -tocophérol total. Dans les vésicules, 1' o -T

est intimement mélangé & la phosphatidylcholine. Pour

rendre tout 1' o-T accessible au DPPH, on détruit la vésicule
pour ainsi disperser les lipides. L'éthanol solubilise le
DPPH et les lipides utilisés. Une courbe de standardisation
(figure 10) fut établie a partir de solutions éthanoliques

d' o-T et de DPPH. Du tampon utilisé pour faire les vésicu-
les est ajouté au mélange réactionnel (25%) pour simuler le
milieu réactionnel des vésicules. La lécithine n'affecte pas
la réaction. La pente de la courbe de standardisation fut

évaluée 3 27+ 1 ml- umol *

i1) e-tocophérol externe. Etant donné que le DPPH ne

semble pas pénétrer dans les vésicules, 11 devient possible
de déterminer la quantité d' «-T se répartissant dans la fa-
ce externe de la vésicule. Les vésicules demeurent dans le
‘tampon et le réactif doit rejoindre 1' ¢ -T sans changer la
structure de la bicouche. Comme le DPPH est insoluble dans
le tampon aqueux, on doit le disperser. On fait une solution
&thanolique concentrée du réactif et 1l'on disperse une faible
quantité dans un grand volume de tampon de fagon 4 ce que la
quantité d'3thanol dans le systéme soit inférieure i 1%. Il
fut démontré (19) que cette faible quantité d'éthanol ne bri-
se pas les vésicules. Une incubation de trois jours des vési-

cules en présence de la disversion de DPPH redonne le méme

=iy

orofil d'élution gque celul des v&sicules intactes.

¥ L'erreur sur la vente est obtenue par la méthode des
moindres carrés.



- FIGURE 10

Courbe de standardisation de
1' o -tocophérol total
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La dispersion du DPPH dans le mélange eau/éthanol (1% de
1'alcool) doit étre utilisée immédiatement car elle a ten-
dance a précipiter. Une filtration gravimétrique enléve le

DPPH de la dispersion.

Il n'est pas possible d'obtenir une courbe de standardi-
sation car, dans le tampon, 1' a-T forme des agrégats que la
sonication ne parvient pas & disperser. La quantité 4' o-T
a donc été évaluée 3 partir de la relation de Lambert-Beer
en utilisant des coefficients d'absorption molaire (e¢) du
DPPH déterminés pour différents mélanges eau—éphanol (tableau
IITI). Etant donné que la déviation standard est élevée (plus
ou moins 10%) aux faibles proportions d'éthanol ( 20%) et com-
me il s'agit d'une dispersion, on a préféré établir ¢ & partir
d'une courbe de la variation de e¢ en fonction de la quantité
de tampon dans 1'éthanol (figure 11). Le maximum d'absorption
se déplace vers les grandes longueurs d'onde (environ 545 nm
a 99%) lorsque la guantité de tampon augmente dans 1l'&thanol.
Si 1'on fixe la longueur d'onde de lecture & 516 nm on note
une diminution de coefficient d'absorption molalre avec l'aug-

mentation du pourcentage de tampon dans le mélange.
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TABLEAU III Variation du coefficient d'absorption molaire

du DPPH 3 516 nm en fonction de la quantité de

tampon ajouté a3 l'éthanol.

# tampon dans | Coefficient d'absorption
1'éthanol (v/v) molaire du DPPH 3 516 nm.
€x 1073
ml -y mol 1 - cm-l
0 12,0 +* 1,0
20 11,3 + 1,4
40 11,2 * 0,6
60 10,8 + 0,9
80 9,3 * 0,5
90 9,3 * 0,5
95 9,1 * 0,2
98 8,3 * 0,4
99 8,1 + 0,7



FIGURE~11

Courbe de la variation de ¢ du DPPH en
fonction de la quantité de tampon dans

1'éthanol

Valeurs retenues:
1 -1

25% ; 11,400 ml - umol ~ - cm
99% ; 8,200 ml - umol—l _emt
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¢) Méthodes de calcul.

1) Rapport d'incorporation Pi/ a-T. Le rapport d'incor-

poration P1/ a-T aprés filtration sur gel fut &tabli 3 partir
des courbes de standardisation. La courbe de dosage des phos-
phates a une pente de 0,625 ml- umol™t et celle de 1' a-T
tafal de 27 ml- umal_l. De la relation de Lambert-Beer,

A - ecl, la concentration respective de phosphates st de

1' a-T exprimée en umol—ml_l devient:

P1 - 1660
0,625
et
AT = Jf"“u‘ﬁll.’i
a7

Donc, le rapport d'incorporation

P1/ ol = f660 .13,

ﬁASlE

11) Calecul de la répartition Re/t. On utilise encore la

loi de Lambert-Beer; cette fois-ci le coefficient d'absorption

molaire est tiré de la figure 11. Pour 1' aT externe, on a

1 -1

g= 8200 ml-mol ™ l-cn™l et pour total, ¢ = 11400 ml - & mol - ém

b <t

Comme A = €cl la quantité retrouvée a l'extérieur, c_ et la

=

quantité totale, c¢ ont respectivement comme expression:

tl‘



Le calcul de la répartition de 1' «-T dans la bicouche cor-

respond au rapport des concentrations Co / Cp-

45



2.3 Résultats

2.3.1 Fractions utilisées

On obtient le méme profil d'élution des vésicules avec
et sans ¢-T. La filtration sur gel de sépharose 4 3 permet
de fractionner les vésicules en fonction de leur taille. Le
profil d'élution nous permet de distinguer entre deux popu-
lations de vésicules. Celles avparaissant au début du pro-
fil d'élution (figure 12) sont constituées de livosomes (mul-
ticouches) et de grosses vésicules (16). La partie II du
profil d'élution ‘est : constituée de vésicules homogénes (16).
Pour fins d'analyses on se servira des vésicules homogénes,

partie II, allant du maximum 4 la fin de 1'élution.

Pour vérifier 1l'homogénéité de 1'échantillon, une courbe
de la turbidité des fractions en fonction de la concentration
de P1 ou de 1la concentration de 1' « -T donne une droite pour
les fractions homogénes (figure 13). Les vésicules ont la
méme taille, la méme composition et par conséquent les frac-
tions &levées différent seulement par le nombre de vésicules,
d'ol une diminution oroportionnelle de la turbidité et de la
concentration des lipides. Dans la majorité des cas on ob-
tient deux droites légérement concourantas (figure 13) cor-
respondant aux fractions de chaque c¢dté du maximum,ce qui in-

dique que l'on est probablement en vrésence de wvésicules hcmo-
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FIGURE 12

Courbe de dosage de Pi et o« =T
en fonction de la franction éluée.
(PC : ;0 a-=T @ —=—==)
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FIGURE 13

Courbe de la variation de la turbidité
de 1la fraction des vésicules en fonction

de la concentration en o-T.
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2.3.2 Quantité d4' 4-T dans les vésicules

Quoigue 1' -T soif une substance liposoluble i1 semble

d'apreés certains de nos résultats que son inclusion dans la

C & 1'état solide soit limitée. Par exemple si 1'on essaie
de disperser un mélange -T: PC dont le rapport molalre est
supérieur 4 0,25 il y a formation de gouttelettes dans le tam-
pon indiquant 1l'exclusion d'une partie du soluté. En effec-
tuant le dosage de g-T on observe en premier lieu que propor-
tionnellement aux quantités initiales on retrouve §5 fois moins
d'. o-T dans les vésicules (tableau IV). En augmentant la
gquantité d' «-T dans les vésicules on atteint rapidement un
maximum (figure 14) dans la gquantité de molécules de 4-T que
la membrane peut accommoder. Une saturation s'é&tablit 3 5%
d'incorporation initiale, cettelimite correspond & une solu-
tion saturée de 60 molécules de PC par molécule de ©-T, Ces
chiffres rapportés dans une vésicule impliguent que l'on re-

trouve un maximum de 50 & 70 moléecules d' «-T par vésicule.

Ce résultat n'est pas unique. Tel que démontré dans le
tableau V, on volit gue les molécules & chaine simple tel que
le thiocholestérol, la chlorophylle, les flavines et la lyso-
phosphatidyleholine attelgnent une saturatlion dans leur I1ncor-
poratlon dans des véslcules mixtes, tandis que PE, P3, PI et
sphingomyé&line se retrouvent en quantité 4 peu prés ldentique
aux proportions initlales. Ces derniers phospholipides ont
une structure chimique similalre 3 celle de la PC; c'est-3-

dire une longue chaine hydrocarbonée double et une téte polalre



TABLEAU IV Quantité de g~tocophérol mesurée dans les

vésicules de la fraction II en fonction de la

guantité initiale.

Initial Fraction II
a=T / P1 PL / o -T
X 102
19,6 26 t 3
19,2 32 £ 5
12,5 54 + 5
12,5 51 + 3
11,1 66 +10
9,8 b1+ 7
8,8 4g + 4
753 59 £+ 6
b,3 58 + 3
b,2 114+ 9
3,8 100 t 20
353 154 + 8
2,7 171+ 11
2,7 172 + 25
2,5 187 + 12

2,0 220+ 14



FIGURE 14

Courbe de Pi/ o-T en fonction

de o-T/Pi dans le mélange initial
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TABLEAU V Incorporation des lipides secondaires dans des

vésicules de PC.

X PC / X PC/X Référence
avant aprés
sonication sonication
a) double chaine hydrocarbonée
Phosphatidyl étha-
nolamine 1 1 52
Phosphatidyl
sérine 1 1 52
Phosphatidyl ino-
sitol 1 1 52
Acide phosphati-
dique 1 ‘: 1 52
Sphingomyéline 1 1 52
b) simple chaine hydrocarbonée
Cholestérol 1 1 1 2 29
Stérols y . 1 3 51
1 1
Thiocholestérol 4y . 1 20
Ester de cholestérol 20 : 1 57
Chlorophylle-a 30 55 1 21
10 10 22
o-tocophérol 3 8
Yy 20 1 ce travail (63)
Acide phytanique 3 : 1 8
Flavines 100 : 1 34
100 23
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constituée d'un phosphorylglycérol.

-

Par ailleurs, la limite de solubilité de 1' «-T &
1'état solide, telle que démontrée lors de la dispersion 2
des rapports molaires supérieurs a 0,25 laisse supposer une
difficulté d'interaction entre 1! a-T et la PC laguelle se
refl&8te lors de la formation des vésicules. On vérifie une
incorporation faible d' o-T. par vésicule qui tend vers une
limite. Le thiocholestérol se comporte de la méme fagon (20):
un mélange initial 1:1 laisse seulement 1 molécule pour 33 PC
dans la vésicule. Ritt et Walz (1976) (18) parlent d'une 1i-
mite de 1 molécule de chlorophylle-a pour 55 de PC dans une
vésicule alors que la saturation du mélange initial s'obtient
4 un rapport molaire de 0,03. Par une autre méthode de for-
mation des vésicules Dijkmans et coll. (1979) (22) rapportent
une incorporation maximale de 1 chlorophylle-a pour 11 PC
alors que le rapport molaire du mélange initial chlorophylle-a/

PC est égal a4 0,009.

Nos résultats sont en accord avec les densités des lipides
observés dans les BLM et les vésicules (23). Si 1'on compare
chl-a: PC (1:33) et a-T : PC (1:21), le nombre total d'amphi-
philes 4 une chalne incorporés par unité de surface est respec-

12 ot 2,4 x 1072 par centimétre carré (63).

12

tivement de 2,6 x 10
L'incorporation maximale de 1' a«-T est de 11,6 x 10 molécu-
les par centim@tre carré ce qui correspond & une surface d'oc-
cupation de 87 X2 par téte polaire. Selon Fukuzawa et coll.

(1977) (24) 1'aire limite qu'occupe la téte polaire d'une
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molécule d' 4-T est de 92 22. On peut en déduire que la
compression de 1' a-T dans les vésicules est trés faible, ce
qul permet d'admettre des interactions restreintes avec la
PC de la bicouche. Cette hypothése est corroborée par les
résultats obtenus en monocouches (10,24) ol 1'on trouve gue
la loi d'additivité est suivie pour des mélanges mixtes o -T:

phospholipides jusqu'd une incorporation de 507%.
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2.3.3 Distribution de 1' g -tocophérol dans la blcouche
des vésicules

D'aprés les géométries particuliéres de la PC et de
1' 4 -T, cette derni&re substance devrait se placer préféren-
tiellement dans la face externe des véslcules (volr section
2.1.2). En effet, c'est le résultat qul est obtenu pour des
rapports o-T: PC jusqu'a 0,05. Passée cette valeur 1' a-T
s'accumule 3 1'intérieur de la bicouche. (tableau VI et figu-
re 15). Cette brusque variation correspond au maximum d'in-
corporation du a-T dans la vésicule (figure 14). A cette
valeur de transition, le rapport de distribution externe/total
est de 0,67, qul correspond i une répartition normale des 1i-
pides de part et d'autre dans la vésicule. Comme ce rapport
egt identique & celui oﬁfenu pour la PC dans les vésicules pu-
res on présume que la concentration de 1' oa-T est la méme dans

les deux monocouches,

A partir du rapport 0,05 la distribution change rapidement
et 4 0,07 on retrouve un rapport externe/total (Re/t) de 0,27
dénotant une accumulation préférentielle de 1' o-T dans la face
interne. Est-ce que cette augmentation de 1' o-T dans la face
interne se traduit par une augmentation de compression d'ou
interactions différentes ou par un déplacement des molécules
de PC sur la face externe? Cette hypothgése a &té déji envi-
sagée par Newmann et Huang (1975) (25) pour expliquer 1l'accu-

mulation interne de cholestérol.



TABLEAU VI Variation de Re/t de 1' a -T en fonction de 1la

quantité d' o -T dans le mélange binaire initial.

Initial Re / ¢t

a-T / B

X 102 |
17,2 0,22 * 0,03
14,3 0,24 =+ 0,03
12,5 0,33 * 0,03
10,8 0,29 =+ 0,03
8,5 0,27 + 0,03
7,3 0,26 * 0,03
6,7 0,38 = 0,03
6,3 0,53 * 0,08
5,9 0,53 £ 0,05
5,0 0,67 = 0,03
5 0,64 = 0,03
u,3 0,61 + 0,06
4,2 | 0,68 + 0,06
3,8 0,70 = 0,04
3,3 0,72 + 0,04

O
“
-
(@)
I+
O
“
O
-

2,7



FIGURE 15

Courve de Re/t en fonction de o -T/Pi
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La distribution de 1' o-T peut dépendre de deux types
d'interactions tel que schématisé dans la figure 16. L'g =T
peut aussi bien entrer en interaction avec les chalnes satu-
rées ou insaturées. Parmi les chalnes saturées, les grou-
pements méthyles, substituants de la chalne isopréne, pertur-
bent les mouvements d'isomérisation trans-gauche par encom-
brement stérique (figure 16) et empéchent ainsi un mouvemeéent
coordonné des chafnes. Les lipides ne peuvent plus s'aligner
4 cause de la présence de 1' o-T. Les forces de Van der Waals
deviennent plus faibles et 1l s'ensulit une augmentation de 1la
mobilité des chalnes saturées. Le mécanisme est similaire
pour les chalnes insaturées, mals 1l'effet est contraire. Il
v a interactions entre les groupements méthyles et les poches
causées par les mouvements d'isomérisations cis-trans des dou-
bles liaisons, ils s'ensulit une diminution des mouvements des
chalines insaturées et ainsi un plus grand ordre. Toutefoils,
i1 semble que les interactions entre 1' 4-T et les lipides
a4 chalnes insaturées soient plus faciles & obtenir. Il a été
démontré que 1' o-T préfére l'environnement des chaines insa-

turées (10).

La distribution normale de 1' o-T dans la bicouche de la
vésicule obtenwe pour les faibles taux de mélanges binaires,
peut correspondre a une distribution équivalente des phospho-
lipides & chaline saturée et insaturée de part et d'autre tan-

dis que passé la limite de saturation, on observerait une



FIGURE 16

Interactions entre la chalne isopréne

et les chaines acyles.
Classification selon Abrahamsson, 1976 (59).

A remarquer la possibilité d'interactions
entre le groupement méthyle en Cqg de la
chalne isopréne de 1' a-T et les C. et ClO

9
" de la chalne acyle de la PC.
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asymétrie dans la distribution des phospholipides, en fonc-
tion de la structure de la chaine hydrocarbonée. Les résul-
tats de Yeagle et coll. (1976) (26) montrent qu'on peut s'at-
tendre 3 des déplacements spécifiques des phospholipides con-
tenant des doubles liaisons & des dégrés différents. Les
phospholipides 4 chafne insaturée plus courtes et plus mobilés
peuvent s'accomoder plus facilement d'un taux de compression
plus élevé (27) sans doute rencontré sur la face interne de
la vésicule lorsqu'il y a augmentation de la quantité de o-T.
L' o-T s'accomodant mieux (10) d'un environnement i chalnes
insaturées, 11 suit ces derniers dans leur déplacement vers

la face interne.

Cette différence dans les taux de compression peut
exbliquer la féndance de 1' o-T 4 revenir 3 une distribution
normale. En effet, si 1l'on reprend le dosage du a-tocophérol
dans les vésicules aprds une incubation & 4°C 3 divers temps,
on note une augmentaﬁion dans le rapport externe-total. On
interpréte l'augmentation du ¢-tocophérol sur la face externe

{
par le passage de la molécule 3 travers la bicouche (tableau
VII). Soit que le mouvement transmembranaire se fasse par
échange avec un lipide (PC) sur la couche externe ou par dif-
fusion 4 travers la bicouche. L'effet initiateur de ce mouve-
ment est 1les divers modes d'interactions a«-T : PC sur la face
externe et interne, provoqué par une asymétrie dans la dis-

tribution des ohospholipides.



TABLEAU VII Variation de Re/t en fonction du temps (jours)
a-T /P1 a=T. externe / =T total
x 10° 1 3 ! 5 6 Jours
5,9 0,53 + 0,05 0,65 * 0,05 0,070 + 0,05
6,3 0,50 & 0,07 0,33 + 0,06
6,7 0,38 + 0,03 0,27 + 0,02
8,5 0,27 + 0,03 0,30 + 0,04
12,5 0,33 + 0,03 0,58 + 0,02
20 0,29 + 0,04 0,38 + 0,04 0,42 £ 0,08

99
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2.4 Discussion

Essentiellement, 11 ressort de cette étude que 1' &-T
est incorporé a un faible taux dans les vésicules, qu'il y a
inversion dans la répartition relative de 1' o-T au seuil de
saturation et qu'on observe un changement de cette réparti-

tion en fonction du temps.

Le falble taux d'incorporation montrant la saturation ra-
pide de 1la bicouche semble se rencontrer surtout chez les
amphiphiles 3 une seule chalne hydrocarbonée (tableau V).
Seul le cholestérol s'incorpore dans la bicouche comme 1le
font les phospholipides & double chalne. Cet effet semble
relié 3 la structure de la téte polaire du cholestérol car
par des changements dans la structure de la téte polaire,
on diminue la solubilité dans 1a bicouche lipidique des
vésicules de PC. On sait que le cholestérol est a 1l'origine
d'interactions importantes avec la PC (28) ce qui n'est

pas le cas pour 1' a-T (10).

Comme 1' ¢-T, le cholestérol s'accumule sur la face in-
terne de la bicouche. Cette forte accumulation interne n'est
pas rencontrée pour des phospholipides a4 double chaine. De
tels résultats ne sont pas disponibles pour d'autres amphiphi-

les & chafne simple.
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Le troisiéme point de cette &tude est la variation dans
le rapport externe:interne apres incubation. Les résultats
présentés sont préliminaires, des études plus précises de-
vralent 8tre entreprises. On n'a pu déterminer s'il s'agis-
salt d'un mouvement transmembranaire ou de la fusion des vé-
sicules. Le tableau VII montre un falt intéressant: aux
rapports d'incorporation 6,3 et 6,7 on observe une diminution
du rapport externe:total. Ces rapports d'incorporation sont
situés dans la transition oll 1'inversion de rapport se pro-
duit. Y aurait-il un équilibre de structures entre 5 et 7%

d'incorporation?

Cette transition correspond & une concentration micellai-
re critigque (30) donec & un changement de structures qui est fonc-
tion de la concentration lipidique. Comme aux faibles incor-
porations on observe une répartition normale, on présume que
la concentration de 1' a-T.dans chacune des faces de la bicou-
che est équivalente. Lorsque le rapport externe:total varie
brusquement & la limite de saturation, on peut admettre la
formation de nouvelles structures, c'est-3-dire d'un nouvel
agencement des mclécules d' a-T. L'agencement le plus simple
est celui de micelles d' 4-T. Ces micelles peuvent par la
suite &tre incorpordes dans la membrane ou plégées dans le
volume interne de la vésicule devenant ainsl 1inaccessible au
réactif lors du dosage de 1' a-T externe. Cependant la dis-

solution des v3sicules dans l'é&thanol (volr méthodes) rendralt
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les micelles accessibles au DPPH lors du dosage total. Durant
l'incubation, un équilibre peut s'établir entre la bicouche
lipidique et les micelles. Par fusion, les micelles libérent
les molécules d' o-T qui s'incorporent a la membrane, provo-
quant une variation dans la répartition externe-interne de

1' o-T. L'exlstence de ces micelles reste a prouver'



CHAPITRE 3

L'ENVIRONNEMENT ELECTROSTATIQUE
DE L' a-TOCOPHEROL DANS LES

VESICULES DE PHOSPHATIDYLCHOLINE.
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3.1 Emploi des sondes dans les vésicules

Les phospholipides dans la bicouche de la vésicule
conservent leur natﬁre amphiphilique. Au niveau moléculaire,
on évalue & 35-40 la constante diélectrique de la téte polai-
re (31) et & environ 2 celle de la chalne aliphatique. Comme
ces deux régions sont séparées dans l'espace, on peut imaginer
un gradient de polarité le long de la molécule, gradient qui
se conservera lorsque plusieurs molécules s'orienteront de

fagon & former une micelle ou une vésicule.

On ignore les valeurs de la constante diélectrique a 1'in-
térieur de la mbnocouche, on peut toutefois tenter une évalua-
tion d'apreés la structure chimique, mais on risque de commet-
tre des erreurs considérables a cause des interactions entre

les différents lipides et entre _autres-par la présence de molé-

cules d'eau ou d'ions.

Comme la bicouche constitue un systéme thermodynamiguement
stable, on peut y introduire des molécules ayant des proprié-
tés connues dans un environnement donné et étudier ces proprié-
tés lorsque ladite molécule est incorporée dans la bicouche
lipidique. L'emploi de sondes dans la bicouche permet de dé-
finir un environnement particulier. Par exemple, des sondes
fluorescentes ont été employées pour évaluer la mobilité des
chaines hydrocarbonées (32), d'autres donnent une approxima-

tion de la polarité du milisu (34) en comparart lss Saux de

M\
i

rendement quantique d'uns Zmission dans différents solvants

dans Ia bicouche.
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I1 faut remarquer a ce propos qu'il est nécessaire de con-
naftre au préalable la position exacte des sondes dans la

bicouche sinon les mesures deviennent inutiles.

Nous poursuivons les mémes buts, mals en utilisant la
réaction entre le DPPH et 1' ¢-T. En résumé, on mesure la
vitesse de la réaction entre ces deux substances dans la bi-
couche lipidique et dans divers solvants purs ou mélanges bi-
naires ayant des constantes diélectriques différentes (voir
3.2). On peut ainsi déterminer la polarité de 1l'environne-
ment du noyau chromanol de 1' o-T dansnla bicouche. Il
faut remarquer que cette méthode est basée sur le fait que
la variation de la vitesse de la réaction dans les différents
solvants est le résultat d'interactions électrostatiques qui
impliquent les solvants, les réactifs et le complexe actiQé
(35). La constante diélectrique est un indice de 1l'environ-

nement électrostatique di au solvant (36).
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3.2 MAthodes

3.2.1 Influence de la constante diglectrique sur la
vitesse d'une réaction

Pour pvarvenir 3 expliquer la variation de la vitesse d'une
réaction chimique qui se produit par la collision de deux mo-
lécules, avec le changement du milieu réactionnel, on se rap-
porte 3 l'environnement des molécules réagissantes et du com-

plexe activé.

Toute réaction nécessite de 1l'énergie pour s'effectuer.
Cette énergie peut s'exprimer de différentes fagons. Celle
que nous utilisons provient de 1'influence du solvant quil,
par sa structure, pourra entrer en interaction électrostatique
avec les molécules de réactif ou du oémpleke activé et faire
varier la vitesse de la réaction sulvant la force et la nature
de ces interactions. Cette théorie du champ réactionnel dé-
veloppée par Onsager (1936) (37) orésume que les molécules se
comparent 34 des divoles &lectriques situds au centre d'une ca-
vité sphérique constituée par le solvant (figure 17), les molé-
cules de solvant entrent en interactions é&lectrostatigues avec
les molécules réagissantes et influencent leur comportement.
Les interactions seront d'autant plus fortes que les molécu-
les réactives seront polaires, c'est le cas pour 1' a-T, pour
le DPPH qui est un radical et vour la substance intermédiaire
formée, le radical chromanoxy (voir 3.2.2). On suggére que

dans la bicouche lipidigque, ces molécules sont en interactions

[ON

1

[0)]

ctrostatiques avec le milieu dans lequel elles se trouvant.

L'effet de cage (figure 17) est nrodult par le gradient de po-



FIGURE 17

Cavité sphérigque et champ réactionnel

Selon Onsager, ( 37) le champ réaction-

nel est comparable 3 une cavité sphéri-

que de rayon a dont le moment dipolalire
est influencé par la constante diélec-
trigue D du milieu dans lequel elle est
plongée. Dans le champ réactionnel, les
interactions é&lectrostatiques sont influen-
cées par la constante diélectrique de son
environnement. L'étendue de cette région
est arbitraire.
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larité des phospholipides entourant le site réactionnel.

La variation dans 1l'énergls libre d'un syst@me changeant
de milleu de constante diélectrique est relié 3 cette cons-

tante diélectrique par (36):

AG = ~u?® x [-DP-1 (1)
r3 20+1
ol u est le moment dipolaire
r est le rayon de la cavité

D est la constante diélectrigue du milieu.

La théorie du complexe activé dévelopnée par Laidler et
Eyring {35) nous permet de relier la thermodynamigue 3 la ci-
nétigue chimique. 1Ils proposent gque les réactions chimigues
élémentaires se produisent par l'entremise d'un &tat de tran-
sition qui est un intermédiaire entre les réactifs et les pro-

duits.

Ainsi pour notre réaction,
2-T + DPPH —=[Complexe activé ]-e radical chromanoxy

les vitesses des réactions en compétition s'expriment par
]

v - & [ o-T1[DPPH] (2)

v, = k, [complexe activé ] (3)

comme & 1'équilibre v = Vo

alors k. m-T1[DPPH] - k  Ccomplexe activé] (u)

2t l'expression ds la constants d'équilibre dewvient

k = [complsaxs activd - X (5)

=
kD [« -T] [DPPFH]
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En reliant Ke- a 1l'énergie libre:
- A G/RT !

Ke': S = k (6)
k
0
' ,
et k = ko e AG/RT (7)
1
ou Ink - = 1n ko - AG (8)
RT

et en remplagant AG par son expression dans (1) on retrouve:

' 2
Ink = Ink_ - [ D-1 } 1 (9)

r3 | oD+l T

On retrouve ainsl une relation exponentielle entre 1la
constante de la réaction k' et la constante diélectrique du
milieu dans lequel se produit cette réaction. Ainsi une
courbe de 1n k' en fonction de (D-1) / (2D+1) donnera une
droite dont la pente représentera une variation dans, ce

que 1l'on veut appneler, la densité des moments dipolaires du

complexe activé et des espéces réagissantes.
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3.2.2 Mécanisme de la réaction

L'oxydation de 1' a~T par le DPPH se tradult par le
transfert d'un atome d'hydrogéne et d'un électron au DPPH.
L' o-T se transforme en un radical chromanoxy (38), é&tape
intermédiaire, avant de réagir suivant le milieu (volr schéma
II). En milieu non polaire, on assiste a4 un réarrangement
radicalaire, 4 une dimérisation suivie d'une cyclisation en
éther spirodiénone (38). En milieu polaire 1'hydrolyse pro-

duira un tocophérone suivie d'un tocophérylguinone (32).

Le DPPH est décoloré par 1' o-T (39). La variation dans
le spectre d'absorption du DPPH - «-T en fonction du temps
(figure 18) dans 1'éthanol montre des maximums dus au DPPH 2
Sl6ret 320 nm. Des points isobestiques apparaissent & 310,
340 et 420 nm correspondant principalement & la formation du
DPPH:H (40). La rapidité de la réaction est soulignée par la

rapidité de la décoloration (voir figure 19a).



3.2.3 Méthode expérimentale

La décoloration du DPPH en fonction du temps a 2té suivie
4 516 nm dans un spectrophotométre moddle Coleman 124 et
Cary 17D. L'étude de la cinétique de la réaction pour déter-
miner l'ordre nous apprend gue la seule variable qul s'ajuste
linézirement ln{AO--A;lf[Ht"ﬁm ) = £ (temps) (10) qui corres-

pond & l'expression d'une vitesse de réaction d'ordre 1. (fi-

gurs 19b).

Dans cette expression:

A corresvond & l'absorbance du DPPH seul,

A_. A celle du DPPH lorsque la réaction est terminde (15 min )

4 a2 l'absorbance du DEPH au temps t (&voluée sur le papilsr
enreglstreur),

t au temps (&valué sur le papler enregistreur).

La concentration du DPPH est supérizure 3 celle de 1' a-T,
de fagon 3 ce que l'on pulsse négliger la variaticn de la con-

centration de 1' g-T dans l'expression de la vitesse., Les
courbes ogbtenues (figure 19b) montrent un point d'inflexion
qul correspond 3 la formation du radical chromanoxy (38,41).

La seconde portion de la courbe montre la continuation de la

réaction. Les deux réactions sont du méme ordre, 2lles s'ajus-
tent donc linéairement d'aprés 1'2guation 10, précédemment
citée. L'évaluation de la pente k constante apparente 4z lar
ordre de la portion initiale de 1la courbe, a2st un indice des

= = “agc“'-i.:lﬂ
2 413 'edcs

[P

la wviftssse



FIGURE 18

Spectre de décoloration du DPPH

en fonction du temps
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SCHEMA 2

Mécanisme de la réaction
entre le DPPH et 1' a-tocophérol



. DPPH a-T

NO, o
L ]
N =N NO -|-— C H
2 16 33
HO
[
o,
'w't*
&S
d
o
o
CieMyq

o o
C H
CeHaa i 16 33
HO o
CH
S 2

DIME RISA TION o

Se'n
CYCLISATION o 1

I\

ETHER SPIRODIENONE . a-TQ



34

3.3 Résultats

En appliquant l'équation aux résultats de nos calculs
des vitesses de réactlion dans divers milieux (figure 20),
on observe une linéarité (figure 21) mais & des pentes diffé-
rentes pour l'acétate d'éthyle et les alcools ou mélanges bi-
naires. L'acétate d'éthyle et les alcools sont classés dans
des catégories différentes de solvant. Ce fait correspond
bien aux résultats obtenus'pour diverses réactions(35). L'égua-
tion 9 ne tient pas compte des 1lnteractions non électrostati—
ques qul deviennent plus fortes lorsque la constapte diélec-
trigue diminue. On observe alors une déviation de la varlia-
tion de la vitesse de la réactlon avec la constante diélec-

trigqua (42).

En plagant la valeur obtenue pour l'évaluation de la vites-
se de la réaction dans les vésicules (tableau X), dans cette
courbe on se rend compte gqu'elle s'apparente aux valeurs ob-
tenues dans les alcools plutdt qu'd celles obtenues dans l'acé-
tate d'éthyle. Ainsi 1'on détermine gque l'environnement du site
réactionnel de 1' «-T dans la blcouche lipidique correspond 2

celuil dans 1'éthanol.

, .
L'expression 1In k = dﬁj—;}f(2D+lH{figure 22) donne une

relation linféaire pour la réaction DPPH: 4-T dans les solvants

=g

Zthanol, méthanol =t mélanges binaires é&thancl-eau (0-757%
partir de cette courbs, on attribue une microvolaritd d= 291
correspondant au site réactionnel DPPH / «-T dans la v

le lipidique (64}.



FIGURE 19

19a: Courbe de décoloration du DPPH 3

516 nm en fonction du temps.

19b: Courbe de 1n(A o— A /(A ¢~ A )en

fonction du temps.

Ces valeurs ont été obtenues a partir d'un
échantillon de vésicules, compilées dans le

tableau III, courbe numéro 5.
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TABLEAU VIII

Varlations de 1'absorbance en fonction du temps dans divers solvants

X = (ﬁg - A)Y(Ay- A _ ) voir la figure 20 pour les numéros des courbes
e > 3 y :
?2?‘\\\. Ay In X | A, In X | A, In X A In X | A 1n X
0 0,742 m,ﬁéz 0,915 0,948 10,31
5 0,720 0,21 0,870 0,279 | 0,925 0,177 | 0,30 0,11

10 0,685 0,67 | 0,812 0,68 | 0,850 0,433 | 0,915 0,265 | 0,298 0,135

15 0,665 1,07 0,845 0, U475 0,905 0,361 0,292 0,21

20 0,660 1,21 | 0,77 1,40 | 0,822 0,699 | 0,895 0,467| 0,288 0,26

25 0,640 2,05 0,815 0,778 | 0,888 0,54 | 0,28 0,38

30 0,633 2,68 0,755 1,97 0,805 0,903 0,880 0,652 0,275 0, 46

35 0,632 2,82 0,798 1,001 0,875 0,722 0,27 0,55

4o 0,630 3,15 0,74 2,78 0,792 1,093 0,870 0,797 0,265 0,64

L5 0,629 3,38 0,788 1,160 0, 865 0,878 0,26 0,75

50 0,628 3,66 | 0,738 3,01 | 0,782 1,269 | 0,860 0,967| 0,258 0,79

55 | 0,780 1,308 | 0,855 1,064

60 0,735 3,48 | 0,775 1,414 | 0,852 1,127 | 0,25 1,0

65 0,772 1,483 | 0,850 1,172

70 4,0 0,770 1,532 | 0,848 1,218| 0,248 1,06

75 0,768 1,583 | 0,842 1,372

80 0,732 l,39 0,765 1,665 0,841 1,401 | 0,242 1,26

A 0,625 0,730 0,730 0,806 0,215

L8
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T
TABLEAU IX 1n k en fonction de(D-1)/2D+lpour divers solvants

employés ou mélange de solvants (voir figure 21).

Solvant % D (D - 1) k In k
e @+
l‘éthgnol_
0 24,3 0,473 0,0170 - 4,02
25 19,7 0,u62 0,0095 - 4,66
40 17,0 0,457 0,0083 - 4,79
50 15,2 0,452 0,0071 - 4,95
60 13,3 0,4l 0,0062 - 5,05
75 10,6 0,432 0,0056 - 5,18
100 6,0 0,385 0,0048 - 5,3%
# d'eau dans
1'éthanol
5 27,0 0,473 ‘ 0,021 - 3,86
7 28,1 - 0,474 0,026 - 3,65
10 29,7 0,475 0,028 - 3,58
25 37,7 0,480 0,076 - 2,58
méthanol 32,6 0,477 0,054 - 2,92
Les wvaleurs de D ont été obtenues en appliquant la

loi de Raoult ou trouvées dans Timmermans (60).



FIGURE 20

Courbes de ln(Ao - Am)/(At - Am)en fonc-

tion du temps pour différents solvants.

1. Méthanol

2. Ethanol : eau ( 3:1)
3. Ethanol : eau (14:1)
4, Ethanol

5. Vésicules

Les valeurs sont compilées dans le tableau VIII.
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FIGURE 21
Courbe de 1n X' en fonction(D-1) /(2D+1)

Acétate d'éthyle
Acétate d'éthyle - 25%
d'éthanol

3. Acétate d'éthyle - éthanol
( > 25%)

4. Ethanol - eau (<25%)

5. Méthanol

Les valeurs sont compilées dans le tableau IX
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TABLEAU X Valeurs de la pente k' obtenues par les vésicules

Exp. no. k! D
(s™h
1 0,018 26,4
2 0,014 25,2
3 0,011 24,1
4 0,019 26,7
5 0,015 25,5
6 0,012 2,5
7 0,019 26,7
8 0,013 24,9
9 0,017 26,1
10 0,018 26,4

Moyenne 0,016 = 0,003 25.6 + 1,0



TABLEAU XI 1n k' en fonction de (D-1)/(2D+1)

(figure 22).

94

Solvant
% d'eau dans D (D-1) Ei 1n_%'
1'éthanol ©@D+1) (s™7) (s™)
0 24,3 0,4733 0,017 + 0,002 4,02 + 0,12
5 27,0 0,L727 0,021 + 0,002 3,86 + 0,10
7 28,1 0,u4737 0,026 + 0,001 3,65 + 0,04
10 29,7 0,04752 0,028 + 0,002 3,58 £ 0,09
25 37,7 0,4804 0,076 + 0,018 2,58 + 0,12
méthanol 32,6 0,4773 0,054 + 0,009 2,92 + 0,16

+ Bcart quadratique moyen



FIGURE 22

Courbe de 1n k' en fonction de(D-1)/(2D+1)

pour les alcools et mélanges agueux.

Les valeurs sont compilées dans le tableau
XI et les valeurs pour les vésicules (cer-

cle blanc) dans le tableau X.
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3.4 Discussion

Comparons la valeur 26 +1 i celles obtenues par d'autres
méthodes (tableau XII). Que ce soit d'aprés des calculs théo-
riques ou par mesures 34 1'alde de sondes fluorescentes, les
valeurs déterminées se rapprochent de la valeur obtenue dans
ce travall. Cette valeur correspond i 1l'interface tétes po-
laires / chalnes hydrocarbonées 3 condition que l2 noyau chro-
manol solt bien situé 4 cette interface tel que d3termind par
Cushley et Forrest (1977). Une autre observation venant appuyer
les résultats de Cushley et Forrest est la distinction faite
par Brockerhoff (1977) (L43) dans les différentes parties d'une
bicouche lipidique. (figure 23). Il caractérise la région ol
se situe la téte chromane de 1' o-T comme étant le lieu de
réactions d'oxydation-réduction et de transfert de protons.

Or 1' o-T peut prendre part i ces diverses réactions. La mé-
me valeur de p a été obtenue pour différents rapports Pi: e -T,
4 savolr ces rapports 30:1 et 9:1 situés avant et aprés d'au-
tres limites de saturation (voir 2.3.2). Ceci montre que les
concentrations relatives des lipidss dans les mélanges binaires

utlilisés n'influence pas la valeur de D.

En ce gqui concerne la méthode utilisée, elle ne pourrait
pas &tre employée pour déterminer les wvalsurs de la constante
diélectrigque dans la partie hydroohobe de lz bicouche. La
falble valeur de la constante diflectrique i ce niveau nuit i

la linéarité de l'a2xpression ln k =2n fonction de la constante
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didlectrique. On pourrait sans doute évaluer la viscosité (65)
d'un tel milieu & partir de la variation de la vitesse de la

réaction.

La partie hydrophile de la bicouche peut &tre &tudiée &
l'aide de la méthode développée ici. Il devient dorénavant
possible d'établir le gradient de la polarité de la téte po-
laire et d'y observer entre autre les effets de la nature du
lipide, de la concentration ionique, de l'addition de chaines
aliphatiques, de la température, le tout de fagon & mieux
connaitre les fonctions d'une " bicouche lipidigue telles que la

perméabilité ou les réactions chimiques qui s'y produisent.
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TABLEAU XII Valeur des constantes diélectriques dans la

bicouche

Modéle de Fonctlon dans Méthode D Référence
membrane la blcouche
Vésicules sur toute la dispersion 10-30 53
couche diélectrique
Bicouche téte polaire évaluation up 31
prés de l'eau théorique
Vésicules 16 54
Multicouche interface évaluation 19 55
eau./lipide théorique
" téte polaire fluorescence 32 56
prés eau
" téte polaire fluorescence 25 56
prés chaZne
hydrocarbonée
Vésicules ceinture réaction 25 ce travail
d'hydrogsne chimique (61)



FIGURE 23

Position de 1' a-tocophérol dans une bi-
couche lipidique de phosphatidylcholine.
Ces subdivisions de la bicouche sont de
Brockerhoff, 1977 (43). Les wvaleurs de
D sont tirées du tableau XII et la va-
leur dans le noyau hydrophoblque de
Glllespie, 1970 (31).
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CHAPITRE 4-

CONCLUSION
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Dans les systémes naturels, tels les thylakdides des
chloroplastes, les protéines et les quinones sont réparties a
l'intérieur de la bicouche lipidique (3). La disposition res-
pectilve dé ces molécules assure une meilleure efficacité du
systéme photosynthétique. En effet, 11 a été démontré 3 plu-
sieurs reprises que la distribution et l'orientation des mo-

lécules dans la membrane favorise le transfert des é&lectrons

(44).

En utilisant les liposomes ou les vésicules unilamellaires
comme modéle, on simule certaines contraintes moléculaires ren-
contrées dans les systémes naturels. On a ainsi déterminé:

a) qu'il n'est pas possible d'obtenir dans les liposomes ou
dans les vésicules unilamellaires une fraction molaire d' o-T:
PC identique & celle utilisée pour préparer les membranes;

b) qu'aux faibles concentrations d' «-T ( « -T : PC<0,05)

la répartition finale dans les membranes est équivalente de
part et d'autre de la bicouche lipidique, et ¢) qu'a partir

du point de saturation correspondant a4 une concentration mi-
cellaire critique on retrouve moins de o« -T sur la face externe
de la bicouche. Cette derniére observation laisse supposer

une asymétrie dans la répartition de 1' « ~T dans les deux mo-

nocouches.

En premiére analyse, si 1l'on exclut les molécules d'eau

tre considé&ré comme un

)

fixées ou pi2gées, la liposome peut

'3

ct
(04

orteur, c'est-a-dire ds 1l'eau

c

systéme indépendant du liguide

'a

ou du tampon utilisé. Nous pouvons ainsi considérer des ca-
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ractéristiques physiques propres au systéme membranaire
(liposome et eau 1liée). La détermination de la constante
diélectrique a laguelle nous avons procédé en est un exem-
ple. La valeur ( ~ 26) caractérise l'environnement élec-
trostatique du site des réactions de transfert de protons et

d'oxydation réduction dans la bicouche lipidique.

Dans ce qui suit, nous désirons faire ressortir 1l'impor-
tance de nos résultats, sur les systémes de transfert des

électrons.

i) Hauska et ses coll. (1977, 1979, 1980) (45, L6, 47,
48) nous fournissent des indications concernant le comporte-
ment des quinones dans les chaines de transfert des électrons.
Les principales observations de ces auteurs portent: a) sur
l'amplification de la réaction de transfert des électrons
lorsque la chalne latérale de la quinone incorporée dans la
vésicule posséde au moins trois unités isoprenes (46); b) une
limite dans le transfert des électrons lorsque le rapport mo-
laire quinone: 1lécithine atteint 0,01 (46) et c¢) la formation

de domaines organisés quinone-chalne isopréne - 1lécithine (U47).

On déceéle dans ces observations 1l'importance de la chaine
isopreéne qul entre en interaction avec les chaines aliphati-
ques saturées ou non (volir 2.3.2). Cette chalne semble étre
la responsable de la formation d'une "superorganisation" entre

les molécules qui en sont pourvues et les phospholipides.
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ii) Outre la distribution et la concentration des molé-
cules dans un systéme, l'orientation des molécules influence

la vitesse d'une réaction chimique.

L'orientation d'une molécule est influencée par le milieu
dans lequel elle se trouve. Tei que mentionné précédemmeﬁt
(3.2.1) le solvant influence la molécule et vice-versa de
fagon 3 ce que les deaux (molécule et solvant) ajustent leurs

dipoles électriques.

Les lipides conservent leur amphiphilie dans des structures
organisées telles les vésicules. Le gradient de polarité éta-
bli pour une molécule isolée se conserve dans le systéme or-
ganisé qu'est le liposome et la micropolarité de la bicouche
lipidique s'établit grdce a ce gradient. D'autres molécules
biologiques ont un moment dipolaire par exemple les acides
aminés, les peptides et les protélnes ont un gradient de cons-
tante diélectrique le long de leur structure (49). On a par
ailleurs observé des changements dans le gradient de constante
diélectrique lorsque 1l'hémoglobine réagissait (50). L'extra-
vpolation des résultats discutés ci-dessus aux protéines in-
corporées dans les bicouches lipidiques permet de prévoir des

éplacements de ces molécules dll aux changements de leurs
gradients de polarité. Ceci peut étre 2 1l'origine de réar-
rangements des lipides et des protéines membranaires suite a
des réactions. On ne connalt pas encore 1'influence de la bi-

couche sur ltorientation des =molicules chimiguemens activss.
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I1 est raisonnable de supposer que les molécules sont orien-
tées dans la bicouche de fagon 3 ajuster leurs gradients de
polarité & ceux des lipides. Des changements de conformation
4 la sulte d'une réaction donnent lieu a une réorganisation du
systeme di aux variations des moments dipolaires des molécules

réagissantes.

La thermodynamique du systeme lipidique tel que rencontré
dans les membranes biologiques contrdle elle-méme les réactions
chimiques, en limitant le nombre de molécules ét en les orien-
tant suivanf les gradients de polarité. La nature du lipide
membranaire, la concentration ionique autour de ces lipides et

la température influencent le gradient de polarité.



BIBLIOGRAPHIE



10.

11.

108

BIBLTIOGRAPHIE

ANDERSON, J.M. 1977. International Cell Biology,
1976-1977. B.R. Brinkley and K.R. Porter eds, Rocke-
feller University Press, New-York, 183.

LICHTENTHALER, H.K. 1979. Advances in the biochemistry
and Physiology of Plant 1lipids, L.A. Appelgvist and

C. Ligenberg eds, Elsevier North-Holland, Blomedical
Press, 57.

ANDERSON, J.M. 1975. The molecular organization of
chloroplast thylakoids. Biochim. Biophys. Acta U416, 191.

CHAPMAN, D. 1973. Form and function of phospholipids.
Ansell, G.B., How Thorne, J.N., Dawson, R.M.C. eds,
Elsevier Sc. Publishing Co., Amsterdam, 117.

BANGHAM, A.D., Horne, R.W. 1964. Physical structure of
phospholipids in salt solution. J. Mol. Biol., 8, 660.

SHEETZ, M.P. CHAN, S.I. 1972. Effect of sonication on
the structure of lecithin bilayers. Biochemistry 11,

4573,

CUSH LY, R.J., FORREST, B.J. 1977, Structure and stabi-
lity of vitamin E. Can. J. Chem. 55, 220.

SCHMIDT, D., STEFFEN, H., VON PLANTA, C., 1976. Lateral
diffusion, order varameter and phase transition in phos-
oholipid bilayer membranes containing tocopheryl acetate.
Biochim. Biophys. Acta 443, 1.

DIPLOCK, A.T., LUCY, J.A. 1973. The biochemical modes of
action of vitamin E and selenium: A hypothesis. FEBS
Lett. 29, 205.

MAGGIO, B., DIPLOCK, A.T.; Locy, J.A. 1977. Interactions
of tocopherols and ubiquinones with monolayers of phos-
oholipids. Biochem. J. 161, 111.

YAMAUCHI, R. MATSUSHITA, S. 1979. Lateral diffusion in

the hydrovhobic resion of phospholivid liposcmes con-
taining tocovheryl acetates. Agric. Biol. Ci=a2m. 43, 357.



12,

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20,

21.

22.

23.

24 .

109

BARR, R., CRANE, F.L. 1977. Evidence for a-tocopherol
function in the electron transvort chain of chloroplasts.
Plant Physiol. 59, u33.

MEAD, J.F., FULCO, A.J. 1976. The unsaturated and po-
lyunsaturated fatty acids In health and diseases. Charles
C. Thomas ed., Springfield, U.3.A.

FRAGATA, M., BELLEMARE, F. 1980. Model of singlet oxy-
gen scavenging by o-tocopherol in bilomembranes. Chem.
Phys. Lipids, 27, 93.

ARCHIPENKO, Yu. V., DOBRINA, S.K., KAGAN, V.E., KOZ Lov,
Yu. P., NADILOV, N.K., RIGAROV, Vi, RITOV, V.2., KHAFIZOV,
R. Kh. 1977. Stabilizing action of vitamin E on biologi-
cal membranes in the peroxide oxidation of lipids. Bio-
khimiya Acta 42, 1525.

HUANG, €. 1969. Studies on phosphatidylcholine vesicles
formation and physical characteristies. Biochemistry 8,
ELLD

HUANG, C., MASON, J.T. 1978. Geometric packing cons-
traints in egg phosphatidylcholine wvesicles,Proc. Nat.
fcad. 3e¢i. U.S.A. 75, 308.

BARTLETT, G.R. 1959. Phosphorus essay in column chroma-
tography. J. Biol. Chem. 234, k66.

BATZRI, 5., KORN, E.D. 1973. 3ingle bilayer liposomes
prenared without sonication. Biochim. Biophys. Acta 298,
1015.

HUANG, C., CHARLTON, J.R., SHYR, C.I., THOMPSON, T.E.
1970. Studies on vhosphatidylcholine vesicles with thio-
cholesterol and a thiocholesterol linked spin label in-
corporated in the wvesicles wall. Biochemistry 9, 3422,

RITT, E., WALZ, D. 1976. Pigment containing lipid wvesicle.
J. Membr. Biol. 27, Ul1.

DIJEMANS'H., LEBLANC, R.M., COGNIAUX, F., AGHION, J. 1979.
Properties of chlorophyll - lecithin wvesicles. Photochem.
Photoblol. 29, 367.

TRISSL, H.W. 1974. Studies on the incorporation of fluo-
rescent pigments into bilayer membranes, 3icchlm. 2ilophys.
Acta 367, 326.

FUKUZAWA, K., HAYASHY, K., SUZUKI, A., 1377. Effects aof
a—-tocopherol analogs of lysosome memoranss and fatty acld

monolay2rs. Chem. Phys. Lipids 18, 39.



25.

26.

27 .

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34

35.

36.

37.

110

NEWMAN, G.C., HUANG, C. 1975. Structural studies on
PC - cholesterol mixed vesicles. Biochemistry 14,

3363.

YEAGLE, P.L., HUTTON, W.C., MARTIN, R.B., SEARS, B.,
HUANG, C. 1976. Transmembrane asymmetry of vesicle
Lipids. J. Biol. Chem. 251, 2110.

BERGELSON, L.D., BARSUKOV, L.I. 1977. Topological asym-
metry of phospholipids in membranes. Scilence 197, 224,

DE KRUYFF, B., DEMEL, R.A., SLOTBOOM, A.J., VAN DEENEN,
L.L.M., ROSENTHAL, A.F. 1973. The effect of the polar
headgroup on the 1lipid cholesterol. Biochim. Biophys:.
Acta 307, 1.

HORWITZ, C., KRUT, L., KAMINSKY, L. 1971. Cholesterol
uptake by egg - yolk phosphatidylcholine. Biochim.
Biophys. Acta 239, 329.

TANFORD, C. 1973. The hydrophobilc effect formation of
micelles and biological membranes. John Wiley, New-York.

GILLESPIE, C.J. 1970. Ion sorption and the potentiel
profile near a model lecithin membrane. Biochim. Biophys.
Acta 203, 47.

SHINITZKY, M., BARENHOLZ, Y. 1978, Fluidity parameters
of lipid regions determined by fluorescence polarization.
Biochim.Biophys. Acta 515, 367.

THULBORN, K.R., LEANN, M.T., SAWYER, W.H., TRELOAR, F.E.
1979. The use of n (9 - anthroyloxy) fatty acids
to determine fluidity and polarity gradients In phospho-
lipid bilayers. Biochim. Biophys. Acta 558, 166.

SCHMIDT, W. 1979. On the environment and the rotational
motion of amphipvhilic flavins in artificial membrane ve-
sicles as studied by fluorescence. J. Membr. Biol. 47,
1.

LAIDLER, K.J., EYRING, H. 1939. The effect of solvants
on regction rates. Ann. N.Y. Acad. Sci. 303-339.

KIRKWOOD, J.G. 1934. Theory of solutions of molecules
containing widely sevarated charges with special appli-

cation to zwitterions. J. Chem. Phys. 2, 351.
ONSAGER, L. 1236. GElectric moments of moleculss in liquids.
J. Am. Chem. Soc. 58, 1486.



38.

39.

Lo,

L1,

bz,

43.

b,

us.,

U6 .

4.

43.

4g.

50.

51.

111

BOGUTH, W. 1969. Vitamins and Hormones Advances in Re-
search and Applications, R.C. Harris, I.G. Wool, J.A.
Loraine and P.L. Munson Eds., Acad. Press, New-York Lon-
don 27, 1.

BLOIS, M.S. 1958. Antioxidant determinations. Nature
(London) 181, 1199.

BOGUTH, W., REPGES, R. 1965. Uber die reaction wvon
a=tocopherol mit 1, 1 - diphenyl - 2 - picrylhydrazyl.
Int., Z. Vitamin forsch. 39, 289.

SVANHOLM, U., BECHGAARD, ¥., PARKER, V.D. 1974, Reversi-
ble oxidation products of the a-tocophercl model compound.
J. Am. Chem. Soc. 96, 2409.

HOWARD, J.A. INGOLD, K.U. 1964, The inhibited auto-
xidation of styrene. Can. J. Chem. 42, 1044,

BROCKERHOFF, H. 1977. Biorganic chemistry, E.E. wvon
Tannelen, Ed., Acad Press, New-York - London, vol. III,
1.

TREBST, A. 1974. Energy conservation in photosynthetic
glectron transport of chloroplasts. Annu. Rev. Plant
Physiol. 25, L23.

HAUSKA, G. 1977. The permeablility of gquinones through
membranes, Bloenergetics of Membranes, L. Parker et al.
ed., Elsevier - North - Holland Biomedical Press, 177.

FUTAMI, A., HURT, E., HAUSKA, G. 1979. Vectorial redox
reactions of physiological gquinones. Bilochim. Blophys.
Acta S47, 583.

FUTAMI, A., HAUSKA, G. 1579. Vectorizal redox of physio-
logical quinones. Biochim. Blophys. Acta SU4T, 597.

HAUSKA, G., ORLICH, G. 1980, Electron and proton trans-
port in biological membranes, J. Membr. Sci. 6, 7.

GABLER, R. 1978. Electrical interactions in molecular
biophysics, Acad. Press, New=York, 103.

SCHLECHT, P., VOGEL, M., MAYER, 4. 1968. Effesct of
oxvgen binding on the dielsctric properties of hemoglo-
bin. Biovolymers 6, 1717.

DEMEL, R.A., BRUCKDOEFER, K.R., VAN DEENAN, L.L.M.,  372.
Studies on the incorvoration of fluorescent pigm=rss into
bilayer membranss. 3icchim. Biophys. acta 253, 31..



i
i

I
L=

60.

BERDEN, J.A., BARKER, R.W., RADDA, G.K. 1975. NMR
Studies on phospholipid bilayers some factors affec-

ting lipid distribution. Biochim. Biophys. Acta 375, 186.

SCHWAN, H.P., TAKASHIMA, S., MIYAMOTO, U.K., STOCKENIUS,

W. 1970. Electrical properties of phospholipld wvesicles.

Biophys. J. 10, 1102.

REDWOOD, W.R., TAKASHIMA, S., SCHWAN, H.P., THOMPSON,
T.E. 1972. Dielectric studies on homogeneous phospha-
tidylcholine wvesicles. Biochim. Biliophys. Acta 255, 557.

COLBOW, K., JONE B.L. 1975. Biological Membranes,
K. Colbow, ed., mon Fraser University, Burnaby, 327.

WYMAN, J. 1972, Biophysical

SEE, E.G., EDSALL, J.T.,
h printing, Acad. Press, New-York

J
Chemistry, Vol. I, U4t
184,

GROVER, A.K., FORREST, B.J., BUDHINKI, R.K., CUSHLEY,
R.J. 1979, ESR Studles on the orientation of choles-
terol ester in PC multilayers. Biochim. Biophys.
Aeta 550, 212.

THOMPSON, T.E., HUANG, C. 1978. Physiology of membrane
disorders, Andreoli, T.E., Hoffman, F.F., Fanesti, D.D.
eds, Plenum Publishing Corpn., 27.

ABRAHAMSSON'S., DAHLEN, B., LOFGREN, H., PASCHER, I.,
SUNDELL, 3. 1976. Molecular arrangement and conforma-

tion of lipids of relevance to membrane structure. Nobel

symposium 1975 (publ. 1977). 34 (Struct. Biol. Membr.)
1-273. :

TIMMEERMANS, J. 1960, The physico-chemical constants
of Blnary Systems in concentrated solutions. Inter-

science, New-York, London, wol. &4, 201-202.

SMALL, D.M. 1967. Phase equilibria and structure of
dry and hydrated egg lecithin. J. Lipid Res. 8, 551.

WITT, 4.7. 1979. Energy conversion in the functional

membrane of photosynthesis. Biochim. Biophys. Acta 505,

355.

BELLEMARE, F., FRAGATA, M. 1381. Transmembrans distrib

tion of o—tocopherol in single-lamellar mixed lipid wves

cles. J. Membr. Biol. 58, &67.

BELLEMARE, 7., FRAGATA, M. 13830. Polarity siudiss on

the headgroup of single-layered phoschatidyl-zheoline -
t-tocopherol wvesicles. J. Colloid Interfzece 3ci. 77,

43.

[



113

65. SCHREIER-MUCCILLO, S., MARSH, D., SMITH, I.C.P. 1976.
Monitoring the permeability profile of lipid membrane
with spin probes. Arch. Biochim. Biophys. 172, 1.





