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RÉSUMÉ 

Les propriétés de dynamique latérale et d'organisation structurale 
d'un lipide saturé et de lipides insaturés en couche monomoléculaire à 
l'interface air / solution furent investiguées à 21 +/- 1°C par la technique de 
recouvrement de fluorescence après photodimérisation d'une sonde, la 12-(9-
-anthroyl-oxy) acide stéarique. 

Nous examinons d'abord la transition de phase de la 
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). Nous montrons que le coefficient de 
diffusion latérale (Dlat) de la sonde diminue abruptement de trois ordres de 
grandeur lors de la transition liquide / solide du film de DPPC. De plus, 
nous montrons que les valeurs de ce coefficient pour chacune des phases 
sont systématiquement plus élevées que les valeurs de Dlat du DPPC en 
système multibilipidique ou en monocouche fixée à une lamelle de verre 
silanisée. L'analyse de nos résultats nous amène à la conclusion que la 
dynamique moléculaire à l'interface air / eau est beaucoup plus rapide que 
celle qu'on retrouve dans les systèmes bilipidiques et qu'elle n'est pas 
associée à des phénomènes de convection de surface comme il a été rapporté 
dans la littérature. 

Par ailleurs, nous avons effectué une étude comparative des 
isothermes de pression de surface du DPPC, de mëme que du comportement 
diffusionnel de ce lipide en fonction de l'aire moléculaire lorsque le DPPC est 
comprimé soit par compression continue ou par additions successives du 
lipide. Selon les deux modes de compression, les isothermes furent 
enregistrées sur des sous-phases de forces ioniques différentes. Nous 
montrons que la chute diffusionnelle du DPPC est systématiquement 
amorcée au début de la phase liquide-condensé (LC) du lipide, c'est-à-dire 
correspondant à une gamme d'aires moléculaires s'étendant de la fin de la 
transition de phase liquide-expansé (LE) / liquide-condensé du DPPC, 
jusqu'au début de la phase solide-condensé (SC). Une comparaison de nos 
résultats expérimentaux obtenus en monocouche avec ceux obtenus par 
d'autres auteurs sur des multicouches de DPPC nous permet de conclure 
que l'encombrement stérique associé à l'eau d'hydratation des têtes polaires 
du DPPC en mono couche est reponsable de la chute abrupte du coefficient de 
diffusion latérale enregistrée au début de la phase LC. 

De plus, une étude fine des caractéristiques de fluorescence de la 
sonde que nous utilisons indique qu'une réorganisation structurale des 
chaînes d'acide gras du lipide se produit dans la phase LC. Ainsi, nos 
résultats indiquent que les chaînes adoptent dans cette phase une 



v 

configuration tout-trans. Nous concluons donc que la phase LC du DPPC est 
une région de transition intermédiaire entre une phase purement liquide et 
une phase solide à l'intérieur de laquelle les lipides montrent une réduction 
significative de leur diffusion latérale. Cette réduction est associée à la 
réorganisation structurale à la fois de leur région polaire et aliphatique. De 
plus, nos résultats mettent aussi en évidence le fait que deux transitions 
orientationnelles se produisent lors de la compression du film de DPPC, 
l'une, de second ordre thermodynamique, se produisant lors de la 
transformation LC / SC, l'autre se produisant à l'entrée de la phase LC. 
Dans ce dernier cas, nous proposons un modèle original qui décrit le film de 
DPPC comme ayant un double aspect de phase unique et de présence 
simultanée de trois phases (LC, SC et LE) en coexistence thermodynamique. 

Finalement, nous présentons une étude exploratoire des effets des 
régions hydrocarbonées et polaires sur la dynamique moléculaire de 
phospholipides insaturés (phosphatidylcholine (PC), phosphatidyl-
éthanolamine (PE) et phosphatidylsérine (PS)) à l'interface air / solution, en 
présence et en absence d'ions calcium dans la sous phase. Les résultats 
montrent que les ions calcium n'ont aucune influence sur la dynamique 
moléculaire des PC et que la mobilité latérale des PC insaturées est identique 
à celle de la PC saturée en phase fluide. Par -contre, nous montrons que le 
coefficient de diffusion latérale de la sonde diminue lorsque les ions divalents 
sont présents dans la sous-phase des PE et des PS. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1 Développement expérimental des films de surface 

On sait depuis longtemps que l'huile déversée à la surface d'une mer 

houleuse a pour effet de la rendre plus calme. La première expérimentation 

scientifique liée à cette observation remonte à 1774 alors que Benjamin 

Franklin constate qu'un peu d'huile d'olive sur un étang rend sa surface 

aussi lisse qu'un miroir (Gershfeld, (1976)). TI constate ainsi que certaines 

huiles (lipides) s'étalent spontanément sur l'eau pour former des films 

minces aux dimensions moléculaires. TI faut attendre Pockels (1891) pour 

qu'on réalise une mesure quantitative de l'extension d'un film mince en 

utilisant une barrière transversale posée à la surface de l'eau. Un peu plus 

tard, on a suggéré que ces films minces n'ont qu'une molécule d'épaisseur, 

c.-à-d., ils sont monomoléculaires . . C'est en 1913 que Devaux introduit 

l'utilisation de solvants organiques pour déposer et restreindre la quantité de 

matériel lipidique déposé sur la surface aqueuse. TI propose que les films 
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monomoléculaires étalés avec un solvant possèdent des états analogues aux 

phases tridimensionnelles (solide et liquide) lorsqu'ils sont comprimés 

latéralement. 

Ces développements expérimentaux réalisés avec des films minces 

déposés sur la surface aqueuse ont donné naissance à la méthode dite des 

films insolubles ou des monocouches. TI existe aussi une seconde approche 

expérimentale qui a permis de réaliser l'étude de films minces qui sont 

adsorbés sur la surface aqueuse. Avec cette méthode, le film bidimensionnel 

est formé par l'adsorption à la surface, d'un matériel tensio-actif présent 

dans la solution aqueuse adjacente à cette surface. Cette approche 

expérimentale provient à la fois des analyses théoriques de la capillarité et 

des effets de la tension de surface (Defay et coll., (1966)). L'analyse 

thermodynamique, élaborée par Gibbs (1961), pose les fondements 'pour 

l'étude systématique de ces films adsorbés à la surface. Ainsi, Gibbs relia la 

tension de surface d'une solution aqueuse à sa concentration en soluté 

surfactant. Dans son manuscrit original sur les équilibres des substances 

hétérogènes, Gibbs utilise, pour la dérivation de cette relation, plusieurs 

notations thermodynamiques qui sont maintenant désuètes. Ce sont les 

concepts impliqués dans cette dérivation originale qui ont été repris plus 

récemment par Prigogine (Defay et coll., (1966)) en utilisant le symbolisme 

thermodynamique moderne. 

En 1917, Irving Langmuir développe la forme moderne de la "balance 

à film" qu'on nomme aujourd'hui la "cuve de Langmuir". TI démontre que 

les films formés par étalement (avec un solvant) ou formés par adsorption du 
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matériel lipidique sont essentiellement monomoléculaires et sont orientés à 

la surface suivant "les propriétés chimiques du composé formant le film. TI 

prévoit aussi qu'à une certaine concentration de surface des lipides d'un 

film, une augmentation de la longueur des chaînes hydrocarbonées du lipide 

provoque la transition de l'état de surface gazeux (gaz bidimensionnel) à 

l'état de surface liquide (liquide bidimensionnel) du film de surface. Ses 

attentes sont confirmées ultérieurement avec des films lipidiques formés à la 

surface de l'eau; d'abord par Fnlmkin en 1925 (Gershfeld, (1976)) pour des 

films adsorbés à la surface puis, en 1926, par Adam et Jessop pour des films 

étalés avec un solvant puis soumis à une compression. Les travaux de 

Langmuir sont aussi à l'origine de plusieurs des travaux de Adam «1941) et 

(1968)) et de Rideal «1930) et (1951)) où les films lipidiques étalés puis 

comprimés sur l'eau sont étudiés afin d'élargir la connaissance de 

l'architecture moléculaire et son influence sur la relation entre les phases 

bidimensionnelles que les films peuvent assumer (polymorphisme en 

monocouche) et les réactions chimiques se produisant dans ces films de 

surface. 

En plus de former des films monomoléculaires à l'interface, les 

matériaux lipidiques synthétiques ou naturels peuvent former d'autres 

systèmes lipidiques tels que des vésicules, des liposomes, et des membranes 

planes. Les études du polymorphisme de ces systèmes bilipidiques ont 

apporté une grande quantité de données additionnelles concernant les 

propriétés physiques de la structure lipidique des membranes biologiques. 
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1.2 Le polymorphisme des systèmes lipidiques modèles 

De par la nature amphiphile (un pôle (région) hydrophobe et un pôle 

hydrophile sur la même molécule) des lipides qui composent les membranes 

biologiques (phospholipides et acides gras principalement), ces derniers 

montrent une modification continue et discontinue (transition) de leurs 

entassements moléculaires durant les expansions thermiques et durant les 

transitions successives à travers leurs diverses phases: solide, li qui de-

cristalline (ou l'équivalent: liquide-cristal, liquide-anisotrope, phase 

smectique), liquide isotrope et gazeux. Ils subissent des altérations 

structurales et des transitions ordre / désordre suivant leur contenu en eau 

(mésomorphisme lyotrope des systèmes bilipidiques), la température 

(mésomorphisme thermotrope des systèmes bilipidiques et des 

monocouches) et leurs degrés de compression latérale (dans les 

monocouches). Un comportement mésomorphique particulier dépend de la 

nature de la tête polaire et de la structure des chaînes hydrocarbonées. TI 

peut dépendre aussi de la taille et de la composition lipidique d'un système 

modèle membranaire donné. En conséquence, les phospholipides peuvent 

assumer plusieurs types de phases structurales qui montrent un haut degré 

d'organisation à longue portée en une, deux ou trois dimensions, tout en 

maintenant un désordre considérable au niveau moléculaire. De fait, le 

polymorphisme exceptionnellement grand des phospholipides hydratés qui 

existe dans un écart étroit de pression, de température et d'hydratation leur 

est caractéristique et les distingue de tous les autres liquides. 

1.2.1 Le polymorphisme en monocouche 

Les films lipidiques peuvent exister sous des états condensés qu'on 
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pense analogues aux phases lipidiques tridimensionnelles (Devaux, (1913) et 

Langmuir, (1917». En effet, la littérature des années 30 et 40 sur les films 

lipidiques étalés sur l'eau, réfère à une variété d'états analogues aux 

liquides, "liquid like phase" (Adam, (1941» et à des états liquide-cristal ou 

liquide fortement organisé, "liquid crystalline" (Rideal, (1930». Toutefois, 

l'analogie prétendue n'est pas appuyée par des mesures de type énergétique. 

Elle dérive plutôt de propriétés moins directes telles que la viscosité et la 

compressibilité de surface, ainsi que de l'airé occupée par les molécules du 

film. Ainsi, les isothermes des films bidimensionnels (pression de surface 

vs aire moléculaire) ressemblent aux isothermes des matériaux 

tridimensionnels (pression vs volume) parce que les films comportent des 

états dont les caractéristiques qualitatives sont similaires à celles que 

possède la matière tridimensionnelle. Cependant, il n'y a pas de 

comparaison complète entre la matière en deux et trois dimensions; des 

différences subtiles de structure demeurent. Ceci provient du fait que les 

molécules amphiphiles des films bidimensionnels à l'interface air / eau sont 

organisées de telle sorte que les groupes polaires sont orientés yers le 

substrat aqueux alors que les chaînes hydrocarbonées tendent à s'éloigner de 

ce substrat (propriété d'amphiphilicité). Une structure donnée est stabilisée 

par les interactions entre les chaînes, entre les têtes polaires et entre les 

régions polaires et le substrat (c.-à-d., la solution comportant l'organisation 

lipidique). 

L'étude systématique du polymorphisme des lipides en monocouche 

remonte à Adam et Jessop (1926) et à Dervichian ((1939) et (1952», Nous 

présentons ici quelques généralités sur les divers états physiques d'un 
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matériel tensioactif unique en film monomoléculaire en suivant les 

conceptions et les' terminologies des deux auteurs : Adam (1968) et 

Dervichian (1939). Les divers états physiques possibles des lipides en 

mono couche sont illustrés à la figure 1. 
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Représentation schématique d'isothermes de pression de surface de 
monocouches étalées à l'interface air / eau à diverses températures. 
il: pression de surface. A: aire moléculaire. Lü: basse 'température, 
HI : haute température. (Tc)c: température critique de cristallisation. 
(Tc)l : température critique de liquéfaction. G: gazeux. L: liquide. 
S: solide. M: mésomorphique (tirée de Dervichian, (1939)) 

L'état ~  (G): à des aires moléculaires élevées et aux faibles 

pressions de surface, les films de surface sont gazeux (indices "G", figure 1). 

Les groupes polaires des lipides sont alors immergés dans la sous-phase 

aqueuse, tandis que les chaînes sont présumément à peu près parallèles à la 
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surface (fig. 2). Une variation positive d'énergie libre prévient l'immersion 

des chaînes, bien que l'enthalpie de l'interaction chaîne-substrat demeure 

négative (exothermique) (Cadenhead. (1985)). 

Figure 2: 
Représentation (modèle CPK) de l'organisation des amphiphiles à 

l'interface air / eau lorsque le film de surface est dans l'état gazeux 
idéal (G) (adaptèe de Robertson, (1983)) 

TI Y a donc suffisamment d'interaction entre les têtes polaires et le 

substrat pour que les molécules ne soient pas entrainées dans la phase 

vapeur au dessus de la surface aqueuse, et les amphiphiles sont presque 

complètement insolubles dans l'eau. 

Cependant, la description adéquate de cet état par l'équation de Van 

der Waals adaptée à la matière en deux dimensions indique que les 

interactions à l'intérieur du film sont généralement significatives 

(Gershfeld, (1970)). TI ne s'agit donc pas d'un gaz au comportement idéal. 

La microscopie de fluorescence montre en effet que même à de très grande 

aire moléculaire, l'état gazeux présente des trous contenant une très faible 

concentration de lipides (phase gazeuse idéale) entourés de lipides dans une 

phase liquide .(Moore et coll., (1986) et Losche et coll.,(1983)). L'éllipsométrie. 

montre un plateau dans l'état gazeux qui proviendrait du remplissage de ces 
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trous par la phase liquide lors de la réduction d'aire moléculaire (Rasing et 

coll., (1988), et Ducharme et coll., (1990». 

L'état liguide: pour les amphiphiles à longues chaînes, des 

transitions se produisent entre l'état gazeux et des états liquides ayant 

davantage d'interaction intermoléculaire dans le film. Ces transitions 

montrent une forte ressemblance avec la condensation de la vapeur vers 

l'état liquide des systèmes tridimensionnels. Les films de surface 

comportent divers états liquides, ce sont l'état liquide (L) et mésomorphique 

(M) dans la terminologie de Dervichian (1939) présentée à la figure 1. Ce 

sont aussi respectivement les phases liquide-expansé (LE) et liquide-

condensé (LC) dans la terminologie de Adam (1968) qui seront détaillées plus 

loin. Ainsi, si le gaz bidimensionnel est sous sa température critique de 

liquéfaction et au-dessus de sa température critique de sublimation, soit (Tc)c 

<T< (Tc)l, la compression latérale du film entraîne une transformation de la 

phase gazeuse à la phase liquide (L). Sous sa température critique de 

sublimation cependant, T< (Tc)c, la compression latérale du film entraîne 

une transformation de la phase gazeuse à la phase mésomorphique (M) 

(fig. 1). 

Le début de la condensation du gaz bidimensionnel dans l'état L ou 

dans l'état M se produit à une pression de surface trop faible pour être 

mesurée couramment. La figure suivante (fig. 3) présente des isothermes 

enregistrées en routine en suivant la terminologie de Adam. 
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Enregistrement courant d'une isotherme de pression de surface (1t 
(mN·m·l) vs A (À2.molécule·l)) pour une mono couche étalée à 
l'interface air / eau, (i) courbe continue, lorsque (Tc)c <T< (Tc)l, et (ii) 
courbe discontinue, lorsque T  < (Tc)c, G: gazeux. LE: liquide-expansé. 
LC : liquide-condensé. "SC: solide-condensé (tirée de Gaines, (1966)) 
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On observe la discontinuité de la transition G / LE (ou G / L) (courbe 

continue) et la discontinuité de la transition G / LC (ou G / M) (pointillés) du 

côté des faibles aires moléculaires. Ces discontinuités marquent 

respectivement le début de la phase LE et de la phase LC (fig. 3). Pour les 

acides gras, le début de la condensation dans l'état LC se produit 

habituellement à une pression latérale de l'ordre de 0,01 mN·m·l et à une 

aire située entre 1000 à 10000 Â2·molécule·l (Adam et Jessop, (1926)). De son 

côté, le début de la condensation dans l'état LE se produit à une pression de 

surface d'environ 0,1 mN'm-l à 1 mN·m-l et à une aire moléculaire située 

entre 100 à 1000 À2'molécule-l (Adam et Jessop, (1926)). 
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Les transitions G / LE et G / LC sont dites du 'premier ordre' puisque 

chacune de ces transitions est caractérisée par deux cassures nettes et une 

discontinuité horizontale de l'isotherme de pression de surface. En fait, 

depuis longtemps, Dervichian (1939) et Joly (1950) ont montré que la 

classification thermodynamique d'Ehrenfest sur les transformations des 

phases peut être étendue aux films monomoléculaires. Ce sont eux qui 

montrèrent que les dérivations successives du potentiel chimique de surface 

(ilS) par rapport à 7t déterminent le degré d'ordre de la transformation. 

Ainsi, ils montrent que : 

(i) ~ = A 

(ü) (a2JlS/a2n:)T = aAla1t 

où (aAla1t)T = -A· Cs, Cs étant la compressibilité de surface. On obtient en 

(i) qu'une transformation du premier ordre (c.-à-d. une transition 

ordre / désordre des chaînes hydrocarbonées (Cadenhead, (1977») est 

caractérisée par une discontinuité de l'aire moléculaire (A) comme le 

montre la transformation des films de surface gazeux vers les états 

condensés (fig. 3). La pression de surface est alors constante à 7tv (pression 

de vapeur de surface) le long de la réduction de l'aire de surface (Gershfeld 

et Pagano, (1972». La transition du second ordre (c.-à-d. une transition 

conformationnelle (Baret et coll., (1982») est présentée en (ii). Elle est 

caractérisée par une discontinuité soudaine de la compressibilité de surface, 

Cs (Albrecht et coll., (1978», comme le montre la transformation de l'état 

liquide-condensé à l'état solide-condensé des films monomoléculaires (fig. 

3). 
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L'état liquide-expansé (LE): la figure 4 présente l'organisation 

moléculaire des lipides d'un film monomoléculaire en phase liquide-

expansé. On observe que les chaînes hydrocarbonées sont dans un état 

désordonné bien que les interactions entre elles soient importantes. Le film 

comporte alors une cohésion beaucoup plus importante que dans la phase 

gazeuse idéale. 

LE 

Figure 4: 
Représentation de l'organisation des amphiphiles (modèle CPK) à 

l'interface air / eau lorsque le film de surface est dans l'état liquide-
expansé (LE) (tirée de Robertson, (1983)) 

La phase liquide-condensé (LC): le comportement du lipide dans la 

phase LC est similaire à celui qu'on observe pour la phase LE mais le film 

montre une compressibilité (Cs) plus faible que ce dernier. Tel que 

mentionné, cet état est aussi présenté sous l'appellation "phase 

mésomorphique" (M). 

La transition liquide-expansé / liquide-condensé (LE / LC): dès sa 

première observation par Labrouste (Gershfeld, (1976)), cette transition fut la 

source de nombreuses controverses. Elle est encore aujourd'hui l'objet des 
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mêmes litiges. C'est Langmuir (1933) qui a initialement suggéré que cette 

transformation débutant à 1t t (pression de surface de la transition LE / LC, 

fig. 3), reflète la transition de la phase liquide-expansé à la phase liquide-

condensé lors de la compression d'un film étalé à la surface. TI a également 

suggéré que cette transformation résulte de la formation de micelles 

bidimensionnelles dans le film. Suivant ces suggestions, Harkins (1952) 

conclua que la transition est une autre phase, c.-à-d. la phase intermédiaire, 

1. La nature des phases des films de surface impliquées dans cette 

transformation à l'interface fut aussi interprétée comme la transition de la 

phase liquide à la phase mésomorphique, la transition étant l'état 

mésomorphe-expansé (Dervichian, (1952)). 

L'état solide: on le nomme aussi l'état solide-condensé (SC) (Adam, 

(1968)); il est caractérisé par une courbe linéaire et une faible compressibilité 

de l'isotherme de pression de surface. La valeur de Cs est en effet 

comparable à ce qu'on retrouve pour les matériaux tridimensionnels en 

phase solide. Les chaînes hydrocarbonées des lipides sont alors très 

rapprochées et les interactions de Van der Waals sont très importantes. La 

figure 5 illustre ce haut degré de cohésion du film monomoléculaire des 

lipides à la surface d'un substrat lorsque le film est dans un état solide. On 

observe sur cette figure que les chaînes hydrocarbonés sont alors très 

ordonnées et qu'il n'y a pas de contact entre la région hydrocarbonée du 

lipide et le substrat. 
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Figure 5 

Représentation de l'organisation des amphiphiles (modèle CPK) à 
l'interface air / eau lorsque le film de surface est dans l'état solide-
condensé (SC) (tirée de Robertson, (1983)) 

1.3 La mobilité latérale dans les membranes biologiques 
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C'est la méthone des couches monomoléculaires à l'interface 

air. / eau qui donne à Gorter et Grendel (1925) la première indication de la 

nature bimoléculaire des membranes cellulaires. ils proposèrent en effet 

que la membrane biologique est constituée d'un double feuillet lipidique. On 

sait aujourd'hùi qu'en dehors de leur grande diversité fonctionnelle, la 

structure commune de la plupart des membranes biologiques est la bicouche 

lipidique. TI fallut cependant attendre très longtemps pour inférer l'existence 

d'une propriété de mobilité latérale aux composantes lipidiques et protéiques 

des membranes biologiques. 

En effet, ce n'est qu'en 1968 que Adam. et Delbruck présentent pour la 

première fois la membrane biologique comme un fluide bidimensionnel. 

Leurs assertions qualitatives concernant la fluidité de la membrane 

biologique ont été ensuite reprises par Cuatrecasas (1974), qui confère à la 
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dynamique translationnelle des constituants membranaires un rôle crucial 

dans la propagation latérale de l'information le long de la membrane 

cellulaire. Cette proposition provenait de constatations multiples sur la 

fertilisation, la différenciation cellulaire et la régulation hormonale. Plus 

récemment, Skulachev (1980) proposa que la diffusion latérale peut 

potentiellement servir à la "canalisation" d'énergie pour des métabolites et 

des électrons le long du corps de la cellule en utilisant des protéines 

"transporteuses" spécialisées dans le transport latéral de la membrane. 

Une expérience qualitative a originalement montré l'existence de la 

mobilité latérale des constituants des membranes cellulaires. Cette 

expérience concerne la mobilité latérale des antigènes de la surface 

cellulaire. En effet, la diffusion latérale de protéines membranaires a été 

montrée expérimentalement pour la première fois par Frye et Edidin en 1970 

par le mélange des deux types d'antigènes de surface (souris et humain) 

dans la membrane d'un hétérocaryon formé de ces deux espèces cellulaires 

fusionnées par le virus de Sandaï. ns utilisèrent des anticorps fluorescents 

(fluorescéine) pour suivre l'envahissement de l'antigène marqué (par 

histocompatibilité) de l'hémisphère "souris" à l'hémisphère "humain" dans 

chacun des hétérocaryons. Les observations indiquèrent qu'environ 10 

minutes sont nécessaires à la redistribution des antigènes sur la surface des 

hétérocaryons. 

Ce sont ces expériences qui figurèrent d'éléments clefs dans la 

formulation de l'hypothèse du modèle membranaire de la "mosaïque fluide" 

de Singer et Nicholson en 1972. En effet, ce modèle des membranes-
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biologiques donne une propriété de fluidité (et implicitement de diffusion 

latérale, Dlat) aux constituants du bifeuillet lipidique organisés en réseau 

(mosaïque) et aux protéines qui y sont adsorbées ou insérées. 

La première détermination quantitative de la mobilité translation-

nelle des composantes des membranes biologiques résultent des travaux 

expérimentaux de Poo et Cone en 1974 sur la rhodopsine contenue dans la 

membrane discale des bâtonnets rétiniens de grenouille et de salamandre. 

En mesurant l'absorbance des rhodopsines non blanchies, alternativement, 

de chaque coté d'un segment externe du bâtonnet rétinien préalablement 

"blanchi" (ou aveuglé) d'un des cotés, Poo et Cone ont suivi à la fois le retour 

des pigments non blanchis vers le coté illuminé et la perte des pigments non 

aveuglés provenant du coté non illuminé. Les auteurs ont obtenu un 

coefficient de diffusion latérale de la rhodopsine d'une valeur de 3,9 et 3,5 x 

10 -9 cm2'sec-1 pour la salamandre et la grenouille respectivement. Liebman 

et Entime (1974) ont obtenu des résultats similaires, soit, 4,7 et 5,5 x 10-9 cm2 

·sec -1 pour les segments externes du bâtonnet rétinien de la salamandre et 

de la grenouille respectivement. 

TI serait peut-être utile de donner ici une représentation de l'ordre de 

grandeur du coefficient de diffusion latérale en relation au déplacement et 

la vitesse d'une composante membranaire. On peut, par exemple, calculer 

le temps requis à une molécule de lipide pour diffuser le long d'une cellule 

sphérique de 5 J.1m de rayon. On sait que le coefficient de diffusion latérale 

du lipide est de 10-8 cm2 ·sec-1. Puisque: 
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OÙ <x2> est la moyenne du carré du déplacement durant le temps t, on 

trouve un temps de déplacement d'environ 15 min, ce qui correspond à une 

vitesse de déplacement latéral de l'ordre de 10-7m·sec-l. On sait aussi que les 

protéines membranaires se déplacent d'environ 0,2 J..Lm·sec-1, soit 200 

nm·sec-1. Ceci correspond à un coefficient de diffusion latérale de 10-10 

cm2·sec-1 . Si le coefficient de diffusion était près de celui de l'eau, 10-5 

cm2 ·sec-1, on aurait une vitesse de déplacement de 64 J..Lm·sec-1 (64 000 

nm·sec-1) . 

L4 La diffusion latérale dans les membranes biologiques et leurs modèles 

Les valeurs du coefficient de diffusion latérale ont par la suite été 

déterminées pour de nombreux constituants lipidiques et protéiques dans les 

membranes biologiques et dans les systèmes modèles bilipidiques. Les 

techniques suivantes ont permis une détermination plus précise du 

coefficient de diffusion latérale des lipides et des protéines dans ces 

systèmes: i) la résonance de spin électronique (RPE) (Devaux et McConnell, 

(1972)), ii) la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Lindblom et coll., 

(1976)), et iü) le photoblanchiment de la fluorescence. Avec cette dernière 

technique de mesure, le coefficient de diffusion latérale est estimé à partir de 

molécules de sondes de fluorescence dispersées dans le milieu lipidique. Des 

sondes telles que le pyrène (Galla et Sackmann, (1974)) ou les dérivés de 

l'acide 9-anthroylcarboxylique (McGrath et coll., (1976)) sont largement 

utilisées. Les valeurs du coefficient de diffusion latérale sont calculées 

indirectement à partir des expériences de photoblanchiment en comparant 

le comportement de la sonde dans un solvant organique (McGrath et coll., 
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(1976». Les valeurs du coefficient de diffusion latérale peuvent aussi être 

calculées directement à partir de la cinétique de la formation d'excimère 

(Galla et Sackmann, (1974» ou du recouvrement de fluorescence après 

photoblanchiment ("fluorescence recovery after photobleaching", le 

F.R.A.P.) (Axelrod et coll., (1976), et Koppel et coll., (1976». Avec le système 

modèle des films monomoléculaires à l'interface air / solution, les données 

de diffusion latérale proviennent des techniques suivantes: i) la dynamique 

de flux à l'interface · (Losche et Mohwald, (1984», ii) l'autoradiographie 

(Stroeve et Miller, (1975», iii) la dynamique d'excimère (Loughran et coll., 

(1980», et iv) le recouvrement de fluorescence après photoblanchiment 

(Teissié et coll., (1978); Von Taschamer et McConnell, (1981a et b), et Peters 

et Beek, (1983». 

Bien qu'un grand nombre de mesures quantitatives des différents 

mouvements moléculaires aient été obtenues, le rôle fonctionnel réel de ces 

mouvements n'a été mis en évidence que pour un nombre restreint de 

phénomènes biologiques (Edidin, (1987». C'est le cas par exemple d'une 

enzyme membranaire, l'adénylate cyclase, dont l'activité dans le plan de la 

membrane est liée à sa mobilité latérale pour la formation d'un complexe 

avec le récepteur de l'épinéphrine en présence de l'hormone (Cuatrecasas, 

(1974), et Hanski et coll., (1979». Mentionnons aussi que les collisions au 

hasard des complexes protéiques et des transporteurs d'électrons 

(ubiquinone et cytochrome-c) de la chaîne de transport des électrons sont 

suffisantes pour rendre compte du taux de transfert d'électrons, sans qu'il 

soit nécessaire d'inférer la présence d'une organisation particulièrement 

structurée de ces composantes (Hackenbrock, (1981». 



lB 

A l'aide des modèles multibilipidiques des membranes biologiques on 

a montré qu'il se produit une augmentation significative de la diffusion 

latérale des lipides à la température de transition de phase solide / liquide 

(Fahey et Webb, (1978». Plusieurs études sur ces modèles multibilipidiques 

(MLV) ont montré l'importance de cette transition de phase (appelée aussi la 

transition gel/cristal-liquide) dans de nombreux processus biologiques. Par 

exemple, il a été montré que cette transition de phase implique i) des 

changements de la mobilité transverse de perméants tels que le sodium 

(Na+) (Papahadjopoulos et coll., (1973», le potassium (K+) (Block et coll., 

(1975», l'anilinonaphtalènesulfonate (ANS) (Tsong, (1975», le glucose 

(Singer, (1981», et la tempo choline (Marsh et coll., (1976»; ii) une 

susceptibilité anormalement élevée des lipides à la phospholipase A2 (Op den 

Kamp (1979», de même qu'au venin d'abeille (Upreti et Jaïn, (1980»; iii) une 

augmentation significative de l'échange lipidique entre vésicules 

(Sackmann, (1983» et iv) une incorporation maximale de certaines drogues 

tel que la chlorpromazine (Luxnat et Galla, (1986». 

L'étude des films monomoléculaires montre aussi que le coefficient 

de diffusion latérale de certains lipides saturés diminue dans la région de 

transition de phase liquide / solide. C'est le cas par exemple du DPPC 

(Teissié et coll., (1978» et du DPPG (Theretz et coll., (1984» dans certaines 

conditions ioniques de la sous-phase. L'importance de cette transition de 

phase provient de plusieurs observations expérimentales associées à cette 

transition soit i) l'activité de la phospholipase devient maximale (Op den 

Kamp et coll., (1974) et (1975»; ii) il y a une augmentation de la pénétration 

du glucagon et de la mélittine (Hendrickson et coll., (1983» et iii) il Y a une 
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incorporation de la chlorpromazine (Beurer et Galla, (1987» ou du il-naphtol 

(Cadenhead et coll., (1977)), au maximum de leurs concentrations lorsqu'ils 

sont présents dans la sous-phase de films préformés de DPPC. 

Les observations précédentes concernent plus précisément la fin de 

la transition de phase LE / LC des films monomoléculaires d'une 

phosphatidylcholine saturée, le DPPC. Cette molécule est caractérisée par la 

saturation complète de ses chaînes hydrocarbonées et la nature 

zwitterionique (double charge partielle : une positive et une négative) de sa 

région polaire. Les cholines saturées forment le groupe de phospholipides le 

plus répandu dans les membranes biologiques et le DPPC est le principal 

représentant des phospholipides complètement saturés. 

Nous n'avons pas discuté jusqu'à maintenant des zones de 

modifications continues de la pression latérale dans les films de surface lors 

de la compression latérale. En effet, les lipides saturés n'offrent pas de 

moyen de modifier facilement leur comportement à l'intérieur d'une phase 

pure. On sait cependant que les lipides insaturés montrent une modification 

continue de la pression de surface sur toute la gamme de leur compression 

sans montrer de transition de phase. Dans les membranes de mammifères 

on retrouve fréquemment les phosphatidyléthanolamines (PE), les 

phosphatidylsérines (PS) et les phosphatidylcholines (PC) sous leurs formes 

hautement insaturées. Ces phospholipides ne montrent donc pas de 

transition de phase liquide / solide en mono couche mais ils sont 

responsables de processus membranaires importants. 



Ainsi, la PS est le phospholipide anionique majeur des membranes 

des mammifères (McMurray, (1973)). On le retrouve en particulier dans le 

système nerveux périphérique et le système nerveux central, les érythrocytes 

et les globules blancs (White, (1973)). Aussi, on sait depuis longtemps que la 

PS, en présence d'ions calcium, est responsable de séparation latérale de 

phases (Newton et coll., (1978), et Hauser et coll., (1977)) et de la séparation 

latérale des phases (Ohnishi et lto, (1974), et Van Dijk et coll., (1978)) dans les 

vésicules, et qu'elle augmente l'efficacité de l'aggrégation et de la fusion 

cellulaire. De plus, avec les ions magnésium, lithium et calcium, elle 

entraîne des changements structuraux des bicouches lipidiques (Hauser et 

Shipley, (1981)). 

Par ailleurs, on a aussi montré l'importance de la phosphatidylé-

thanolamine dans les zones de courbure des membranes. On reconnait 

aussi leurs implications dans des topologies particulières de la surface 

membranaire (c.-à-d., phase hexagonale) (Navarro et coll., (1984)), dans le 

fonctionnement de certaines enzymes, dans le mouvement transmembra-

naire de grosses molécules, et elles ont un rôle clef dans la fusion cellulaire 

(Jensen et Schutxback, (1984), et Verkleij, (1984)). La PE en présence d'ions 

calcium (Ca+2 ) peut modifier la résistance de la membrane (ex: neurone) 

(Cole, (1949)), le potentiel d'action et de repos des membranes des cellules 

nerveuses (Adelman et Adams, (1959), Adelman et Daltow, (1960), et 

Adelman et Moore (1961)) par des changements de la perméabilité aux ions 

K+, Na+ et à l'eau (Adelman et Moore, (1961), et Lidicky et Bryant, (1963)). 

Un certain nombre de propriétés structurales des bicouches 
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lipidiques mixtes et des monocouches sont rationalisées par un modèle dans 

lequel les lipides sont représentés par des structures géométriques. Ces 

"formes moléculaires associées" des molécules hôtes telles que décrites par 

Israelachvilli et coll. (1980) nous permettent d'interpréter la plupart de nos 

observations sur les comportements structuraux et dynamiques des lipides 

à l'interface air / solution. 

Le présent travail comporte donc deux parties. La première partie 

porte sur l'étude des propriétés dynamiques des lipides lors de la transition 

de phase liquide / solide. On étudiera en particulier la transition de phase 

du principal phospholipide complètement saturé des membranes de 

mammifères, le DPPC. La première section de cette partie concerne la 

nature diffusionnelle des diverses phases bidimensionnelles: LE, LC, et SC 

du DPPC à l'interface air / solution (chapitre III). Dans la seconde section, 

on tentera d'établir une définition opérationnelle de la phase LC en relation à 

ses propriétés diffusionnelles (chapitre IV). La dernière section de cette 

partie comporte une redétermination de la nature de la transformation 

liquide / solide du DPPC en mono couche (chapitre V). 

La seconde partie de ce travail (chapitre VI) porte sur l'étude des 

propriétés de la dynamique latérale des phospholipides à l'intérieur d'une 

phase unique, la phase LE. On étudiera en particulier les propriétés 

diffusionnelles d'une phosphatidylcholine insaturée, et de deux types de 

phosphatidylsérines et de phosphatdyléthanolamines respectivement, 

moyennement et hautement insaturée. On entreprendra une étude du rôle 

de la nature du groupement polaire et du degré d'insaturation des chaînes 



hydrocarbonées. L'effet de la présence des ions divalents calcium dans la 

sous-phase aqueuse sera aussi déterminé. 



CHAPITRE II 

MÉTHODESEXPÉRUMENTALES 

2.1 La pureté des produits 

Les types de produits utilisés dans ce travail sont présentés à la 

figure 6. Le DPPC (PC où R= C16) et la sonde de fluorescence, le 12-9-AS 

proviennent de la compagnie Sigma (St-Louis, Mo). Leur pureté fut 

contrôlée par chromatographie sur couche mince et trouvée satisfaisante 

(une seule tache). ns furent donc utilisés sans purification additionnelle. 

La phosphatidylsérine et la phosphatidyléthanolamine d'origine bovine 

furent purifiées et caractérisées par chromatographie à haute pression 

liquide dans le laboratoire du professeur Tancrède (Auger et coll., (1988». 

Les phospholipides hydrogénés d'origine bovine (PS (H) et PE (H» sont des 

lipides obtenus de la compagnie P.L. Biochemical (Milwakee). 

La PC (S.E.B.), PS (S.E.B.) et la PE (S.E.B.) furent extraites et 

purifiées des segments externes des bâtonnets rétiniens bovins (Tancrède et 
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Figure 6 : 

Représentation moléculaire de la sonde de fluorescence, le 12-9-AS : 12-
9-anthroyloxy acide stéarique, de la phosphatidylcholine (PC), de la 
phosphatidyléthanolamine (PE), et de la phosphatidylsérine (PS).  R et 
R' : chaîne aliphatiques. 
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coll., (1982), et Salesse et coll., (1983)). La pureté des phosphatidylsérines fut 



vérifiée en chromatographie sur couche mince en utilisant le mélange de 

. solvants suivant: CHCI3/CH30HlCH3COOHlH20 (25:15:4:2, v/v). Le mélange 

de solvants: CHCI3/CH30HlH20 (65:25:4, v/v) fut utilisé pour les phospha-

tidyléthanolamines et les phosphatidylcholines. 

La PC (S.E.B.) comporte 50% de chaînes saturées (principalement le 

16:0 à 30,6%) et 50% de chaînes insaturées (principalement le 22:6w3 à 35,9%) 

(Drenthe et coll. (1981)). 

La PS (H) commerciale comporte 34,9% de chaînes saturées 

(principalement le 18:0 à 33,6%) et 65,1% de chaînes insaturées 

(principalement le 18:1w9 à 32,2%). De son côté, la PS (S.E.B.) comporte 

16,8% de chaînes saturées (principalement le 18:0 à 16,6%) et 83,2% de 

chaînes insaturéet(principalement le 22:6w3 à 48,8%). Dans l'ensemble, la 

PS (H) contient environ 12% de chaînes d'acides gras poly-insaturés (c.-à-d., 

22:6w3, 22:4w3, etc.) alors que la PS (S.E.B.) est constituée d'environ 83% de 

tels acides poly-insaturés (Auger et coll., (1988)). Les détails de la 

composition en acide gras de la PS (S.E.B.) présentée ici sont compatibles 

avec les résultats présentés par Drenthe et coll. (1981) et Mijanich et coll. 

(1979). 

La PE (H) commerciale comporte 48% de chaînes saturées 

(principalement le 18:0 à 31%) et 52% de chaînes insaturées (principalement 

le 18:1w9 à 28,0%). De son côté, la PE (S.E.B.) comporte 37,6% de chaînes 

saturées (Drenthe et coll., (1981)), principalement l'acide stéarique (18:0, 

24,6%) (Robert et coll., (1983)) et 62,4% de chaînes ~ 



principalement l'acide docosahexaénoïque (22:6w3, 45,3%) (Robert et coll., 

(1983)). 

Tous les sels utilisés (chlorures de sodium et de calcium) sont de 

qualité analytique et proviennent de la compagnie Merck (Allemagne). De 

l'eau très pure (résistivité spécifique supérieure à 17x106 ohm· cm fut obtenue 

d'une industrie spécialisée dans la fabrication de semiconducteurs 

(Motorola, Toulouse, France). 

2.2 Appareillage 

2.2.1 La cuve de Langmuir 

La cuve de Langmuir fut moulée dans le Plexiglass afin de 

minimiser les problèmes de diffusion de la lumière. Les dimensions de la 

cuve (20 mm de large, 250 mm de long et 5 mm de profondeur) furent 

choisies de telle sorte qu'une large gamme d'états de compression soit 

obtenue en comprimant la mono couche avec une barrière mobile de Teflon. 

Pour certaines expériences, une autre méthode de compression fut utilisée. 

Les isothermes de pression de surface et les mesures de fluorescence furent 

en effet enregistrées sur une monocouche obtenue de l'addition successive 

d'une certaine quantité de la solution phospholipidique à un film de surface 

d'aire fixe. On utilise toujours pour ces expériences la surface disponible 

maximale afin de s'assurer qu'aucun artéfact en provenance des bordures 

de la cuve ne puisse se produire. La cuve de Langmuir était équipée d'une 

lame de platine afin d'enregistrer la tension de surface au cours de la 

compression de la monocouche. Pour les expériences réalisées sur des 

phospholipides insaturés, la phase gazeuse au-dessus de la monocouche 



était saturée d'argon pour éviter l'oxydation des liaisons insaturées des 

chaînes hydrocarbonées. 

2.2.1.1 La pression de surface 

Là pression de surface provient du changement d'énergie libre de 

surface par unité de surface. Le travail est produit par la présence d'une 

couche monomoléculaire positionnée à l'interface. La pression de surface 

(1t) à l'interface air / solution est obtenue de la différence entre les tensions 

superficielles de la solution ( ~ 0) et de la solution en présence du film ( h' ): 

1t = ~ o· '6 
La méthode de Wilhelmy, illustrée à la figure 7 nous permet de 

mesurer la tension superficielle, ~ et donne, par l'équation précédente, la 

pression de surface qu'exerce le film. 

barrière de 
compression 

.lt 

cuve de 

électrobalance 

lame de platine 

eau 

muir 

Figure 7: 
La cuve de Langmuir et la méthode de Wilhelmy 
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Comme on l'observe sur la figure 7, la tension de surface est mesurée 

avec une lame mince de platine partiellement immergée dans la solution (la 

sous-phase) et suspendue à une électrobalance. Un certain poids d'eau 

s'accroche à la lame suivant la relation suivante: 

F = 2 . 1· ~ cos 0 

où l, est la longueur de la lame (épaisseur négligeable), 15 , la tension de 

surface liquide / air, et 0, l'angle entre la direction de la force et la tangente 

à la surface du liquide au point d'attache de la lame. 

Cette mesure de la tension superficielle ne peut être réalisée que pour 

une lame parfaitement mouillable, c'est à dire que 0 devient nul. Ceci est 

réalisé avec une lame dépolie et très propre. On obtient donc que: 

2.2.2 Le tluorimètre d'interface 

Le fluorimètre d'interface (fig. 8) fut conçu et fabriqué au laboratoire 

du Dr J. Teissié à Toulouse (Teissié et coll., (1978) et Theretz et coll., (1984» . 

La figure 8 montre schématiquement le montage optique de l'appareil. 

L'illumination provient d'une lampe à arc de mercure d'une 

puissance de 100 W (Orsam, Allemagne) et la surface illuminée est 

approximativement un disque circulaire de 2 mm de rayon. La fluorescence 

de la surface illuminée fut enregistrée pour divers états de compression de la 

monocouche. La direction du faisceau d'excitation et l'observation forme un 

angle de 45°, la direction d'observation étant perpendiculaire à la surface du -
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Figure 8 : 
Schéma de l'optique du fluorimètre d'interface. PM: photomul-

tiplicateur. L: lentilles. P: polariseurs. s : obturateur du photomul-
tiplicateur, f: filtre 

film. La longueur d'onde d'illumination fut sélectionnée par le moyen de 

filtres optiques. Lors de l'excitation, nous avons utilisé un filtre Schott UG 1 

(Allemagne) qui sélectionne une raie d'émission du mercure à 360 nm ; pour 

l'observation, on a utilisé un filtre MTO DH-525c' (France) plus un filtre à 

large bande, le Kodak 2E (USA), pour transmettre la lumière de longueur 

d'onde supérieure à 420 nm. 

Pour certaines expériences, un pnsme fut inséré sur le trajet 

d'excitation. il fut basculé suivant 2 positions afin de déterminer le passage 

d'une lumière polarisée soit dans le plan de la mono couche (Ix) soit dans le 

plan incident (Iyz), (fig. 9). 
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y 

Figure 9: 
Schéma de la disposition géométrique des vecteurs électriques (E) de la 

lumière incidente lors de l'insertion du prisme optique. Les intensités 
de fluorescence Ix et Iyz décrites dans le texte furent observées lorsque le 
vecteur électrique de la lumière incidente était parallèle à Ex et à Eyz 
respectivement (tirée de Teissié, (1979)) 

L'intensité de l'émission de fluorescence fut détectée par un 

photomultiplicateur de haute sensibilité (EMI 9558, Angleterre) relié à une 

unité d'acquisition de données. Les résultats furent tracés sur un 

enregistreur ou transférés à un micro-ordinateur (Ohio Challenger, USA) 

via un convertisseur analogique / numérique. Le traitement des données de 

photoaveuglement (voir section suivante) fut opéré directement lors de 

l'acquisition des mesures, en utilisant une approche mathématique 

spécifique à une illumination en forme de disque et d'intensité uniforme 

(Teissié et coll., (1978)). De plus, dans le but d'améliorer la justesse de ce 

traitement, une analyse statistique des données expérimentales fut réalisée 

pour prendre en compte la relation non linéaire entre la période de 

recouvrement et la durée de la prise des données de recouvrement de la 

fluorescence. 
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Au cours des expériences, Dlat fut déterminée à partir de cinq 

mesures successives de recouvrement de fluorescence pour chacune des 

pressions de surface étudiées (typiquement 5, 15, 25, et 35 mN·m-1 pour les 

lipides insaturés). Aussi, la période maximale allouée pour réaliser une 

expérience de recouvrement fut fixée à 15 minutes dans le but d'éviter des 

problèmes, tels que, l'évaporation de la sous-phase. Ainsi, prenant en 

considération les recouvrements enregistrés et la dimension de la surface 

illuminée, le fluorimètre de surface peut détecter avec précision des valeurs 

de Dlat plus élevées que 10-8 cm2·sec-l . 

2.3 Description d'une expérience de recouvrement de fluorescence après 

photoaveuglem.ent 

Typiquement, une expérience de photo aveuglement est réalisée de la 

façon suivante. Le signal de bruit de fond, dû à la diffusion de lumière par la 

sous-phase (lipides saturés: NaCI 0,1 M et 1,0 M; lipides insaturés: NaCI 0,1 

M avec cations divalents (CaCI2 à 10 mM)), fut électroniquement ajusté à une 

fluorescence de zéro. Un mélange de la sonde et des molécules d'un lipide 

(2% mole/mole en sonde) est dissous dans le mélange chloroforme:méthanol 

(5:1) (lipides saturés) ou dans l'hexane:éthanol (9:1) (lipides insaturés), puis 

déposé à la surface de la solution aqueuse. Ceci est réalisé dans l'obscurité 

afin d'éviter la photodimérisation des molécules de sonde. Après quelques 

minutes (environ 10 min) nécessaires à l'évaporation du solvant, le film est 

comprimé à une pression de surface donnée par l'une des deux méthodes de 

compression déjà décrites. Le film est conservé à cette pression de surface 

pour une période de 5 min nécessaire à l'équilibration. L'obturateur devant 

le trajet optique d'excitation est ensuite retiré et la réaction de dimérisation 



32 

de la sonde est suivie par la réduction de l'intensité d'émission de 
. . 

fluorescence qui se produit en présence de la lumière incidente naturelle ou 

linéairement polarisée. 

Pour certaines expériences, on illumine pendant 15 s en lumière 

polarisée puis on poursuit immédiatement d'une seconde période 

d'illumination de 15 s en lumière polarisée perpendiculairement à la 

première. Aucune mesure du signal de recouvrement n'a été réalisée lors 

de ces mesures. Dans les autres expériences, on utilise une lumière 

naturelle. Une période de 30 s de photoaveuglement est alors allouée avant 

que l'obturateur soit replacé dans le trajet d'excitation. Pour ces expériences 

en lumière naturelle, dans une seconde étape, le signal de recouvrement est 

ensuite détecté en enregistrant l'intensité d'émission de fluorescence 

obtenue par une illumination brève (1 s) de la monocouche. Cette procédure 

se répète cinq fois à des intervalles fixes après le photoaveuglement. La 

valeur de Dlat est calculée à partir de ces cinq mesures de recouvrement de 

fluorescence. Le film est ensuite comprimé à un nouvel état de compression 

et une nouvelle expérience de photoaveuglement est réalisée. 

2.4 Propriétés de fluorescence de la sonde 

La molécule fluorescente que nous utilisons perd ses propriétés 

d'émission de fluorescence suite à une réaction secondaire de dimérisation 

qui est photoinduite (photodimérisation). En effet, en présence de lumière, le 

dérivé anthracénique que nous utilisons, le 12-9-AS, produit une réaction de 

dimérisation par la formation de liaisons de covalence entre les deux noyaux 

anthracéniques dont l'un est excité. Ceci conduit à la perte de la 



conjugaison des liaisons doubles et donc à la formation d'un dimère non 

fluorescent. Les réactions d'excitation (1), d'émission (2) et de dimérisation 

(3) de cette sonde de fluorescence sont les suivantes: 

(1) 12-9-AS + hv (360 nm) > 12-9-AS* (excitation) 

(2) 12-9-AS* > 12-9-AS + hv (480 nm) (émission) 

(3) 12-9-AS + 12-9-AS* > (12-9-AS)2 (dimérisation) 

où 12-9-AS est le monomère de la sonde, 12-9-AS* le monomère à l'état excité 

et (12-9-AS)2 est le dimère de sonde qui n'est pas fluorescent. 

2.5 Les mesures de photoaveuglement et de recouvrement de fluorescence 

Les étapes de photoaveuglement et de recouvrement de fluorescence 

sont schématiquement présentées à la figure 10. Lors de la première étape 

d'une expérience de F.R.A.P., une petite région (zone d'illumination, fig. 

10 a) de la monocouche est exposée quelques secondes (20 s) à un rayon 

lumineux excitateur, c'est le photoaveuglement. Durant cette étape, la 

sonde est dimérisée (petits triangles, figure 10 a) dans la zone éclairée du 

film monomoléculaire à l'interface (éq. 3). L'intensité de fluorescence (Ifluo) 

diminue par suite de la formation du photo dimère non fluorescent (fig. 10 b). 

A la fin de cette période l'intensité de fluorescence (Ifluo) atteint la valeur Il. 

Cette étape nous permet de déterminer les deux paramètres suivants: i) la 

constante de dimérisation de la sonde ~  et ii) l'intensité de fluorescence 

initiale de la sonde dans le film phospholipidique (If). Après cette première 

étape de photodimérisation des sondes du film, la monocouche est mise à 

l'obscurité. 
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lipidique à cinq brèves périodes d'illumination : c'est l 'étape de 

recouvrement de fluorescence (fig. 10 ~ Un certain retour de la' 

fluorescence est observé (l(t), fig. 10 b), lié à la diffusion latérale des 

molécules de sonde. Cette diffusion des sondes est elle-même conditionnée 

par la diffusion latérale des molécules de lipide constituant la couche 

monomoléculaire. 

2.5.1 Le photoaveuglement 

2.5.1.1 L'intensité de fluorescence de la sonde 

Puisque la concentration des molécules de sondes augmente quand 

on comprime la monocouche, l'intensité de fluorescence est exprimée par un 

terme de "fluorescence réduite" (If), proportionnelle au rendement 

quantique du chomophore. Ce paramètre est calculé dès le début de la phase 

de photo aveuglement des expériences de F.R.A.P. TI est le produit de 

l'intensité de fluorescence, observée au début de la période de 

photoaveuglement, par l'aire moléculaire de la matrice lipidique (pour un 

rapport sonde / lipide donné) (Teissié et coll., (1978), et Theretz et coll., 

(1984)). 

If étant proportionnelle au rendement quantique du chromophore, 

elle reflète la nature de l'environnement immédiat du chromophore (effet 

Franck-Condon). Dans l'analyse de nos résultats expérimentaux, nous 

tiendrons compte de ce paramètre important pour connaître directement la 

nature de l'environnement moléculaire des sondes, en particulier 

l'hydrophobicité (ou la structuration de la région hydrophobe) du milieu 

dans la région du douzième carbone et la contrainte de la cage de "solvant" . . 



L'intensité de fluorescence mesurée est proportionnelle à la 

concentration superficielle de sondes libres : 

(4) Ifluo = h [12-9-AS] 

où [12-9-AS], est la concentration superficielle de sondes libres et h, une 

constante qui dépend de l'environnement de la sonde et de la géométrie de 

l'appareil. Cette constante est simplement déterminée à partir de 

l'extrapolation, à temps de photodimérisation de zéro, de l'intensité de 

fluorescence. 

2.5.1.2 La dimérisation de la sonde 

La réaction de dimérisation qu'effectue le 12-9-AS durant la période 

d'illumination apporte aussi des informations importantes concernant 

l'assemblage de la monocouche. Le processus de dimérisation est du second 

ordre pour la sonde. Puisque le dimère n'est pas fluorescent, le signal de 

fluorescence mesuré en provenance de la surface éclairée est alors relié à la 

concentration du monomère sur cette surface. 

TI est donc possible de suivre le degré de réaction de dimérisation à 

partir de la décroissance de l'émission de la fluorescence enregistrée durant 

la période d'aveuglement (étape 1, fig. 10 b). En fait, la constante de vitesse 

de la réaction de dimérisation ~  est obtenue par le graphe de la réciproque 

de l'intensité de fluorescence en fonction du temps d'illumination (Theretz et 

coll., (1984». La figure Il montre le tracé de ce graphe nécessaire à 

l'obtention de la valeur de ~ . 



Figure 11 

= Kd 
h 

temps (t) 

Détermination de la constante de vitesse de la réaction de dimérisation 
(Kd) par le graphe de la réciproque de l'intensité de fluorescence en 
fonction du temps de photodimérisation 

En fait, la valeur de ~ est calculée dès les premières étapes des 

expériences de F.R.A.P. et, dans des expériences contrôles régulières, on 

voit à ce qu'il n'y ait aucune déviation de la linéarité (Teissié et coll., (1978». 

Kd est un paramètre qui permet de connaître le comportement de la sonde 

dans le lipide hôte. 

Ainsi, on a que sous l'illumination, la concentration de monomères 

de la sonde diminue suite à la photodimérisation en suivant une réaction du 

deuxième ordre, soit: 

(5) d [12-9-AS] / dt = -~ [12-9-AS]2 

on obtient des équations 4 et 5 que: 

(6) 1 / Ifluo - 1 / If = ~  h) . t 



où Kci est la constante de dimérisation 

L'efficacité d'absorption de lumière par les monomères incorporés 

dans un système structuré, tel que les monocouches, est liée à l'orientation 

relative du moment de transition du chromophore et du vecteur électrique de 

la lumière excitatrice (voir fig. 9). Ainsi, les changements d'orientation des 

chromophores furent aussi obtenus par la dimérisation de la sonde sous 

lumière incidente polarisée et en enregistrant le rapport Kwc / Kciyz, où Kcix 

est la constante de dimérisation mesurée lorsque le champ électrique de la 

lumière incidente est parallèle au plan de l'interface, alors que Kciyz est la 

constante de dimérisation obtenue quand le champ électrique de la lumière 

est perpendiculaire au plan de la monocouche (fig. 9). On peut aussi évaluer 

les changements d'orientation des sondes de fluorescence à partir des 

rapports des intensités de fluorescence réduite, Ifx /Ifyz mais la méthode de 

photodimérisation est plus performante que la méthode d'intensité 

conventionnelle (Theretz et coll.,  (1984)), cette dernière étant affectée par la 

période de la photoréaction. 

2.5.1.3 Composantes de la constante de dimérisation 

La constante de dimérisation expérimentale, Kci est elle-même le 

produit de deux contributions, soit une contribution spectroscopique, ~ 

reliée à l'intensité de fluorescence réduite, If, et une contribution 

structurale, Kds, qui reflète l'influence de l'organisation des molécules de 

sonde dans leur milieu et la dynamique de l'environnement lipidique 

(Theretz et coll. (1984)). K<is est obtenue par le rapport Kd / If. Plus 

spécifiquement, Kds est liée à l'ajustement des anneaux anthroyloxy en 



position réactionnelle au niveau des carbones 12 des deux monomères en 

présence (fig. 12). TI dérive de la mise en place d'une configuration adéquate 

des anneaux anthroyloxy, ou d'une flexibilité qui puisse permettre 

l'existence suffisamment fréquente de cette configuration pour permettre à 

la réaction 9-9'et 10-10' de se produire entre les unités du dimère en 

formation (Teissié et coll., (1978)). La figure 12 illustre cette formation d'un 

dimère par les sondes. 

2.5.2 Le :recouvrement de fluorescence 

Après l'illumination de l'étape d'aveuglement, la concentration locale du 

monomère dans la région de surface préalablement illuminée est plus basse 

que dans la région périphérique restée dans l'obscurité. Un gradient de 

concentration est alors présent entre les deux zones et il détermine le 

'remplissage' de la zone aveuglée par des monomères fluorescents 

provenant de la périphérie (fig. 10 a). La taille de la région périphérique est 

beaucoup plus importante que celle de la zone éclairée, elle sert donc de 

réservoir de molécules de sonde pour la région aveuglée. La vitesse de 

recouvrement de fluorescence est donc une fonction directe du coefficient de 

diffusion latérale, Dlat, de la sonde (Teissié et coll., (1978), et Theretz et coll., 

(1984)). Les expériences de recouvrement de fluorescence après 

photo aveuglement furent ensuite réalisées. La formulation mathématique 

de l'analyse phénoménologique de la phase de retour de fluorescence du 

F.R.A.P. a été élaborée par plusieurs auteurs dont Axelrod et ses 

collaborateurs (1976). Les arguments théoriques derrière l'analyse des 

résultats expérimentaux présentés ici ont été décrits plus en détail dans les 

articles de Teissié et Tocanne (Teissié et coll., (1978), et Theretz et coll. , 
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Représentation moléculaire de la formation du dimère de la sonde de 
fluorescence 
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(1984)). Pour ces laboratoires, une comparaison détailliée des conditions aux 

frontières de la zone éclairée et des solutions en série du retour de 

fluorescence est présentée dans Lopez et coll. (1988). 
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2.5.2.1 Détermination du coefficient de diffusion latérale 

Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer les mécanismes 

moléculaires responsables du déplacement du lipide dans une bicouche ou 

dans une monocouche lors de sa diffusion latérale. TI faut bien distinguer 

les équations phénoménologiques (ou formelles) qui décrivent de façon 

géométrique les phénomènes naturels (par des coefficients ou des fonctions), 

et les modèles explicatifs (basés sur la structure physique et / ou cinétique) 

qui réfèrent à la nature intime des phénomènes. Dans les équations 

phénoménologiques, le sens physique de certaines de ces équations est bien 

compris et la valeur du coefficient peut être déduite à partir de concepts 

familiers dans d'autres secteurs de la physique. Pour d'autres équations 

(telles que celles qui nous préoccupent), une représentation satisfaisante du 

phénomène décrit reste à trouver et, ainsi, les coefficients ne sont seulement 

que des constantes (ou des fonctions dans certains cas) déterminées 

empiriquement. 

La formulation d'une équation formelle est la première étape 

essentielle pour apporter une description physique quantitative, peu importe 

si le sens du coefficient est compris ou non, car les équations formelles sont 

utilisées dans les calculs pour lesquels les relations entre les diverses 

quantités sont déterminées et les événements physiques prévus. Une 

équation très générale de la sorte peut servir de point de départ pour la 

description de plusieurs processus de transport. Elle fut dérivée par Teorell 

(1956) : 
Flux = Mobilité x Concentration x Force motrice 

ou, de façon équivalente : 
J =J.1. • C . Fm 



42 

où le flux est le nombre de composantes par unité de temps qui traversent 

une unité d'aire perpendiculaire à la direction du transport. Cette équation 

assumera une forme spécifique qui décrit différents types de transport, 

suivant le type de force motrice (agissant sur une mole de substance) qui va 

être substituée dans l'équation. Cette démonstration est présentée dans le 

livre de Kotyk et Janacek (1975). On y démontre ainsi l'équation qui donne la 

variation de la concentration à travers un espace en fonction du temps 

(seconde loi de Fick) : 
ac / a t = Dlat· V . C 

où Dlat est le coefficient de diffusion latérale, V est l'opérateur Laplacien, C 

la concentration et D, le coefficient de diffusion. 

Dans le cas de phénomènes diffusionnels dans les mono couches, la 

cinétique de retour de fluorescence obéit à la deuxième loi de Fick appliquée à 

un espace à deux dimensions. Compte tenu de la géométrie de l'appareil, 

cette équation est exprimée en coordonnées cylindriques (r, 0, z ) : 

ac / at = Dlat ( a2c / ar2 + (l/r) (aCJar) ) 

où C = C (r,t) est la concentration des molécules de marqueur à une 

distance r du centre de la tache illuminée et à un instant t. La résolution de 

cette équation, dans le cas où la concentration de sonde est uniforme dans la 

zone qui sera éclairée nous conduit à l'expression suivante: 

00 

[Il- I(t)] / [If - Il] = 4 L [e (-ocn2 Dlat / r2 t)] / ocn-2 
n=l 

où If est l'intensité (initiale) de fluorescence au début de la phase de 

dimérisation, Il est l'intensité de fluorescence à la fin de la période de 



dimérisation, I(t) est l'intensité de fluorescence après t seconde d'obscurité, t 

est le temps de recouvrement de la fluorescence, et " 0( n " est la racine des 

fonctions de Bessel de première espèce d'ordre o. Les coefficients de 

diffusion latérale sont obtenus par résolution graphique de cette équation 

après une extension jusqu'à n=7. Le paramètre suivant, Dlab provient du 

transport latéral des lipides à la surface. il a été traité théoriquement de 

plusieurs façons (Cohen et Turnbull, (1959), Galla et coll., (1979), et Vaz et 

coll., (1985)). -On n'a pas encore aujourd'hui un modèle unique capable de 

décrire correctement toutes les gammes des processus de diffusion. La 

difficulté associée aux modèles courants est soit qu'ils sont basés sur des 

paramètres phénoménologiques ou qu'ils contiennent des quantités 

expérimentales inaccessibles (Clegg et Vaz, (1985)). 

2.6 Résumé des paramètres 

En résumé, les investigations de fluorescence concernent i) 

l'intensité de fluorescence réduite, If; ii) la constante de vitesse de la 

réaction de dimérisation, Kci et sa partie structurale, Kcis; et iü) le coefficient 

de diffusion latéral, Dlat. On présente aussi une investigation expérimentale 

avec des faisceaux de lumière incidente polarisée perpendiculairement qui 

détermine le rapport des intensités de fluorescence, Ifx / Ifyz et le rapport 

des constantes de dimérisation Kcix / Kciyz. La variation de ces quantités est 

rationalisée par le biais des modifications de la structure et de la dynamique 

de la mono couche hôte durant la compression. 



CHAPITRE ID 

LA DIFFUSION LATÉRALE DU DPPC EN MONOCOUCHE 

3.1 Introduction 

Des études de la dynamique latérale du DPPC en mono couche ont été 

réalisées par le Dr J . Teissié (Teissié et coll., (1978)). Elles ont montré i) une 

chute abrupte du coefficient de diffusion latérale à la fin de la région de 

transition liquide / solide, et ii) que les coefficients de diffusion des films 

monomoléculaires à l'interface air / solution étaient, avant et après la 

transition de phase liquide / solide, d'au moins deux ordres de grandeur 

plus importants que ceux obtenus dans les systèmes de multibicouches 

(liposomes) (Fahey et Webb, (1978)) montrant ainsi l'effet de frottement 

résultant des mono couches en interaction à l'intérieur de chacune des 

bicouches. 

Toutefois, des travaux récents réalisés sur une mono couche de ce 

lipide déposée sur une lamelle de verre silanisée (Von Tscharner et 



McConnell, (1981a et b)) ou déposée à l'interface air / eau (Peters et Beck, 

(1983), et Beck et Peters, (1982)) ont ébranlé ces conclusions. Dans ces 

expériences, l'illumination de la monocouche fut réalisée à travers les 

lentilles d'un microscope de fluorescence. Von Tscharner et McConnell, 

(1981a) rapportent qu'ils ne peuvent mesurer précisément la diffusion 

latérale des films lipidiques directement à l'interface air / eau, suite à 

certains problèmes spécifiquement reliés à leur montage expérimental (c.-à-

d., oscillations de faibles amplitudes de leur microscope entraînant la 

convection de leur monocouche). Les coefficients de diffusion furent donc 

mesurés sur des films de DPPC adsorbés, à diverses pressions de surface, 

sur des lamelles de verre silanisées. Leurs donnés diffusionnelles pour de 

telles monocouches sont similaires à ce qu'on trouve pour des liposomes de 

DPPC. Aussi, puisque les frange de fluorescence des monocouches à 

l'interface air / eau est qualitativement le même que celui des films adsorbés 

sur les lamelles silanisées, ils infèrent que les deux types de monocouches 

sont identiques et qu'ils ont donc les mêmes propriétés dynamiques. 

De leur côté, dans le but d'éviter les processus de convection 

apparemment présents à l'interface air / eau, Peters et Beck (1983) ,et Beck 

et Peters, (1982) ont pris une autre voie. ils ont réduit à 3 mm de diamètre la 

dimension de leur monocouche dans la région d'illumination. La 

mono couche est aussi protégée des effets résultant de l'évaporation du coeur 

de phase ainsi que des courants aériens par une lamelle de verre silanisée 

qui couvre la région d'étude à moins de 1 mm au-dessus de la surface. Avec 

cette technologie, ils obtinrent un coefficient de diffusion similaire à ce qui 

est observé dans les systèmes multibilipidiques, c.-à-d., environ deux ordres 
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de grandeurs inférieurs à ce qui fut obtenu par Tessié et coll. (1978). 

Cependant, ils purent reproduire la réduction abrupte du coefficient de 

diffusion latérale observée à la fin de la transition de phase liquide / solide 

des monocouches de DPPC (Teissié et coll., (1978)). 

Cette divergence a stimulé la reprise des mesures du coefficient de 

diffusion des monocouches de DPPC à l'interface air / eau. La transition de 

phase du DPPC fut donc analysée par la technique de F.R.A.P. présentée au 

chapitre précédent. Les résultats montrent essentiellement une 

réaffirmation des premières conclusions (Teissié et coll., (1978)) soit: i) que la 

diffusion latérale des lipides à l'interface air / solution est un phénomène 

plus rapide que dans les bicouches lipidiques, et ii) que les lipides montrent 

un changement soudain de leur dynamique à la fin de la transition de phase 

liquide / solide. 

3.2 L'isotherme de pression de surface 

L'enregistrement de l'isotherme de pression de surface du DPPC 

comportant 2% (molaire) de 12-9-AS est présenté à la figure 13. Cette 

isotherme est identique à celle qui est enregistrée à partir d'un film 

monomoléculaire de DPPC pur, ce qui indique que la faible concentration de 

sondes utilisée ne perturbe pas le comportement des films de DPPC à 

l'interface air / NaCI 0,1 M. En effet, l'isotherme de pression de surface du 

DPPC en présence de la sonde présente les caractéristiques connues des 

films ~  de DPPC qu'on trouve dans la littérature (Phillips et Chapman, 

(1968); Albrecht et coll., (1978); Rice et coll., (1987); Hui et coll., (1975); Von 
-

Tschamer et McConnell, (1981a); Cadenhead et coll., (1980), et Losche et 
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Isotherme de compression d'une mono couche de DPPC à 21 +/_ 1°C en 
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Mohwald, (1984)), c'est-à-dire (terminologie de Adam, (1968)), une région 

liquide-expansé (LE) aux grandes aires moléculaires (> 0,75 nm2·molécule-

1), un plateau de transition représentant un équilibre entre les états liquide-

expansé (LE) et liquide-condensé (LC), une région Le à la fin de ce plateau de 

transition, correspondant au début de la courbure de l'isotherme à la fin de . 

la région de transition LE / LC, et une région solide-condensé (SC) aux 

pressions de surface élevées (> 15 mN·m-1). Cette absence de perturbation de 

la sonde sur le comportement tensioactif des films réalisés avec le mélange 

DPPC:12-9-AS est appuyée par les résultats de Kellner (1977) qui a montré 
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que l'isotherme de compression du DPPC n'est pas affectée par la présence 

de la sonde, du moins aux faibles concentrations utilisées au cours de nos 

expériences. Cependant, l'isotherme de compression était effectivement 

altérée lorsque la concentration relative de 12-9-AS était beaucoup plus élevée 

que la concentration utilisée dans le présent travail (c.-à-d., 0,5 à 2%). 

3.3 Les propriétés de tluorescence 

3.3.1 L'intensité de tluorescence réduite 

Les propriétés de fluorescence du 12-9-AS dans ce film 

monomoléculaire de DPPC furent étudiées en traçant l'intensité de 

fluorescence réduite, If, en fonction du degré de compression de la matrice 

du lipide hôte. Tel que mentionné au chapitre II (méthodes expérimentales), 

If est l'intensité de fluorescence réduite mesurée au début de la 

photodimérisation. Elle représente donc le comportement des molécules 

individuelles de sonde (monomères) dans leur environnement lipidique. Les 

résultats sont présentés à la figure 14. 

On observe que If varie légèrement suivant la compression du lipide: 

une légère réduction de If est observée durant la transition LE / LC, tandis 

que If augmente légèrement à la fin de l'état LC. Bien que la dimension de 

ces changements soit petite, ils sont systématiquement reproduits lorsque les 

expériences sont répétées. 

TI peut paraître étrange que If varie si faiblement en fonction de 

l'état du film lipidique. Puisque l'environnement autour de la sonde est 

connu pour altérer grandement son rendement quantique, on pourrait 
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L'intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS (unités arbitraires) 
tracée en fonction de l'aire moléculaire du lipide hôte, le DPPC. Le 
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49 

s'attendre, sur la base de l'effet Franck-Condon, à ce que If soit fortement 

sensible à l'état physique des lipides hôtes. Les légers changements de If 

observés expérimentalement indiquent donc que l'environnement 

moléculaire de la sonde ne semble pas changer beaucoup durant la 

compression du film de DPPC et les transitions de phases qui en résultent. 

Ceci peut donc impliquer que les sondes sont associées en microdomaines 

dans le film monomoléculaire, la grandeur minimale de ce microdomaine 

étant d'au moins deux molécules du dérivé du groupement anthroyloxy. 

Cette situation suppose que l'unité diffus ante dans l'expérience de 

recouvrement de fluorescence n'est pas le monomè.re mais le micro domaine 

lui-même. Cependant, l'impact de ce comportement est mineur pour l'étude 

de la dynamique qui est présentée plus loin, puisqu'il a été montré que les 

coefficients de diffusion latérale qui sont calculés et observés 



expérimentalement sont indépendants de la dimension de l'unité diffus ante 

(Clegg et Vaz, (1985». 

3.3.2 La constante de dimérisation 

La présence de tels micro domaines peut aussi être inférée à partir 

des études de la constante de vitesse, ~  de la réaction de dimérisation de la 

sonde. Comme il est décrit au chapitre des méthodes expérimentales, la 

constante de vitesse est obtenue de la décroissance de l'intensité d'émission 

. de fluorescence enregistrée lors des premières étapes des réactions se 

produisant lors de l'illumination du milieu. Les résultats sont présentés à 

la figure 15, qui montre les valeurs expérimentales de ~ tracées en fonction 

de l'aire moléculaire du DPPC. On observe que ~ diminue légèrement 

durant la transition LE / LC mais il augmente abruptement dans la région 

LC pour atteindre un maximum dans l'état SC de la matrice lipidique. 

Ce comportement de K<i est rationalisé si on se rappelle que la 

réaction de dimérisation impliquant la sonde dépend d'un terme dynamique 

(c.-à-d., les molécules en monomère doivent diffuser pour réagir et former 

un dimère) et un terme spectroscopique (c.-à-d., la réaction de dimérisation 

est suivie par l'enregistrement de la décroissance de fluorescence) (Theretz 

et coll., (1984), et chapitre II, fig. Il), Le terme dynamique affectera la 

réaction uniquement si les molécules qui réagissent sont dispersées de façon 

homogène dans le milieu, c.-à-d., la mono couche lipidique dans nos 

expériences. A la lumière du comportement de If, on a montré 

précédemment que ce n'est pas le cas ici. Cependant, puisque la réaction 

impliquant la molécule de sonde résulte de la formation d'un dimère sous 
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La constante de vitesse de dimérisation de la photoréaction de la sonde 

tracée en fonction de l'aire moléculaire du DPPC 
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l'influence de la lumière, il s'en suit que la réaction de dimérisation est 

nécessairement sous le contrôle de l'organisation structurale du système 

lipide / sonde : les plans des deux molécules d'anthacène doivent en effet être 

parallèles pour établir la formation des ponts 9-9' et 10-10' des molécules de 

sondes adjacentes lors de la formation des dimères (chapitre II, fig. 12, 

Teissié et coll., (1978), et Theretz et coll., (1984». Les comportements des 
vitesses de dimérisation (!<d) et des coefficients de diffusion latérale (Dlat) 

suivant le degré de compression latérale n'ont aucune relation directe 

contrairement à ce que prévoient les lois chimiques des réactions de 

dimérisation en milieu homogène (Theretz et coll., (1984». Cette observation 
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implique directement que les molécules de sonde n'ont pas à diffuser pour 

réagir ; elles interagissent donc déjà dans des microdomaines préexistants. 

L'analyse de K<i appuie ainsi la conclusion obtenue lors de l'analyse du 

comportement de If. 

Le comportement de Kci en fonction de l'aire moléculaire du DPPC tel 

qu'on l'observe à la figure 15 permet aussi une description plus détaillée des 

microdomaines des dérivés des groupements anthroyloxy. TI est clair, à 

partir de la figure 15, que les microdomaines sont sensibles à l'état lipidique 

de leur environnement, Kci étant modulé par le degré de compression de la 

monocouche. En effet, la valeur de K<i, beaucoup plus élevée dans la partie 

SC de l'isotherme suggère que dans cet état, les anneaux anthroyl des 

molécules de 12-9-AS adjacentes ont une configuration qui leur permet de 

dimériser avec une plus grande efficacité. Dans cette configuration, induite 

par la rigidité de l'environnement lipidique autour des molécules de sonde, 

les anneaux anthroyl doivent être à peu près parallèles (chapitre II, fig. 12), 

l'un par rapport à l'autre, et ne doivent pas osciller grandement autour de 

leur position d'équilibre. D'un autre coté, lorsque le DPPC est dans l'état LE, 

les molécules de 12-9-AS peuvent s'éloigner des positions les plus réactives, 

puisque l'environnement lipidique est beaucoup plus désordonné autour 

d'elles. On s'attendrait donc à ce que la valeur de Kci diminue dans la région 

LE, comme on l'observe expérimentalement. 

Suivant cette optique, il est possible de rationaliser davantage le 

comportement de K<i (fig. 15) et les légères modifications des valeurs de If 
(fig. 14) en fonction de l'aire moléculaire du DPPC. Pour réaliser cet objectif; 



il faut utiliser une lumière excitatrice linéairement polarisée (Theretz et 

coll., (1984)) afin d'évaluer les changements d'orientation de la sonde de 

fluorescence suivant la compression du film monomoléculaire et les 

changements consécutifs sur K<i et If. Le résultat de ce type d'analyse est 

présenté au chapitre V. 

3.41.ei propriétés dynamiques 

3.4.1 La constante de diffusion latérale 

Les propriétés dynamiques des films de DPPC mesurées sur 

l'appareil de F.R.A.P. sont présentées à la figure 16, qui montre le coefficient 

de diffusion latérale, Dlat, (tracé en log) en fonction de l'aire moléculaire du 

DPPC. Une chute abrupte de trois ordres de grandeur est observée à la fin de 

la transition LE / LC. En effet, le coefficient de diffusion latérale passe d'une 

valeur de 10-5 cm2.sec-1 à 10-8 -cm2.sec-1. Cette chute, très forte, se produit à 

l'intérieur d'une variation de pression de surface de moins de 8 mN·m-1 (c.-

à-d., entre 7 et 15 mN·m-1) et d'une variation d'aire moléculaire de 0,10 nm2 

(c.-à-d., entre 0,58 et 0,48 nm2·molécule-1). D'un autre coté, durant la 

transition LE / LC, la valeur de Dlat demeure constante, dans les limites des 

erreurs expérimentales. Ces caractéristiques dynamiques générales des 

monocouches de DPPC ont été rapportées et discutées dans une publication 

de Teissié et coll. (1978). Elles sont aussi en accord (sauf les valeurs 

absolues) avec les études rapportées par d'autres laboratoires utilisant la 

technique de photoblanchiment (Von Tschamer et McConnell, (1981b), et 

Peters et Beck, (1983)), sur des monocouches de DPPC utilisant le N-4-

nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole phosphatidyléthanolamine d'oeuf (NBD-PE). 
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Figure 16 

Le coefficient de diffusion latérale (tracé en log de Dlat) en fonction de 
l'aire moléculaire du DPPC 

3.4.2 La diffusion et les phénomènes de ~ 

Les valeurs de Dlat trouvées dans le présent travail confirment la 

valeur du coefficient de diffusion latérale d'une monocouche fluide telle que 

rapportée par Teissié et coll. (1978), et Theretz et coll. (1984). Ces valeurs sont 

systématiquement de l'ordre de 10-5 cm2·sec-1, c.-à-d., environ deux ordres 

de grandeur plus élevés que les valeurs trouvées pour les systèmes en . 

multibicouches lipidiques sous des conditions similaires (Fahey et Webb, 

(1978)), montrant ainsi que les lipides à l'interface air / NaCI 0,1 M diffusent 

beaucoup plus rapidement que les lipides dans une bicouche. TI a été soulevé 

(Peters et Beek, (1983)) que cette mobilité plus rapide des lipides à l'interface 
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air / eau comparée aux bicouches lipidiques peut être associée au 

phénomène de flux ou de mouvement de convection à l'interface air / eau. 

Cependant, il n'y a pas de doute que le processus de recouvrement de nos 

expériences de fluorescence est essentiellement associé au processus de 

diffusion, tel que démontré par les faits qui suivent : 

i) une analyse statistique fut réalisée sur les résultats obtenus dans le 

laboratoire sur plus de 40 monocouches différentes, chacune des 

monocouches impliquant cinq périodes de recouvrement. La courbe de 

recouvrement de chacune des expériences était exponentielle. Un processus 

induit par un flux de convection plutôt qu'un processus induit par la 

diffusion aurait entraîné une courbe de recouvrement de fluorescence de 

forme sigmoïde (Beek et Peters, (1982), et Axelrod et coll., (1976)). 

ü) les valeurs de Dlat déterminées sont identiques pour plusieurs 

échelles de temps de recouvrement (c.-à-d., de 10 s à quelques minutes). On 

s'attendrait à ce qu'un processus de convection de surface affecte le 

comportement de Dlat lorsqu'il est mesuré en fonction du temps de 

recouvrement, ce qui n'est pas observé ici. 

ili) les valeurs de Dlat mesurées sont indépendantes du temps alloué 

à la photodimérisation et ce, sur de longues périodes (c.-à-d., 5 à 30 s). Des 

effets thermiques sont donc négligeables, ainsi qu'on pouvait s'y attendre 

compte tenu de la faible intensité de lumière émise par la lampe de 

photoaveuglement utilisée. 
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iv) la présence de mouvement de convection à la surface de la 

mono couche doit être reliée à la forme de la cuve (c.-à-d., cylindrique ou 

rectangulaire) ou à sa dimension (avec la restriction importante que la cuve 

de Langmuir soit assez large pour éviter des effets de "bordure de la cuve" 

connus pour affecter la monocouche (Gaines, (1984 et 1966))). On s'attendrait 

donc à ce que la forme de la courbe de recouvrement de fluorescence reflète 

ces conditions expérimentales si les mouvements de convection étaient 

importants. Cependant, au cours des dernières années, des cuves de 

diverses dimensions et diverses formes ont été utilisées dans le laboratoire 

du Dr Teissié (communication personnelle) sans jamais affecter la forme, la 

courbe de recouvrement, la reproductibilité ou les valeurs de Dlat . 

Dans le but de vérifier la présence possible de flux de convection, on a 

réalisé des expériences sous des conditions similaires à celles qui sont 

décrites par Peters et Beck (1983). La partie de la monocouche où est réalisée 

l'étude de fluorescence fut isolée du reste du film lipidique en y insérant un 

cylindre appuyé directement sur le fond de la cuve. La figure 17 illustre ce 

cylindre qui est inséré dans la cuve de Langmuir dès le début des 

expériences, c.-à-d., avant même le dépôt du film à la surface. 

Le cylindre dépassait de 1 mm la surface de la solution aqueuse. Son 

diamètre de 20 mm fut considéré comme étant assez large pour éviter des 

effets de bord. Deux canaux furent réalisés dans le cylindre pour permettre 

au film lipidique de pénétrer librement dans la zone de surface déterminée 

par le cylindre et d'équilibrer cette région avec le reste du film. On a aussi 

déposé une lamelle de verre sur le cylindre pour minimiser la convection 
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aérienne de la masse d'air au·dessus de la mono couche (non présentée à la 

fig. 17). 

Zone de confi nement de 18 monocouche 

conoux _ U AIR Phospholipide 
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Figure 17 

Schéma du montage pour vérifier la présence possible de flux de 
convection à l'interface 

Les valeurs de Dlat mesurées avec ce montage et la forme des courbes 

de recouvrement furent identiques, à l'intérieur des erreurs expérimentales, 

à celles rapportées avec le montage précédent. Ceci suggère, que les 

mouvements de convection n'interfèrent pas dans le processus de 

recouvrement. 

v) nos résultats sont aussi en complet accord avec les résultats 
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publiés plus tôt par Loughran et coll. (1980) obtenus de la dynamique 

d'excimères à l'interface air / eau ou par Stroeve et Miller (1975). Dans ce 

dernier cas, la diffusion latérale fut observée par le moyen d'une technique 

autoradiographique. Sous leur condition expérimentale, les mouvements 

des molécules pouvaient être visualisés. Leur analyse mathématique 

montre que les coefficients sont appropriés à des processus de diffusion et 

qu'aucune convection n'était présente. 

3.4.3 La divergence des résultats de dynamique latérale dans la littérature 

Bien que les comportements présentés s'accordent bien (c.-à-d., 

comportement similaire de Dlat en fonction de la compression du film) avec 

les résultats de la littérature (Von Tscharner et McConnell, (1981b), et Peters 

et Beck, (1983)), une divergence sérieuse des valeurs de Dlat est observée. Le 

tableau 1 ~ les valeurs de Dlat du DPPC en mono couche et en 

multibicouche (ML V) (fluide et gel) disponibles dans la littérature. 

Ainsi, par exemple, les valeurs de Dlat présentées ici (10 -5 et 10 -8 

cm2·sec-1 pour les phases liquide et solide respectivement) sont de deux 

ordres de grandeur plus élevées que celles trouvées par von Tscharner et 

McConnell (1981 b) ou par Peters et Beck (1983) (c.-à-d., 10-7 et 10-10 cm2·sec-1 

pour les phases fluide et solide respectivement). Cette situation est peu 

surprenante si on réalise que pour les premiers, la mono couche à l'étude est 

adsorbée sur une lamelle de verre prérecouverte de chaînes aliphatiques de 

18 carbones de long. La monocouche de DPPC est alors dans une situation 

similaire à ce que l'on trouve dans une bicouche. En effet, de cette façon, la 

monocouche de DPPC diffuse contre des chaînes hydrocarbonées plutôt que 
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de diffuser contre l'air comme dans le cas d'une monocouche réelle à 

l'interface air / eau. On devrait donc s'attendre à obtenir des valeurs de Dlat 

comparables pour les monocouches adsorbées de cette façon et pour les 

bicouches de DPPC. C'est effectivement ce qui se produit, les valeurs 

typiques des multibicouches lipidiques du DPPC dans l'état gel étant de 

l'ordre de 10-11 cm2·sec-1, comparées à 10-7 cm2·sec-1 pour l'état liquide 

(Fahey et Webb, (1978)). De plus, ces valeurs sont comparables à celles qu'on 

retrouve respectivement pour l'état condensé et l'état liquide dans les 

travaux de von Tschamer et McConnell (1981 b). 

Tableau l : 
Coefficient de diffusion latérale du DPPC dans les monocouches et les 

bicouches lipidiques 

Dlat (cm2·sec-1) Système membranaire Source 

fluide gel modèle 

10-5 10-8 Monocouche Denicourt et coll., (1987) 

10-7 10-10 Monocouche adsorbée Von Tschamer et 
sur lamelle de verre McConnell, (1981 b) 

10-7 10-10 Monocouche confinée Peters et Beek, (1983) 

10-7 10-11 Multibicouche Fahey et Webb, (1978) 

D'un autre coté, il est plus troublant de constater que nos valeurs de 

Dlat sont de deux ordres de grandeur plus élevées que les valeurs obtenues 

par Peters et Beck (1983) sur toutes les régions de l'isotherme de pression de 



surface. Dans les deux cas, le système est apparemment le même, c.-à-d., 

une mono couche de DPPC à l'interface air / eau. Des éléments concernant 

l'origine de cette divergence peuvent être obtenus si l'on examine 

attentivement le montage expérimental et la méthodologie que ces auteurs 

utilisent. Par exemple ils mentionnent la présence de difficultés sérieuses 

associées aux processsus de convection de surface apparemment présents 

sous leur condition expérimentale. Selon nous, ces processus de convection 

peuvent être associés à l'intensité de la lumière utilisée dans leur technique 

de photoaveuglement. Nous avons calculé que nos conditions d'illumination 

sont de 100 à 1000 fois plus faibles que les leurs. 

Aussi, dans le but de réduire ces processus de convection, Peters et 

Beek ont utilisé une condition expérimentale plutôt drastique considérant le 

fait que les monocouches sont des entités fragiles. Les expériences de 

photo aveuglement sont en effet réalisées sur des monocouches qui sont 

confinées, par des parois en Teflon, à l'intérieur d'une surface d'aire 

extrêmement petite, soit seulement 3 mm de diamètre. Cette surface est liée, 

par un canal de 2 mm de diamètre uniquement, à la surface libre contenant 

le lipide. TI est bien documenté que les propriétés des monocouches sont 

fortement affectées par les "effets de bord" (Gaines, (1984 et 1966)), dé même 

que par la façon dont elles sont préparées (Hom et Gershfeld, (1977). Les 

effets de bord par exemple, peuvent affecter la fluidité d'une monocouche, 

comme l'a montré Langmuir (1917) dans son manuscrit classique où il a 

observé qu'une poudre étalée à l'interface air / eau et déplacée en insuftlant 

de l'air, montre des mouvements qui sont beaucoup plus lents le long de la 

bordure de la cuve. Suivant cette observation, n'importe quel type 
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d'interaction attractive entre les molécules du lipide et les parois de Teflon 

devrait avoir tendance à réduire la mobilité moléculaire à l'interface. Aussi, 

l'existence de problèmes réels à confiner une monocouche dans une petite 

surface est évidente dans les travaux de Peters et Beck (1983) puisqu'ils 

mentionnent que selon la viscosité de la mono couche, des canaux plus larges 

que 2 mm doivent être utilisés afin que la monocouche puisse atteindre la 

région d'aire où sont réalisées les expériences de fluorescence. TI se peut 

donc que Peters et Beck (1983) obtiennent des valeurs de diffusion qui 

reflètent des mobilités moléculaires restreintes par d'importants effets de 

bord, plutôt que de refléter la mobilité plus élevée des molécules confinées 

dans une interface qui n'est pas affectée par de tels effets. Que leurs valeurs 

de Dlat des monocouches lipidiques soient similaires aux valeurs trouvées 

dans les systèmes de multicouches lipidiques de DPPC peut donc être 

purement accidentel. 

3.5 Conclusion 

En conclusion de la présente étude et en accord avec les résultats de 

Tessié et coll. (1978), il apparaît que le processus de diffusion translationnelle 

est beaucoup plus rapide dans les monocouches étalées à l'interface air / eau 

que dans les systèmes multibilipidiques (Axelrod et coll., (1976), et Fahey et 

Webb, (1978)) ou que dans les monocouches fixées sur une lamelle de verre 

silanisée (von Tschamer et McConnell, (1981b)). Cette conclusion est aussi 

en accord avec les résultats obtenus dans les laboratoires de Teissié et coll. 

(1979) sur la polarisation de fluorescence de sondes incorporées dans une 

monocouche à l'interface air / eau. En effet, l'émission de fluorescence du 

dansylphosphatidyléthanolamine dans la lécithine n'est pas polarisée; 



quand on la compare à la lumière polarisée émise par la même sonde 

incorporée dans le même lipide organisé dans une bicouche lipidique 

(Faucon et Lussan, (1973)). La mobilité rotationnelle apparaît donc elle aussi 

plus rapide dans les monocouches. 

Le fait que les mobilités rotationnelles et translationnelles sont 

limitées dans les bicouches lipidiques a été relié à un effet de frottement 

d'une interface de la bicouche sur l'autre (Teissié et coll., (1978)). En effet, il 

est maintenant bien décrit dans la littérature que la vitesse de diffusion d'un 

lipide d'un réseau lipidique est reliée à l'aire moléculaire libre dans la 

bicouche, ceci étant modulé par les forces de frottement qu'expérimentent les 

lipides au niveau de l'interface aqueuse et au niveau de l'interface du plan 

moyen de la bicouche (Vaz et Hallman, (1983); Galla et coll., (1979), et Vaz et 

coll., (1985)). Cette rationalisation est aussi cohérente avec l'existence 

d'interactions entre les deux mono couches de chaque coté de la bicouche. 

Les calculs de Georgallas et coll. (1984) ont montré que les interactions entre 

les deux feuillets d'une bicouche de DPPC peuvent atteindre environ 2% de 

l'interaction maximale à l'intérieur du plan de chacun des feuillets. Ces 

interactions. peuvent être une conséquence d'interdigitations (Theretz et 

coll., (1983)) ou de fluctuations transverses des composantes dans l'épaisseur 

de la membrane (Feix et coll., (1984)). 



CHAPITRE IV 

LA TRANSITION DIFFUSIONNELLE DE LA PHASE 
, 

LIQUIDE-CONDENSE DU DPPC EN MONOCOUCHE 

4.1 Introduction 

Un examen attentif des aires moléculaires du film lipidique de DPPC 

où se produit la chute diffusionnelle et l'incorporation massive de plusieurs 

composés dissouts dans la sous-phase aqueuse (voir l'introduction) nous 

montre que ces changements ont lieu précisément dans une zone bien 

délimitée de la région de transition liquide / solide, soit dans la région 

liquide-condensé pure. Dans ce contexte, nous nous sommes demandés si la 

zone de transition diffusionnelle est toujours intimement liée à la phase LC 

de ce lipide. Nous avons aussi voulu connaître quelles propriétés du film 

interfacial entrent en jeu lors de cette transition. Ainsi nous avons varié la 

concentration ionique de la sous-phase saline pour déterminer l'importance 

de l'hydratation des têtes polaires du lipide lors de la transition. Aussi, les 

isothermes obtenues par l'addition successive de lipides, présentées par 
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Pallas et Pethica (1985) montrent une transformation de la région de 

transition LE / LC. Nous avons donc utilisé ce mode de compression du 

lipide pour l'étude de la dynamique moléculaire du DPPC étalé à l'interface 

air / solution. 

4.2 Effets du mode de compression 

4.2.1 Les isothermes de pression de surface 

Les isothermes de pression de surface de la dipalmitoylphospha-

tidylcholine (DPPC) comportant 2% (mole/mole) de 12-9-AS sont présentées à 

la figure 18. 

La sous-phase utilisée est le NaCI 0,1 M. Ces isothermes sont 

obtenues suivant deux méthodes de compression soit, i) par compression 

continue du film (fig. 18, trait plein) et ü) par des dépôts successifs du lipide 

(fig. 18, en pointillés). L'isotherme du DPPC en compression continue a déjà 

été présentée au chapitre précédent. Les deux types de courbe ainsi obtenues 

sont identiques aux enregistrements des lipides déposés sans la présence de 

sonde, suivant leurs modes de compression respectifs (résultats non 

présentés). 

Les frontières entre les diverses phases sont plus ou moins établies 

arbitrairement. En particulier, la phase LC pure est habituellement 

déterminée avec le début de la courbure de l'isotherme à la fin de la région de 

transition LE / LC. Les mesures de diffusion latérale qui sont décrites plus 

loin nous permettent de localiser avec davantage de précision le début de la 
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Figure 18 

Isothermes de pression de surface du DPPC + 2% (mole/mole) de 12-9-
AS à l'interface air / solution. T= 21 +/-1°C, Sous-phase: NaCI 0,1 M. 
Compression continue: trait plein. Addition successive: pointillés 

phase LC pure. Ainsi, ces mesures montrent que la phase LC pure s'insère 

entre 0,58 nm2 et 0,48 nm2·molécule-1 de DPPC pour l'isotherme de pression 

de surface obtenue lors de la compression continue du lipide, D'un autre 

côté, lorsque l'isotherme est enregistrée par le dépôt successif du lipide, la 

phase LC pure est maintenant observée aux aires moléculaires couvrant 0,52 

nm2 à 0,48 nm2·molécule-1. L'isotherme du DPPC obtenue par le dépôt 

successif (fig. 18, en. pointillés) montre donc" par rapport à celle obtenue par 

compression continue, un accroissement de la région des aires moléculaires 

où. se présente le plateau. caractéristique de la transition LE / LC, avec une 

réduction correspondante (0,06 nm2·molécule-1) de la région des aire"s 



moléculaires où se présente la phase LC pure. 

4.2.2 La diffusion latérale des monocouch.es de DPPC 

La figure 19 présente l'isotherme de diffusion (log Dlat vs aire 

moléculaire) du film de DPPC pour chacun des deux modes de compression 

(a, compression continue; b, addition successive de lipides). Pour les deux 

types de compression on observe une chute de trois ordres de grandeur du 

coefficient de diffusion latérale (Dlat) lors de la transition entre les états 

fluides (phases LE et LC / LE) et l'état condensé, SC. Pour chacun de ces 

états, la valeur de Dlat ne dépend pas du mode de compression, soit environ 

10-5 cm2.sec-1 dans les régions fluides et environ 10-8 cm2.sec-1 dans l'état 

condensé. Le changement du comportement dynamique du film lors de la 

transition diffusionnelle s'opère de façon continue sur 0,10 nm2·molécule-1 

lors de la compression continue du lipide (fig. 19a) et sur 0,04 nm2·molécule-

llors du dépôt successif du lipide (fig. 19 b). 

Les isothermes de diffusion latérale de la figure 19 indiquent aussi 

que, pour les deux modes de compression, la fin de la transition 

diffusionnelle est à 0,48 nm2·molécule-1 de DPPC. Cependant, le début de la 

transition diffusionnelle est modulé suivant la manière dont la monocouche 

a été comprimée. En effet, lorsque la monocouche est comprimée par une 

réduction continue de la surface, le début de la transition est observée à 0,58 

nm2·molécule-1 (fig. 19 a), tandis qu'il est déplacé à 0,52 nm2·molécule-1 

dans le cas d'un dépôt successif des lipides (fig. 19 b). 
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Figure 19 

Coefficient de diffusion latérale en fonction de l'aire moléculaire du 
DPPC. Sous-phase: NaCI 0,1 M. (a) compression continue, (b) addition 
successive des lipides 

Avec les deux modes de compression, il est intéressant de constater 

que l'aire moléculaire, où se produit le début de la transition diffusionnelle, 



se compare bien avec les aires moléculaires qui peuvent être établies pour les 

débuts de la région LC pure respe'ctive en assumant que la phase LC 

correspond au début de la courbure de l'isotherme de pression de surface à 

la fin de la région de transition LE / LC, tel que mentionné précédemment. 

4.3 Effets de la force ionique de la sous-phase 

4.3.1 Les isothermes de pression de surface et la diffusion latérale 

La figure 20 montre le comportement de l'isotherme de pression de 

surface (fig. 20 a) et du coefficient de diffusion latérale (fig. 20 b) du DPPC + 

2% (mole/mole) 12-9-AS à l'interface air / solution, la sous-phase étant dans 

ce cas, le NaC11,0 M. 

Les isothermes furent obtenues par une compression continue de la 

monocouche. Le comportement observé ici est qualitativement le même qui 

est observé lorsque le lipide est déposé sur le NaCI 0,1 M (chapitre III et 

Denicourt et coll., (1987» c.-à-d., le coefficient de diffusion latérale chute 

abruptement en passant d'une phase fluide à une phase condensée. Bien 

plus, on observe à nouveau que cette réduction se produit quand le film 

atteint la phase LC pure. Cependant, par rapport à l'isotherme obtenue à 

l'interface air / NaCI 0,1 M, l'isotherme effectuée en présence de 1,0 M NaCI 

dans la sous-phase est déplacée vers de plus grandes aires moléculaires. 
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(a) Isotherme de pression de surface du DPPC + 2% (mole/mole) de 12-
9-AS à l'interface air / solution. Mode de compression: continue. (b) 
Coefficient de diffusion latérale en fonction de l'aire moléculaire du 
DPPC. T= 21+/_1oC. Sous-phase: NaC11,0 M 

Ainsi, la transition diffusionnelle se produit maintenant entre 0,64 et 
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0,56 nm2·molécule-1 comparativement à 0,58 nm2·molécule-1 et 0,48 

nm2·molécule-1 quand on utilise le NaCI 0,1 M. De plus, le coefficient de 

diffusion latérale du lipide dans la région fluide est réduit d'un ordre de 

grandeur avec le NaCI 1,0 M. TI est maintenant de 10-6 cm2·sec-1 plutôt que 

10-5 cm2·sec-1 avec la sous-phase NaCI 0,1 M. 

4.4 Les propriétés de dimérisation des divers types de films 

L'effet du mode de compression et celui de la force ionique sont 

maintenant regroupés afin d'en ~  les conséquences sur les propriétés 

de la phase LC du DPPC en monocouche. Ainsi, à la figure 21 on présente la 

constante de dimérisation, Kci, pour le DPPC + 2% (mole/mole) de 12-9-AS 

dans les conditions expérimentales suivantes: compression continue avec 

NaCI 1,0 M (courbe a) ou NaCI 0,1 M (courbe b) et additions successives de 

lipides avec NaCI 0,1 M (courbe c). 

Pour ces diverses conditions expérimentales, on observe que K<i 

diminue dans la région des aires moléculaires associées à la transition de 

phase LE / LC pour atteindre une valeur minimale aux points correspondant 

exactement à l'entrée du film dans la phase LC pure, c.-à-d., 0,64, 0,58 et 0,52 

cm2·sec-1 pour les courbes 'a' à 'c' respectivement. Ainsi, le minimum de la 

valeur de K<i à la figure 21 correspond au début de la transition diffusionnelle 

observée sur les figures 18 et 19 précédentes. K<i augmente ensuite pour 



Figure 21 
Constante de dimérisation de la sonde, Kd, en fonction de l'aire 

moléculaire du DPPC. Ca) Compression continue du film, NaCl 1,0 M. 
Ch) Compression continue du film, NaCl 0,1 M. Cc) Addition successive 
des lipides, NaCl 0,1 M 
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atteindre une valeur maximale à la fin de la phase LC pure et il demeurè 
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constant quand on réduit davantage l'aire moléculaire. Aussi, on observe 

(résultat non présenté) que l'intensité de fluorescence de la sonde, If, 

demeure constante sur toute l'isotherme. 

4.5 Définition de la phase li.quide-condensé 

Le tableau suivant (tableau II) donne un aperçu des différentes aires 

moléculaires caractéristiques de la transition diffusionnelle du DPPC 

suivant le mode de compression et la nature ionique de la sous-phase. 

Tableau II : 
Coefficient de diffusion latérale et aires moléculaires lors des 
transitions de phases du DPPC suivant diverses conditions 

expérimentales 

Conditions Aires moléculaires Dlat 

expérimentales de la transition diffusionnelle fluide - gel 

(nm2·molécule-1 ) (cm2'sec-1 ) 

Compression continue 0,58 à 0,48 10-5 10-8 

sur NaCl 0,1 M 

Compression continue 0,64 à 0,56 10-6 10-8 

sur NaCl1,0 M 

Compression discontinue 0,52 à 0,48 10-5 10-8 

sur NaCI 0,1 M 

L'isotherme de diffusion latérale présentée à la figure 19 a montre 

que la fin de la transition diffusionnelle est atteinte à 0,48 nm2·molécule-1; 

Cette aire moléculaire correspond à un point d'inflexion dans l'isotherme de 
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pression de surface qu'on rencontre aussi à 0,48 nm2·molécule-1, et qui est 

associé à l'apparition de la phase solide-condensé (SC) (fig. 18, trait plein). 

Albrecht et coll. (1978) ont attribué ce point à une transition de phase du 

second ordre entre une phase cristalline "tiltée" (c.-à-d., la phase LC) et une 

phase cristalline droite ("non-tiltée") (c.-à-d., la phase SC) (fig. 22). 

Phase LC 

Phase SC 

Figure 22 

Représentation schématique de la transition de phase LC / SC du 
secQnd ordre (Albrecht et coll., (1978)) 

La figure 19 démontre clairement aussi que, suivant le mode de 

compression du film de DPPC qui intervient, la transition diffusionnelle ne 

débute pas à la même ~  d!,aire moléculaire. Lorsque le film de DPPC 

est comprimé continuellèment (fig. 18 a), la transition débute à 0,58 

nm2·molécule-1, correspondant à l'entrée du film dans la phase LC pure. Ce 

résultat est en accord avec ceux rapportés par Losche et coll. (1983) qui ont 

montré que la chute du coefficient de diffusion latérale, Dlat, utilisant le 

même mode de compression, prend place aux aires moléculaires situées' 

entre 0,55 -0,60 et 0,48 nm2·molécule-1 à 20°C. Cependant, la réduction 

qu'ils observèrent n'est que de deux ordres de grandeur comparativement à 

trois dans nos résultats. Ceci pourait être expliqué par leur mesure 

indirecte de Dlat à partir des mouvements de convection à l'interface. 
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Nos résultats sont aussi compatibles avec ceux de Peters et Beck 

(1983) qui ont montré que la transition diffusionnelle prend place entre 8 et 15 

mN·m-1 comparativement à 7 et 15 mN·m-1 dans nos résultats. TI n'est pas 

possible de comparer les aires moléculaires impliquées puisque ces auteurs 

n'ont pas présenté l'isotherme de pression de surface de leur DPPC. D'un 

autre côté, ils ont aussi observé que le coefficient de diffusion diminue d'un 

facteur trois en passant des phases fluides aux phases plus condensées. 

Cependant, leur valeurs de la constante de diffusion diffèrent des nôtres par 

environ deux ordres de grandeur. Nous avons déjà présenté dans le chapitre 

précédent la discussion détaillée des causes possibles de cette divergence 

(voir aussi Denicourt et coll., (1987». 

Lorsque le film de DPPC est comprimé par le dépôt successif du 

lipide, la fin de la transition diffusionnelle se produit, elle aussi, à une 

valeur située autour de 0,48 nm2·molécule-1 (fig. 19 b). Cette valeur comporte 

cependant une certaine incertitude liée au fait que la limite de résolution de 

l'instrumentation est atteinte. Cependant, sous ce mode de compression, le 

début de la transition diffusionnelle est observé à 0,52 nm2·molécule-1 qui 

encore une fois, correspond à l'entrée du lipide dans la phase LC pure (fig. 

18, en pointillés). Cette valeur est comparable à celle rapportée dans le 

travail de Pallas et Pethica (1985) soit, 0,52 - 0,54 nm2·molécule-1 pour le 

même mode de compression. Avec les deux différents modes de 

compression utilisées ici, on observe donc que la transition diffusionnelle se 

produit dans la gamme d'aires moléculaires qui caractérise la phase 

liquide-condensé pure. Comme il fut mentionné précédemment, la phase 

LC est habituellement déterminée arbitrairement par le début de la forte 
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courbure de l'isotherme à la fin de la transition de phase LE / LC. Les 

mesures de diffusion latérale peuvent donc servir à positionner précisément 

les frontières de cette phase. 

Les résultats que nous venons de présenter nous amènent donc a 

conclure que la phase LC est caractérisée par la disparition des régions 

hautement fluides à l'intérieur du film, la sonde que nous utilisons étant 

préférentiellement solubilisée dans ces régions fluides du film (Thulborn, 

(1981)). Ainsi, en comprimant la mono couche , le coefficient de diffusion 

chute progressivement dans la phase intermédiaire moins fluide (LC) pour 

atteindre un minimum lorsque le film entre dans la région solide-condensé 

(SC). Le coefficient de diffusion est alors constant à une valeur d'environ 10-8 

cm2·sec-1. Dans la région LC, la mobilité latérale des molécules de DPPC à 

l'interface est progressivement restreinte quand l'aire moléculaire est 

réduite jusqu'à ce que se produise une transition de phase LC / SC du second 

ordre à 0,48 nm2·molécule-1. 

4.6 La phase Le et les propriétés d'hydratation 

TI est possible d'obtenir certains éclaircissements sur la réduction de 

Dlat lors de l'entrée dans la phase LC, en examinant les propriétés 

d'hydratation des molécules de DPPC. Par exemple, il est certain que 

l'encombrement stérique entre les têtes polaires hydratées des molécules de 

lipides dans le film monomoléculaire est particulièrement important pour 

les aires moléculaires inférieures à 0,58 nm2·molécule-1 c.-à-d., à l'entrée de 

la phase LC pure. Cet encombrement stérique des régions polaires est 

particulièrement mis en évidence, en couche monomoléculaire, lors des 
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expériences impliquant des interactions film-substrat. Ainsi, Cadenhead 

(1977) a montré que la facilité d'entrée du 13-naphtol à partir de la sous-phase 

dans une mono couche préformée de DPPC commence à diminuer à partir 

d'une pression de surface de 7 mN·m -1 à 20oC, ce qui correspond 

précisément à l'entrée dans la phase LC. Dans le même type d'expériences, 

Beurer et Galla (1987) ont montré qu'à une pression de surface supérieure à 

7 mN·m-1, une réduction de l'entrée de chlorpromazine est observée. Ces 

expériences montrent que dans la phase LC, l'entassement des molécules du 

lipide produit une barrière effective à la pénétration de substrats provenant 

de la sous-phase pour incorporer le film monomoléculaire. En fait, Ivkov 

(1986) a montré que l'aire moléculaire intrinsèque d'une tête polaire de 

DPPC complètement hydratée est de 0,59 nm2·molécule-1. Ceci implique 

qu'au début de la phase LC pure (qui se produit à 0,58 nm2·molécule - 1) 

l'entassement des molécules de DPPC hydratées du film est à son maximum 

et que la facilité de pénétration commence à diminuer. Pour les plus 

grandes aires moléculaires (c.-à-d., dans la transition LE / LC), le film 

comporte un mélange de deux phases et la structure de défauts 

bidimensionnels (l'interface des deux phases) qui en résulte semble jouer un 

rôle dans l'aptitude du 13-naphtol à pénétrer le film (Cadenhead, (1977». Ces 

expériences montrent clairement qu'à 0,58 nm2·molécule-1, les interactions 

entre les têtes polaires hydratées des molécules du lipide dominent les 

propriétés de surface du film. 

En plus, l'état d'hydratation des molécules de DPPC affecte 

directement leurs mobilités latérales. McCown et coll. (1981) ont montré que 

le coefficient de diffusion latérale du DPPC en dispersion bilipidique (ML V) 
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chute en fonction du degré d'hydratation des têtes polaires variant dans une 

gamme de 40 à 5%. La réduction est particulièrement significative sous 20% 

d'hydratation. La réduction de la mobilité latérale au-dessous de 20% 

d'hydratation fut associée à la diminution de la distance intermoléculaire 

entre les têtes polaires hydratées du lipide, augmentant ainsi 

l'encombrement stérique intermoléculaire. A 20% d'hydratation, Chapman 

et coll. (1967) ont montré que l'aire des molécules de DPPC est de 0,58 

nm2·molécule-1, correspondant exactement à l'aire moléculaire observée 

dans ce travail à l'entrée de la phase LC pure. Pour cette aire moléculaire, 

White et King (1985) ont déterminé qu'environ 10 molécules d'eau 

d'hydratation sont fortement liées aux têtes polaires de chaque lipide, cette 

couche d'eau liée étant organisée par le champ électrique local associé au 

groupe polaire chargé du DPPC (Gruen et Marcelja, (1983), et Peinel et coll., 

(1983)). 

4.7 Interprétations du comportement du film dans la phase LC 

Dans ce contexte, il est donc possible de rationaliser le changement 

abrupt de Dlat lors de l'entrée de la mono couche dans la phase LC. Pour les 

aires moléculaires supérieures à 0,58 nm2·molécule-1, les sondes étant 

préférentiellement solubles dans la portion fluide du film, le coefficient de 

diffusion est élevé (approx. 10-5 cm2·sec-1.), valeur caractéristique du milieu 

fluide. En comprimant la mono couche jusqu'à atteindre cette aire 

moléculaire, l'hydratation des têtes polaires du DPPC diminue de 40 à 20% 

sans aucun changement de Dlat. A 0,58 nm2·molécule-1, les molécules du 

lipide ont environ 10 molécules d'eau fortement liées à leur têtes polaires. 

Une réduction additionnelle de la surface entraîne un encombrement 
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stérique significatif entre les têtes polaires hydratées adjacentes, ce qui 

donne lieu à une réduction du coefficient de diffusion latérale. A ce point, le 

lipide entre dans la phase LC. Dlat continue à diminuer (et les têtes polaires 

continuent à perdre des molécules d'eau) durant la compression jusqu'à ce 

que la phase SC soit atteinte à 0,48 nm2·molécule-1 où l'hydratation est 

maintenant inférieure à 5%, soit 2 molécules d'eau d'hydratation (White et 

King, (1985)). 

D'un autre coté, on a signalé précédemment que lorsque qu'une 

mono couche est comprimée par additions successives de lipides, la 

réduction de Dlat ainsi que le début de la phase LC pure sont déplacés à 0,52 

nm 2·molécule-1 comparativement à 0,58 nm2·molécule-1 lors de la 

compression continue. La première valeur est cohérente avec la courbe 

qu'on peut extraire des isothermes de pression de surface de Pallas et 

Pethica (1985) avec le même mode de compression. En plus, Prats et coll. 

(1987), à partir des résultats de conduction de protons (H+) à l'interface, ont 

aussi observé que la conduction diminue à partir de 0,52 nm2·molécule-1 et 

ils infèrent qu'à partir de cette pression de surface, une réorganisation 

structurale des molécules d'eau commence. Cette idée peut être utilisée afin 

de rationaliser le fait que la réduction de Dlat et le début de la phase LC pure 

sont déplacés vers une aire moléculaire inférieure lors de l'addition 

successive de lipide. TI semble en effet possible que lorsqu'on ajoute la 

solution lipidique au film monomoléculaire pour réaliser la compression, le 

solvant utilisé pour l'étalement entraîne une déshydratation appréciable des 

têtes polaires des molécules du lipides. Cependant, il est bien connu, à 

partir des expériences d'hydratation faites sur les MLV, que le processus 
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d'hydratation, en particulier dans l'état gel (et, plus probablement dans 

l'état LC de la monocouche), est particulièrement lent (Sackmann, (1983)). il 

en découle donc que l'encombrement stérique normalement rencontré à 0,58 

nm2·molécule-1 pourrait être plus faible, étant donné le plus faible degré 

d'hydratation des molécules du lipide. La mono couche peut ainsi être 

comprimée davantage, jusqu'à 0,52 nm2·molécule-1 où l'encombrement 

stérique au niveau des têtes polaires commence à prévaloir (Albon, (1983)). 

A ce point, le lipide entre dans la phase' LC et Dlat diminue abruptement, tel 

qu'on l'observe à la figure 19 b. 

Des commentaires additionnels peuvent supporter ces arguments 

apparemment spéculatifs. Par exemple, Snik (1983) a montré qu'une 

hystérèse significative se produit lorsque le DPPC est comprimé 

continuellement jusqu'au début du collapse, puis décomprimé vers de 

grandes aires moléculaires. L'isotherme de décompression est déplacée 

vers les plus faibles valeurs d'aires moléculaires (fig. 23). 

Ceci est précisément le comportement attendue si les molécules du 

lipides se déshydratent appréciablement lors de la compression et qu'elles se 

réhydratent seulement partiellement lors de la décompression, étant donnée 

la lente cinétique de ce processus. Aussi, on s'attendrait, suivant des 

considérations thermodynamiques et pour une aire moléculaire donnée, que 

la tension de surface d'un film pleinement hydraté est plus faible (donc la 

pression de surface 11:, plus élevée) que la pression correspondante d'un film 

moins hydraté, et, que cet effet est plus important dans la phase Le. C'est en 

effet la situation qui prévaut expérimentalement (fig. 18), les pressions dé 



surface pour l'addition successive de lipides étant inférieures à celles de la 

mono couche comprimée en continu. 
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Figure 23 
Isothermes de pression de surface du DPPC soumis à une compression 

et une décompression continue (tirée de Snik, (1983» 

Cette conception nous permet aussi de rationaliser les résultats des 

isothermes de pression de surface et de diffusion latérale du DPPC sur NaCl 

1,0 M (fig. 20). Dans ce cas, la transition diffusionnelle (et donc la phase LC) 

est maintenant présente entre 0,64 et 0,56 nm2·molécule-1 comparativement 

à 0,58 et 0,48 nm2·molécule-1 dans le cas du NaCI 0,1 M en compression 

continue. Cet effet d'expansion de la monocouche sur une sous phase de . 

plus haute force ionique a déjà été observé (Cadenhead et coll., (1967». il a 

été montré par des études de R.M.N. (Lindblom et coll., (1974» que 

l'hydratation des têtes polaires des molécules de DPPC augmente dans des 

milieux de haute force ionique. Comme l'a mentionné Yeagle (1978), à 
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mesure que la concentration en sel augmente les interactions moléculaires 

entre les têtes polaires sont réduites et davantage de molécules d'eau peuvent 

se lier. Le volume d'une tête polaire augmente donc à mesure que davantage 

de molécules d'eau sont liées et l'on peut s'attendre à ce que l'encombrement 

stérique se produit à une aire moléculaire plus élevée, tel qu'on l'observe 

expérimentalement. Encore suivant des considérations thermodynamiques, 

on s'attendrait à ce que la tension de surface diminue dans de telles 

circonstances et, en effet, c'est ce qu'on trouve expérimentalement. Par 

exemple, la transition LE / LC dans le cas du NaCI 1,0 M se produit à des 

pressions de surface nettement plus élevées que pour le cas du NaCI 0,1 M 

(voir isothermes des figures 18 (trait plein) et 20 a). 

En plus de la réorganisation structurale des têtes polaires à laquelle 

on a référé jusqu'ici, nos mesures de fluorescence révèlent aussi une 

réorganisation structurale des chaînes hydrocarbonées des molécules du 

lipide. La fig. 21 montre clairement que la constante de dimérisation de la 

sonde atteint un minimum au point précis du début de la phase LC et ce, 

dans les diverses situations expérimentales, c.-à-d., à 0,64 nm2·molécule-1 

avec le NaCI 1,0 M (courbe a), à 0,58 nm2·molécule-1 avec le NaCI 0,1 M 

(courbe b) et à 0,52 nm2·molécule-1 pour l'addition successive de lipide avec le 

NaCI 0,1 M (courbe c). En fait, en accord avec les lois chimiques des 

réactions de dimérisation dans les milieux homogènes, on s'attendrait à une 

relation de proportionnalité directe entre la réaction de dimérisation, ~  et 

le coefficient de diffusion. Au contraire, on observe au début de la phase LC 

(c.-à-d., lorsque Dlat commence à diminuer), que Kd commence à 

augmenter. En fait, ce comportement de Kd reflète le fait que les 
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micro domaines de sondes sont sensibles à la structure du milieu 

environnant. Dans ce cas, puisque l'intensité de fluorescence ne dépend pas 

du degré de compression du film dans toutes les conditions expérimentales 

utilisées, les changements de Kci sont strictement parallèles à ceux de la 

constante de dimérisation structurale, Kcis (Teissié et coll., (1978)). Dans la 

phase fluide, Kci diminue jusqu'à une valeur minimale au début de la phase 

LC, qui reflète la désorganisation du milieu lipidique de la mono couche lors 

de la transition LE / LC, le film étant de nature biphasique. Pour le début de 

la phase LC et pour les aires moléculaires plus faibles, les micro domaines 

sont possiblement confinés dans un environnement plus rigide, les chaînes 

aliphatiques étant dans ce cas davantage dans une configuration tout-trans, 

plutôt que plus désordonnée (conformères gauches) comme dans la phase LE 

(Mitchell et Dluhy, (1986)). Cet environnement plus rigide doit favoriser la 

réaction de dimérisation, la conformation des noyaux anthroyl étant dans 

une configuration leur permettant de dimériser avec plus d'efficacité, si bien 

que Kci se met alors à augmenter. 

4.8 Conclusion 

Nous avons montré que la phase LC est caractérisée par la 

disparition progressive des régions hautement fluides à l'intérieur du film 

de DPPC. Par l'effet du mode de compression et de la force ionique de la 

sous-phase, nous montrons que la chute diffusionnelle est une 

caractéristique de l'état liquide-condensé des films lors de leur 

transformation liquide / solide. A l'aide des résultats disponibles dans la 

littérature on obtient aussi que cette réduction significative de la diffusion 

latérale des lipides à l'interface air / solution est associée à unè 



réorganisation structurale à la fois de leur région polaire et aliphatique. On 

montre, en particulier, que l'encombrement stérique entre les têtes polaires 

hydratées des molécules de lipide est particulièrement important pour les 

aires moléculaires inférieures à celles du début de la phase Le pure, alors 

que les chaînes aliphatiques adoptent progressivement une configuration 

tout-trans. 



CHAPITRE V 

LA NATURE DE LA TRANSFORMATION LIQUIDE / SOLIDE 
DES FILMS DE DPPC 

5.1 Introduction 

Malgré le nombre important de résultats et de modèles qui portent 

sur la transition de phase liquide-expansé / liquide-condensé des lipides en 

couche monomoléculaire, cette transition de phase demeure la source de 

nombreuses controverses. Les travaux de recherche se sont portés plus 

particulièrement sur le degré d'ordre de cette transition de phase, sur les 

arrangements moléculaires des diverses phases, sur les forces impliquées et 

sur la métastabilité du film interfacial. Ainsi, il n'est pas encore très 

clairement établi si cette transition de phase est un processus purement du 

premier ordre. En effet, comme nous l'avons présenté dans l'introduction, 

une transition du premier ordre doit montrer une coupure horizontale de 

l'isotherme avec des changements brusques de la pente à ses deux 

extrémités. Par contre, la transition LE / Le, présentée schématiquement à 



la figure 3, montre un point de cassure bien défini (à 1tt) à la fin de la phase 

LE (Cadenhead et coll., (1980)), une portion variable linéaire mais non 

horizontale (Albrecht et coll., (1978)) et une approche "ronde" de la phase LC 

avec un second point de cassure, à 1t s, caractéristique de la transition 

LC / SC de ~  de pression de surface. 

Pour mieux connaître la nature des transitions de phase qui se 

produisent dans ces systèmes, il convient de rappeler quelles sont les 

caractéristiques générales des changements d'état des films de surface. 

5.2 Comportement idéal des cbangements d'état dans les films de surface 

En fait, comme on l'a présenté dans l'introduction, la classification 

thermodynamique d'Ehrenfest (Dervichian, (1939)) sur les transformations 

des phases peut être étendue aux films monomoléculaires. En prenant la 

température et la pression comme des variables indépendantes, le degré 

d'ordre des transformations est déterminé par les dérivées successives du 

potentiel thermodynamique de Gibbs, G, (ou du potentiel chimique de surface 

(J.18)) par rapport à la pression de surface du film, 1t. Rappelons donc que: 

(i) ~  = A 

(ii) ~  = aAla1t 

où (aAla1t)T = -A Cs, 

A étant l'aire par molécule et Cs, la compressibilité latérale du film 

monomoléculaire. On obtient qu'un changement d'état par compression ou 

expansion est une transformation du premier ordre lorsqu'il y  a une 

discontinuité de l'aire moléculaire, A. Par exemple, lors de la transition 



gaz / liquide (condensé ou expansé), la pression de surface garde une valeur 

constante de 7t v (pression de vapeur de surface), tout le long de la réduction 

de l'aire de surface (Gershfeld et Pagano, (1972». Quand il y a une variation 

soudaine de la compressibilité latérale, C s, sans discontinuité de A, on 

observe une transition du second ordre (Albrecht et coll., (1978». Ces 

définitions ne présument, bien sûr, d'aucun mécanisme moléculaire de la 

transformation. 

En fait, il est établi depuis longtemps que la courbe de l'isotherme de 

pression de surface est idéalement horizontale lors des changements d'état 

tels que la liquéfaction, la vaporisation et la sublimation (tous trois en 2 

dimensions) (Dervichian, (1939». Ce comportement correspond à une zone 

de "non mélange" c'est à dire un équilibre entre deux phases immiscibles. 

Puisque les isothermes qui nous intéressent sont formées d'un seul 

constituant (le DPPC), cet équilibre s'établit entre deux états (ou formes) 

moléculaires immiscibles du DPPC. La figure 24 présente une isotherme de 

pression de surface idéalisée dans laquelle la zone de transition LE / LC est 

horizontale. 

Examinons le mécanisme moléculaire d'une telle transition du 

premier ordre. Par la compression latérale, les molécules atteignent la 

position 'A' où chaque molécule occupe l'aire ALE. 

Si on comprime le film légèrement, l'aire d'occupation de chaque 

molécule ne devient pas ALE - dA. En effet, la plupart des molécules 

retiennent leur aire moléculaire ALE tandis que certaines autres passent 
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Isotherme de pression de surface idéalisée 

(sautent) soudainement à une aire moléculaire ALe et se regroupent en une 

nouvelle phase, la phase LC. L'apparition de cette phase réduit de un les 

degrés de liberté du système, il en résulte une pression constante durant la 

compression. Lorsque le film passe de la position 'A' vers la position 'B', le 

nombre de molécules passant de l'aire ALE à l'aire ALe augmente pour 

occuper, à la position 'B', une aire unique, ALe. Nous nous retrouvons en 

présence d'une phase unique et le nombre de degrés de liberté du film 

retrouve sa valeur initiale. Qu'une transformation soit du premier ordre et 

non pas d'ordre plus élevé peut donc être prouvée par la présence simultanée 

de ces deux phases lors de la transition. 

La portion ICI à 'D' de l'isotherme de la figure 24 reflète un 



comportement qui diflère de la portion 'A' à 'B'. Lorsque le film est au point 

'C', toutes les molécules occupent une aire ASC' En comprimant le film de 

'C' à 'D', les molécules passent soudainement, mais certaines après 

d'autres, à une aire AC (Aire au collapse, position 'D'). Quand la position 'D' 

est atteinte, toutes les molécules occupent une aire AC' Étant donné la 

miscibilité complète de ces deux états moléculaires d'aires ASC et AC, une 

nouvelle phase macroscopique distincte n'apparaît pas. Les degrés de liberté 

du système ne changent pas et l'horizontalité de l'isotherme est absente. 

Les considérations précédentes ont originalement été établies par Joly 

(1950) qui les a formulées par les postulats généraux suivants. Les molécules 

d'une monocouche ne peuvent exister que dans un nombre restreint d'états 

d'équilibres stables correspondant à une série discontinue d'états 

énergétiques, et peuvent donc occuper une série d'aires moléculaires 

discrètes qui correspondent aux points de transformations des différents 

ordres. Ces points de transformation apparaissent comme les points discrets 

des isothermes et correspondent à un film formé de molécules identiques c.-

à-do d'un seul état moléculaire. Les autres points d'une isotherme 

correspondent à un mélange de deux états moléculaires voisins. 

5.3 Comportement réel des changements d'état dans les films de surface 

TI a clairement été montré, par des études de microscopie de 

fluorescence du DPPC en monocouche, que la région de transition de phase 

LE / LC est de nature hétérogène (Losche et coll., (1983), Peters et Beck, (1983), 

et Neuman et coll., (1984». Ceci semble appuyer l'interprétation qu'une 

transition du premier ordre se produit à la transition LE / LC. Ainsi, par 



analogie à la transition du premier ordre dans la matière à trois dimensions, 

l'épaulement à 1t t (fig. 3) situé au début de la transition de phase LE / LC des 

isothermes 1t vs A, est alors considéré comme le lieu initial de la 

transformation d'une phase de faible densité de surface, la phase LE, à une 

phase plus dense, la phase LC. Cependant, les domaines observés (en 

compression lente) ont une dimension de 10 J.1m de diamètre (Losche et 

Mohwald, (1984», alors qu'une transition non horizontale nécessite de 

beaucoup plus petits domaines d'environ 100 molécules (Cadenhead, (1985), 

et Albrecht et coll., (1978». Cadenhead propose tout de même que la pente 

non nulle de la transition LE / LC réelle résulte de la formation de domaines 

microscopiques et non pas macroscopiques (Cadenhead et coll., (1980), et 

Cadenhead, (1977» et soutient que cette transition est du premier ordre 

diffus. 

Par ailleurs, on a prétendu que la pente non nulle de cette région 

intermédiaire (transition LE / LC) dans l'isotherme de pression de surface 

résultait de l'influence des têtes polaires sur la tension de surface de l'eau 

(Scott, (1975», d'une compression trop rapide (Nagle, (1980» ou de la présence 

d'impuretés (Marcelja, (1974». Cependant, Cadenhead a clairement établi 

qu'une compression même très lente ne détermine pas une pente horizontale 

de la transition de phase LE / LC dans l'isotherme de pression de surface 

(Cadenhead et coll., (1980». Aussi, des travaux plus récents de Bois et coll. 

(1984) montrent, sur des échantillons très purs d'acide palmitique, que la 

non horizontalité persiste même après que toute la relaxation ait eu lieu. 

Plus récemment, Pallas et Péthica (1985) ont observé que la transition LE / LC 

peut être horizontale pour le DPPC "ultrapur" lorsqu'on le comprime par des 
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dépôts successifs du lipide à la surface, c.-à-d. sans barrière de compression. 

Toutefois, même ' dans cette étude, la région d'es faibles valeurs d'aires 

moléculaires, à la fin de la transition de phase LE / LC, ne montre pas de 

cassure brusque telle que requis lors d'une transition du premier ordre. 

Les films interfaciaux qui sont étalés avec des solvants apparaissent, 

pour certains, comme métastables ou instables puisque ce genre de film peut 

être comprimé à des pressions de surface beaucoup plus élevées que celles 

qui peuvent être atteintes lorsque le film est formé par le dépôt de lipide 

cristallin sur la surface aqueuse (pression d'équilibre d'étalement, E.S.P., < 

0,1 mN.m-1) ou formé par adsorption des lipides présents dans la sous-phase 

(Hom et Gershfeld, (1977), et Jatal et Zografi, (1979)). Gershfeld a ainsi 

suggéré que la transition LE / LC se produit uniquement à cause de la lente 

cinétique de transformation de la phase LE superficielle à une phase 

lipidique tridimensionnelle c.-à-d. cinétique de collapse lente (Gershfeld, 

(1982)). Cependant, aucune relaxation n'a lieu sur des périodes de plusieurs 

heures lorsque le film est dans l'état LE, et seulement une très faible 

relaxation (- 1 mN.m-1) se produit dans la région de transition LE / LC 

(Cadenhead, (1985)). 

Ces observations ont amené certains auteurs à proposer sur des bases 

théoriques que la transition LE / LC du DPPC soit du type 'deuxième ordre' 

(Baret et coll., (1982)). C'est originalement Lifschitz, suivi de Landau, qui ont 

considéré que des transformations dans les monocouches peuvent résulter 

d'un changement du degré de symétrie du réseau que forment les molécules 

du film (ordre positionne!) ou d'un changement du degré de symétrie des 
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molécules elles-mêmes (ordre orientationnel) (Joly, (1950)). Suivant ces 

auteurs, Joly (1950) rapporte que si la déformabilité des molécules est 

négligée, il ne peut se produire des transformations de degré plus élevé que 

deux dans les monocouches. Ainsi, il conclut qu'aux degrés de 

transformation plus élevés que deux, ce n'est pas uniquement l'ordre dans le 

film et la symétrie des molécules qui changent, mais la forme de la molécule 

elle-même (conformère). 

Ainsi, une transition LE / LC du second ordre du DPPC en 

monocouche, proviendrait d'une transition conformationnelle des molécules 

(Cadenhead, (1977)), ou plus particulièrement d'une brisure de la symétrie 

rotationnelle du système (Albrecht et coll., (1978), et Baret et coll., (1982)). Ce 

phénomène donnerait naissance à une direction privilégiée des molécules du 

film dans le plan de l'interface (phase nématique bidimensionnelle). On 

aurait donc à 1t t une transition de phase isotropique / nématique (anisotrope) 

du second ordre lors de la transition LE / LC dans une monocouche. 

Nous avons donc entrepris une étude plus détaillée des phénomènes 

qui se produisent durant la transformation liquide / solide des films de DPPC 

comprimés. Par l'utilisation de lumière incidente linéairement polarisée 

appliquée à la photodimérisation de la sonde, on obtient des informations sur 

les changements d'orientation de la sonde à l'interface air / eau. Ce sont en 

effet, les rapports des constantes de vitesse de dimérisation de la sonde qui 

permettront d'obtenir ces renseignements (voir Teissié, (1979), Theretz et 

coll., (1984), et chapitre II). 
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5.4 Processus d'orientation lors de la transformation liquide / solide des films 

deDPPC 

Nous présentons à la figure 25 le rapport des constantes de 

dimérisation de la sonde (12-9-AS), incorporée dans un film de DPPC, obtenu 

lorsqu'on utilise une lumière incidente linéairement polarisée. On observe 

sur la figure 25 que le rapport des constantes de dimérisation obtenu suivant 

les deux orientations de la lumière polarisée varie de façon complexe lors la 

compression de la mono couche de DPPC déposée et comprimée sur la 

solution de NaCI 0,1 M. 

En effet, le rapport Kwc / ~  diminue le long de la transition LE / LC 

pour atteintre un premier minimum au début de la phase LC pure à 0,58 

nm2·molécule-1. Lorsqu'on comprime légèrement le film, à partir de cette 

• 
position, la valeur du paramètre d'orientation change abruptement. Elle 

reprend une valeur élevée équivalente à celle mesurée dans la phase LE. 

A l'intérieur de la phase LC, le rapport des constantes de vitesse de 

dimérisation diminue à nouveau et atteint un second minimum à la fin de 

cette phase, soit à 0,48 nm2·molécule-1. La valeur du rapport s'élève 

immédiatement en entrant dans l'état SC. Ces changements complexes du 

paramètre d'orientation ont été systématiquement observés durant les 

expériences. 

Ces résultats nous indiquent la présence de trois régions 

particulières de configurations orientationnelles des microdomaines de la 

sonde. Comme nous l'avons présenté au chapitre II (Méthodes expérimen-: 
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1.25 

Rapport des constantes de dimérisation suivant le plan de polarisation 
de la lumière incidente en fonction de l'aire moléculaire du DPPC. T=21 
+/.l°C. Sous-phase: NaCI 0,1 M 

tales), le rapport Kruc / Kdyz est relié aux configurations orientationnelles des 

micro domaines de sondes. En effet, l'orientation des sondes varie 

progressivement à l'intérieur de la phase LC et le long de la transition 

LE / LC. Les transitions orientationnelles, qui sont très abruptes, se 

produisent aux aires moléculaires précisément liées aux changements de 

phase du film lipidique, soit à 0,48 nm2·molécule-1 où se produit la transition 

LC / SC et à 0,58 nm2 ·molécule-1 à la fin de la transition LE / LC (voir 

chapitre IV). 

5.4.1 Les brisures de symétrie rotationneUe 

Ces événements montrent que deux brisures de symétrie 

rotationnelle du film de DPPC se sont produites. La première survient lors 
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de la transformation liquide-condensé / solide-condensé (à 0,48 

nm2·molécule-1) et elle appuie l'hypothèse qu'une transformation du second 

ordre se produit dans cette région (Albrecht et coll., (1978)). La seconde 

brisure de la symétrie rotationnelle (à 0,58 nm2·molécule-1 ) se produit à 

l'entrée de la phase LC pure, soit à la fin de la transition li qui de-

expansé / liquide-condensé du DPPC en monocouche. TI n'y a cependant 

aucune brisure de symétrie rotationnelle au début de la transition LE / LC. 

La brisure de la symétrie rotationnelle qui se produit à l'entrée de la 

phase LC pure (0,58 nm2·molécule-1) peut résulter d'une transformation 

d'ordre deux ou d'un ordre supérieur à deux. TI est difficile de concilier le 

fait que la phase LC puisse être impliquée dans une transformation de 

premier ordre et d'un ordre supérieur à la fois. Pour interpréter davantage 

les mécanismes qui se produisent, il faut déterminer plus précisément 

quelles sont les phases qui sont impliquées dans la transition LE / LC 

linéaire et non horizontale et le changement de symétrie rotationnelle du 

système à la phase LC. 

5.51.es aires moléculaires caractéristiques des phases 

Puisque la transition dite LE / LC ne se comporte pas idéalement, il 

apparaît évident que cette transition ne met pas simplement en présence un 

mélange immiscible de la phase LE et de la phase LC. TI nous faut donc 

déterminer quelle est la nature et quelles sont les aires moléculaires qui 

caractérisent les phases qui sont impliquées lors de cette transformation 

linéaire en pseudo-plateau. 



La microscopie de fluorescence a permIS d'établir une mesure du 

degré de cristallisation (0) en fonction de l'aire moléculaire d'un film de 

DPPC comprimé de façon isotherme (Heckl et coll., (1987)). Le degré de 

cristallisation, 0, est déterminé par le rapport des surfaces sombres (phases 

sans molécule de sonde, soit les phases condensées) sur le total de l'aire de la 

micrographie: S. On a ainsi que, 

o =1- (1-S) A/Afl 

où A est l'aire moléculaire moyenne et Afl est l'aire moléculaire de l'état 

fluide (liquide) à la pression x t, au début de la transition LE / LC. 

On note sur la figure 26 que 0 dépend linéairement de l'aire A quand 

on augmente la pression de surface au-dessus de x t. Cette région linéaire 

peut être interprétée comme résultant de la coexistence de deux phases dont 

les aires moléculaires sont de 0,74 nm2 ·molécule-1 (Afl) et, 0,48 

nm 2·molécule-1 (Asd. Ce sont les aires moléculaires du début de la 

transition de phase (x t) et l'aire moléculaire obtenue de l'extrapolation de la 

cristallisation jusqu'à 100% (c.-à-d., 0 = 1,0). La phase fluide LE de la 

transition en pseudo-plateau est donc caractérisée par une aire de 0,74 

nm2·molécule-1. Comme on l'a déjà mentionné, à cette aire moléculaire, on 

a un point singulier c.-a.-d., la présence d'un seul état moléculaire. De son 

côté, 0,48 nm2·molécule-1 caractérise l'aire de la phase solide-condensé, SC. 

C'est aussi un point singulier. Lorsque 75% de la cristallisation est atteinte 

lors de la transformation liquide / solide, la relation linéaire 0 vs A change 

de pente et la cristallisation, 0, s'ajuste maintenant à la coexistence de deux 
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Isothermes de pression de surface et du degré de cristallisation en 
fonction de l'aire moléculaire du DPPC à l'interface air / NaCl 0,1 M 
(tirée de Heckl et coll., (1987)) 
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nouvelles phases. Les aires moléculaires qui les caractérisent sont de 0,58 

nm2·molécule-1 au début de la brisure 0 vs A et 0,42 nm2·molécule-1 lorsque 

la cristallisation atteint 100%. TI faut noter cependant qu'il n'y a pas de 

cassure intermédiaire lors de cette coexistence de phases. La nouvelle phase 

condensée est caractérisée par une aire de 0,42 nm2·molécule-1; elle 

correspond à l'aire de collapse du film, soit l'aire du film solide présentée par 

Dervichian (1982). L'aire qui caractérise le début de la phase LC est de 0,58 

nm2·molécule-1 . 

L'aire moléculaire Asc (0,48 nm2·molécule-1 ) est plus grande que ce 

à quoi on s'attend de la phase lipidique solide (collapse) telle que déduite des 

isothermes de pression de surface (Acollapse = 0,42 nm2·molécule-1). Ceci 

indique une différence' de densité de la phase condensée à différentes 



preSSIons. La déviation de la relation 0 vs A observée à 35 mN·m-1 et 0,58 

nm 2·molécule-1 est donc possiblement le résultat d'un changement 

structural de la phase condensée. 

Ainsi, la transition dite LE / LC semble impliquer le passage des 
molécules de l'état moléculaire d'aire ALE (Afl) (phase LE) à l'état 

moléculaire d'aire ASC (phase SC) avec la formation d'un état moléculaire 

intermédiaire caractérisé par une aire ALe (phase LC) dont la présence est 

signalée par la cassure de la courbe 0 vs A. La présence de cet état 

moléculaire d'aire ALC peut expliquer la miscibilité apparente des deux 

autres phases, et par là, la non horizontalité de la transition. 

En effet, il est possible de réconcilier la non horizontalité de la 

transition et l'observation de sa nature biphasique si cet état moléculaire 

d'aire ALC joue le rôle d'agent de miscibilité aux interfaces entre les deux 

phases: fluide (LE) et les domaines de phase solide (SC). La figure 27 illustre 

cet arrangement des phases à l'interface air / eau. 

Ainsi, la présence de domaines solides macroscopIques (-10Jlm) 

observés en microscopie de fluorescence lors de la transition LE / LC signalée 

plus haut, peut être attribuée au fait que la sonde est exclue à la fois des 

domaines hautement condensés d'aire Ase et des régions de lipides 

interfaciaux qui les encerclent, d'aire ALe. 
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Schéma de l'organisation latérale des lipides interfaciaux (LC) formant 
l'interface entre la phase fluide (LE) et la phase solide (SC) 

il subsiste cependant une contradiction, l'aire moléculaire de la 

déviation 0 vs A, à 0,58 nm2, se présente à la fois comme une aire moyenne 

où il y  a la présence de trois phases (LE, Le et SC) et elle se présente aussi 

comme l'aire moléculaire caractéristique (un point discret formé d'un seul 

état moléculaire) d'une phase pure. Nous verrons plus loin qu'il n'y a en fait 

aucune contradiction et qu'à 0,58 nm2·molécule-1le film présente réellement 

ce double aspect de phase unique et de rencontre de trois phases. 
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5.5.1 Les lipides interfaciaux 

On propose ainsi que la région de transition de phase observée sur 

l'isotherme de pression de surface du DPPC résulte d'une transformation 

globale LE / LC / SC. Trois types de domaines lipidiques existent donc, ce 

sont les phases solides (SC), le région fluide (LE) et le domaine des lipides 

"interfaciaux" qui forment la région qui juxtapose les phases solides et 

fluides (SC et LE), soit la phase LC (fig. 27). 

L'existence de cette zone intermédiaire entre les lipides solides et 

fluides du film tout au long de la transformation liquide / solide est appuyée 

par les lois de la cinétique chimique. En effet, Cohen et Tumbull (1959) ont 

montré qu'une très grande fraction des molécules (5-10%) est toujours en 

"état activé" (état intermédiaire d'énergie d'activation très élevé lors de la 

transformation liquide / solide). Aussi, en accord avec les lois de la cinétique 

chimique, la phase LC (phase interfaciale) aura l'énergie libre la plus élevée 

des phases LE et SC. Ceci provient de sa position d'interface frontière entre 

les domaines ordonnées (phase SC) et les régions fluides (phase LE). 

L'énergie libre associée aux différents états LE, SC et LC provient: de 

l'isomérisation rotationnelle des liaisons C-C; des interactions de Van der 

Waals entre chaînes hydrocarbonées des molécules adjacentes; des 

interactions électrostatiques entre les régions des têtes polaires adjacentes et 

de la mobilité moléculaire d'ensemble exhibée par les chaînes. 

Les lois de la cinétique chimique prévoient aussi que la coalescence 

des constituants d'un système lors de la transition liquide / solide augmente 

l'énergie potentielle du système en utilisant l'énergie cinétique de ses 
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constituants de sorte que l'état de transition (ou l'état activé) est atteint 

(Hendrickson et coll., (1970)). Comme on l'a déjà montré, l'état LC 

caractérise cet état de transition et la chute diffusionnelle présentée au 

chapitre précédent reflète l'utilisation de l'énergie cinétique microscopique 

du système pour atteintre la phase LC et accomplir la transition vers l'état 

solide. 

5.6 Modèle structural de la transformation de la monocouche 

L'existence des lipides interfaciaux a aussi été proposée dans un 

modèle structural de la transition de phase dans les structures bilipidiques 

(Houslay et Stanley, (1982) et Marsh et coll., (1976)). Ainsi, de façon similaire 

à l'approche de la transition de phase des structures bilipidiques à partir des 

hautes températures (condensation), le phénomène de transformation de 

phase LE / LC / SC de la mono couche est caractérisé par la formation de 

domaines ou d'îlots de lipides solides, SC (A = 0,48 nm2·molécule-1) dans la 

phase liquide-expansé, LE, qui est fluide. L'entassement moléculaire de tels 

domaines est variable selon le désordre de la phase liquide-expansé. A 

mesure que la transition progresse, le grossissement des domaines 

lipidiques et leurs agrégations prennent la forme d'un changement 

coopératif d'une phase lipidique fluide à solide. Cependant, dans les régions 

périphériques des domaines de phase solide, les lipides seront dans un état 

non cristallisé qui forment une phase métastable responsable du phénomène 

d'hystérèse (chapitre précédent). 

L'aire moléculaire de 0,58 nm2·molécule-1 n'apparaît donc pas 

comme une aire discrète correspondant à une position où le film de DPPC est 
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formé d'un nombre unique d'état moléculaire. En effet, à cette aire 

moléculaire moyenne, le film comporte à la fois les états moléculaires 

caractéristiques des phases pures SC et LE de même qu'un état moléculaire 

ayant une aire caractéristique de la phase intermédiaire, la phase LC. On 

sait cependant que cette dernière possède une aire caractéristique de 0,58 

nm2·molécule-1. 

TI est possible de concilier ces observations en admettant que le 

système fluctue entre la présence des trois états moléculaires et un seul état 

moléculaire à l'aire moyenne de 0,58 nm2·molécule-1. De telles fluctuations, 

très grandes, se produisent habituellement près d'un point critique, à 

l'endroit duquel la compressibilité latérale est très élevée. Villalonga (1968) a 

déjà montré l'augmentation "anormale" de la compressibilité latérale du 

DPPC qui se produit dans la région de 0,55 - 0,66 nm2·molécule-1. 

Les fluctuations critiques de l'entassement latéral des lipides du film 

doivent faciliter l'incorporation dans le film de divers matériaux provenant 

de la sous-phase puisque des espaces importants apparaissent dans la 

monocouche. On observe en effet qu'à 0,58 nm2 ·molécule-1, il y a un 

maximum d'activité de la phospholipase A2 (Thuren et coll., (1984)), de la 

pénétration du glucagon et de la mélittine (Hendrickson et coll., (1983)) et une 

incorporation maximale de la chlorpromazine (Beurer et Galla, (1987)) et du 

B-naphtol (Cadenhead, (1977)). Ainsi, de facon similaire aux observations 

réalisées dans les systèmes multibilipidiques (Sackmann, (1983)), des défauts 

résultant de l'entassement moléculaire défectueux se produisent à cette aire 

moléculaire moyenne et sont responsables des effets d'incorporation 
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maximale de plusieurs produits présents dans la sous-phase. Pour 

expliquer ce phénomène, une fluctuation "critique" de la densité dans la 

région de l'interface a été proposée (Nagle et Scott, (1978)). 

La région de courbure de l'isotherme de pression de surface possède 

donc les propriétés d'une phase unique dont l'aire caractéristique au début 

de la courbure est de 0,58 nm2·molécule-1. Nous avons déjà montré qu'à 75% 

de la cristallisation, la relation linéaire de 0 vs A correspond à la coexistence 

de deux phases dont les aires moléculaires caractéristiques sont de 0,58 

nm2·molécule-1 au début de la brisure 0 vs A et 0,42 nm2·molécule-1 

lorsque la cristallisation atteint 100%. TI faut noter cependant qu'il n'y a pas 

de cassure intermédiaire et que la relation de coexistence de phases passe 

directement par 0,48 nm2·molécule-1 à 90% de cristallisation. Cette dernière 

caractérise la nouvelle phase condensée qui est formée à la fin de la région 

LC. Entre le début et la fin de la région LC, l'isotherme de pression de 

surface est courbe et ne reflète donc pas le mélange plus ou moins idéal de 

deux phases pures mais plutôt une variation progressive de l'ensemble du 

film entre ces points. En effet, alors que la viscosité de surface augmente 

linéairement dans la zone de transition LE / LC et dans la zone SC, elle varie 

progressivement dans la région LC (Vilallonga, (1968), et Hard et Neuman, 

(1981)). Les investigations par IR-FT (Infra-Rouge Transformée de Fourier) 

du DPPC à l'interface nous indiquent elles aussi qu'il y a une variation 

progressive du film dans la région LC. En effet, la conformation des chaînes 

hydrocarbonnées du DPPC dans la région 0,59 - 0,48 nm2·molécule-1 varie 

progressivement dans l'intermédiaire entre une organisation tout-trans 

propre à la phase SC et l'organisation plus désordonnée de la région LE 
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(Mitchell et Dluhy, (1988)). 

5.7 Détermination du point critique du DPPC en monocouche 

On peut retrouver l'existence d'une phase ayant un état moléculaire 

unique à 0,58 nm.2·molécule-1 en examinant deux comportements différents 

dans les isothermes de pression de surface du DPPC réalisées à diverses 

températures. En effet, la variation de l'aire moléculaire avec la 

température est connue pour bien révéler des transitions de phase en 

discontinuités soudaines ou avec des états intermédiaires (Dervichian, 

(1982)). L'évolution de l'aire moléculaire au début de la transition LE / LC, 

At, suivant la température est donnée à la figure 28 à partir des résultats 

disponibles dans la littérature. 

Ces résultats indiquent que la nature du changement de phase 

liquide / solide change abruptement à la température de 29°C. On observe 

aussi sur la figure 28 que l'aire moléculaire où se produit ce changement de 

phase est de 0,58 - 0,59 nm.2·molécule-1. Nous avons donc un changement de 

phase à 0,58 - 0,59 nm.2·molécule-1 et 29°C. Nous reviendrons plus loin sur la 

nature de ce changement de phase. Notons ici que ce changement de phase 

se produit à 0,64 nm.2·molécule-1 pour les résultats de Albrecht et coll. (1978). 

Leurs résultats n'apparaissent pas à la figure 28. 

L'existence d'une phase ayant un état moléculaire unique à 0,58 

nm.2·molécule-1 peut aussi être obtenue du comportement des isothermes de 

pression de surface du DPPC réalisées aux basses températures. Ainsi, la 

figure 29 présente les isothermes de pression de surface du DPPC à 
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différentes températures et sont tirées d'une publication de Hui et coll. (1975). 
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Figure 28 

Évolution de l'aire moléculaire au début de la transition LE / LC (A t ) 
en fonction de la température. (carré): Hui et coll., (1975). (rond): 
Phillips et Chapman, (1968). (triangle): Rice et coll., (1987) 

Cette méthode de détermination d'un point critique a été explicitée 

par Dervichian (1982). Appliquée aux isothermes de DPPC présentées par 

Hui et coll.  (fig. 29), on obtient qu'entre les isothermes 1 et 2, l'aire 

moléculaire sous pression de vapeur de surface (points de décollement des 

isothermes) fait un "saut" (région d'expansion) d'une valeur de 0,58 à 0,85 

nm2·molécule-1. Rappelons que le point de l'isotherme ayant la plus faible 

pression de surface n'est pas à une aire extrapolée d'une pression de surface 

de zéro, mais l'aire moléculaire d'une phase solide, liquide-condensé ou 

liquide-expansé, quand elle est en équilibre avec la phase gazeuse de surface 
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(7t < 0,1 mN·m-1). Avec ces deux phases de surface en contact (le solide ou le 

liquide avec la vapeur), l'aire moléculaire est déterminée dans des conditions 
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Figure 2) 

Isothermes de pression de surface du DPPC à l'interface air / solution 
à plusieurs températures: 1: 9,OoC, 2: 15,50 C, 3: 19,OoC, 4: 22,8°C, 5: 
25,50C, 6: 29,2°C, 7: 33,8°C, 8: 37,2°C, 9: 41,1°C, 10: 41,7°C, 11: 42,8°C, 
12: 44,OoC (tirée de Hui et coll., (1975)). note: 1dyne/cm = 1 mN/m 

d'un seul degré de liberté. Ainsi, à partir de 15,5°C (isotherme 2 et suivantes) 

une nouvelle phase apparaît entre la vapeur (condensée) et le liquide-

condensé de l'isotherme 1 à la pression de vapeur de surface, c'est la phase 

liquide-expansé. Puisque l'aire moléculaire de décollement de l'isotherme 

augmente rapidement avec la température dans la région de "saut", les 

isothermes doivent être faites à des intervalles étroits de température. En 

référence à très peu de données, la température la plus basse à laquelle l'état 

liquide-expansé peut être détecté est de 15,50C (Cadenhead, (1977), et Hui et 

coll., (1975)) et l'aire moléculaire caractéristique est à 0,58 nm2·molécule-1 

(Hui et coll., (1975)). Suivant Dervichian (1982), un point critique se produit 
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donc à 0,58 nm2·molécule-1. Un équilibre à trois phases existe alors entre les 

phases LE, LC et vapeur-condensée. C'est un point d'invariance sans aucun 

degré de liberté. 

Entre 15,5 et 29°C (isothermes 2 à 6 de la fig. 29) l'aire de décollement 

n'augmente plus, puis, au-dessus de 29°C, cette aire augmente plus 

lentement avec la température. Les résultats de Hui et coll. (1975) indiquent 

qu'à partir de 29°C; les isothermes de pression de surface montrent une 

expansivité de la phase pré transitionnelle (phase LE). Ceci indique que les 

lipides se comportent comme un gaz; c'est un état de vapeur-expansée (VE), 

qui a déjà été présenté dans les travaux de Adam (1926). La transition 

LE / LC de l'isotherme 6 et des suivantes prend alors place dans un gaz très 

concentré (Adam, (1926)). TI ne faut pas confondre cette transformation à la 

sublimation où la condensation se produit dans un gaz (bidimensionnel) très 

dilué (Dervichian, (1939)). Au point critique à 29°C, 0,58 nm2·molécule-1 et 18 

mN·m-1, les phases LC, LE et VE sont présentes. 

5.8 Températures des transformations de phase du DPPC en monocouche et 

enbicouche 

Au-dessous de 15,5°C, en bicouche, les lipides sont peu hydratés « 
5%) mais une forte possibilité de la présence d'états métastables, liés à 

l'hydratation, a été soulevée (Sackmann, (1983)). En effet, la température de 

subtransition du DPPC en dispersions bilipidiques est de 15,5°C. C'est donc à 

partir de cette température ( T > 15,5°C ) que le DPPC en bicouche peut 

s'hydrater. Au-dessous de 15,5°C, en monocouche, il n'y a que les phases 

condensées (LC et SC) en présence et on observe selon les auteurs de fortes 
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divergences pour l'aire moléculaire du point de décollement des isothermes 

réalisées sous cette température (Phillips et Chapmann, (1968), Albrecht et 

coll., (1978), et Kellner et coll., (1978» . TI est possible que l'hydratation joue ici 

un rôle déterminant. 

À partir de 15,5°C, la phase LE et la transition LE / LC apparaissent 

en monocouche et l'aire au début de la transition LE / LC (A t) se présente à 

des aires moléculaires de plus en plus faibles en suivant l'augmentation de 

la température. Les points "A t, 1t t" des isothermes 2 à 6 (fig. 29) atteignent 

des aires moléculaires de plus en plus faibles suivant la température puisque 

l'eau d'hydratation s'oriente de plus en plus difficilement en s'éloignant de 

la tête polaire quand la température est plus élevée. L'hydratation, ou 

l'orientation des 2ième et 3ième couches d'eau liées, est alors levée. La 

position du point "A t" est ainsi déplacée vers les plus faibles aires 

moléculaires car les molécules interagissent (répulsions liées à 

l'encombrement stérique) sur une moindre portée (plus petite région 

polaire). L'élévation de la température n'a cependant pas d'impact sur l'effet 

tensio-actif global des molécules malgré leurs déshydratations puisqu'on 

observe que les courbes de la région LE se superposent exactement jusqu'à 

29°C. Ceci nous indique que les interactions proviennent davantage des 

chaînes hydrocarbonées et, à ces distances moléculaires, sont attractives. 

On note sur la figure 29 que la zone " At, 1t t" des isothermes 6 à 9 

"s'arrondit" fortement et devient difficile à identifier précisément. Aussi, au-

dessus de 29°C (isothermes 7 et plus), les isothermes de pression de surface 

montrent une expansivité de la phase prétransitionnelle (phase LE). Nous 



avons montré qu'une nouvelle phase apparaît, c'est la phase vapeur-

expansée. C'est la température de prétransition du DPPC en dispersion 

bilipidique, température où le lipide peut prendre une concentration 

saturante en eau ( 20 %; 0,58 nm2·molécule-1). On observe cependant que le 

point liA t Il apparaît à une aire moléculaire inférieure à 0,58 nm2·molécule-1 

lorsque la température excède 29°C. Le lipide se comporte comme s'il était 

faiblement hydraté « 20%). Ces résultats sont en accord avec Adam (1926) 

qui montre que le gaz très concentré de la phase vapeur-expansée se 

condense lorsqu'il occupe une aire moléculaire plus petite que son aire 

critique. 

A la température de transition principale des systèmes bilipidiques 

du DPPC (Tm = 41,4°C), la pression de surface maximale atteinte (au 

collapse) est de 50 mN.m- l (isothermes 10 à 12). On obtient une différence de 

20 mN.m- l par rapport à la pression de collapse des isothermes réalisées 

sous Tm (1tc = 70 mN.m- l ) puisque les chaînes ne peuvent se condenser en 

état tout-trans et contribuer au 20 mN.m- l supplémentaire. A cette haute 

température, l'aire moléculaire de la phase vapeur-expansée, VE, peut être 

réduite, sans changement de phase, à une valeur inférieure à celle de l'état 

liquide-condensé. Ainsi, au-dessus de 41,5°C, la mono couche demeure 

constamment dans l'état vapeur-expansée jusqu'à son point de collapse, où 

l'aire par molécule du DPPC est de 0,48 nm2·molécule-1 (fig. 29), soit au-

dessous la valeur de 0,58 nm2·molécule-1 de la phase liquide-condensé sous 

pression de vapeur de surface. 
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5.9 Conclusion 

Le rapport ~  / Kdyz lié aux configurations orientationnelles des 

microdomaines de la sonde nous indique la présence de trois régions 

particulières de ces configurations dans les diverses phases du DPPC en 

monocouche. En effet, l'orientation des sondes varie progressivement à 

l'intérieur de la phase LC et le long de la transition LC / LE. Les transitions 

orientationnelles, qui sont très abruptes, se produisent aux aires 

moléculaires précisément liées aux changements de phase du film lipidique, 

soit à 0,48 nm2·molécule-1 où se produit la transition LC / SC et à 0,58 

nm2·molécule-1 à la fin de la transition LE / LC. La première survient lors 

de la transformation liquide-condensé / solide-condensé (à 0,48 

nm2·molécule-1) et elle appuie l'hypothèse qu'une transformation de second 

ordre se produit dans cette région (Albrecht et coll., (1978)). La seconde 

brisure de la symétrie rotationnelle (à 0,58 nm2·molécule-1) se produit à 

l'entrée de la phase LC pure, soit à la fin de la transition liquide-

expansé / liquide-condensé du DPPC en monocouche. Cette seconde brisure 

de la symétrie rotationnelle peut résulter d'une transformation d'ordre deux 

ou d'un ordre supérieur à deux. 

Pour interpréter davantage les mécanismes qui se produisent, nous 

avons déterminé plus précisément quelles sont les phases qui sont 

impliquées dans la transition dite LE / LC linéaire et non horizontale et le 

changement de symétrie rotationnelle du système à l'entrée de la phase LC. 

Nous avons montré à partir de la courbe du degré de cristallisation en 

fonction de l'aire moléculaire que la transition dite LE / LC du DPPC semble 

plutôt impliquer le passage des molécules de l'état moléculaire d'aire ALE 
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(Afl) (phase LE) à l'état moléculaire d'aire Ase (phase SC) avec la formation 

d'un état moléculaire intermédiaire caractérisé par une aire ALe (phase 

Le). La présence de cet état moléculaire d'aire ALe peut expliquer la 

miscibilité apparente des deux autres phases, et par là, la non horizontalité 

de la transition. Ainsi, la présence de domaines solides macroscopiques (-10 

J.UIl) observés en microscopie de fluorescence lors de la transition LE / LC 

peut être attribuée au fait que la sonde est exclue à la fois des domaines 

hautement condensés d'aire Ase et des régions de lipides interfaciaux qui les 

encerclent, d'aire ALe qui sont positionnées entre ces domaines lipidiques 

solides et les lipides de la phase fluide d'aire ALE' 

La coalescence des constituants d'un système lors de la transition 

liquide / solide augmente l'énergie potentielle du système en utilisant 

l'énergie cinétique de ses constituants de sorte qu'un état de transition (état 

activé) est atteint (Hendrickson et coll., (1970)). L'état Le caractérise cet état 

de transition et la chute diffusionnelle déjà présentée reflète précisément 

l'utilisation de l'énergie cinétique microscopique du système pour atteintre la 

phase Le et accomplir la transition liquide / solide du DPPC en monocouche. 

A 0,58 nm2·molécule-1, le film présente réellement le double aspect de 

phase unique et d'aire moyenne d'un changement du comportement de la 

présence simultanée des trois phases LE, Le et SC. Nous avons admis que le 

système fluctue entre une très grande disparité de ses états moléculaires et 

un état moléculaire unique à l'aire moyenne de 0,58 nm2·molécule-1. De 

telles fluctuations, très grandes, se produisent habituellement près d'un 

point critique. Nous avons montré que ces fluctuations critiques de 
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l'entassement latéral des lipides du film facilitent l'incorporation dans le 

film de divers matériaux provenant de la sous-phase. Ainsi, de façon 

similaire aux observations réalisées dans les systèmes multibilipidiques 

(Sackmann, (1983)), des défauts dans l'entassement moléculaire se 

produisent à cette aire moléculaire moyenne et sont responsables des effets 

d'incorporation maximale de produits présents dans la sous-phase. Pour 

expliquer ce phénomène, une fluctuation "critique" de la densité dans la 

région de l'interface a été proposée (Nagle et Scott, (1978)). 

On peut retrouver l'existence d'une phase réelle ayant un état 

moléculaire unique à 0,58 nm2 ·molécule-1 en examinant deux 

comportements différents des isothermes de pression de surface du DPPC 

réalisées à diverses températures. Nous avons d'abord suivi l'évolution de 

l'aire moléculaire au début de la transition LE / LC, A b suivant la 

température et rencontré un changement de phase à 0,58 nm2·molécule-1 et 

à une température de 29°C. L'expansivité de la phase prétransitionnelle 

(phase LE) à partir de cette température nous indique que les lipides se 

comportent comme un état de vapeur-expansée (VE). Au point critique à 

29°C, 0,58 nm2·molécule-1 et 18 mN·m-1, les phases LC, LE et VE sont 

présentes. 

Nous avons ensuite analysé le comportement des isothermes de 

pression de surface du DPPC au moment où apparaît la phase LE aux très 

basses températures. Le point (0,58 nm2·molécule-1) apparaît alors comme 

un point critique où un équilibre à trois phases existe, soit un équilibre entre 

les phases LE, LC et vapeur condensée. 



CHAPITRE VI 

, 
LA DIF'FUSION LATERALE DES PHOSPHOLIPIDES 

INSATURÉS 

6.1 Introduction 

Les lipides insaturés offrent le moyen de modifier le comportement 

d'un film de surface à l'intérieur d'une phase pure. On sait que les lipides 

insaturés montrent une modification continue de la pression de surface sur 

toute la gamme de leurs compressions sans montrer de transition de phase. 

On entreprend dans ce chapitre une étude des rôles du groupement polaire 

et du degré d'insaturation des chaînes hydrocarbonées sur les propriétés de 

fluorescence et de dynamique translationnelle des films de surface de divers 

phospholipides insaturés à l'intérieur d'une phase unique, la phase LE. 

L'effet de la présence des ions divalents calcium dans la sous-phase aqueuse 

est aussi déterminé. On étudiera d'abord les propriétés diffusionnelles 

d'une phosphatidylcholine comportant des chaînes hydrocarbonées qui sont 

hautement insaturées. Nous verrons ensuite les propriétés de dynamique 
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translationnelle de deux types (moyennement et hautement insaturés) de 

phosphatidylsérine et de phosphatidyléthanolamine. 

Il faut préciser cependant que l'ensemble de ce chapitre pourra 

apparaître plus descriptif, plus phénoménologique que les précédents. En 

effet, peu d'informations sur les PC, les PS et les PE insaturées sont 

disponibles dans la littérature comparativement à ce qu'on connaît sur le 

DPPC (et les phospholipides saturés ou peu insaturés). Donc, contrairement 

aux chapitres précédents, il nous sera impossible d'interpréter ici de 

manière aussi détaillée le comportement dynamique de ces phospholipides 

insaturés à l'interface. 

Les modèles géométriques des phospholipides qui ont été présentés 

par Israelachvilli et coll. (1980) vont toutefois nous permettre de rationaliser 

davantage nos observations sur les comportements structuraux et 

dynamiques des lipides insaturés à l'interface. En effet, Israelachvilli et 

coll. ont montré qu'un certain nombre de propriétés structurales des 

bicouches lipidiques mixtes et des monocouches peuvent être rationalisées 

par ce modèle dans lequel les lipides sont représentés par des structures 

géométriques. 

6.1.1 Présentation du modèle 

Le tableau III présente un résumé des formes moléculaires qui 

modélisent les différents phospholipides. Ainsi, le DPPC constitue un 

segment tronconique pointant vers l'air (c.-à-d., cône tronqué) : l'aire 

moléculaire de projection, occupée par la région de la tête polaire, est plus 
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Tableau III : 
Formes moléculaires modèles des phospholipides 

Nature du lipide Forme moléculaire associée 

cone excisé 
air 

DPPC 
eau 

cone inversé 

PC insaturés 
air 

eau 

cone excisé 
air 

PS insaturées 
eau 

cone inversé 

PE insaturées air 

eau 

élevée que la projection, sur la surface aqueuse, de la région non polaire. 

Les insaturations élevées de la partie apolaire de la phosphatidylcholine 
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déterminent cependant un segment tronconique inversé: l'aire de la région 

polaire est alors inférieure à la surface occupée par la région non polaire. 

Dans ce modèle, la phosphatidylsérine insaturée 'est représentée par un 

segment tronconique alors que la phosphatidyléthanolamine avec un 

nombre élevé d'insaturations constitue un cône tronqué inversé. 

Ce modèle prévoit aussi que ces structures géométriques sont 

caractérisées par une aire moléculaire, ao qui réfère à 'l'aire moléculaire , 

optimale' définie à l'interface air / eau. Pour les phospholipides au-dessus 

de leur transition de phase, la surface occupée par la région polaire (à une 

certaine température et un certain degré d'hydratation) est absolument 

invariante tandis que la région hydrocarbonée peut être apparentée à un état 

liquide tant que les molécules ne sont pas comprimées au-dessous d'un 

certain angle critique (soit à 0,60 nm2·molécule- 1 pour la PC saturée) 

(Israelachvilli et coll., (1980)). 

6.21.es propriétés des films de phosphatidy1cholines insaturées 

Les interactions entre les lipides étalés en mono couche proviennent, 

en partie, des chaînes hydrocarbonées du lipide. On ne connaît cependant 

pas le rôle de la région hydrocarbonée des phospholipides sur leurs 

propriétés diffusionnelles en monocouche. On présente dans la section 

suivante une étude du comportement diffusionnel et des propriétés 

structurales des monocouches de PC hautement insaturées auxquelles on a 

incorporé le 12-9-AS. 

6.2.1 Les isothermes de pression de surface 

Les isothermes de pression de surface de deux phosphatidylcholines 
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(PC) sont présentées à la figure 30. L'isotherme de pression de surface du 

DPPC + 2% 12-9-AS sur une sous-phase de NaCI 0,1 M est présentée en a). 

Cette isotherme a initialement été présentée au chapitre III (fig. 13). 

Rappelons que cette isotherme est obtenue à partir d'un lipide complètement 

saturé (DPPC) et qu'elle montre la cassure caractéristique de la transition de 

phase LE / LC. L'isotherme de pression de surface de forme continue (fig. 

30 b) provient d'un mélange de phosphatidylcholines (PC). Elles ont été 

extraites des segments externes des bâtonnets rétiniens (S.E .B.) (voir 

méthodes expérimentales, chapitre II). On observe à la figure 30 b que les 

PC rétiniennes (PC (S.E.B.» demeurent dans l'état liquide-expansé (état LE) 

tout au long de la compression isotherme. 

On observe aussi que l'isotherme de pression de surface des PC 

(S.E.B.) comporte une expansion des aires moléculaires (pour les mêmes 

pressions de surface) ou de plus grandes pressions de surface (pour les 

mêmes aires moléculaires) que l'isotherme de son analogue complètement 

saturé (fig. 30). Ces divergences dans les isothermes de compression 

persistent même aux faibles degrés de compression moléculaire. Puisque la 

tête polaire des deux tensio-actifs est de même nature (c.-à-d., 

phosphatidylcholine) pour ces deux isothermes, on conclut donc que les 

interactions des régions hydrocarbonées (principalement originant des 

forces de dispersion) du lipide insaturé se manifestent à de plus grandes 

aires moléculaires que pour le lipide saturé et elles déterminent aussi une 

réduction plus importante de la tension de surface de la sous-phase (x est 

plus élevée pour une même valeur de l'aire moléculaire). Les régions 

hydrocarbonées du matériel insaturé sont donc impliquées dans des interac.: 
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(a) Isotherme de pression de surface du DPPC + 2% 12-9-AS. (h) 
Isotherme de pression de surface de la PC (S.E.B.) + 2% 12-9-AS. Sous-
phases: NaCl 0,1 M ou NaCl 0,1 M + CaC12 0,01 M. T=21+/-1°C 
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tions intermoléculaires plus importantes. 

Ajoutons que même jusqu'à une concentration de 10 mM, l'apport de 

calcium dans la sous-phase de ces deux films lipidiques n'entraîne aucun 

effet sur leurs isothermes de pression de surface. Ce comportement n'est 

pas étonnant étant donné la tête polaire globalement non chargée 

(zwittérionique) de la phosphatidylcholine. 

6.2.2 U!s propriétés de fluorescence 

Comme nous le verrons, les lipides hautement insaturés montrent 

une augmentation de l'intensité de fluorescence réduite lors de leurs 

compressions. Afin de s'affranchir de cet effet sur la constante de 

diinérisation expérimentale, Kd' nous présentons dans ce chapitre la 

contribution structurale de cette constante, soit Kds. Comme on l'a présenté 

dans la section 2.5.1.3. du chapitre II sur les méthodes expérimentales, Kds 
est obtenue par le rapport ~ / If, et il est le reflet de l'organisation des 

sondes dans le milieu hydrocarboné du lipide hôte et de la dynamique 

latérale de cet environnement lipidique. Plus spécifiquement, Kds est liée à 

l'ajustement des anneaux anthroyloxy en position réactionnelle au niveau 

des carbones 12 des deux monomères en présence. TI dérive de la mise en 

place d'une configuration adéquate des anneaux anthroyloxy ou d'une 

flexibilité qui puisse permettre aux dimères de se former. 

6.2.2.1 L'intensité de fluorescence réduite 

La figure 31 montre le comportement de l'intensité de fluorescence 

réduite (If) du dérivé de l'acide stéarique incorporé dans les films de 
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chacune des phospha tidylcholines. 

8 1 

a 

-7'r-li 
01"4 

l ~  61-

I II 
1 -

joIIj..J 

o§ 
5 -

....." 

4 
1 

0.4 0.6  0.8 1.0 

90 1 1 

b 

-80 ~ 

l li 
l l 01"4 70 ~ · 

~  
joIIj..J 60 ~ 

l 
· 

o§ 
50 ~ · ....." 

40 
1 

0.4 0.6 0.8 1.0 

Aire moléculaire 
(nmJ\2 / molécule) 

Figure 31 

Intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS tracée en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte: (a) le DPPC et (b) la PC (S.E.B.). Sous-
phases: NaCI 0,1 M ou NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/_l°C 

On observe à la figure 31 que les valeurs de If sont nettement plus 

élevées (environ un ordre de grandeur) dans le film formé de lipides 

insaturés que dans le film du lipide saturé. Rappelons que le comportement 



du lipide saturé a déjà été présenté à la figure 14 du chapitre III. On observe 

aussi à la figure 31 b que If augmente lors de la compression du lipide 

insaturé. 

Ces observations viennent appuyer la conclusion énoncée à la section 

précédente suivant laquelle les régions hydrocarbonées du matériel insaturé 

sont impliquées dans des interactions moléculaires plus importantes que 

dans le matériel saturé. Ces interactions moléculaires sont aussi plus 

importantes lors de la compression du lipide insaturé. En effet, la présence 

d'une structuration du milieu hydrocarboné plus importante pour les lipides 

insaturés provient de la relaxation de la cage de chaînes grasses hautement 

insaturées dans l'environnement immédiat du chromophore. La relaxation 

est altérée par les contraintes des interactions intermoléculaires des chaînes 

du lipide (principalement les forces de dispersion) et le rendement quantique 

du chromophore augmente (donc If augmente), tel que le prévoit la règle de 

Franck-Condon. Par rapport au lipide saturé, la phosphatidylcholine ayant 

des régions hydrocarbonées hautement insaturées est donc davantage 

hydrophobe. Cette hydrophobicité du milieu hydrocarboné augmente aussi 

au cours de la compression du lipide insaturé. Ce comportement est en . . 
accord avec le modèle des formes moléculaires associées qui reconnaît que 

l'ordre (à longue portée) des PC hautement insaturées provient de la région 

non polaire des lipides (forme: cône tronqué). 

Ajoutons ici que la présence d'ions calcium dans la sous-phase 

n'affecte pas le comportement de l'intensité de fluorescence. Ceci montre à 

nouveau le rôle prépondérant de la région hydrocarbonée des lipides sur les 
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propriétés de fluorescence. 

6.2.2.2 La constante de dimérisation de la sonde 

La constante de dimérisation de la sonde, ~  ne varie pas suivant le 

degré de compression du film de PC rétiniennes (résultats non présentés). 

Elle est de même valeur lorsque la sonde est insérée dans l'état LE du film 

monomoléculaire de DPPC (chapitre III) soit, 2,5 unités arbitraires. Nous 

avons déjà montré que ce comportement de K<i lors de la compression du 

DPPC implique que le 12-9-AS ne se disperse pas librement dans la matrice 

lipidique; il est plutôt pré-associé à l'intérieur de micro domaines (chapitre 

III, Teissié et coll., (1978), et Denicourt et coll., (1987)). En effet, une 

dispersion idéale de la sonde provoquerait une réduction importante de sa 

cinétique de dimérisation lors de la chute diffusionnelle. La réaction de 

dimérisation n'est donc pas sous le contrôle de la diffusion latérale du 

monomère réactif mais elle dépend des positions relatives des molécules pré-

associées. Ainsi, la structure de l'environnement constitue l'élément décisif 

de la réaction de dimérisation. Tel que décrit dans le chapitre II, c'est la 

constante de dimérisation structurale, Kds' qui est le paramètre de ce 

contrôle réactionnel. 

La figure 32 b montre que la constante structurale de la vitesse de la 

réaction diminue avec la compression de la PC rétinienne. Ceci indique que 

l'entassement moléculaire de la PC (S.E.B.) produit un environnement de 

moins en moins favorable à la réaction de photopontage des monomères de la 

sonde. Toutefois, la compression progressive de la phase liquide-expansé du 

lipide saturé (DPPC) entraîne une chute plus légère des· conditions struc-
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Figure 32 

La constante de dimérisation structurale de la photoréaction de la 
sonde tracée en fonction de l'aire moléculaire: (a) du DPPC et (b) de la 
PC (S.E.B.). Sous-phases: NaCl 0,1 M ou NaCl 0,1 M + CaCl2 0,01 M. 

T=21+/_1°C 

turales favorables à la réaction de dimérisation ~  vs A du DPPC de la fig. 

32 a). Par rapport au lipide complètement saturé (phase LE); l'organisation 



bidimensionnelle du film des PC insaturées apparaît cependant comme 

structurellement plus propice à la réactivité des sondes lors de la 

compression puisque les valeurs de ~  sont légèrement plus élevées. 

6.2.3 La diffusion latérale de la sonde 

Nous avons vu, que les propriétés interfaciales (Tt vs A) et les 

propriétés de fluorescence respectives, (If et ~  des deux PC (saturée et 

insaturée) diffèrent. Ceci résulte, du moins en partie, des interactions 

hydrophobes davantage importantes dans la région hydrocarbonée du film 

des PC hautement insaturées. Nous verrons maintenant quel est l'effet de 

l'insaturation des chaînes de PC sur son comportement diffusionnel. 

La figure 33 présente le comportement diffusionnel de la PC (S.E.B.) 

et du DPPC en couche monomoléculaire. On note sur cette figure aucun 

effet de la présence du calcium dans la sous-phase et aucun effet de 

l'augmentation de l'entassement moléculaire du film sur la dynamique 

latérale des phosphatidylcholines (S.E.B.). Le comportement diffusionnel du 

lipide saturé a été décrit au chapitre III (fig. 16). La figure 33 montre aussi 

que la mobilité latérale du 12-9-AS dans la lécithine rétinienne est identique 

à la mobilité du marqueur dans les zones fluides (phase LE et la transition 

LE / LC) du lipide saturé. En effet, la PC saturée (forme: cône tronqué) 

montre aussi un coefficient de diffusion latérale de 2 x 10-5 cm2·sec-1 dans les 

régions fluides (LE et Le / LE) malgré la saturation complète de ses chaînes 

hydrocarbonées. Ceci indique que les interactions hydrophobes plus 

importantes entre les chaînes hydrocarbonées plus insaturées des lécithines 

rétiniennes n'affectent pas les propriétés diffusionnelles de la sonde. On doit 
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conclure que le degré d'insaturation des chaînes n'est pas, à lui seul, un 

déterminant de la cinétique translationnelle. 
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Figure 33 

Coefficient de diffusion latérale du 12-9-AS tracé'en fonction de l'aire 
moléculaire de la PC (S.E.B.) (flèche ; ligne continue) et du DPPC 
(points). Sous-phases: NaCI 0,1 M ou NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 

+/_l°C 

Ainsi, tel qu'on l'observe au tableau suivant (tableau IV) la mobilité 

latérale des PC rétiniennes est indépendante du degré d'entassement· 

moléculaire, puisque le film de PC rétiniennes demeure en phase LE tout au 

long de sa compression. Le tableau IV résume aussi les diverses valeurs du 

coefficient de diffusion latérale pour d'autres lipides qui seront présentés 

ultérieurement. 
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Tableau IV: 
Résumé des coefficients de Diffusion latérale des phospholipides 

Nature du lipide Conditions ioniques Dlat (cm2. sec-1) 

de la sous-phase 7t=5 mN·m-1 7t=35 mN·m-1 

DPPC NaCI 0,1 M 2,0 x 10-5 3,0 x 10-8 

(+CaCI2 0,01 M) 2,0 x 10-5 3,0 x 10-8 

PC (S.E.B.) NaCI 0,1 M 2,0 x 10-5 2,0 x 10-5 

(+CaCI2 0,01 M) 2,0 x 10-5 2,0 x 10-5 

PS(S.E.B.) NaCI 0,1 M 6,3 x 10-6 6,3 x 10-6 

(+CaCI2 0,01 M) 6,3 x 10-6 1,3 x 10-6 

PS hydrogénée NaCI 0,1 M 5,6x 10-5 2,2 x 10-5 

(+CaCI2 0,01 M) 2,2 x 10-5 1,6 x 10-5 

PE (S.E.B.) NaCI 0,1 M 6,3 x 10-5 6,3 x 10-5 

(+CaCI2 0,01 M) 1,8 x 10-5 1,4 x 10-5 

PE hydrogénée NaCI 0,1 M 1,6 x 10-5 1,8 x 10-6 

(+CaCI2 0,01 M) 3,1 x 10-6 2,0 x 10-7 

Lorsque le DPPC atteint la région LC, la diffusion chute à la suite 

d'une transition de phase liquide / solide (tableau IV). Dans cette phase, le 

modèle géométrique ne peut être appliqué puisqu'à 0,58 nm2·molécule-1, le 

lipide saturé atteint une aire moléculaire proche de la valeur limite ao, d'une 

valeur de 0,60 nm2·molécule-1 (Israëlachvilli et coll., (1980)), où le ~ 

entre en transition diffusionnelle (Denicourt et coll., (1989), et chapitre IV). 



6.3 Les propriétés des films de phosphatidylsérines insaturées 

6.3.1 Les isothermes de pression de surface 

Le tableau V présente les aires moléculaires de divers lipides sous 

diverses conditions de la nature de la sous-phase aux pressions de surface de 

5 et 25 mN·m-1. Les valeurs d'aires moléculaires concernant les films de PC 

sont aussi présentées au tableau V. Elles résument le comportement des 

isothermes de pression de surface analysé précédemment. 

Les aires moléculaires des PS et des PE ont été mesurées à quelques 

pressions de surface. Les valeurs du tableau V indiquent que les lipides 

insaturés sont dans une phase liquide-expansé au cours de leur 

compression. 

Plus particulièrement, on observe au tableau V que la PS des 

bâtonnets rétiniens est plus expansée que la PS hydrogénée d'origine bovine. 

Ce comportement est une conséquence du degré d'insaturation moins élevé 

des chaînes hydrocarbonées de cette dernière (chapitre II; méthodes 

expérimentales). On observe aussi au tableau V que les ions calcium 

entraînent une réduction de l'aire moléculaire des PS insaturées. La nature 

chargée de la région polaire de la phosphatidylsérine rend ce comportement 

peu étonnant. La fixation des ions calcium par la PS et la contraction 

subséquente de l'isotherme ont déjà été signalées par divers auteurs (Rojas 

et Tobias, (1965), et Papahadjopoulos, (1968». En effet, les ions divalents Ca+2 

provoquent une augmentation de la température de transition des 

phosphatidylsérines par la neutralisation des charges {réduction des répul- : 
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Tableau V : 
Aires moléculaires des phospholipides suivant leurs compressions 

Nature du lipide Conditions ioniques Aire moléculaire (nm2) 

de la sous-phase 1t=5 mN'm-1 1t=25 mN·m-1 

DPPC NaCI 0,1 M 0,75 0,45 

(+CaCI2 0,01 M) 0,75 0,45 

PC (S.E.B.) NaCI 0,1 M 0,82 0,58 

(+CaCI2 0,01 M) 0,82 0,58 

PS (S.E.B.) NaCI 0,1 M 0,90 0,66 

(+CaCI2 0,01 M) 0,78 0,60 

PS hydrogénée NaCI 0,1 M 0,85 0,61 

(+CaCI2 0,01 M) 0,77 0,58 

PE (S.E.B.) NaCI 0,1 M 0,85 0,63 

(+CaCI2 0,01 M) 0,85 0,63 

PE hydrogénée NaCI 0,1 M 0,80 0,59 

(+CaCI2 0,01 M) 0,80 0,59 

sions électrostatiques et moindre hydratation), ce qui entraîne une densité 

superficielle plus importante des régions polaires qui se propage dans les 

régions hydrocarbonées (Traüble et Eibl, (1974)). Ce comportement rend 

compte de l'effet de condensation des ions divalents sur l'isotherme de 

pression de surface des PS. 



6.3.2 Us propriétés de fluorescence 

6.3.2.1 L'intensité de fluorescence réduite 
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On observe à la figure 34 a que l'intensité de fluorescence réduite du 

12-9-AS est très élevée et elle augmente avec la compression d'une monocou-
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Figure 34 

Intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS tracée en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PS (S.E.B.). (a) Sous-phase: NaCI 0,1 M. 
(b) Sous-phases: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/_ 1°C 
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che de PS rétinienne. L'environnement de la sonde est donc modifié au 

cours de la compression du film. La valeur de If provenant du film de PS 

hydrogénée (fig. 35 a) est plus faible et elle n'est pas modifiée lors de la com-
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Figure 35 

Intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS tracée en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PS hydrogénée. (a) Sous-phase: NaCI 0,1 
M. (b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/_ 1°C 

pression. Le calcium ne perturbe pas le comportement de fluorescence des 
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deux types de PS (fig. 34 b et fig. 35 b). Comme pour la PC rétinienne, on 

conclut qu'un haut degré d'insaturation des acides gras des PS joue un rôle 

organisateur sur la région hydrophobe de ces lipides et entraîne une 

augmentation de If. On constate cependant que seule une insaturation très 

importante détermine cet effet. 

6.3.2.2 Les constantes de dimérisation de la sonde 

Les figures 36 et 37 présentent respectivement le comportement des 

~  de la PS rétinienne et de la PS hydrogénée. 

On observe qu'une réduction de ~  survient lors de la compression 

du film monomoléculaire de chacune des phosphatidylsérines. La 

compression d'un film de PS porte la matrice lipidique dans une 

configuration moins favorable à la liaison 9-9' et 10-10' des deux sondes en 

contact. A nouveau, la nature agrégée des molécules de sonde est supportée 

par la similitude des valeurs de la constante de dimérisation structurale des 

deux PS avec celles de la PC (S.E.B.) et de la région fluide du DPPC. Aucun 

effet de la présence d'ions divalents dans la sous-phase n'a été détecté pour 

la PS rétinienne alors que la ~  est plus faible lorsque la PS hydrogénée est 

mise en présence de calcium. 
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Figure 36 

Constante de vitesse de dimérisation structurale du 12-9-AS tracée en 
fonction de l'aire moléculaire du lipide hôte, la PS (S.E.B.). (a) Sous-
phase: NaCI 0,1 M. (b) Sous-phase: NaCI 0,1 M  + CaCl2 0,01 M. 

T=21+/.1oC 
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Constante de vitesse de dimérisation structurale du 12-9-AS tracée en 
fonction de l'aire moléculaire du lipide hôte, la PS hydrogénée. (a) 
Sous-phase: NaCl 0,1 M. (b) Sous-phase: NaCl 0,1 M + CaCl2 0,01 M. 

T=21+/.1°C 

6.3.3 La diffusion latérale des films de phosphatidylsérines 
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La figure 38 présente le coefficient de diffusion latérale, Dlat, du 12-9-

AS incorporé dans un film de PS (S.E.B.). On observe qu'en présence d'ions 

Ca +2 dans la sous-phase, la mobilité latérale du lipide rétinien diminue-

d'environ cinq fois lorsque celui-ci est davantage comprimé (fig.38 a et b, 
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1.0 

Coefficient de diffusion latérale du 12-9-AS tracé en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PS (S.E.B.). (a) Sous-phase: NaCl 0,1 M. 
(b) Sous-phase: NaCl 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21+/_1°C 

La figure 39 présente le coefficient de diffusion latérale, Dlab du 12-9-

AS incorporé dans un film de PS hydrogénée. Avec ce composé hydrogéné, 

le comportement diffusionnel demeure constant lors de la compression du : 
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Figure 39 

Coefficient de diffusion latérale du 12-9-AS tracé en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PS hydrogénée. (a) Sous-phase: NaCI 0,1 
M. (b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/_ 1°C 

1.34 

film et sa valeur est plus élevée que ce qu'on obtient avec le lipide natif. La· 

valeur du paramètre diffusionnel diminue aussi légèrement (-2 fois) quand 

on est en présence de calcium dans la sous-phase (fig. 39 b et tableau M. Le 

pontage des molécules de PS par les ions calcium semble donc être 

modulable par le degré d'insaturation des chaînes hydrocarbonées des PS. 
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Les hautes insaturations peuvent ainsi empêcher le pontage des PS 

par le calcium en maintenant de grandes distances intermoléculaires des 

molécules de PS à la surface, telles que l'indiquent les grandes aires 

moléculaires des films de PS rétiniennes (tableau V). Ainsi, lorsqu'on 

comprime la PS (S.E.B.), l'effet du calcium se manifeste et le coefficient 

diffusionnel chute d'environ cinq fois. 

Le modèle des structures géométriques pour représenter les lipides 

est ici utilisé pour interpréter les comportements diffusionnels des PS (voir 

tableau III). D'après ce modèle, l'ordre dans l'entassement moléculaire 

global des phosphatidylsérines vient de la rencontre des régions polaires de 

ces lipides (forme de cône tronqué). La région hydrocarbonée des PS semble 

cependant jouer un rôle important sur la mobilité latérale de ce lipide. En 

effet, la PS (S.E.B.) montre une mobilité latérale plus faible que la PS 

hydrogénée. Cet effet peut provenir des interactions plus importantes de la 

région hydrocarbonée de la PS (S.E.B.) tel que le comportement tensio-actif (1t 

plus- élevée) et celui de l'intensité de fluorescence (plus élevée) l'indiquent. 

La réduction de l'interaction de la tête polaire avec la sous-phase 

aqueuse contenant les ions divalents (réduction de la charge électrique et de 

l'hydratation) devrait cependant entraîner une réduction du coefficient de 

frottement Cf) et ainsi une augmentation de la dynamique latérale (Vaz et 

coll., (1985)). Le même phénomène peut aussi entraîner une réduction du 

volume libre, suite à une augmentation de Tm (température de la transition 

solide (gel) / liquide) et de la déshydratation. Nos résultats expérimentaux 

indiquent que la valeur du coefficient de diffusion latérale est réduite et ce, 
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même aux grandes aires moléculaires, malgré la réduction· du coefficient de 

frottement (forces d'ancrage du lipide dans la sous-phase). La réduction du 

volume libre est donc importante. 

6.4 Les propriétés des films de phosphatidylétbano]smines insaturées 

6.4.1 Les isothermes de pression de surface 

On observe au tableau V que le film de PE (S.E.B.) comporte des aires 

moléculaires supérieures à celles qu'on observe pour le dérivé moins 

insaturé. Tel qu'attendu, le matériel tensio-actif dont les chaînes sont les 

plus insaturées détermine une expansion des aires moléculaires aux 

mêmes pressions de surface. On observe aussi au tableau V que la présence 

d'ions divalents ne perturbe pas le comportement tensio-actif des PE. 

6.4.2 Les propriétés de fluorescence de la sonde dans les films de PE 

6.4.2.1 L'intensité de fluorescence réduite 

On observe sur les figures 40 a et 41 a que la fluorescence réduite du 

12-9-AS est beaucoup plus élevée dans le film du lipide hautement insaturé 

que dans le film du lipide moins insaturé. De plus, la fluorescence réduite 

du 12-9-AS augmente quand la mono couche hôte de PE (S.E.B.) est 

comprimée (fig. 40 a). Ces comportements sont identiques à ceux qui ont été 

observés pour les deux autres types de lipides extraits (S.E.B.). Encore une 

fois, on conclut qu'un haut degré d'insaturation des acides gras joue un rôle 

organisateur sur la région hydrophobe de ces lipides et entraîne une 

augmentation de la valeur de If. Ce comportement est aussi en accord avec 

le modèle des formes moléculaires associées qui reconnaît que l'ordre (à lon-



90 
a 

" 
80 

.li 70 

1 
o. 

~  60 

l 
.... ..J 

o§ 50 

l '-" 40 

30 
0.4 0. 6 0.8 1.0 

90 1 1 

b 
80 -

Il 
-

" .li 70 -

l 
-o. 

~  60 - -
.... ..J 

o§ 50 - -
'-" 40 -

30 
0.4  0.6  0.8 1.0 

Aire moléculaire 
(nmJ\2/ molécule) 

Figure 40 

Intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS tracée en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PE (S.E.B.). (a) Sous-phase: NaCI 0,1 M. 
(b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/. l°C 
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gue portée) des PE hautement insaturées provient de la région non polaire 

des lipides (forme: cône tronqué inversé). 

En présence de calcium, la fluorescence réduite du 12-9-AS est 

cependant plus élevée de 10 % pour la PE (S.E.B.) (fig. 40 b) et elle est 
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inférieure de 15% pour la PE (H) (fig. 41 b) par rapport à leurs analogues 

sans calcium. 
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Figure 41 
Intensité de fluorescence réduite du 12-9-AS tracée en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PE hydrogénée. (a) Sous-phase: NaCI 0,1 
M. (b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 +/-1 oC 

L'environnement de la sonde est ainsi perturbé à la fois par la 

compression du film lipidique des PE (S.E.B.) très insaturées et la présence 
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de calcium qui déterminent une augmentation d'intensité d'émission. 

Comme nous l'avons souligné, l'augmentation de l'intensité d'émission de 

fluorescence par molécule de sonde est un effet spectroscopique lié à la 

nature progressivement plus hydrophobe du milieu hydrocarboné dans le 

film de PE (S.E.B.). L'augmentation de la valeur de If, en présence d'ions 

calcium, indique que la contrainte de l'environnement est élevée par rapport 

à ce qui advient dans les conditions où les ions calcium sont absents. En 

présence des ions divalents, le milieu hydrocarboné de la PE (S.E.B.) 

apparaît donc plus hydrophobe sans entraîner de condensation des films. 

Un rôle déshydratant des ions divalents sur la PE (S.E.B.) peut expliquer ce 

résultat. Le film de PE (H) montre un comportement très différent. En effet, 

If est réduite de 15% lorsque le calcium est présent dans la sous-phase. En 

présence des ions divalents, le milieu hydrocarboné de la PE (H) apparaît 

donc comme moins hydrophobe. Le calcium a donc un rôle important sur 

les films de PE. Nous verrons à la prochaine section son action sur la 

structure des films de PE. 

6.4.2.2 Les constantes de dimérisation de la sonde 

Les figures 42 et 43 présentent la constante structurale de la vitesse 

de dimérisation de la sonde incorporée dans un film de PE (S.E.B.) et de PE 

hydrogénée d'origine bovine respectivement. 

On observe que la valeur de Kds diminue lors de la compression des 

monocouches de la PE (S.E.B.) en présence et en absence de calcium dans la 

sous-phase (fig. 42). L'effet des ions divalents n'apparaît pas significatif. 
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Constante de vitesse de dimérisation structurale du 12-9-AS tracée en 
fonction de l'aire moléculaire du lipide hôte, la PE (S.E.B.). (a) Sous-
phase: NaCI 0,1 M. (b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21 

+/.l°C 
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La figure 43 présente le paramètre ~  pour le film de PE hydrogénée 

en présence et en absence de calcium dans la sous-phase. 
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Constante de vitesse de dimérisation structurale du 12-9-AS tracée en 
. fonction de l'aire moléculaire du lipide hôte, la PE (H). (a) Sous-
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+/.l°C 
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Bien que la valeur de ~  ne change pas lors de la compression du 

lipide, la présence d'ions divalents dans la sous-phase, augmente de façon 

importante (30%) la valeur de ~  La structure du film de PE (H) en 

présence d'ions calcium est donc favorable à la photoréaction. 
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6.4.3 Les propriétés de diffusion latérale 

Les figures 44 a et 45 a montrent le coefficient diffusionnel, Dlat" du 

12-9-AS inséré dans les films de PEe 
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Figure 44 

Coefficient de diffusion latérale du 12-9-AS tracé en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PE (S.E.B.). (a) Sous-phase: NaCI 0,1 M. 
(b) Sous-phase: NaCI 0,1 M + CaCl2 0,01 M. T=21+/-1°C 

On observe que la dynamique latérale n'est pas perturbée par la 
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compression de la PE (S.E.B.) (fig. 44 a). Mais la valeur de Dlat est d'environ 

cinq fois inférieure lorsque ce film est mis en présence de calcium (fig. 44 b et 

tableau IV). 

Une réduction du paramètre diffusionnel est observée lorsque le 

composé hydrogéné (PE hydrogénée) atteint un certain degré de compression 

isotherme (fig. 45 a). Lorsque la sous-phase de ce film comporte du calcium, 

la valeur de Dlat du 12-9-AS est réduite d'un facteur 9 (à 7t = 35mN/m), et la 

mobilité latérale du film est aussi perturbée par le degré de compression de 

la matrice hôte (fig. 45 b et tableau IV). 

Les figures 44 et 45 montrent que la diffusion latérale est plus faible 

pour le lipide le moins insaturé, soit la PE hydrogénée. Contrairement à 

l'effet de frein qu'induit l'insaturation des chaînes sur la mobilité latérale 

des PS, l'insaturation des PE entraîne une plus grande liberté diffusionnelle 

de ces lipides. La plus faible insaturation des régions hydrocarbonées de la 

PE hydrogénée déterminent ainsi une réduction de la mobilité latérale de la 

PE. 

L'action du calcium peut provenir d'un pontage ionique entre les 

régions polaires, mais la nature zwitterionique de la PE incite à réfuter cet 

argument. La déshydratation de la région polaire peut être soulevée. 
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Coefficient de diffusion latérale du 12-9-AS tracé en fonction de l'aire 
moléculaire du lipide hôte, la PE hydrogénée. Ca) Sous-phase: NaCl 0,1 
M. (b) Sous-phase: NaCl 0,1 M + CaC12 0,01 M. T=21 +/_ 1°C 

6.5 Conclusion 
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Les interactions des molécules d'un lipide étalé en mono couche à 

l'interface air 1 eau se produisent à deux niveaux: entre les régions polaires 

et entre les chaînes hydrocarbonées. On ne connaît cependant pas le rôle de 

chacune de ces régions du film de phospholipide sur ses propriétés 
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diffusionnelles. 

Nous avons vu que lorsque la tête polaire de deux tensio-actifs est de 

même nature (ex., phosphatidylcholine), l'isotherme de pression de surface 

montre une expansion pour le film comportant des lipides plus insaturés. 

Les interactions des régions hydrocarbonées (principalement originant des 

forces de dispersion) du lipide insaturé se manifestent en effet à de plus 

grandes aires moléculaires que pour le lipide · moins insaturé et elles 

déterminent aussi la réduction plus importante de la tension de surface de la 

sous-phase. Les régions hydrocarbonées du matériel insaturé sont donc 

impliquées dans des interactions intermoléculaires plus importantes. 

Nous avons montré que les propriétés de fluorescence (If et Kd) des 

lipides rétiniens appuient cette conclusion. En effet, la présence d'une 

structuration du milieu hydrocarboné plus importante pour les lipides très 

insaturés d'origine rétinienne provient de la relaxation de la cage de chaînes 

grasses hautement insaturées dans l'environnement immédiat du 

chromophore. La relaxation est altérée par les contraintes des interactions 

intermoléculaires des chaînes du lipide (principalement les forces de 

dispersion) ét le rendement quantique du chromophore augmente, d'où 

l'augmentation de If. Nous avons montré aussi que cette hydrophobicité du 

milieu hydrocarboné augmente aussi au cours de la compression des lipides 

insaturés d'origine rétinienne. Ce comportement est en accord avec le 

modèle des formes moléculaires associées qui reconnaît qu'avec le degré 

d'insaturation de la région hydrocarbonée des phospholipides, la portée de la 

région conique représentant la zone hydrophobe du lipide tend à "s'ouvrir''; 
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c.-à-d. à prendre une surface de projection plus élevée. 

Le comportement diffusionnel comparatif des PC indique que les 

insaturations plus importantes des PC rétiniennes n'entraînent pas de 

changement des propriétés diffusionnelles de la sonde par rapport aux zones 

fluides du lipide complètement saturé (diffusion de 2 x 10-5 cm2·sec-1). 

Les films de PS sont condensés lorsque les ions calcium sont présents 

dans la sous-phase saline. La nature chargée de la région polaire de la 

phosphatidylsérine rend ce comportement peu étonnant puisqu'elle permet 

le pontage des ions calcium par la PS. La présence des ions calcium 

entraîne cependant une réduction importante du coefficient diffusionnel des 

PS les plus insaturées lors de la compression, sans entraîner d'effet notoire 

sur ce lipide lorsqu'il est moins insaturé. Le pontage des molécules de PS 

par les ions calcium semble donc être modulable par le degré d'insaturation 

des chaînes hydrocarbonées des PS. Les hautes insaturations peuvent ainsi 

empêcher le pontage des PS par le calcium en maintenant de grandes 

distances intermoléculaires à la surface, telles que l'indiquent les grandes 

aires moléculaires des films de PS rétiniennes. Ainsi, lorsqu'on comprime 

la PS (S.E.B.), l'effet du calcium a lieu et le coefficient diffusionnel chute 

d'environ sept fois. 

En présence de calcium, les valeurs d'émission de fluorescence des 

PE (S.E.B.) augmentent de 10 % alors qu'elles sont réduites de 30% lorsqu'il 

s'agit de la PE (H). Ce comportement nous indique que le calcium perturbe 

fortement les interactions de la région hydrophobe des deux PE et ce, danS 
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un sens opposé. Pour les deux systèmes, la présence du calcium entraîne 

cependant une baisse du coefficient diffusionnel et n'a aucun effet sur 

l'isotherme de pression de surface. La nature zwitterionique de la PE incite 

à réfuter le rôle d'un pontage ionique par les ions divalents, mais la 

déshydratation de la région polaire des PE peut être soulevée. 



CHAPITREVll 

CONCLUSION GÉNÉRALE 

La transition de phase et la dynamique moléculaire du 

dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), ainsi que l'organisation structurale 

et la dynamique moléculaire des phosphatidylcholines (PC), 

phosphatidylsérines (PS) et phosphatidyléthanolamines (PE) insaturées en 

couche monomoléculaire à l'interface air / solution furent investiguées à 

21+/_1°C par la technique de recouvrement de fluorescence après 

photodimérisation du 12-9-AS. Les propriétés des films de surface en 

fonction de l'aire moléculaire lipidique furent investiguées au moyen de 

quatres paramètres: i) la pression de surface du lipide; ii) l'intensité 

d'émission de fluorescence de la sonde; iü) la constante de dimérisation de la 

photoréaction de la sonde et iv) le coefficient de diffusion latérale. 

Dans les monocouches de DPPC, les caractéristiques de fluorescence 

de la sonde suggèrent que les sondes sont associées en microdomaines dans 
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le film monomoléculaire. Les résultats montrent aussi que le coefficient de 

diffusion latérale de la sonde diminue abruptement de trois ordres de 

grandeur dans l'espace de la phase liquide-condensé, soit la région de phase 

située entre la fin de la transition LE / LC et le début de la phase solide-

condensé. De plus, ce travail montre que les coefficients de diffusion latérale 

des monocouches à l'interface air / solution sont systématiquement plus 

élevés que ceux obtenus pour les modèles bimoléculaires dans des états 

comparables. L'analyse de nos résultats nous permet de conclure que cet 

effet est caractéristique des monocouches et qu'il n'est pas associé aux 

phénomènes de convection de surface, comme le suggère la littérature. 

Plutôt, il reflète la plus grande liberté rotationnelle et translationnelle qui 

prévaut dans les monocouches, comparé aux bicouches lipidiques où un effet 

de frottement entre les deux monocouches constitutives peut se produire. 

L'effet du mode de compression du lipide (c.-à-d., compression 

continue ou dépôt successif du lipide sur une surface d'aire fixe) fut ensuite 

étudié sur le lipide déposé à l'interface air / NaCI 0,1 M. On a aussi regardé 

l'effet de la force ionique de la sous-phase (NaCI 0,1 ou 1,0 M) lors de la 

compression continue du lipide. Les résultats de photo aveuglement 

montrent que le coefficient de diffusion latérale de la sonde diminue 

abruptement de plusieurs ordres de grandeur dans la phase liquide-

condensé c.-à-d., de la fin de la transition de phase LE / LC jusqu'au début de 

la phase solide-condensé. Les aires moléculaires auxquelles se présentent le 

début de la transition diffusionnelle suivant les diverses conditions 

expérimentales liées à une analyse parallèle des états d'hydratation et à 

leurs aires moléculaires pour des molécules de DPPC en multicouchè 
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suggèrent fortement que l'encombrement stérique associé à l'eau 

d'hydratation des têtes polaires des molécules de DPPC dans la mono couche 

est responsable de la chute abrupte du coefficient de diffusion dans la phase 

liquide-condensé. De plus, les caractéristiques de fluorescence des sondes 

indiquent, de façon corrélative à la réorganisation des têtes polaires 

mentionnée, qu'une réorganisation structurale des chaînes d'acides gras du 

lipide se produit aussi dans la phase LC. La phase liquide-condensé LC est 

donc une région de transition de la phase liquide à la phase solide où les 

molécules du lipide montrent une réduction significative de leur diffusion 

latérale associée à une réorganisation structurale à la fois de leur région 

polaire et aliphatique. 

Nous avons donc entrepris l'investigation des propriétés 

d'orientation de la sonde dans la mono couche de DPPC à l'interface 

air / NaCI 0,1 M en fonction de l'aire moléculaire lors de la compression 

continue du film par un paramètre additionnel: v) le rapport des deux 

constantes de dimérisation obtenue par polarisation croisée de la lumière 

d'excitation. Les résultats permettent de décrire plus finement la 

réorganisation structurale de la sonde dans l'espace de la phase LC. 

Le rapport Kcix / Kdyz lié aux configurations orientationnelles des 

micro domaines de sonde nous indiquent la présence de trois régions 

particulières de configuration orientationnelle des microdomaines de la 

sonde dans les diverses phases du DPPC en monocouche. En effet, 

l'orientation des sondes varie progressivement à l'intérieur de la phase LC et 

le long de la transition LE / LC. Les transitions orientationnelles, qui sont 



151 

très abruptes, se produisent aux aires moléculaires précisément liées aux 

changements de phase du film lipidique, soit à 0,48 nm2·molécule-1 où se 

produit la transition LC / SC et à 0,58 nm2·molécule-1 à la fin de la transition 

LE / LC. La première survint lors de la transformation liquide-

condensé / solide-condensé (à 0,48 nm2·molécule-1) et elle appuie l'hypothèse 

qu'une transformation' de second ordre se produit dans cette région 

(Albrecht et coll., (1978)). La seconde brisure de la symétrie rotationnelle (à 

0,58 nm2·molécule-1) se produit à l'entrée de la phase LC pure, soit à la fin de 

la transition liquide-expansé / liquide-condensé du DPPC en monocouche. 

Cette seconde brisure de la symétrie rotationnelle peut résulter d'une 

transformation d'ordre deux ou d'un ordre supérieur à deux. 

Pour élucider davantage les mécanismes qui se produisent, nous 

avons déterminé plus précisément quelles sont les phases qui sont 

impliquées dans la transition dite LE / LC linéaire et non horizontale et le 

changement de symétrie rotationnelle du système à l'entrée de la phase LC. 

Nous avons montré à partir de la courbe du degré de cristallisation en 

fonction de l'aire moléculaire que la transition dite LE / LC du DPPC semble 

plutôt impliquer le passage des molécules de l'état moléculaire d'aire ALE 

(phase LE) à l'état moléculaire d'aire ASC (phase SC) avec la formation d'un 

état moléculaire intermédiaire caractérisé par une aire ALC (phase LC). La 

présence de cet état moléculaire d'aire ALC peut expliquer hi miscibilité 

apparente des deux autres phases, et par là, la non horizontalité de la 

transition. Ainsi, la présence de domaines solides macroscopiques (-10 J..LIU) 

observés en microscopie de fluorescence lors de la transition LE / LC peut 

être attribuée au fait que la sonde est exclue à la fois des domaines 
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hautement condensés d'aire ASC et des régions de lipides interfaciaux qui 

les encerclent, d'aire ALC' qui sont positionnées entre ces domaines 

lipidiques solides et les lipides de la phase fluide d'aire ALE. 

La coalescence des constituants d'un système lors de la transition 

liquide / solide augmente l'énergie potentielle d'un système en utilisant 

l'énergie cinétique de ses constituants de sorte qu'un état de transition (état 

activé) est atteint (Hendrickson et coll., (1970)). L'état LC caractérise cet état 

de transition et la chute diffusionnelle du DPPC reflète précisément 

l'utilisation de l'énergie cinétique microscopique du système pour atteindre 

la phase LC et accomplir la transition liquide / solide du DPPC en 

monocouche. 

A 0,58 nm2·molécule-1 le film présente réellement un double aspect 

de phase unique et d'aire moyenne d'un changement du comportement de la 

présence simultanée des trois phases LE, Le et SC. Nous avons admis que le 

système fluctue entre une très grande disparité de ses états moléculaires et 

un état moléculaire unique à l'aire moyenne de 0,58 nm2·molécule-1. De 

telles fluctuations, très grandes, se produisent habituellement près d'un 

point critique. Nous avons montré que ces fluctuations critiques de 

l'entassement latéral des lipides du film facilitent l'incorporation dans le 

film de divers matériaux provenant de la sous-phase. Ainsi, de façon 

similaire aux observations réalisées dans les systèmes multibilipidiques 

(Sackmann, (1983)), des défauts résultant de l'entassement moléculaire se 

produisent à cette aire moléculaire moyenne et sont responsables des effets 

d'incorporation maximale de produits présents dans la sous-phase. Pout 
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expliquer ce phénomène, une fluctuation critique de la densité dans la 

région de l'interface a été proposée (Nagle et Scott, (1978)). 

On a pu retrouver l'existence d'une phase réelle ayant un état 

moléculaire unique à 0,58 nm2 ·molécule-l en examinant deux 

comportements différents des isothermes de pression de surface du DPPC 

réalisées à diverses températures. Nous avons d'abord suivi l'évolution de 

l'aire moléculaire au début de la transition LE / LC, At, suivant la 

température et rencontré un changement de phase à 0,58 nm2·molécule-l et 

à une température de 29°C. L'expansivité de la phase prétransitionnelle 

(phase LE) à partir de cette température nous indique que les lipides se 

comportent comme un état de vapeur-expansée (VE). Au point critique, à 

29°C, 0,58 nm2 ·molécule-l et 18 mN·m-l , les phases LC, LE et VE sont 

présentes. 

Nous avons ensuite analysé le comportement des isothermes de 

pression de surface du DPPC au moment où apparaît la phase LE aux très 

basses températures. L'aire de 0,58 nm2·molécule-l apparaît alors comme 

un point critique où un équilibre à trois phases existe, soit un équilibre entre 

les phases LE, LC et la vapeur-condensée. 

L'organisation structurale et la dynamique moléculaire des 

phosphatidylcholines (PC), phosphatidylsérines (PS) et phosphatidyléthano-

lamines (PE) insaturées en couche monomoléculaire à l'interface 

air / solution furent obtenues de l'investigation par le F.R.A.P. Les effets de 

la nature des régions hydrocarbonées et des régions polaires des 
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phospholipides furent étudiés sur les lipides déposés à l'interface air / N aCI 

0,1 M. On a aussi regardé l'effet de la présence additionnelle d'ions 

divalents (calcium) dans la sous-phase (NaCI 0,1 M + ions divalents 10 mM) 

lors de la compression continue des lipides. Les caractéristiques d'émission 

de fluorescence et de dimérisation de la sonde indiquent que les sondes sont 

regroupées en microdomaines dans les films monomoléculaires. Elles sont 

aussi utilisées pour obtenir un autre paramètre : vi) la constante de 

dimérisation structurale de la sonde. Les résultats montrent que le 

coefficient de diffusion latérale de la sonde diminue lorsque les ions 

divalents sont présents dans la sous-phase des PS et des PE alors qu'ils n'ont 

pas d'effet sur les PC. La mobilité latérale des PC insaturées est identique à 

la mobilité de la PC saturée (DPPC) en régions fluides (phase LE et la 

transition LE / LC). 

Nous avons vu que lorsque la tête polaire de deux tensio-actifs est de 

même nature (ex., phosphatidylcholine), l'isotherme de pression de surface 

montre une expansion pour le film comportant des lipides plus insaturés. 

Les interactions des régions hydrocarbonées (principalement originant des 

forces de dispersion) du lipide insaturé se manifestent en effet à de plus 

grandes aires moléculaires que pour le lipide moins insaturé et elles 

déterminent aussi la réduction plus importante de la tension de surface de la 

sous-phase. Les régions hydrocarbonées du matériel insaturé sont donc 

impliquées dans des interactions intermoléculaires plus importantes. 

Nous avons montré que les propriétés de fluorescence (If et Kd) des 

lipides rétiniens appuient cette conclusion. En effet, la présence d'une 



structuration du milieu hydrocarboné plus importante pour les lipides très 

insaturés d'origine rétinienne provient de la relaxation de la cage de chaînes 

grasses hautement insaturées dans l'environnement immédiat du 

chromophore. La relaxation est altérée par les contraintes des interactions 

intermoléculaires des chaînes du lipide (principalement les forces de 

dispersion) et le rendement quantique du chromophore augmente, d'où 

l'augmentation de If. Nous avons montré aussi que cette hydrophobicité du 

milieu hydrocarboné augmente aussi au cours de la compression des lipides 

insaturés d'origine rétinienne. Ce comportement est en accord avec le 

modèle des formes moléculaires associées qui reconnaît qu'avec le degré 

d'insaturation de la région hydrocarbonée des phospholipides, la portée de la 

région conique représentant la zone hydrophobe du lipide tend à s'ouvrir, c.-

à-do à prendre une surface de projection plus élevée. 

Les films de PS sont condensés lorsque les ions calcium sont présents 

dans la sous-phase saline. La nature chargée de la région polaire de la 

phosphatidylsérine rend ce comportement peu étonnant puisqu'elle permet 

le pontage des ions calcium par la PS. La présence des ions calcium 

entraîne cependant une réduction importante du coefficient diffusionnel des 

PS plus insaturées lors de la compression, sans entraîner d'effet notoire sur 

ce même lipide lorsqu'il est moins insaturé. Le pontage des molécules de PS 

par les ions calcium semble donc être modulable par le degré d'insaturation 

des chaînes hydrocarbonées des PS. Les hautes insaturations peuvent ainsi 

empêcher le pontage des PS par le calcium en maintenant de grandes 

distances intermoléculaires des PS à la surface, tel que l'indique les grandes 

aires moléculaires des films de PS rétinienne. 
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En présence de calcium, les valeurs d'émission de fluorescence des 

PE (S.E.B.) augmentent de 10 % alors qu'elles sont réduites de 30% lorsqu'il 

s'agit de la PE (H). Ce comportement nous indique que le calcium perturbe 

fortement les interactions de la région hydrophobe des deux PE et ce, dans 

un sens opposé. Pour les deux systèmes, la présence du calcium entraîne 

cependant une baisse du coefficient diffusionnel et aucun effet sur 

l'isotherme de pression de surface. La nature zwitterionique de la PE incite 

à réfuter le rôle d'un pontage ionique par les ions divalents, mais la 

déshydratation de la région polaire des PE peut être soulevée. 
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