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RESUME

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

caracténser la barriere de potentiel sur toute |'épaisseur de la membrane.

Le volet théorique de ce travail a consisté dans un premier temps & examiner les différentes
contributions a cette barriére de potentiel. A la lumiére des informations recueillies, un
profil de barmére de géométrie trapézoidale fut retenu comme modéle. Dans un deuxiéme
temps, deux approches théonques, celles de Nemnst-Planck et de Eyring furent appliquées a
ce modele de barriére. Des expressions inédites du courant en fonction de |a tension furent
obtenues. Pour des raisons inhérentes aux théornes en question, |'approche de Nemst-Planck
fut retenue. Plusieurs équations reliées a la forme de la courbe 1-V, en particulier & son
asymétrie furent dérivées. Un paramétre d'asymétrie normalisé ne dépendant en premiére

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

Quinze courbes [-V provenant de bicouches dopées 4 la nonactine (une bicouche
symétrique et quatorze bicouches asymétriques) furent approximées selon le modele de
Nemst-Planck et autant de barriéres trapézoidales furent caractérisées. Il en ressort que les
coins 1 et 2 du trapéze sont situés 4 la méme distance de 'interface. La bamére de potentiel
montre donc une symétrie par rapport au centre de la membrane, fiit-elle asymétrique. Les
hauteurs de la barriére de potentiel furent estimés autour de 300 mV. Quant 4 la mesure de

la différence de potentiel entre les deux coins du trapéze, elle put &tre évaluée avec



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

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

formation.

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

vu des observations au binoculaire et des mesures de capacité présentées.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Structure et fonctions des membranes biologiques

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

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



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

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

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



effacé... il est encore fréquemment question de “matrice lipidique” et de “barriére
lipidique”. Mais s’il ne s'agissait que d'un milieu passif, pourquoi la nature aurait-elle fait
preuve d'autant d’originalité pour des constituants somme toute “mineurs” ? Il n’est pas
rare de retrouver dans une membrane donnée plus de cent espéces lipidiques... Nous
verrons A la prochaine section que ces lipides peuvent influencer, moduler, réguler 1’activité
des protéines et par 12 méme influencer, moduler, réguler les différentes fonctions
membranaires. La membrane biologique forme un tout et nous ne pouvons donner
prépondérance A un constituant en particulier.

Passons maintenant 3 |'organisation spatiale de la membrane. Depuis le début des
années '20, différents modéles membranaires ont été proposés (pour une vue globale des
différents modéles membranaires, citons la claire et concise monographie de Mazliak,
1987). Le demier modele en date est celui de Singer & Nicolson appelé aussi modele de la
mosaique fluide. Selon ce modele, la membrane biologique, que ce soit celle entourant la
cellule ou celle limitant les organites intracellulaires, est formée essentiellement d'une
double couche lipidique fluide dans laquelle “baignent™ et “flottent™ les protéines
intrinséques et extrinséques (Singer & Nicolson, 1972; Singer, 19?4_j. Un schéma de ce
modéle membranaire se retrouve 2 la figure 1.1. En plus de spécifier clairement la maniére
dont les protéines membranaires s'assemblent dans la membrane, ce modéle a ’avantage de
fournir une image dynamique de la membrane, une image ou les lipides et les protéines
peuvent trés rapidement se déplacer latéralement, tourner sur eux-mémes, etc. Le modgle de
Singer & Nicolson tient compte aussi du fait que les deux cotés de la membrane biologique
ne sont pas identiques, autrement dit qu’il existe une asymétrie membranaire.

Le modele de Singer & Nicolson présuppose toutefois que les protéines et les lipides
constituent une solution idéale ol chacun des principaux composants diffuse de maniére
libre et indépendante dans le plan de la membrane. Au cours des années 70 et 80, un
nombre toujours grandissant de données expérimentales nous a mené i une conception un
peu plus complexe de la membrane. Ainsi, si nous regardons la surface membranaire, nous
constatons que ses constituants ne sont pas répartis uniformément; il existe des domaines,
des agrégats de différentes compositions (Kamovsky & coll., 1984). Ces domaines peuvent
exister & grande échelle, la membrane de la bactérie Halobacterium halobium constitue un
bon exemple, ou A une petite échelle, prenons les microdomaines lipidiques en exemple.
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Figure 1.1. - Illustration d'une membrane biologique. Modéle de Singer & Nicolson. (Tiré de
Bretscher, 1985).




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

1.2 Asymétrie de la membrane biologique

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



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

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




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

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

1.2.1 Asymétrie des constituants membranaires

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

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



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

Quant aux lipides, ils sont eux aussi distribués asymétriquement mais non de maniére
absolue. Les lipides ont leur cté préféré pourrions-nous dire! Ainsi si I’on considére la
membrane érythrocytaire, nous retrouvons les phospholipides phosphatidyléthanolamine
(PE) et phosphatidylsérine (PS) préférentiellement du coté cytoplasmique et les
phospholipides phosphatidylcholine (PC) et sphingomyéline (SM) préférentiellement du
coté extracellulaire (Verkleij & coll, 1973). Chez les plaquettes sanguines, seule la
sphingomyéline se retrouve préférentiellement du cété extérieur alors que la PC, 1a PE et la
PS, se retrouvent majoritairement dans le feuillet interne (Zwaal & Bevers, 1983). Le méme
patron d’asymétrie se retrouve chez les membranes rénales dites de bordure en brosse
(Vénien & Le Grimmelec, 1987). Il est 4 noter que chacune des membranes que nous avons
~ jusqu’a maintenant étudiées montre une asymétrie qui lui est propre. D’en découvrir un jour
une qui serait symétrique apparait de plus en plus illusoire. Nous retrouvons au tableau 1,
une liste des principales membranes des cellules eucaryotes dont nous avons pu mettre
clairement en évidence une asymétrie lipidique (pour une revue concernant 1’asymétrie des
membranes virales et bactériennes, voir Op den Kamp, 1979).



Tableau 1
Patron d’asymétrie lipidique de quelques membranes plasmiques et intracellulaires

Membrane Cieé Cite Référence
Extracytoplasmique Cytoplasmique

M. plasmiques

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

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

Hépatocyte (rat) PC, 5M, PE PS, Pl Higgins & Evans, 1978.

Bordures en brosse (lapin) M PE, PC, P5, PI Vénien & coll., 1988,

Spermatozoide (bélier) PC, SM, FE DPG, PG, PS, Pl Hinkovska & coll., 1986,

Sarcolemme cardiaque (rat) 5M PC, PE, PS, P1 Post & coll,, 1988,

M. intracellulaires

Réticulum endoplasmique® 5M, PI PE, PS De Pierre & Emnster, 1977.

Dictyosome* 5M, F1 FC, PE, PS De Pierre & Emnster, 1977,

Mitochondrie - membrane interne® | DPG, P1 PC.PE D« Pierre & Ernster, 1977,

Lysosome* 5M, F1 PC.PE De Pierre & Emnster, 1977,

RS squelettique (lapin) PS5, 5M, PI PE Herbette & coll., 1984,

Synaptosome (raie électrique) PS PC,FE FI Michaelson & coll, 1983.

Disque des bitonnets (boeuf) PC PE, P§ Miljanich & coll., 1981.

Les membranes affectées d'un astérisque font référence a 1"hépatocyte de rat. Seuls les phospholipides ayant
une distribution asymétrique marquée apparaissent dans ce tableau. Les symboles des différents
phospholipides apparaissent au début du travail.

Outre le fait que |'asymétrie phospholipidique soit générale, certains traits semblent se
dégager. Premidrement les aminophospholipides semblent se retrouver de maniére
privilégiée sur le cOté cytoplasmique alors que les cholinophospholipides (surtout la
sphingomyéline) préférent la face opposée. Deuxiémement, les lipides chargés
négativement (PS, PI, PG, DPG) se retrouvent quasi exclusivement sur la face
cytoplasmique sauf le PI et le DPG qui peuvent se retrouver aussi du c6té de la lumiére de
certains organites intracellulaires.

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

Signalons que depuis plusieurs années de nombreuses études de reconstitution membranaire
ont démontré que des enzymes, telles la cytochrome ¢ oxydase (Vik & coll., 1981), la p-
hydroxybutyrate déshydrogénase (Fleisher & coll., 1983) et la signal peptidase pancréatique
(Jackson & White, 1981), requigrent pour leur fonctionnement optimal la présence de tel ou
tel lipide ou plus précisément de tel ou tel mélange de lipides. Ce mélange correspond-il &
ce que l'on retrouve naturellement chez la membrane native ? Pourquoi encore retm:l.we-t-
on chez la membrane native cet arrangement lipidique particulier 7 Ces questions sont
ardues. Les premiers résultats des cxpéricn_cés de substitution lipidique ne nous permettent
pas de répondre A de telles questions concernant la “régulation lipidique”. Elles ont déja
toutefois la qualité d’en montrer la finesse (voir Wrigglesworth, 1984).

1.2.2 Asymétrie des propriétés physicochimiques

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

constant sur les deux faces de la membrane, méme si la composition lipidique des
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membranes des différents mutants varie de maniére significative. Nous reviendrons plus

loin sur les conséquences de cette asymétrie de charges.

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

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

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

récepteurs.



12

1.2.3 Importance de I’asymétrie lipidique en biologie

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

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

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

1.2.3.1 Importance de I’asymétrie électrostatique d’origine lipidique

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



13

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

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

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

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

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

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

1986).
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FIGURE 7. A sliding helis model of voltsge-dependent gating. (A) A bali-and-stick, (kree-dimensions| represeatation of the 54 helix of domam IV
Darkened circles represent the a-carbon of cach amino acid residuc. Open circles show the direction of prajection of the side chain of each residue sway
from the care of the helix, Monpolar residues are illustrated in thin letters by their single letter code: F, Phe; A, Ala: [, llew; L Lew; ¥, Val. Positively
charged amino acids are iilustrated in bald letters: &, Arg. {B) The spiral path made by the pasitively charged arginine residues i illusirated in the formala
ribbon wrapped around the cemtral core of the helix, Right, Movement of the 54 helix in response 10 membrane depolarization. The proposed
transmembrane 54 helix is illusirated as & cylinder with 2 spiral ribbon of positive charge. Al the resting membrane potential (left). all positively charged
residues gre paired with fixed negative charges on other transmembrane ssgments of the channel and the iransmembrane segment is held in that position by
the negative internal membrane potential, Depolarization reduces the force holding the pasitive charges in thelr inward position, The 54 helix is then
prapesed to undergo spiral motion through o redation of approximately 60° and an ouiward displacement of approximately 5 A_ This movement leaves an
wapaired negative charge on the inward surface of the membrane and reveals an unpaired positive charge on the culward surface 10 give 4 nel charge

wransfer of + 1.

Figure 1.4. - Mécanisme présidant 3 1'ouverture du canal sodique. Modéle du glissement voltage-
dépendant de I'hélice S4. (Tiré de Catterall & coll., 1986).
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Le troisiéme exemple concerne un antibiotique, 1’alaméthicine. Cet antibiotique de 19
acides aminés est connu pour former des canaux dont 1'ouverture dépend de la tension. De
nombreuses études, A 1'aide de membranes artificielles, ont démontré que la molécule
d’alaméthicine (qui ne porte aucune charge nette) se comporte comme un dipdle. Les
monomeres d’alaméthicine s'adsorbent parallélement & la membrane et, suite 4 1'imposition
d’un potentiel transmembranaire, s’orientent au travers de la membrane. Une fois orientés,
les monoméres s'agrégent suite 3 la diffusion latérale et forment des canaux dans la

membrane. Le schéma de la figure 1.5 illustre ce processus.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

réciproque des deux feuillets lipidiques des membranes biologiques.

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

exemple.

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

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

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

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

transmembranaires intrinséques a la nature de la membrane.

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

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

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

4 Des expériences menées au laboratoire ont démontré que nous ne pouvons former des bicouches 2 partir
de films strictement monomoléculaires (Tancréde & coll., 1983). Malheureusement, 1’on retrouve encore dans
la littérature I’appellation “bicouches formées 2 partir de monocouches” («bilayer made from monolayers»).
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Figure 1.6. — Formation d'une bicouche asymétrique selon la technique de Montal-Mueller. (Les
schémas ne sont pas dessinés & 1"échelle).
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Une autre possibilité de former des bicouches asymétriques serait d’exciser a 1'aide d’une
micropipette une portion d’'une bicouche asymétrique du type Montal-Mueller. Cela ne doit
pas étre aisé puisqu’aucune tentative n'a été rapportée dans la littérature.

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

nous pouvons mesurer ces potentiels membranaires.

1.4 Mesure des potentiels membranaires

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

1.4.1 Méthodes spectroscopiques

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

1.4.2 Méthodes électriques

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

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

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

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

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

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

apparaitront plus évidentes au chapitre 2.

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

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



CHAPITRE 1I

ASPECTS CONCEPTUELS ET THEORIQUES

2.0 Introduction

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

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

2.1 Les potentiels membranaires

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

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

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

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

Les potentiels reliés au déséquilibre des activités des espeéces ioniques sont discutés
abondamment dans de nombreux volumes (Heinz,_ 1981; Finkelstein & Mauro, 1977;
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Matthews, 1986). Ils ne feront pas ici 1’objet d’un traitement particulier. Signalons en
terminant que ces potentiels, décrits par la loi de Nernst ou par la loi plus générale de
Goldman-Hodgkin-Katz, sont parfois appelés potentiels de diffusion, potentiels nernstiens

ou encore potentiels macroscopiques.

Par potentiels membranaires, il faut entendre ceux présents a la surface (ou trés prés) de la
membrane et au sein méme de celle-ci. Ils sont intimement reliés 4 la structure et a la
composition de la membrane (biologique ou modele), mais également des milieux la
bordant. La mesure des potentiels membranaires réclame, contrairement aux potentiels
nemstiens, 'emploi d’indicateurs de dimension moléculaire (voir section 1.4), 1'épaisseur
de la membrane n’atteignant, sauf exception, que 5 3 7 nanométres tout au plus.

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

différentes bien précises.

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

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

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

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

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

2.1.1.1 Notion de double couche électrique

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

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

La distribution ionique ne dépend pas seulement du champ électrique local mais aussi de la
température. A haute température, la tendance diffusionnelle des ions est augmentée et la
couche devient plus diffuse, plus étendue. L'inverse se produit 4 basse température, la
couche devenant plus compacte. Plus exactement, la concentration de 1'espéce chargée
dépend du rapport entre 1'énergie potentielle électrique, U,, et 1'énergie thermique, kT.
Ainsi lorsque nous nous €loignons de la surface, le rapport U, / kT diminue, de méme que
le rapport contre-ions / co-ions, jusqu’'a ce que loin de la surface, lorsque U, << kT, la
concentration des ions dans la couche diffuse ne différe plus de celle existant dans le coeur
de phase. Les concentrations de co-ions et de contre-ions redeviennent égales et la notion
de couche €lectrique perd son sens. Nous retrouvons 2 la figure 2.1, une illustration des
doubles couches se trouvant au voisinage d’'une membrane chargée. Le profil des
concentrations et des potentiels y est représenté.

7 En termes plus techniques, ces faibles interactions aménent I'ergodicité du systtme (Léontovitch, 1986,
p.196)
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Fig. 2. lon distribution profile. p,;,(x) (A), and electrostatic poten-
ual, ¢ (x)={x) (B), near a charged membrane with an applied
transmembrane potenual, Ay, =V and surface potential ¥, Dashed
line depicts the distribution of co-ions and full line of counterions.
Owing to the juxtaposition of the structural and counterionic charges
and because the concentration of the later falls-aff coatinuously wath
separation from the surface (see symbols with a plus sign in the upper
picture) it is customary to speak of the surface associated ionic diffuse
double layer. Far from the membrane the concentration of counter-
ions and co-ions is the same as in the bulk (¢, ). Dotted line in the
lower graph defineates the range to which the electrostatic mnteractions
typically play an important rile; this range 15 proportional to Debye
screening length, A.

Figure 2.1. — Dlustration des doubles couches éleciriques bordant une membrane. En A: profil de
la concentration des co-ions et des contre-ions. En B: profil du putenue] diala présm des

doubles couches . (Tiré de Ceve, 1990).
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2.1.1.2 Théorie de Gouy-Chapman

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

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

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

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

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

8  Notons ici que si, mathématiquement, les volumes peuvent tendre vers l'infiniment petit; il n'en est pas
de méme physiquement, ol le petit ne se rapetisse pas indéfiniment.



p(x)= Y, Z3Ci(x)
i=1

Zj + valence de 'ioni (positive pour les cations, négative pour les anions)
3 : constante de Faraday (= 96 484,6 Cemol-!)
Cix) . concentration de I'ion i A une distance x | molsnr? )
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[22]

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

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

Mais voild: quelle est la concentration de 1’espéce ionique i en fonction de la distance de
I’interface ? Comment relier Cj(x) et x 7... A 1'équilibre le potentiel électrochimique de
Iion dans la solution, [ est partout le méme, que ce soit 4 'intérieur de la couche diffuse

(x € [0,22[ ) ou dans le coeur de phase (x =22) :

1 (x) = i (=)

3

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

égal 2 1 comme :
L ()= (0+RTInC; (x) +Z 3 w(x)
II.? : potentiel électrochimique standard ( Jemol -1y
R : constante des gaz parfaits ( = 8,3144 Jomol -1.K-1)

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

-aﬂmn]
RT

G (x) =G (=) ﬂP[

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

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

[24]

2]
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n

D2 y (x)=- (€0 €w) "' * Z; 3 Cj (o) exp[

-Z3vy {xl} 6]

RT

Cette derniére opération, d’apparence somme toute anodine, constitue la pierre
d’achoppement de la théorie de Gouy-Chapman. Nous verrons plus loin pourquoi il en est
ainsi. L’équation de Poisson-Boltzmann est une équation différentielle du deuxiéme ordre,
non linéaire (la quantité cherchée y figurant dans 1'argument de l'exponentielle), ne
possédant pas de solution analytique. Il existe cependant quelques cas particuliers pour
lesquels la résolution de 1'équation est possible. Ainsi par exemple pour un mélange
d’électrolytes symétriques soit univalents (type 1:1) tels le KCl et le NaCl, soit divalents
(type 2:2) comme le MgSO, et le CaCO4, ou encore tri- ou tétravalents. Pour ces cas
particuli¢rement simples, nous pouvons résoudre analytiquement |'équation 2.6 et la
solution, reliant explicitement y, C; et x, s’avére celle recherchée.

En intégrant 1’équation 2.6 une premiére fois entre y =0 et y = y, nous obtenons, D,y(x)
valant 0 Ay =0 (c’est 2 dire & x = o):

'h

D, y(x) = % ( ) 2 Ci () {exp [m] } [27]

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

8RT Y Cj(e) (
Dy W(x) =~ ;lew sinh k'zf%] [28]

Regroupant les termes de 1’équation 2.8 en y A gauche et ceux en x A droite, puis en
intégrant d'un c6té entre W = W et y = Y(0) et de 1'autre entre x =x et x =0, il vient :

Y (x) = i?—;mnh‘l [tanh [%ﬁ] * exp (-u]‘ [2.9]
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avec
242 ¢
273 Y, C(o)
K= i=1
€ & RT
y(0) : potentiel électrostatique de la double couche 2 la surface (V)
K : inverse de la longueur de Debye (m-1)

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

c=- J‘ p (x) dx [2.10]

c * densité superficielle de charges ( Cem2 )

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

='(£0€w)'Dx W(x)|x=0 [2'11]

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

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

i=1

Cette derniere relation est connue sous le nom d’équation de Grahame Pour un mélange
d’électrolytes symétriques de méme valence, la sommation se simplifie et une relation
simple entre G et Y(0) peut étre obtenue : '
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s:A/Sa;,e,,,RT-Z C; (o) -sinh[%] [2.120]

i=1

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

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

2.1.1.3 Inconsistance fondamentale de la théorie de Gouy-Chapman

Nous disions au paragraphe précédent qu'il n’existe pas de solution générale de 1’équation
de Poisson-Boltzmann. Nous pouvons par contre, peu importe le mélange d’électrolytes,
trouver une solution numérique. Mais le calcul fiit-il le plus précis, la solution demeurera
toujours entachée d'une erreur: erreur que l'on peut qualifier de fondamentale parce
qu’inhérente 4 la théorie. Cette erreur survient lorsque nous associons les équations de
Poisson et de Boltzmann.

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

(micropotentiel), 1’'équation s’en trouverait faussée.

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

Dans le méme ordre d’idées, nous pouvons mettre le doigt sur I’inconsistance fondamentale
en faisant passer 1’équation de Poisson, pour le cas qui nous préoccupe, d’une forme
macroscopique 2 une forme microscopique. L'on peut démontrer que 1'inconsistance peut
étre levée - dans cet ordre d’idées - si la valeur moyenne <exp(Z3W/RT)> est A peu prés
égale 2 exp <Z3y/RT> . Cela vaut pour des potentiels plus petits que 25 mV environ.

D’antres auteurs regardent le probléme par la droite en critiquant 1’équation de Boltzmann
telle qu'apparaissant a 1'équation 2.5. Poser d'emblée le coefficient d’activité comme étant
égal A 1, c’est plutét baroque, avouons-le. Une démonstration plus rigoureuse nous aurait
amené une expression similaire ol I’argument de |’exponentielle serait donné par W / RT,
ou W est le potentiel de force movenne Le potentiel de force moyenne correspond selon
Bockris & Reddy (1970) a I'énergie nécessaire pour amener la concentration ionique de
Cy(e2) & C(x), en incluant les interactions 4 courte portée, non coulombiennes. Le potentiel
est dit de force moyenne car il est calculé en faisant une moyenne dans le temps des
interactions. Dans les volumes plus spécialisés (Fowler & Guggenheim, 1965; Fowler,
1966), le potentiel de force moyenne entre un ion i et un ion j est défini comme étant le
travail requis pour amener de I'infini I'ion i  une distance r de j, travail moyenné en tenant
compte de toutes les configurations possibles des autres ions. Léontovitch (1986) a la page
216 résume:

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

2.1.1.4 Autres limitations de la théorie de Gouy-Chapman

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

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

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

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

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

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

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

1'électrostriction du solvant.

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

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

12 Dans la littérature anglo-saxonne, le terme « dielectric saturation » référe 2 la diminution de la
permittivité relative suite 3 l'augmentation du champ électrique. Le phénoméne précéde donc 1'état de
saturation proprement dit, c.-3-d. lorsque la polarisation du di¢lectrique ne varie plus avec l'accroissement
ultérieur du champ électrique (Sivoukhine (1983), p.157).
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potentiel dans les deux sens, il n'est pas rare que certaines d’entre elles s'annulent ou se
compensent partiellement; 3) les corrections tenant compte du volume ionique, des effets
de self-atmosphére et de la saturation diélectrique semblent plus importantes que celles
tenant compte de 1'électrostriction et de la polarisation ionique; 4) & des concentrations
d’ions monovalents supérieures A environ 30 mM et pour des valeurs de hy(0)l supérieures A
100 mV, la théorie de Gouy-Chapman “faiblit” dangeureusement.

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

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

Trés tdt, les chercheurs s’apercurent que la théorie de Gouy-Chapman pouvait donner des
résultats A la limite aberrants. Prenons 1'exemple d'une surface dont la densité superficielle
de charge est égale 2 une charge élémentaire négative par 0,7 nm2 (surface correspondant 2
1'aire moyenne occupée par un phospholipide dans une membrane) immergée dans une
solution électrolytique constituée d'un seul sel (i=1) de type 1:1 (Z=%1), 4 une
concentration de 100 mM (C,..). Avec T =23°C et g, =78, la théorie prédit une valeur de
potentiel A la surface de -128,9 mV, ce qui correspond 2 5,05 kT d’énergie. La théorie
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prédit aussi (équation 2.11) une valeur du champ électrique 2 la surface de -3,31 108 Vem-l
et une valeur de la concentration interfaciale des contre-ions (équation 2.5) de 15,6 M,
valeur plus spectaculaire encore. En effet, si nous entassions une couche d’ions K+
(r;=0,133 nm) jusqu'a ce qu'ils se touchent, nous obtiendrions une valeur de 102 M. Le
méme calcul avec des ions K+ normalement hydratés (r;=0,33 nm) donne 6,7 M. Une
concentration de 15,6 M : cela laisse peu d’espace pour les co-ions et les molécules de
solvant... et quelle répulsion électrostatique entre les contre-ions !

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

2.1.1.6 « 4 12 théorie de Gouy-Chapman-Stern.

En 1924, Otto Stern étendit la théorie de Gouy-Chapman afin de tenir compte de la
dimension des ions prés de la surface et de 1'adsorption spécifique de ceux-ci sur la surface
chargée. I1 définit tout d’abord un plan de moindre approche en-de¢a duquel les ions ne
peuvent s'approcher, le plan de Stern (auquel on relie les plans interne et externe de
Helmholtz,.correspondant respectivement au plan de moindre approche des ions
spécifiquement adsorbés, nécessairement déshydratés, et des ions non spécifiquement
adsorbés, en général hydratés '4 ) et A ce plan il associa un potentiel wg , le potentiel de
Stern, différent du potentiel A la surface, w(0). La double couche électrique se divise donc,
selon Stem, en deux régions : une couche inteme ol des ions peuvent s’adsorber et une
couche diffuse (extérieure) obéissant 2 la théorie de Gouy-Chapman.

13 Rappelons qu'd une force ionique de 100 mM, la couche diffuse ne s'étend que sur 5 nm tout au plus
(équation 2.9). Si nous calculons le volume de la couche diffuse autour d'une cellule sphérique de | pm de
diamétre, nous arrivons 3 un faramineux volume de 16 al, ce qui représente tout de méme le 33€ du volume
intracellulaire.

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

2.1.1.7 Théorie de Gouy-Chapman-Stern. Généralités.

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

La théorie de Gauy-Chapmm-Stem telle qu'utilisée aujourd'hui rend compte d'une
adsorption de type Langmuir o 1'on retrouve des constantes d'adsorption ion-surface
(plut6t que gaz-surface) et ol les concentrations ioniques jouent le rble des pressions des
gaz. Notons que ces concentrations ioniques ne sont pas celles du coeur de phase mais
celles existant 2 la surface, concentrations dépendant donc du potentiel A la surface. Mais ne
venons-nous pas de dire que les concentrations interfaciales prédites par la théorie de Gouy-
Chapman étaient erronées ? Oui, sauf qu’ici ces hautes concentrations surfaciques seront
difficiles 2 obtenir du fait qu'au fur et & mesure que les contre-ions (trés nombreux)
s’adsorberont a la surface, la charge nette surfacique diminuera, en valeur absolue,
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entrainant une valeur plus faible du potentiel & la surface, en valeur absolue, et
conséquemment de la concentration de contre-ions s’y trouvant. La théorie de Gouy-
Chapman-Sten posseéde, vu son degré de liberté supplémentaire (1’adsorption), un caractére
d’auto-régulation... Jusqu'a un certain point car il est possible, dans le cas d’une forte
adsorption d'un contre-ion, que la charge surfacique diminue jusqu’a zéro puis change de
signe lorsque le nombre de contre-ions adsorbés excéde le nombre de charges 4 la surface.
L'adsorption est dite alors “superéquivalente” (voir figure 2.2e).

Terminons en signalant que la théorie de Gouy-Chapman-Stemn élargit drélement le champ
d’application de la théorie de Gouy-Chapman. En effet, si la théorie de Gouy-Chapman
réclamait la présence d'une surface chargée, celle de Gouy-Chapman-Stemn s’applique 2
toute surface chargée ou du moins susceptible (suite a 1’adsorption d’espéces chargées) de
le devenir.

2.1.1.8 Théorie de Gouy-Chapman-Stern
Soit 1'adsorption d’un cation M* sur un site anionique a la surface P~ :

Pr+M*t = PM

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

masse .
{PM}
Kp =t d
{P}Cpn (0
Km : constante d'adsorption du cation M sur le site P~ Ml

[PM} : concentration A la surface de sites “neutralisés” (mr2)
[F) : concentration A la surface de sites vacants (m'2)
Cp(0) : concentration 2 la surface de contre-ions (M)
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F16. 5. Distribution of ions and potential in the double layer according to Grahame
(18). a. No specific adsorption. b. Specific adsorption of anions. ¢. Strong specific
adsorption of anions. d. Specific adsorption of cations. e. Strong specific adsorption
of cations,

Figure 2.2. - Effet de I'adsorption ionique spécifique sur le profil du potentiel électrostatique. (Tiré
de Overbeek & Lijklema, 1959).




49

Avec {P} = {PM}+{P-} la concentration interfaciale de sites, nous pouvons exprimer la
densité de charges comme étant égale 2 :

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

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

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

c={P}= {P}

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

m=

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

P- + D+ = PD+

avec:

__{pD"}

TP},

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

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

d=1 m=1

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

2.1.1.9 Ionisation a la surface et sites d’adsorption

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

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

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

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

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

entier 19,

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

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

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

avec

Zimd 3 w(O)]

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

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

2.1.1.11 Limitations de la théorie de Gouy-Chapman-Stern

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

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

2.1.1.12 Profil intramembranaire du potentiel dii aux doubles couches

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

Ve uh Poc @

=y 0 1 4o

Mais comme le font remarquer Attwell & Jack (1978), il est possible que la concentration
de charges 4 un endroit donné de la membrane excé¢de la concentration limite et distorde le
champ électrique. En absence de preuves expérimentales en ce sens nous considérerons
I"approximation du champ constant valide et I'expression du potentiel au travers de la
membrane sera ainsi donnée par I’équation 2.15:

17 Pour une bicouche de 250 um de diaméte cette densité correspond 2 un nombre de charges de 1.5
million.
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vpe (x) = (‘lfi::c (d) - wpc {m) . :T*“ vpe (0) [2.15]

Wne(x) @ potentiel & une distance x A I'intérieur de la membrane di 2 la présence des doubles
couches électriques ( mV )

Vpe(d) :  potentiel de Gouy i la surface du cité droita x=d (mV )

Ypc(0) :  potentiel de Gouy 4 la surface du cté gauche ax=0 (mV)

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

différence de potentiel transmembranaire nulle en A mais d'environ 25 mV en B.

Mais vu la faible épaisseur de la membrane, les charges superficielles situées d'un coté de
la membrane ne devraient-elles pas affecter celles situées de 1'autre c6t€? Nelson,
Colonomos & McQuarrie (1975) effectudrent une étude théorique sur le couplage
électrostatique susceptible de se produire entre les charges de surface - et leur couche
diffuse - situées de part et d’autre d’une bicouche. Leurs résultats indiquent que ce couplage
dépend principalement du rapport ey, €y et de la différence des potentiels électrostatiques
la surface. Si 1'on prend un rapport des permittivités relatives d’environ 30, un potentiel
transmembranaire de 1’ordre de 80 mV (une valeur typique) et une distance entre les plans
de charges de 5 nm, |'erreur commise sur 1'évaluation du potentiel transmembranaire serait
d’environ 2%. Ces effets de couplage étant petits, nous conserverons 1'expression du
potentiel donnée par 1’'équation 2.15.



36

- | ]
=10 . b
Inside Membrane Outside
.20 F J
=30 F ""‘:' Luj. -
= -a0f | 4
3 | |
~ .sof .
L
T 60 a8 —e i
=
=} . - 4
@ L o; = /300 4" . Ty = 300 A"
-80F C:=0am 8= 0.1 “1
.80 - 4
1 L L i i i L A i 1 i i
A0 60 40 20 O o 20 40 &0 80
Distance [(A)
E [ ™ T |'
=10 . T
Inside Membrane Qutside
20 | 1
yt
-30 - ! b
L wy
E 40 \T _ 4
- a
~ .sof : 1
s l\
£ -gop p —
2
& T0F  o;=im00 i 9= 1300 4"
-80 Si=al s Ca=01 M o
940 - T
" ] 5 L . L L I i H 1 L L I
BO &0 40 20 4] Q 20 40 60 80

Distance (Al

Fig. 2=1. Interrelation between surface and ransmembrane potential. The figure is a schematic presentation
of the electric potential profile in the vicinity of a phospholipid bilayer as predicted by the Gouy-Chapman
theory. It also demonsmates the predicted effect of surface charge density, ion concentration, and bulk
transmembrane electrical potential on the eleciric field experienced by the membrane. Jy* and &' are the
potentials at the inside and outside surfaces, respectively. C; and C, are the bulk salt concentrations of the
inside and gutside solutions, respectively. oy and o, are the surface charge densities in negative ch.argr.ﬁﬁu’
of the inside ad ouiside, respectively. A is the potential difference between the inside and outside bulk
solution (outside negative), 8 is the potennial difference berween the two membrane-solution interfaces, The
figure is drawn to scale with a bilayer thickness of 50 A. A: The surface charge densities and bulk ion
concenirations are the same on both sides of the bilayer. B: The same conditions as in A, except for a decrease
in surface charge density of the inside surface.

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

2.1.2.1 Généralités

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

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

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

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

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

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

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

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

I'esprit des biologistes et des membranologistes. De 1965 & 1985, environ 110 articles

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

atteindre, répétons-le, plusieurs centaines de millivolts.

2.1.2.2 Origine du potentiel dipolaire

Dans un précédent travail (Brullemans, 1987), nous assimilions les molécules se retrouvant
3 I'interface entre deux phases de composition différente A des tirailleurs tiraillés au front.
Bien que cette vision souffre d'un anthropomorphisme flagrant, il n'en demeure pas moins
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que les molécules interfaciales subissent, di 2 I’asymétrie des forces s’exergant sur elles, de
fortes contraintes. Une maniére plus douce de voir les choses consiste 2 considérer ces
molécules comme autant de diplomates tentant de réduire les tensions 2 la frontiére. Pour y
arriver, les molécules-diplomates s’entassent et s’orientent 3 1'interface de maniére A rendre
la transition la plus graduelle possible (4 élargir la frontiere en quelque sorte). Cette
organisation (ou réorganisation) des molécules A 1'interface se traduit par une tension
interfaciale et si la molécule posséde un moment dipolaire, permanent ou non, par un
potentiel interfacial parameétres tous deux mesurables expérimentalement. Bien qu'il ne
fasse aucun doute que la grandeur de ces parameétres refléte la grandeur des forces entre les
molécules et leur degré d’orientation, il n’existe pas A I’heure actuelle de théorie, méme
qualitative, qui permette de relier de manigre vraiment satisfaisante paramétres
moléculaires et données macroscopiques.

Prenons le cas d’une interface exempte de charges libres (sans potentiel de Gouy donc).
Prenons I'interface eau-vapeur d’eau. Interface bien connue... Eh bien non! Comme le
soulignent dans un article récent Matsumoto & Kataoka (1988), nous ne savons méme pas
quelle est la nature des forces présidant A ’orientation des molécules d’eau 4 I'interface. La
présence de liens hydrogeéne semble importante mais encore... Des résultats de simulations
numériques (basées sur une méthode de dynamique moléculaire et un modele de 1'eau dit
de Carravetta-Clementi) effectuées par ces mémes auteurs, les suivants me semblent dignes
d'intérét : i) la région interfaciale s'étendrait sur environ 0,5 nm, ii) I'orientation des
molécules d'eau & 'interface serait principalement déterminée par les termes de couplage
dipble-quadrupéle, iii) 1'orientation des molécules du coté vapeur ne serait pas la méme que
celle du cdté liquide, et iv) le potentiel interfacial prédit (di A 1'orientation des dipéles que
constituent les molécules d’eau) est de -160 mV '8 . Une récente évaluation utilisant le
méme modeéle mais avec un calcul différent donne (Wilson, Pohorille & Pratt, 1989):
+600 mV ! Et il existe une foule d'autres modéles pour I'eau liquide, et différentes
méthodes de simulation... Autre ombre au tableau (ou serait-ce la méme ?): les mesures du
potentiel 3 1'interface eau-vapeur montrent d'aussi grands écarts. Les mesures les plus
fiables aujourd’hui se situent entre -300 et +400 mV, avec une tendance vers -50 mV
(Wilson, Pohorille & Pratt, 1988).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1.2.4 Grandeur et conséquence du potentiel dipolaire

A partir des mesures de conductance des ions liposolubles tétraphénylborate (TPB-) et
tétraphénylarsonium (TPAs*) au travers de films noirs, Andersen & Fuchs (1975) purent
estimer le potentiel dipolaire au centre d'une bicouche de PE d’origine bactérienne a
+310 mV. Pickar & Benz (1977) obtinrent pour leur part sur des films noirs de DOPE
+215 mV. Plus récemment, Flewelling et Hubbell (1986a) obtinrent en combinant plusieurs
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données +240 = 70 mV pour la PC d’oeuf. Le signe du potentiel dipolaire fait ici
I’unanimité.

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

2.1.2.5 Modélisation du potentiel dipolaire

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

plaques est égale 2 :

Nqd n
‘VD=% ¢ _1op [2.16]

T Agyey gy

: différence de potentiel entre les plaques ( V)

: charge totale de la plaque (C)

: capacité du condensateur plan ( F)

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

. distance entre les plans de charges (m)

: surface de chaque plan ( m? )

> A0 2005
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EM : permittivité relative du milien diélecrique entre les plaques { —)
n : densité superficielle des dipoles ( m2)
: composante perpendiculaire du moment dipolaire net ( C+m ).

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

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

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

Yp * 2 xe[0,d:]
dy
A A
;D'“'WDI -dp - ;:]D lE[dhdz] [ 7]
Wp(x) = 2.1
d:’ml «(x-1) xe[da]
= xe[{],l]

VD1 : potentiel dipolaire du cbié | { mV )
Yy potentiel dipolaire du cfté 2 (mV )

dy : longueur du dipble effectif du cfié 1 (-
dy : longueur du dipble effectif du cité 2 (<)

Les longueurs sont ici exprimées en fraction de la distance entre les plans de charges 1 et 4,
Ayp est égal & Wiy — W . et Yp; et W, sont donnés par:

_ M2 P12

Vpi1z2 =
EgEM 12

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

La simplicité de ce modéle lui vaut une grande popularité mais si froidement 1'on songe a la
complexité de la bicouche ou méme de la monocouche phospholipidique, des frissons
peuvent nous parcourir 1'échine. Le modele de Helmholtz présuppose des plaques planes,
infiniment grandes, uniformément chargées, et entre lesquelles se trouve un diélectrique de
composition homogeéne. Autre limitation dans le cas des bicouches: le modele néglige les

interactions entre les deux rangées de dipéles.

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

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

2.1.2.6 Importance biologique du potentiel dipolaire

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

22 Pour étre plus précis,-les auteurs supposent que la charge passe en plein centre d'une maille du réseau.
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En fait, I'on peut raisonnablement présumer que toute molécule fortement dipolaire
possédant une affinité pour la membrane 4 1'émde risque de perturber le fonctionnement
normal de celle-ci. Notons qu’aucune étude in vive n'a jusgu'ici mis en évidence un
potentiel transmembranaire d'origine dipolaire.

2.1.2.7 Potentiel de Gouy et potentiel dipolaire

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

Sur le plan expérimental, il semble bien que les deux contributions puissent &tre
considérées dans de nombreuses situations comme étant indépendantes (Hladky & Haydon,
1973; Tosteson & Wieth, 1979; Goormaghtigh & coll., 1982), mais pas toujours (Haydon &
Myers, 1973). 1l est difficile de se montrer catégorique. D’autant plus que les modeles de
Gouy-Chapman-Stern et de Helmholtz sont souvent modifiés ad hoc. L'avénement d’une
théorie cohérente d'un potentiel membranaire englobant les deux contributions serait
évidemment 1'idéal. Zimanyi & Garab (1989) ont modélisé le champ électrique produit par
une charge discréte et un dipdle discret dans la membrane. Des cartes isopotentielles,
couvrant autant la phase membranaire que la phase aqueuse, sont présentées mais nous
sommes loin du compte...

En absence de données claires sur le sujet nous sommerons spatialement sans ménagement
les deux contributions. Sous ces conditions, 1"aspect du potentiel prés et au travers d'une
bicouche phospholipidique chargée serait celui représenté 2 la figure 2.5.
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Fig. 4. Schematic representation of electrostatic profile across a lipid bilayer having fixed surface

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

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

Figure 2.5. — Illustration du potentiel de Gouy et du potentiel dipolaire d'une bicouche lipidique
symétrique. Les deux potentiels sont respectivement notés, yet ¢. (Tiré d’Andersen, 1978, p.386).



Nous venons ici de déterminer quelle est la barriere de potentiel que doit franchir une
charge ayant la curieuse idée de traverser la membrane mais serait-ce toujours cette méme
barriere que franchirait effectivement notre charge-test 7 Non, il faudrait alors tenir compte
de I’énergie de Born, de celle associée aux forces images et de celle associée au potentiel de
distribution.

2.1.3 Energie de Born et force image

L’énergie de Born («self-charging energy») est |'énergie résultant du transfert d'une charge
d’un milieu de permittivité relative €, a2 un milieu de permittivité relative €,. Un ion

passant de la phase aqueuse (& = 80) a I'intérieur de la membrane (&, = 2) acquiert une
grande énergie potentielle. Cette différence d'énergie est donnée par:

22
Z_E(I__L) x €[ r.dx]
Bmegr \ey ey
Ug = [2.18]
=0 x E[n,dx]
Ug: : ¢énergie de Born (J)
e : charge élémentaire (= 1,602 189+ 10-19C)

: rayondel'ion (m)

Si nous regroupons les termes constants et transformons les unités SI en unités plus
pratiques, nous obtenons dans le cas qui nous préoccupe, |’expression 2.18b :

Ug=131Z2/r, [2.18b]

oll Ug est I'énergie de Born exprimée en unités kT (& 298 K), Z est la valence de I'ion et r;
SOn rayon en A. Ainsi, le transport d’un ion Kt (r, = 1,33 A) de la phase aqueuse a
I'intérieur du milieu hydrocarboné nécessite une énergie voisine de 100 kT (I'énergie
potentielle d'une charge élémentaire a2 2,5 V ! ). Pour I'ion Ca*+ un peu plus petit, nous
atteignons le chiffre pharamineux de 520 kT. A la lumiére de ces chiffres, nous apprécions
mieux la barriere que représente la bicouche lipidique pour un petit ion. L'énergie de Born
constitue la majeure partie de la barmére de potentiel que doit franchir I'ion lors de son

passage au travers de la bicouche. Soulignons que cette énergie Ug affecte moins son
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transfert qu'il ne le conditionne. En effet, le coefficient de partition, v, de 1’ion dans la
membrane est donné (négligeant les autres contributions du potentiel) par:

Y=exp(-Ug/kT)

Ainsi, pour une barri¢re de 100 kT, nous aurons une concentration d'ions dans la membrane
1044 fois moindre que dans la phase aqueuse. Soulignons que les ions de dimensions plus
grandes ont une marche plus petite 2 franchir. Par exemple, un ion univalent de 6,3 A de
rayon (rayon moyen du complexe nonactine-K*) n’a besoin “que™ de 21 kT pour franchir la
barriére hydrocarbonée. Mais attention, les valeurs calculées ici ne sont qu’approximatives.
L'équation 2.18 n'est valide que pour des ions impolarisables situés A une distance infinie
de !'interface diélectrique (Bockris & Reddy, 1970). Elle n'est évidemment pas valide pour
un ion de forte taille se retrouvant A I'intérieur d’'une membrane, laquelle ne peut étre
considérée comme un milieu semi-infini.

L’expression de I'énergie de Born peut étre corrigée dans le cas d’un ion situé prés de
I'interface diélectrique en faisant appel & la force image. Voyons briévement de quoi il en
retourne. Un ion, comme toute charge, est a |'origine d'un champ électrique. Si cet ion est
prés de l’interface, le champ produit par 1'ion sera suffisamment fort pour la polariser. Ces
charges induites 4 1'interface créent un champ électrique qui s’ajoute 3 celui agissant sur
I'ion. La méthode des images bien connue en électrostatique permet de calculer les forces
qu'exercent les charges de polarisation sur 1'ion 2 1'étude. Elle consiste A& remplacer ces
charges de polarisation par une charge fictive (la charge-image) située 2 une distance x
égale i celle séparant |'ion de I'interface. La force s’exergant entre 1'ion et la charge-image

s’appelle la force image.

Dans le cas qui nous occupe, il faut tenir compte du fait que 1'ion polarise les deux
interfaces de la membrane et que ces deux interfaces se polarisent mutuellement; et pour
simuler adéquatement le nouvel environnement électrique - causé, rappelons-le, par la
présence de 1'ion - nous devons aligner une infinité de charges images de part et d’autre de
la membrane. L'expression résultant de la force image (et le détail du procédé) apparait
dans |'article de Neumcke et Laiiger (1969). On y retrouve quatre sommes infinies que 1'on
doit évaluer. Flewelling & Hubbell (1986b) proposérent une formulation tronquée de
I'énergie potentielle due i la force image (équation 2.19):
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__zle=_.[.1_ 3 f_] [ a]

S e en 21+c”d3 Xe mz

Uplx) = [2.19]
=) :i[mg]

Uy : énergie potentielle “image™ (J)

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

: fonction z&8ta de Riemann

[ B =" |

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

Notons que 1’équation (2.19) n’est valide que pour des distances comprises entre rj et d/2.
Trés prés de l'interface, la fonction Uj(x) peut étre lissée par une fonction-queue
(Flewelling & Hubbell, 1986b). Notons aussi que cette méme équation 2.19 n’est
applicable que pour un ion sphérique impolarisable situé entre deux interfaces diélectriques
discontinues et non déformables. Bradshaw et Robertson (1975) discutérent. de 1'effet de la
polarisabilité de 1'ion sur I'énergie due 4 la force image et des répercussions possibles sur le
transport ionique. La polarisabilité affectant a la fois le coefficient de partage de I'ion et la
hauteur (mais pas la forme) de la barriére de potentiel 3 franchir, il devient difficile de s’y
retrouver. Parsegian (1969, 1975) s'est quant 2 lui penché sur le probléme de déformation
de I’interface. 11 démontra que le champ électrique produit par 1'ion est suffisamment fort
pour déformer la membrane... 2 un point tel que les deux interfaces pourraient se toucher,
Andersen (1978) fait remarquer, toutefois, que le temps requis pour créer de telles
distorsions excéderait probablement celui du passage de 1'ion.
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Fig. 1. — Potential energy U, + U, in units of T of a univalent ion of radiusr = 2 A =

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

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

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

Il 'y a naissance d’'un potentiel de distribution («adsorption, distribution, boundary
potential») lorsque le coefficient de partition des espéces négatives differe de celui des
espéces positives. C'est ce qui se produit pour un sel du type du tétraphénylborate de
sodium (NaTPB). L'anion TPB- liposoluble se partitionne favorablement dans la membrane
(2 un endroit spécifique comme nous le verrons tantdt) alors que le cation Na* demeure
dans la phase aqueuse, prés de |'interface. Rapidement, nous assistons 4 une distribution
inégale des espéces chargées entre la phase aqueuse et l'intérieur de la membrane. Une
différence de potentiel électrique apparait: le potentiel de distribution, Yo

Le modele du condensateur plan est ici encore utilisé et la valeur de . est donnée par
I'équation 2.20 (McLaughlin, 1977);

| 23
vy = SKC p[ > wT] e [220]

: potentiel de dismbution (V)

: constante d'approximation (m )

: concentration de 1'ion liposoluble dans la phase aqueuse ( molem-3 }
: distance entre |"ion liposoluble et son contre-ion {m )

: permittivité diélecrique du milien od s"adsorbe 1'ion (-

<

~ Pour une bicouche lipidique, nous avons de nouveau quatre plans de charges et le profil de
potentiel prend la méme forme trapézoidale que tantdt:
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et I'équation du profil du potentiel de distribution est identique A I'expression 2.17, 4 ceci
prés qu’il faut substituer aux positions “d” les positions “8” et que les potentiels aux coins
du trapéze sont donnés par 2.21:

3K, C, 8, d [ ZS%,:J
Y= P TRT [2.:21]
- Z3 vy, )
w‘l"2=sxlfsg azd)-exp[-—n_‘:ﬂj [2.21]
2

ol les indices 1,2 référent aux cotés 1 et 2 de la membrane.

Andersen & coll. mesurérent en 1978 le potentiel de distribution produit par 1'ion TPB- au
sein de bicouches de PE a différentes concentrations de TPB-. A 1 uM, le potentiel mesuré,
selon le modéle du condensateur, est de -20 mV alors qu’il atteint -110 mV a 100 uM. Ce
potentiel de distribution, important & grande concentration, peut affecter la conductance
ionique de deux fagons: i) en modifiant la barrigre de potentiel (phénoméne mis en évidence
par des expérience du type «charge-pulse») et ii) en modifiant 1’adsorption des espéces
ioniques A I'interface. La présence d’un potentiel de distribution permet d’expliquer la
saturation de la conductance 3 grande concentration de TPB- (le potentiel de distribution
négatif limitant I'adsorption subséquente de TBP-) (Andersen & coll., 1978). 11 permet
aussi d'expliquer 1'action catalysante de 1'ion TPB- sur le transport de cations 4 I'intérieur
de la mitochondrie (Bakeeva & coll., 1970).

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

2.1.5 Energie potentielle dite neutre

Nous avons étudié jusqu’ici les contributions électrostatiques majeures a la barriére de
potentiel. Cette courte section sera consacrée aux autres contributions de la barriére de
potentiel. Elles sont habituellement regroupées sous le terme commun d’énergie neutre
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(«neutral energy» ). Cette énergie, symbolisée par Uy, est égale 2 la variation d’énergie
libre de 1'ion lors de son transfert de la phase aqueuse A la phase lipidique en ne prenant pas
en considération le fait qu’'il soit chargé. Selon différents auteurs (Flewelling & Hubbell,
1986b; Israglachvili, 1985), I'énergie neutre comprend |’énergie associée 2 |'effet
hydrophobe, aux interactions de type Van der Waals entre 1'ion et la membrane, aux
interactions entre moments quadrupolaires et moments électriques supérieurs, 2 certaines
interactions “chimiques™ spécifiques et 4 des effets de répulsion stérique. Pour des ions
liposolubles (le cas qui nous intéresse ici), la principale contribution provenant de
“I’énergie hydrophobe” (Flewelling & Hubbell, 1986b) et de la variation d’énergie libre
hydrophobe, le terme entropique serait prédominant (Israélachvili, 1985). Différentes
relations semi-empiriques de la forme: '

Uv=-bS [2.22]
Uy . €nergie potentielle neutre (J)
b ; constante de proportionnalité ( Jom2)
5 : surface de I'ion en contact avec "environnement hydrophobe ( m?).

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

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

UnN X € [n, d-ri]

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

[2.23]

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

2.1.6 Barri¢re d’énergie potentielle totale

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

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

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

Up® + Ux) + UN(x)]

2240
7 [2:24v]

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

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

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

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

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

24 Leur potentiel total n’inclut toutefois pas le potentiel de distribution...
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FIGURE 4 Membrane potential components and total potential profiles
based on Egs. 1, 4, and 6-10 of the text, characteristic of hydrophobic
anions (=) and cations (+). (4) Combined neutral plus Born-image
energy profile (—) together with dipole potential profiles (-—). (B)
Resulting total potential energy profiles giving a good fit to the experi-
mental data for TPP ™ and TPB ~ (Table II) with the following parameter
values:1 = 18 A, h=8A,p=24A,2=8.13A,u=085D,r=424A ¢
=€ =2, ¢;,=78 and Wy = —7.5kecal/mol.

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

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

Y W=y (x)+ VX [2.25a]
' : potentel total que ressent 'ion { V)
Wy : potentiel inrinséque de la barrigre (V)
v : potentiel appliqué de part et d’autre de la membrane (V)

1l est coutume afin d’alléger les expressions de rendre les différents potentiels sans
dimensions en les multipliant par un facteur dépendant exclusivement de la température:

. 3 .
¢ X)=—wy (x)
RT

o' : potentiel normalisé agissant sur ['ion ({ - )
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Ce qui donne:
- 3
¢ (X)= —[1|r (X)+V Ex}] =@ (X+ v(x) [2.25b]
RT

P : potentiel intrinségue normalisé (-
: potentiel appligué normalisé ( =)

<

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

A A
Y
vy /
> X
0 1 d
et nous pouvons donc écrire:
Vo x<0
v (X = (‘*"d""ﬂ}'z_"'"'ﬁ D<x<d [2.26]
vy x>d
Vo : potentiel appliqué du cfté gauche ou cis ()
vy : potentiel appliqué du cité droit ou trans (-
x : distance 3 partir de |'interface de gauche {m )

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

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

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

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

2.2.1 Mécanisme d’action d’un transporteur

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

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

3 La couche immobile est une région du fluide adjacente A la membrane exempte de mouvement. Son
épaisseur, de l'ordre de |00 pm, dépend de la géomémie, des dimensions de la membrane et de la qualité de
l'agitation du compartiment aqueux (Haydon & Hladky, 1972).
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I’intérieur de la membrane vers le coeur de la zone de transition), nous nous retrouvons
avec 16 constantes de vitesses 26, Cela est évidlemment beaucoup trop. En général, les
chercheurs utilisent le modéle de Ciani & coll. (1973) ou les effets reliés a la zone de
transition, 2 la couche immobile et 2 la double couche, ne sont pas considérés 27. Ce
modele apparait 2 la figure 2.9. Certains chercheurs (Stark, 1978; Andersen, 1978) jugent
le modele déja trop complexe. Quelles sont les constantes de vitesse qui dépendent de la
tension ? Quelles sont les réactions se déroulant a 1’équilibre ?

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

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

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

Figure 2.9, — Schéma général du mécanisme d'action d'un transporteur neutre. Le transporteur et
I'ion sont ici symbolisés par les lettres S et I. L'astérisque indique que I'on se trouve & I'intérieur de
la membrane. (Tiré de Ciani & coll., 1973),
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Les multiples données obtenues montrent une influence de la concentration de transporteur
utilisé, de la concentration de 1'ion perméant, du type de lipide utilisé, de la longueur et du
degré d’insaturation des chaines hydrocarbonées de ce lipide, du solvant utilisé (film noir)
et de la température sur les différentes constantes de vitesse. L’élucidation de ces effets au
niveau moléculaire reste trés partielle cependant.

2.2.2 Choix de la nonactine

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

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

cM=c¥ ¥ KY v [2.27]
c# M

CE : concentration interfaciale de complexes { mol » m-3)
w .

Ci : concentration de complexes dans la phase aqueuse ( molem-3 )
W

Ci : concentration ionique dans la phase aqueuse ( molem3)

28 1e systdme est alors dit en régime d'équilibre (« éguilibrium domain »), par opposition au régime
cinétique (« kinetic domain ») ol la concentration de complexes varie en fonction du temps.
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Cg : concentration de transporteur dans la phase aqueuse ( molem>)
Yis : coefficient de partage du complexe (-)
W =
Ka : constante de complexation ion-transporteur dans la phase aqueuse ( mP+mol-1 )

On peut se surprendre de voir apparaitre K': et ¥ijs pour un mécanisme R;q, mais la
concentration de transporteur dans la phase membranaire et la constante d’équilibre de la
réaction de complexation ion-transporteur A 1'interface n’étant point connues, il est
nécessaire de scinder en trois la réaction hétérogéne A 1'interface:

™4 SM - ISM

KA“"
™esV = sV
Yis
IS"“Ir = ISM
¥s!
sM = sV
VisM = M
Ys : coefficient de partage du transporteur libre ( -)

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

Parmi les transporteurs les plus connus (valinomycine, trinactine, nonactine) seule la
nonactine remplit dans un large éventail de situations les trois conditions ci-haut
énumérées. L’utilisation de la valinomycine est A proscrire car les constantes de vitesse de
bicouches dopées a la valinomycine sont du méme ordre de grandeur (Knoll & Stark,
1975); ce transporteur ne remplit donc pas la condition ii). Alors que pour la trinactine, il
est extrémement difficile d’atteindre 1'équilibre, que 1'on ajoute le transporteur via la phase
lipidique ou via la phase aqueuse (Hladky, 1979). Elle ne remplit pas, quant 3 elle, la
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condition iii) . La nonactine semble donc le transporteur idéal d’autant plus que I'on peut

depuis quelques années se la procurer commercialement.

La nonactine est un antibiotique de la famille des macrotétralides. Ces molécules produites
par différentes espéces du genre Streptomyces sont constituées de quatre anneaux
tétrahydrofuranne liés par des liens ester en un cycle composé de 32 atomes de carbone. La
structure chimique de la nonactine est donnée 2 la figure 2.10. L’analyse cristallographique
de la molécule et de son complexe (voir figure 2.11) montre que de petits déplacements de
quelques angles de torsion suffisent & la molécule pour lier 1'ion métallique (Grell & coll.,
1975). La nonactine est reconnue pour transporter sélectivement 1'ion potassium. Ainsi, 4
concentration égale, la nonactine liera 25 000 ions K* pour 175 ions Na* pour 1 ion Li*
(Hansen, 1978). Différentes caractéristiques de la nonactine apparaissent au tableau 2 :

Tableau 2
Caractéristiques principales de la nonactine

Masse moléculaire : 73695 u
Dimensions : 1,7 x 1,7 x 0,85 nm
Rayon moyen : 0,63 nm
Stoichiométrie de complexation : 1:1

Liens de coordination : 8 (cubique)
Distance métal-O : 0,27 - 0,29 nm

Sélectivité K*=Rb*>> Cst > Nats> Lit
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Figure 2.10. - Structure de la nonactine. Les atomes d'oxygéne marqués d’un astérisque participent
A la formation des liens avec le cation K *,

Figure 2.11.- Structure cristalline du complexe nonactine-K+. Les liaisons entre les atomes
d’oxygene et I'ion K+ sont ici représentées en traits pointillés. (Tiré de Kilbourn & coll., 1967).



2.3 Approches théoriques du transport ionique

Les modeles cinétiques, dont il fut question a la section précédente, sont constitués d’une
série de réactions formellement identiques, et ce, puisque ces réactions ne font appel &
aucune approche fondamentale particuliére. Il est courant d’exprimer la conductance limite
a tension nulle ou encore le taux de renouvellement (« tumover ») du transporteur en
fonction des seules constantes de réaction. Mais cette fagon de voir ne méne guére A une
compréhension plus fine des phénoménes.

La prise de mesures courant-tension nous force, par contre, 3 poser des constantes de
réaction qui dépendent de la tension et ainsi 4 examiner comment une variable
fondamentale, comme le champ électrique, régit le mécanisme du transport. Un support
théorique, autre que la description du mécanisme général, devient toutefois nécessaire. Les
prochaines sections porteront sur les différentes théories utilisées pour modéliser la
translocation voltage-dépendant du complexe nonactine-K* au travers d'une bicouche
phospholipidique.

2.3.1 Survol des approches théoriques

Nous distinguons généralement deux approches: celle de Nernst-Planck (« continuum
approach ») et 1'approche d’Eyring (« reaction rate approach », « jump approach »). La
premig¢re présuppose une diffusion classique du type marche aléatoire dans un milieu
continu et, en général, homogene. La deuxi¢me approche repose sur un modéle de diffusion
par sauts, modeéle développé A |'origine pour calculer la vitesse des réactions chimiques.
Selon cette description, |'ion sauterait (“diffuserait™) d'un endroit & un autre en franchissant
une haute barriére de potentiel, bien localisée.

Peut-on utiliser ces modeles de diffusion pour décrire la diffusion ionique au travers de
membranes biologiques ? Peut-on traiter la membrane, d'une épaisseur d’environ 5 nm,
comme un milieu continu et homogene (approche de Nemst-Planck) ? Peut-on la traiter par
une ou une série de barriéres d’activation s’opposant au passage des ions (approche
d’Eyring) ? Un modéle de diffusion serait-il meilleur que 1'autre 7 La premiére approche
quoigue nécessitant la connaissance du potentiel en tout point 4 1'intérieur de la bicouche



91

(hauteur et forme de la barriére de potentiel) nous semble conceptuellement plus proche de
la réalité physique membranaire. Quant 2 la seconde, plus grossiére (seule la hauteur
maximale de la barriére compte), elle apparait 2 long terme plus restrictive (nous le verrons
a la fin du chapitre). L’approche d’Eyring se révele plus maniable (ajouts de parametres), et
plus aisément traitable sur le plan mathématique que celle de Nernst-Planck, De fait,
chacune a ses tenants et cela se justifie car une approche semble bien fonctionner pour tels
types de phénomenes alors que 1’autre semble plus indiquée en d’autres circonstances (de
Levie , 1978). Deux revues, celles de Levitt (1986) et Cooper & coll. (1985), font le point
sur I’état de santé de ces modeles. Il y est question aussi de leur domaine d’application et
des mariages possibles entre les deux théories. Une nouvelle approche stochastique du
transport ionique, la dynamique brownienne, est aussi exposée par Cooper & coll. (1985).

Dans le cadre plus spécifique de la conductance médiée par des transporteurs, les deux
approches, celles de Eyring et de Nemst-Planck, furent utilisées. Cela demeure vrai aussi
dans le cadre encore plus spécifique de la translocation d’un transporteur chargé au travers
d’une barriére de potentiel trapézoidale (la forme de barriere choisie pour notre étude).
L’approche de Nermnst-Planck fut privilégiée par Hall & coll. (1973), Hladky (1974), Krasne .
& Eisenman (1976) et Schoch & coll. (1979), alors que celle de Eyring le fut par Hall &
Latorre (1976), Melnik & coll. (1977), Hansen (1978) et Donavan (1979). Signalons que,
sur une vingtaine d’articles publiés 2 ce jour - et dans lesquels des résultats expérimentaux
furent traités -, un seul est consacré a la comparaison des deux théories (van Dijk & de
Levie, 1985) et seulement dans le cas particulier d’un trapéze symétrique. Aucune étude,
expérimentale ou théorique, ne fut faite dans le cas d’un trapeze asymétrique. Ce travail
vise A combler cette importante lacune.

2.3.2 Approche de Nernst-Planck

2.3.2.1 Dérivation de I’équation de Kramers

Imaginons une particule soumise 3 une force externe F, constante agissant selon une
direction privilégiée et se déplagant dans un milieu visqueux. La particule devant déplacer
les molécules du fluide, elle sera donc soumise a une force de frottement F; s’opposant a
son mouvement. L’on peut poser, en premiére approximation, cette force égale a -fv :
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Fp=-fv
Fg : force de frottement (N )
f : coefficient de friction ( kges'!)
v . vitesse de la particule (mes!)

La particule est donc soumise 3 une force totale égale 2 F, + F;:

Fr=F.-fv

Aprés un temps de I'ordre de 4 f/m, ol m est la masse de la particule en kg, la particule
atteint un état stationnaire ol sa vitesse devient constante. Cette vitesse est donnée par:

v=F,/f=uF,
v : vitesse stationnaire de la particule ( mes!)
u : mobilité mécanique de la particule ( s-k,g‘l )}

La mobilité peut étre reliée, via-la relation d’Einstein, au coefficient de diffusion de la
particule dans le milieu considéré:

D=ukT
D . coefficient de diffusion de la particule ( m%s!)

Le coefficient de diffusion est une quantité inhérente au systéme considéré, alors que la
mobilité spécifie la “réponse™ du systéme 2 I’action d’une force externe.

Intéressons-nous maintenant 4 un ensemble de particules distribuées de maniére homogéne
dans le milieu et se déplagant toutes a la méme vitesse v sous I'influence de F. La quantité
de particules traversant une surface A perpendiculaire A la direction du mouvement,
pendant un temps dt, est égale au nombre de particules contenues en amont dans un
parallélipipede d’épaisseur v dt et de surface A. Cette quantité est égale au produit v dt A C
o C est la concentration de particules dans le volume considéré. Le flux de particule J est
donné par le produit C v. Si nous avons des particules de différentes espéces et que nous
utilisons les quantités molaires, nous aurons :
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J i~ Ci Vi
5 ¢ flux de particules i selon la direction du mouvement (mol-m‘zos'1 )
G : concentration de particules i ( molem3)
v : vitesse stationnaire des particules i ‘( mes!)

Pour la suite du développement, nous supposerons que le flux de particules n’affecte pas
(état stationnaire idéal) ou peu (état quasi-stationnaire) les concentrations de particules.
Mathématiquement, nous aurons donc d,C;=9,J =0.

Comme tantdt, 1a vitesse stationnaire est donnée par :

vi=(ui/NA)°Fe=mi 'Fe

uj : mobilité mécanique de la particule i dans le milieu ( skg!)

m; : mobilité mécanique molaire de la particule i dans le milieu ( molesekg™!)
Ny : nombre d’Avogadro ( = 6,022 045 +10-23 moléculesemol-1 )

Fa : force externe ( Nemol'!) '

et le coefficient de diffusion de la particule i par :

D, = m; RT

ol R et T ont leur signification habituelle. Les relations précédentes permettent de relier le
flux de particules J; a la force externe agissant sur celles-ci, mais quelle est cette force ?

Premierement, oublions la distinction entre force externe et force inteme. Ces distinctions
sont arbitraires et nous garderons le symbole F pour désigner la force résultante agissant sur
une mole de particules. Deuxi¢mement, 1a force étant égale en mécanique classique au

gradient de 1’énergie potentielle (Sivoukhine, 1982, p.166), il est naturel dans un contexte

plus large de la poser égale au gradient du potentiel électrochimique. Rappelons que le

potentiel électrochimique est égal a la variation d’énergie libre du syst¢me lors d’un

transfert d’une mole de matiére. Troisiémement, pour des raisons de symétrie (le transport

de particules s’effectuant dans une direction donnée, celle de la normale a la membrane),

nous considérerons la force nette selon la seule direction x :
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F=- ax Ei (X)
ou le potentiel électrochimique est donné par 1’équation 2.4 (retranscrite ici) :
L (x) =1 x)+RTInC; x)+Z 3 y(x)
Nous avons donc :
~0
F=-0,1; X)-RT o, InC; (x)-Z; 3 J ¥ (x)

Cette équation cache deux forces: une force “diffusionnelle” donnée par le second terme et
une force électrique donnée par le troisi¢me terme. La premieére origine d’un gradient de
concentration, la seconde, d’un champ électrique. La premiére “pousse” les particules d’une
région concentrée vers une région moins concentrée (permettant au systeme d’accroitre son
entropie), la seconde “dirige” les particules suivant les lignes du champ électrique et dans
‘une direction donnée par le signe de la particule. Reste le premier terme, le potentiel
électrochimique standard. Celui-ci peut étre vu, si nous avons 1’assurance que deux seules
forces seulement agissent sur les particules, comme le potentiel électrochimique d’un état
de référence, le zéro d’une échelle; ou encore, si la situation est le moindrement complexe,
comme un terme regroupant toutes les autres contributions possibles a 1’énergie libre de la
mole de particules. Nous reviendrons sur ce point plus loin. Pour I’instant, posons que ce
potentiel standard varie trés peu avec la distance. Le flux de particules i peut alors s’écrire

comme :

Ji=-D; [0, G (0 +C; (0 2,3, ¢ (%] [2.284]
ol ¢ (x) est le potentiel électrique normalisé 2 une position x. Cette équation constitue la
forme la plus commune de 1’équation de Nemst-Planck. Si le syst¢éme ne comprend qu’une

seule espece chargée et que le signe de sa charge est de +1, I’équation de Nemst-Planck

devient :

T=-D [0, Cx) + C(x) 9, 0(x) ] [2.286]
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En tenant compte de 1’identité suivante :
3, [C(x)e®™ ] = ™[5 C(x)+C(x) 9, ¢(x) |

I’équation 2.28b peut étre facilement intégrée selon x. Procédons A cette intégration entre
les deux points x =0 et x=d :

d d
I Je®® dx=—I D 3, [C(x) e®] dx
0 0

A Détat stationnaire nous avons d; C =0 et, vu I’équation de continuité 3, J=-9, C
(faisant état du principe de conservation de masse), il vient d4 J = 0. Si I’on consideére que
le coefficient de diffusion ne varie pas entre x =0 et x =d, le flux de particules s’écrit apres
intégration comme :

d) q><0>].
d -C(
J=_D[C()e co e*®] o 2200

d .
[ e'p(x) dx
0

Cette équation est connue sous le nom d’équation de Kramers. Sa dérivation peut étre
retrouvée dans Sten-Knudsen (1978).

Appliquons maintenant I’équation de Kramers au transport d’ions K+ médié par la
nonactine au travers d’une membrane d’épaisseur d. Le syst¢me comprend donc trois
milieux: la membrane et les deux phases aqueuses. Puisque le coefficient de diffusion de
I’ion dans la phase aqueuse est de plusieurs ordres de grandeur plus grand que celui du
complexe dans la membrane, le probléme se ramene 3 I’étude du mouvement du complexe
nonactine-K+ au travers de la membrane. L’étape de translocation étant ’étape limitante du
processus, 1’étude revient tout juste a I’électrodiffusion d’une substance chargée dans un
milieu donné (la membrane) entre un point X =0 et un point x =d; ces points correspondant
aux endroits ol se localisent les complexes preés des interfaces. La mesure du flux de

complexes s’effectuant selon la direction x, nous avons :
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.M M
pM [CM(d) @ _ cMo) e (0)]

J= - - [2.29Db]
M,
e? (x) dx
0
J : flux de complexes au travers de la membrane ( molemr2es!)
pM : coefficient de diffusion du complexe a I’intérieur de la membrane ( mZes] )
cM : concentration de complexes 2 un point x a I’intérieur de la membrane ( molem™3 )
(pM : potentiel normalisé A une position x 2 I’intérieur de la membrane ( -)
d : distance sur laquelle I’étape de translocation s’effectue (m)

Les indices supérieurs M font référence au milieu membranaire mais puisqu’un seul milieu

est mis en cause nous laisserons tomber cet indice par souci de clarté.

Eclaircissons maintenant le sens du potentiel ¢ . S’agit-il du potentiel électrique appliqué
ou du potentiel total ¢' apparaissant a 1’équation 2.25b? Nous pouvons résoudre le
dilemme en nous rendant compte que la variation du potentiel standard selon x correspond,
si on la rend sans dimension, au poientiel ¢ défini a la méme équation 2.25. Si I’on redérive
’équation de Kramer avec ce “potentiel standard”, variant selon x, nous nous retrouvons en
2.29 avec un potentiel @ tenant compte des deux contributions. Le ¢ de 1’équation 2.29 est
donc égal, selon qu’il existe un champ électrique extérieur ou non, aux potentiels ¢ ou ¢
définis précédemment.

Prenons le cas général ol nous appliquons un champ électrique extérieur (différence de

tension v) :

J(v)= - D [C(d) e“:(d) — C(0) eu|>(0)]
I eq"(x) dx

Du flux de particules chargées, il est facile de connaitre le courant traversant une membrane
d’aire AM :

[2.30]
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1v) =23 AMIw) [231)
| : courant traversant la membrane 3 une tensionv ( A)
Z : wvalence du complexe traversant la membrane (- )
AM . aire de l]a membrane ( m?)

La surface de la membrane étant approximativement constante lors d’'une méme expérience,
le courant I est proportionnel au flux J. Et si I'on utilise le courant spécifique (défini comme
le courant divisé par la surface), la seule information supplémentaire que nous foumit le
courant est la charge de la particule. Si I'on connait celle-ci (dans notre cas, elle est de +1
charge élémentaire), on peut indistinctement utiliser les termes courant ou flux.

Passons maintenant au coeur de notre propos, au coeur de I’équation 2.30. L'on peut y voir
que toute l’'information concernant le profil de la barriére de potentiel se retrouve au
dénominateur, Nous voyons aussi que le flux (le courant) sera d’autant plus faible que
¢ (x) sera élevé; et que la connaissance précise du flux nécessite la connaissance précise de
@ (x). Mais peut-on connaitre précisément ¢ (x) de la courbe courant-tension ?

2.3.2.2 Procédés d’inversion de la courbe [-V

A une barriere de potentiel donnée, on peut associer une et une seule courbe I-V. Mais
I'inverse n'est pas nécessairement vrai: 3 une courbe [-V expérimentale donnée, nous
pouvons associer une infinité de barridres de potentiel de formes diverses (Andersen &
Fuchs, 1975; Ginsburg & Noble, 1976), 3 moins, toutefois, que la courbe expérimentale ne
soit infiniment précise (Auwell & Jack, 1978, 1979). Il devient alors possible dans ce cas
d’extraire d'une courbe [V un profil,- et un seul profil -, de potentiel.

La méthode “d’inversion” de la courbe I-V d'Attwell et Jack nécessite la détermination des
dérivées de la courbe I-V. Plus celles-ci seront d'ordre supérieur, plus la reconstruction du
profil sera précise. Grosso modo, les auteurs affirment qu’a la n®me dérivée, nous pouvons
résoudre des finesses sur le profil de taille d/n. La méthode n'est donc vraiment applicable
que si nous déterminons les dérivées jusqu’d 1'ordre 6, tout au moins. Les quelque peu
bruyantes courbes expérimentales enregistrées jusqu’ici ne permettent malheureusement
pas un tel exercice. Comme le mentionnent Attwell & Jack (1979): "En pratique,
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U'imprécision expérimentale limite grandement ['information que 'on peut tirer d une
courbe I-V ", On peut toutefois rendre le probléme moins impérieux en effectuant, comme
le suggérent des auteurs, une régression polynomiale de la courbe expérimentale puis une
dérivation numérique de la courbe lissée. Mieux encore, si I'on mesure simultanément la
courbe I-V, sa premiére et sa seconde dérivée, et que 1’on calcule ensuite numériquement
les dérivées d’ordre supérieur. Nous triplerons ainsi du méme coup les exigences
expérimentales tout en nous permettant d’accéder 4 des "n" plus grands encore.

La procédure d’Attwell et Jack n'a jamais, A notre connaissance, été utilisée (elle est
passablement rébarbative, il faut le souligner). Les gens préférent choisir une fonction ¢ (x)
qui leur semble a priori la plus raisonnable. Il ne s’agit pas de choisir un profil compliqué
avec un grand nombre de variables; non seulement l'approximation par la fonction
présupposée perdrait de sa signification mais la signification physique de ces variables
pourrait causer aussi probléme.

2.3.2.3 Choix du profil de la barriére de potentiel

En 1973, Hall & coll. supposérent un profil symétrique cosinusoidal. Ce profil, appﬂ:aissant
a la figure 2.12, est caractérisé par trois variables: ¢q, Ad, et o.. En “inversant” les courbes
I-V de films lipidiques noirs de PE de E. coli dopés i la nonactine, Hall & coll, obtinrent un
profil ou A¢ est voisin de zéro, un profil quasi-trapézoidal (voir le résultat 2 la figure 2.13).
Par la suite, d’autres chercheurs approximérent la barriére de potentiel & un trapéze: citons
Hladky (1974), Schoch & coll. (1979), Gliozzi & coll. (1983), Van Dijk & De Levie (1985)
et Chemomordik & coll. (1984).

Andersen & Fuchs (1975), étudiant la conductance de 1'ion TPB- au travers de films noirs
de PE formés au décane (barriére symétrique), préférérent quant a eux utiliser une barriére
calculée a partir de I'énergie de Bom et des forces images. Les auteurs firent 1’hypotheése
que 1’adsorption de I'ion TPB- se fait en deca des plans de dipdles ( &, > d, ) et qu'ainsi, si
I'on corrige les concentrations interfaciales du TPB- en tenant compte du potentiel dipolaire
Y, il n'est plus nécessaire d’inclure ce potentiel dans la barriére de translocation. Cela
n’est strictement vrai toutefois que si la membrane est symétrique car le champ dipolaire a

I'intérieur de la membrane s’annule alors.
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-d/2 +d/2

Fig. 7. The physical meaning of the parameters in Eq. (28). #, is the height of the inflec-

tion point, « measures the position of the inflection point and corresponds roughly to

(1 —n)/2 for the trapezoidal barrier of Fig. 2. 4 ¢, which can be either positive or negative,

allows either a peak or a dip at the center of the membrane, This form was found to give
the most satisfactory solution to the integral equation [Eq. (27)] for S(u)

Figure 2.12. — Modele de barrigre utilisé par Hall & coll. pour extraire le profil d’énergie
potentielle de bicouches symétriques. (Tiré de Hall & coll., 1973).

BARRIER HEIGHT in KT

0600 1L.000

£ [Dimensionless)

Fig. 8. The barrier shape as determined by the solution of Eq. (27). The height of the

barrier is no¢ measured accurately, but the flat top and position of the corpers are

sensitive to the experiment and are accurately determined. The values of the parameters

are: $,=13.2kT, 4 $=0.02kT, a=0.47. (An «=0.47 corresponds roughly to a value
of n=0.27 in Fig. 2)

Figure 2.13. — Barri2re de potentiel extraite de courbes [-V provenant de films noirs de PE
d’origine bactérienne. (Tiré de Hall & coll., 1973).
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Lapointe & Laprade (1982) utilisérent aussi une barriere dérivée des forces images pour
expliquer les différentes cinétiques de translocation de la nonactine dans des BLM formées
A partir de différents solvants. Aucune allusion ne fut toutefois faite, dans ce cas, au
potentiel dipolaire, pas plus qu’a la présence possible de potentiels de distribution.

Compte tenu de la difficulté de calculer a priori la barridre d’énergie, compte tenu que cette
barriére peut étre grossiérement approchée par un trapéze, compte tenu surtout des résultats
obtenus par Hall & coll.(1973), nous opterons, pour des raisons de simplicité et, dans une
certaine mesure, de "visibilité", pour 1’approximation trapézoidale.

La barriére de potentiel trapézoidale se caractérise par cinq variables: la hauteur aux deux
coins du trapéze (@, et ¢,), la position de ces deux coins (n; et n,) et 1’épaisseur (d). On
pourrait également la caractériser en fonction de ¢,, de la différence entre la hauteur des
coins, A (défini comme @, - ¢;), de n,, de la différence entre la position des coins, An, et
de d. On pourrait encore utiliser, au lieu de Ag, la différence de hauteur rapportée sur toute
1"épaisseur d, A4 (voir dessin suivant), sans y changer qubi que ce soit.

La fonction ¢ (x) peut ainsi étre décrite selon 1'expression 2.32 :



ki |

Ap
nj

nz

3_1-; e [0.m]
A
0| [ genenfy gernn
92 )k X
nz—lJ 2 1 Le[ny1]

: hauteur de la barritre de potentiel 2 la position x =ngd (=)

: hauteur de Ia barritre de potentiel 2 la position x =n3d (=)

: différence de potentiel entre les coins du trapéze (=9 — @)
¢ position du premier coin du trapdze (-

: position du second coin du maptze (-)

. distance normalisée entre les deux coins (=pDy-mny )
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[2.32]

ol Agp /An est justement Ay . Si nous appliquons une différence de potentiel v, le trapéze
se “déformera” tel que représenté sur |'encadré qui suit :

et la nouvelle barriére de potentiel ¢' sera donnée par 1'équation 2.33 :
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tﬂll-'-'u
m 'L+ Yo ;—E [U, n.]
o) =| |89 | x 0.0 l80| o 2.33
[M g -me| = dE[m,nz] [2.33]
‘«p‘},"&"d L X l'l'z‘fd-'fP': x |
(2-1) d ' (m-1) ge il

2.3.2.4 Intégration de I'équation de Kramer pour un profil trapézoidal

L’intégration de la barri¢re de potentiel se fait en trois parties, chacune correspondant en un
segment de droite. La primitive de 'exponentielle de mx + b étant égale 2 cette méme
exponentielle divisée par m, 1'intégration s'effectue sans encombre. Le résultat apparait en
2.34. Nous y retrouvons au dénominateur les trois termes correspondant 2 la partie gauche,
centrale et droite du trapéze, respectivement.

. Z3ADd ! (Cperr-Cye")

o] B ]|

P -V Ap P2- Ve

[v) = — [2.34]

-

Il est intéressant de mentionner que cette expression n’a jamais été rapportée dans la

littérature. Les auteurs ayant retenu 1’approximation trapézoidale utilisent plutét une forme
tronquée de 1’équation 2.34, forme que nous verrons un peu plus loin.

Etablissons maintenant notre convention pour le potentiel appliqué. Signalons d'abord que
notre appareil pour mesurer le courant est congu de telle fagon que la tension mesurée est
celle appliquée du cété cis de la membrane alors que le coté trans est mis 4 la terre (voir
Chapitre III). Signalons ensuite que nous mesurons un courant positif (de cis vers trans )
lorsque la tension affichée est positive. Si nous prenons finalement, et rien ne nous
I’empéche, que le coté cis correspond 4 x < 0 et le cdté trans a x > d, nous aurons vy =v et
vg =0, ou v est la tension affichée. L'équation 2.34 devient donc :
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Knp (" -7)
C S T A 23
{'d’} D{‘I’} [ 5]
Iyp  : courant traversant la membrane selon la théorie de Nernst-Planck ( A )
Kyp @ constante regroupant plusieurs paramétres expérimentaux ( A )
¥ : rapport de la concentration de complexes A x =dsurcelle A x=0 (=)
v : potentiel appliqué adimensionnel ( -)
avec |
=1 T:g
Knp =Z3ADd™ € Co
LY :
D(v) = nl(‘ i ] + m[e"‘ ""] {1-::;)[“""’—'1]
B -V 7]
P2 =‘P|.2+“'nu]"' A9 = Ag-Anv

Le courant dépend ainsi, outre de v, de 6 paramétres: Kyp, 9;, A@, n;, n; et y. Une étude, 2
la fois graphique et analytique nous permettra de cerner un peu mieux ces paramétres, de
les sentir en quelque sorte.

2.3.2.5 Etude analytique de I’expression I(V) selon Nernst-Planck

2.3.2.5.1 Abscisse A I'origine

Examinons d'abord les zéros de I'équation. Nous voyons que le courant s’annule pour tout
v si Kyp =0 (cas trivial) ol si v=In y. Pour un rapport de concentration, y, de 0.1, la
courbe 1-V coupe |'axe des tensions i -59 mV environ. Ce potentiel correspond au potentiel
d’inversion (« reversal potential ») bien connu en physiologie. Si le rapport des
concentrations est égal & 1, la courbe I-V passe par |'origine.

Le dénominateur est donné par l'intégrale de 1'exponentielle de ¢(x). La fonction
exponentielle étant toujours positive, le dénominateur D(v) ne peut s’annuler. La fonction
I(v) ne montre donc pas d’indétermination du type 0 /0, mais ce n’est pas le cas de la
fonction au dénominateur D(v) .
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2.3.2.5.2 Levée des indéterminations

Le dénominateur D(v) comprend trois termes devenant indéterminés lorsque les termes
sous les fractions s’annulent. L’indétermination la plus susceptible de se produire est celle
liée au terme central ( ¢’ = ¢,' ). Elle survient lorsque v =A@y . Nous pouvons la lever
comme les deux autres en réécrivant D(v) de la fagon suivante :

ﬂ.

+ {1 - nal
v RACRLY!

® -1 ] [2.36)
I

o - v
Dw) =m e"(e.—'l
%-\I’

Mous avons ici trois termes de la forme :
0 (x)=(e*-1)x"

La limite de cette fonction lorsque x tend vers 0 peut étre évaluée 4 I'aide de la régle de
I’Hépital (Piskounov, 1985, p.155). Elle est égale 4 1. Pour des arguments de © petits, nous
pouvons utiliser la formule tronquée 8 (x) = 1 + x/2 + x2/6 , formule utile pour la
programmation. Les indéterminations étant levées nous avons procédé A la mise en
graphique de la relation I(v). Ala figure 2.14 apparait une courbe I-V pour une barriére
trapézoidale symétrique, dans des conditions symétriques de concentration (y = 1). La
courbe obtenue est symétrique et peut étre bien lissée par une cubique. A la figure 2.15,
nous avons une courbe générée A partir d'une barriére trapézoidale o le coin 1 (cis) est de
60 mV plus élevé que le coin 2 (trans). La courbe est asymétrique et, cette fois-ci, une
courbe de degré supérieur est nécessaire pour bien lisser la courbe. Quant 4 1'asymétrie, elle
est bien dans le sens escompté. Nous retrouvons le plus fort courant dans le quadrant III,
c. 2 d. lorsque le courant passe du cdté du plus faible potentiel vers le c6té de plus haut
potentiel. Le sens de cette asymétrie origine du fait que la voltage-dépendance du
dénominateur est plus grande que celle du numérateur. La situation est inversée pour
Ap >0 (coté 2 plus élevé que coté 1) : le courant le plus fort se retrouve alors dans le
quadrant L
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NERNST-PLANCK
15

10- | /

Courant (nA)

Yy, = 300 mV
: Ayy = 0 mV
I n, =- 0200
i j n, = 0,800
-10 K = 316 pA
s b
-300 -200 -100 0 100 200 300

Tension appliquée (mV)

Figure 2.14. — Courbe I-V d’une barridre de potentiel trapézoidale symétrique prédite par la théorie
de Nernst-Planck. 250 points furent calculés a partir de 1’équation 2.35 et mis en graphique. La
courbe apparaissant en trait continu est une courbe de troisiéme degré approximant le mieux les 250
points “théoriques”. Les paramétres caractérisant la barriere sont donnés dans I’encadré.
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NERNST-PLANCK
40

| T

Courant {nA)

| f : " = 300 mV
- Ayy = -100 mV
60 | n = 0200
I m = 0,800
i K = 316 pA
-80
_100 1 1 Ll 1 11 1 I [ 1 L1 1
-300 -200 -100 0 100 200 300

Tension appliquée (mV)

Figure 2.15. — Courbe I-V d’une barriere de potentiel trapézoidale asymétrique prédite par la
théorie de Nernst-Planck. 250 points furent calculés a partir de 1’équation 2.35 et mis en graphique.
Les 250 points sont ici approximés par un polynéme de degré 5 (trait continu). Les parametres
caractérisant la barri¢re sont donnés dans I’encadré.
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1,4E-6
1,2E-6 - v, = 300 mV
L o Ayy = =100 m¥
- m = 0200
= * np = 0,800
1E-6 * K = 316 uA
E - 04:
3 SE-7 T
= L
E o
< i { © statique
= - E
g 6E-7 = » dynamique
& B o
i 1 . 6q. 2.38
o
4E-7 =
= n“n
i E
~ '}.
2E-T7
“ L L - L i i i
-300 =200 -100 0 100 200 300

Tension appliquée (mYV)

Figure 2.16. — Graphique de la conductance (dynamique, statique et approchée) en fonction de la
tension V, selon 1'approche de Nemnst-Planck. Les paramétres de la barridre asymétrique sont
fournis dans 1’encadré placé en haut de la figure. (Voir texte pour de plus amples informations).
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NERNST-PLANCK

SE-6
fﬂﬁf“w
0 Bt
1"(v) ] ,""'/
(SV)
-5E-6 2
L Yy = 300 mV
ﬂ.'.rd = 'lm mV
‘IE’S ﬂl = 0.200
L n, = 0,800
! K = 316 uA
_I,SE_S §L L1 L 1 i L i i 1 1
-300 -200 -100 0 100 200

Tension appliquée (mV)

300

Figure 2.17. - Courbe de seconde dérivée de la fonction I(V) d'une barriere de potentiel
rapézoidale asymétrique (approche de Nernsi-Planck). La courbe fut oblenue en différentiant
numériquement, 3 deux reprises, les points apparaissant a la figure 2.15.
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Le rapport de rectification dépend de la tension A laquelle on le mesure mais aussi des
autres variables v, des différences Ag, An, et dans une moindre mesure, de la valeur des
parameétres ¢, et n;. En utilisant 1’équation 2.35 nous obtenons pour R :

D (-v, Ag, An)

[2.40]
D (v, Ap, An)

¥
Ryp (v, %, A9, An) = [T.-.re ]
e -

De I'équation 2.40 on peut démontrer que R est égal & 1 (courbe symétrique) si et
seulement siy=1, Ap=0et n, = 1 - n;(barriére trapézoidale symétrique).

Par définition du rapport de rectification on peut écrire :

Ryp v, 1, A, An) = Ryp ¢V, 1, AQ, An)™!

Nous avons tracé 2 la figure 2.18 , le rapport de rectification pour la courbe asymétrique
présentée i la figure 2.15. La courbe obtenue est bien de nature hyperbolique.

L’éguation 2.40 est intéressante aussi dans la limite ot | v1>>|In¥y|. Nous obtenons alors
I’équation suivante :

D (v, Ag, An)
D v, Ag, An)
D v, Ag, An)

"D, Ag, An)

ylevs
Bnp v, 1, Ag, An) =

yev v<0

qui peut s'écrire sous une forme plus succincte :

v D v, Ag, An)
D (v, Ao, An)

Ryp v, Y. AQ, An) o~y ¢ [2.41]

MEER]
On peut donc définir un nouveau rapport de rectification R* de la maniére suivante :

R* v, v, Ag, An) = R v, v, Ag, Am) y & ) [2.42]
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NERNST-PLANCK

6
5
! kY ¥, = 300 mV
- k Ayg = -100 mV
4 * Ry = 0,200
- 3 ng = 0,800
R - | K = 316 pA
3 %
- 1!-.':.‘
- !
- 1-‘.‘
2 a
=3 .1:-“
1 h .\\
I H""‘--______‘-
n L i i i 1 i 1 i i 1 B L L 1 I i i
-300 =200 =100 0 100 200 300

Tension appliquée (mV)

Figure 2.18. — Graphique du rapport de rectification R en fonction de V (approche de Nernst-
Planck). Les 250 points furent calculés 3 partir des couples (I,V) mis en graphique 2 la figure 2.15.
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de sorte que, toujours dans la limite | v | >> | In y |, que ce rapport ne dépende plus de y
(équation 2.43) :

v D v, ﬁw‘. An) [1‘11]

Rpp ¥, Y, AQ, An) o~ 7y~ =0 ¢
D (v,Ap, An)

Iv1=m= 1l

Soulignons, A titre de curiosité, que dans la limite ol v tend vers l'infini, et que y =1, le
courant devient ochmique (équation 2.44) :

L
L v, 7, AQ, An) o~ Ky v -(“v :'] [2.44]
ﬁ -

ML
et le rapport de rectification R redevient 1 peu importe A@

Ryp v, 7, AQ, An) o~ ¢~ [245]

vl
A partir des deux propriétés de R* suivantes :
Rip (v, v, A@, Am)> 1 & sgn (A@) =sgn (v)

. . -1
Ryp v, 7, A@, An) = Ryp (v, ¥, -A@, An)

(la premiére est générale mais la seconde n’est cependant valide que pour n, = 1-n, ) , nous
proposons le paramétre d'asymétrie A suivant :

sgn (A) = sgn (v)

AW, Y, A9, An = R (v, 1,A, An) [246]

Si I'on substitue & Ag sa valeur absolue, nous obtenons 2.47 :

Aw, 7. |Ap| An = R" (v, T,|mp|,.ﬁmmm [2.47]
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Le nouveau parametre A ne dépend ni de y, ni du signe de Ag et est toujours supérieur 2
I'unité. Cela est strictement vrai si v >> In ¥ et n, = 1-n,. Nous verrons au chapitre 5 que
ces conditions sont respectées pour les courbes I-V que nous avons obtenues
expérimentalement.

2.3.3 Approche de Eyring

Le processus d’électrodiffusion peut étre formalisé selon une tout autre approche que celle
de Nemnst-Planck. Il s’agit de 1'approche de Eyring. Ce dernier développa, en 1935, une
théorie permettant de calculer les vitesses absolues des réactions chimiques, théorie
impliquant 1'existence d'un complexe activé marquant un état de transition entre les réactifs
et les produits de la réaction. La théorie porte le nom de théorie des vitesses absolues, de
théorie de 1'état de transition ou encore théorie du complexe activé. Nous garderons
1’appellation théorie de Eyring du complexe activé ou plus simplement théorie de Eyring.

2.3.3.1 Dérivation' sommaire de ’équation de Eyring
Soit une réaction chimique simple menant d'un réactif A & un produit B
A=B

La vitesse de production de B est donnée par:

V= ;:-[A]
v : taux de formation du produit B molemeg71 )
k : constante de vitesse de la réaction de A vers B { 51 )
[A] : concentration du réactif A ( mul-m'3}

A I'équilibre la constante de vitesse peut étre reliée A la constante d’équilibre de la réaction,
laquelle est donnée par I'équation suivante:
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K= exp [-%}

K : constante d'équilibre de la réaction (=)
AG : différence d’énergie libre de Gibbs entre le produit et le réactif ( Jemol!)

La différence d’énergie libre peut étre vue ici comme une différence de potentiel
électrochimique entre deux états. Elle détermine le sens de la réaction mais aucunement sa
vitesse. Cela amena différents chercheurs 2 postuler 1’existence d'une barriére d’activation
dont la hauteur contrdlerait la vitesse du processus. Dans le cas de réactions simples en
phase gazeuse, cette barriére peut étre tracée a partir des surfaces d’énergie potentielle. On
y voit clairement un pic d’activation que les molécules de A doivent franchir pour devenir
B. Eyring et ses collégues supposérent que des molécules appelées complexes activés se
trouvent au sommet de ce pic (correspondant en fait 3 un col sur la surface d’énergie
potentielle). L’énergie requise pour les former se dénomme énergie libre d’activation et se
note AG¥. Le postulat de base de la théorie de Eyring veut que les molécules de complexes
activés et les molécules de réactif soient en équilibre les unes avec les autres.

Nous ne referons pas ici la dérivation compléte de la formule de Eyring. Nous pouvons la
retrouver dans plusieurs manuels in extenso (Glasstone, Laidler & Eyring, 1941; Laidler &
Tweedale, 1971) ou sous une forme succincte (Klein, 1982; Volkenstein, 1985). Nous nous
contenterons ici de reproduire deux équations intermédiaires. D’abord 1’équation 2.48:

V= % [Ai] [2.48]

: laux de formation du produit B { molsm =571 )

¥

k : constante de Boltzmann ( J°K-1)

T : température (K )

h : constante de Planck ( Jes'1)

[A¥] : concentration de complexes activés ( molsmr? )

qui établit une correspondance entre la vitesse de la réaction et la concentration de
complexes, et 1'équation 2.49:

k=KL - AG? 2.49
k ™ exp[ RT] [2.49]
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que 1'on tire du postulat de base. Mais toutes les molécules A 1'état activé, bien qu'ayant la
direction et |'énergie souhaitées, ne se transforment pas nécessairement en B. C’est
pourquoi on multiplie le membre de droite par un facteur supplémentaire T compris entre 0
et 1.

- 4
k =1KkT -AG 2,50
T : coefficient de ransmission (-

Le coefficient de transmission vaut 1 si, d’une part, la réaction se produit adiabatiquement,
c.A.d si le point caractérisant 1'état du systéme se déplace doucement le long de la surface
d’énergie potentielle et si d’autre part, le nombre de collisions (la pression s’il s’agit d’un
gaz) est suffisamment élevé(e) pour que les molécules de complexes activés se désactivent
en produits plutét que de “risquer” de revenir  I’état initial (Emanuel & Knorre, 1975).

L’'équation 2.50 constitue |'équation de Eyring et 1’on peut a partir d’elle, si I'on connait
AGH, 1, et [A], calculer de maniére absolue le taux de formation de B. Malheureusement, le
coefficient de transmission est rarement connu et il agit le plus souvent comme un facteur
correctif permettant de relier données expérimentales et prédictions théoriques. Pour des
réactions en solution, le coefficient de transmission est souvent de I’ordre de 106 ce qui
apporte un sérieux bémol 2 la théorie, dite des vitesses absolues.

La théorie de Eyring repose sur I'hypothése d'un équilibre entre complexes activés et
molécules de réactifs. Mais si la barriére d’activation devient trop petite, la réaction est trop
rapide et il ne peut s'établir d'équilibre entre complexes et réactifs, les molécules de
complexe activé disparaissant trop rapidement. L’on s’entend généralement pour affirmer
qu'une barriére d"au moins 5 KT est nécessaire pour que 1'équilibre soit assuré.
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2.3.3.2 Application de la théorie au processus de diffusion

La théorie de Eyring peut en principe étre appliquée 2 tout processus impliquant une
réorganisation de la matiere. Cela va de la cinétique hétérogene 2 la relaxation diélectrique.
L’un des domaines ou elle s’est avérée la plus féconde demeure sans doute celui de la
diffusion.

La diffusion d’une particule, que ce soit au sein d’un liquide ou d’un solide, est souvent
approchée par des modeles par sauts. Selon ces modeles, la particule saute d’un site (d’un
puits de potentiel) & un autre et parcourt ainsi, aprés un certain temps, une certaine distance
selon une direction x. Ces sauts ne sont possibles que si la particule posséde 1’énergie
requise pour franchir une barriere d’activation de hauteur AG¥p,

2.3.3.3 Cas d’une seule barriére de diffusion

Soit une barriere de diffusion de hauteur AGiD séparant deux sites éloignés d’une petite
distance A. Du c6té gauche de la barriére, nous avons une concentration C(x) de particules
diffusantes et du c6té droit une concentration C(x+A). Imaginons un parallélipipéde d’une
section de 1m? et de longueur A m. Si nous plagons ce parallélipipede a la position x, il
contiendra un nombre A-C(x) de particules et si la fréquence de passage de x a x+A est
donné par K nous aurons un flux de particules, de la gaﬁche vers la droite, donné par 2.51a:

J=krC® [2.51a]

et le flux de droite vers la gauche par 2.51b:

‘J—=EAC(x+l) [2.51b]

En utilisant la formule de Eyring pour expliciter les constantes de vitesse et en faisant la
différence, nous obtenons le flux net de particules diffusant de la gauche vers la droite
(équation 2.52):

H

J - “;I—Tx e T [C(x) - C(x + x)] [2:57]
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Nous avons ici fait I’'hypothése que le coefficient de transmission de la “réaction™ de la
gauche vers la droite est le méme que celui de la droite vers la gauche. Le mécanisme de
diffusion étant a priori le méme dans les deux cas, cette hypothése nous apparait, en
premiére approximation 2 tout le moins, plausible et raisonnable.

Considérons maintenant la membrane comme une barriére de diffusion des complexes
nonactine-K*. Donnons lui une hauteur maximale ¢,,,, et une épaisseur d. Directement de
2.52, il vient :

J - tkTgeomm [c"' © -c™ (d}] [2.53]

ol I'indice supérieur M référe au milieu membranaire. En multipliant par 3AM (Z étant ici
égal 2 +1), nous obtenons 1'expression du courant :

3AMIkTd

e[ M 0)-c* @) [254]

Si nous regroupons les termes et que nous laissons tomber de nouveau les indices M,
1"équation 2.54 devient :

I = Kpye®=(1-v) [2.55]
3ATkTdCy

oll KEY = ™ et Y

]
Q10

Notons que les termes K, et ¥ sont toujours positifs.

Appliquons maintenant une différence de potentiel (vq - vq) de part et d’autre de la barriére.
Comme illustré au schéma suivant, la nouvelle barriére est donnée par la somme des
potentiels. Si la barriére est suffisamment haute, la position du pic de la barriére, n, ne sera
pas modifiée et nous pourrons écrire :

‘P;nu = Qax +1 (V4 - Vo) + Yo (2.56]
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La hauteur de barriére que rencontre la particule chargée est donnée par la différence entre
la hauteur maximale et la valeur de potentiel & |'interface d'origine. Cette hauteur n'est plus
la méme lorsqu’une tension est appliquée et si nous avons une concentration égale de
I’espéce diffusible de part et d’autre de la barriére, un courant net sera créé. La valeur de ce
courant peut étre calculée A partir de 1'équation 2.57 :

I(v) = %" [co e (Pau - 9) - Cy & (Pnm -¢'m}] [2.57]

Le potentiel ¢ étant considéré nul aux interfaces, I’équation 2.57 devient :

L(v) = Kpy &% (¢%- yeY) [2.58]

Et si I'on adopte la méme convention de signe que précédemment :

[(v) = Kgye®u (e¥-7y) [2.59]

avec |

Pmax = Pmax +(1-1)V

Igy : courant traversant la membrane selon la théorie de Eyring ( A )

Kgy ¢ constante regroupant plusieurs paramétres expérimentaux ( A )

Omgx - hauteur maximale de la barridgre de potentiel de diffusion (=)

n : position du maximum de la barriégre (- )

¥ : rapport de la concentration de complexes A x =d surcelledx=0 (=)
v : potentiel appliqué du cOté cis (=)
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Nous pouvons calculer, & partir de cette expression, le rapport de rectification. Pour des
tensions excédant largement In vy, nous obtenons :

R{V} —d ?—agnv_ﬂtin-l}v

Iv]=|m 1|

[2.60]

Nous remarquons que pour n=0,5 et y=1, R vaut 1. La courbe I-V est donc symétrique par
rapport 3 I'origine. L’équation 2.60 nous montre aussi que le logarithme de R dépend

linéairement de v.

2.3.3.4 Cas d’une barriére trapézoidale

Nous allons maintenant appliquer la théorie de Eyring a la barriére de potentiel trapézoidale
définie plus haut. Puisque la hauteur maximale seule importe, 1'expression du courant
demeure inchangée :

ey (v) = Kgy e ™=« (" -7) [261]

mais ici, la valeur maximale peut prendre deux valeurs selon que le coin 1 ou le coin 2 du
trapéze est limitant :

Omax =Max {01, 9, }

ol les potentiels affectés d'un signe prime sont définis comme auparavant :

‘Pi,z =@+ (l-my)v

L’expression du courant dépend donc de la position des “pics” du trapéze. Le courant
dépend de n; lorsque le coin 1 est limitant et de n, lorsque le coin 2 est le plus élevé. Les
tensions appliquées étant de 1'ordre de Ag, il n'est pas rare au cours d'un balayage en
tension de passer d’une situation a 1’autre. Le haut du trapéze devenant horizontal pour
v=AQ, il est facile de voir que les coins 1 et 2 sont limitants pour des tensions
respectivement supérieures et inférieures 3 A, Mathématiquement, nous écrirons :
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o v>2

_ An

Prax = . v‘:ﬂm
®2 An

La fonction I(v) étant maintenant complétement définie nous passerons comme dans le cas
de Nemst-Planck A son étude.

2.3.3.5 Etude analytique de ’expression I(V) selon Eyring

Signalons au départ que 1'expression 2.61 est une expression simple et concise pouvant
remplacer avantageusement celles confuses ou partielles apparaissant dans la littérature
{(Hall & coll., 1973: Hall & Latorre, 1976: Latorre & Hall, 1976: Hanse:ﬁ, 1978; Donavan,
1979). L on peut faire mieux encore, en introduisant un nouveau potentiel tenant compte de
la constante Kgy . L équation 2.61 prend alors la forme condensée suivante :

gy (v) = e (e¥-7) [2.62]
avec Prmax = mMax {"plv ‘-13‘2}
" *®
et P12 = @a+(l-no)v-InKgy= @5 +(1-n,)v
q:" : potentiel total englobant la constanie K (- )
o* : potentiel intrinséque englobant la constante K (-}

Hormis sa concision, cette forme a I’avantage de montrer le lien naturel existant entre les
paramétres ¢ et In Ky . Ces deux parameétres doivent vraiment étre considérés comme des
couples dont la différence est constante. Prendre une valeur de Kgy dix (10) fois plus élevée
équivaut A prendre une hauteur du pic limitant de 59 mV plus faible (RT/3 =25,52mV 2
23°C). Ajouter 100 mV a la valeur standard de ¢ revient au méme que postuler une
constante Kgy cinquante (50) fois plus petite. Nous voyons bien ici que pour une courbe
courant-tension donnée, une infinité de couples (¢, Kgy ) sont possibles, mais tous
correspondent au méme potentiel ¢*. Le courant I ne dépend donc, outre v, que de cing
parameétres: ¢,*, ¢,*, n, npety.
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La méme remarque peut étre faite au sujet de ¢, et In Kyp. Les deux variables sont liées,
d’autant plus liées que leur différence est grande par rapport 2 la tension appliquée. Dans ce
cas, l'expression tronquée 2.37 est valide et 1'on peut définir alors un nouveau potentiel
normalisé ¢*, rendant automatiquement compte du parameétre Kyp. L’approximation de
I{v) doit se faire alors en fonction de cing parameétres seulement.

Avant d’aller plus av.ant, regardons 1’allure de la relation I(v) tel que prédite par la théorie
de Eyring. La figure 2.19 présente la courbe -V dans le cas du trapéze symétrique. La
courbe est symétrique par rapport A I’origine mais montre un léger zig-zag prés de I'origine.
Dans les mémes conditions la courbe dérivée selon 1'approche de Nemst-Planck ne montre
pas de telles bosses ( voir figure 2.14). La courbe I-V est encore plus spectaculaire lorsque
Ap #0 (trapéze asyméirique). La figure 2.20 nous montre le tracé I-V d’une barriére dont
les coins 1 et 2 se situent respectivement 3 une hauteur de 300 mV et 240 mV
respectivement (A¢ =-60 mV). Nous y voyons une nette cassure pour une tension égale a
Agpy (-100 mV). Ces caractéristiques [-V, a priori inhabituelles, peuvent-elles étre
expliquées par la théorie ?

2.3.3.5.1 Calcul de la premiere dérivée de I(V)
La premiere dérivée s’obtient aisément. Elle est donnée par 2.63 :

Iy = Kpye®= [npee’ + (1) ¥] [2.63]

ou n,,, est la position du coin limitant. Le premier terme de la parenthése crochet étant
toujours supérieur au second, la premiére dérivée est toujours positive. La fonction I(v) est
donc une fonction strictement croissante qui ne présente pas d'extrémum. Elle montre
toutefois une discontinuité A v = A@y. Ce point critique sera noté v..

Vo = % [264]
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Figure 2.19. — Courbe I-V d’une barri¢re de potentiel trapézoidale symétrique prédite par la théorie
de Eyring. 250 points furent calculés a partir de I’équation 2.61 et mis en graphique. Les parametres
caractérisant la barriere sont donnés dans I’encadré. A noter les points d’inflexion dans la courbe 2
71 mV, 0 mV et + 71mV.
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Figure 2.20. - Courbe [-V ('une barridre de potentiel trapézoidale asymétrique tel que prédit par la
théorie de Eyring (équation 2.61). Les paramétres caractérisant la barridre sont donnés dans
I’encadré. A noter la discontinuité A -100 mV,
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En effet, si I'on s’approche du point critique de la gauche (coin 2 limitant), la dérivée vaut :
Lim Tey(v) = Kgy €™ [nge™+(1-ny)7]

alors que si I'on s’approche de la droite (région ou le coin 1 est limitant), elle prend comme
valeur :

lim IEY{\"} = KE‘I’ e"'; [ﬂ] e"=+[l-n|}‘f]

V=V,

Le rapport des pentes au point critique est ainsi égal 4 :

gy (Vo) _ me'+(l-m)y [2.65]
ey (o) me'+(l-n)y

Et pour des A¢g importants :

.w ~ [%L] wae [2.66]
gy (Ves) |vfwiny

Prenons le dernier exemple et portons I'équation 2.63 en graphique (figure 2.21). La
premigre dérivée est toujours positive et montre bien une discontinuité a v =Ag,. Le
rapport des pentes est d’environ 0,25, valeur en accord avec I'équation 2.66. Nous y voyons
aussi un minimum autour de 70 mV. Calculons la dérivée seconde et tentons de voir 4 quoi
correspond ce minimum,
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Figure 2.21. - Graphique de la conductance dynamique en fonction de la tension V pour une
barridre asymétrique (approche de Eyring). Les points, au nombre de 250, furent calculés 2 partir de
I'équation 2.63. Les parametres de la barridre apparaissent dans 1'encadré, placé en haut de la
figure.
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2.3.3.5.2 Calcul de la seconde dérivée de I(V)

La seconde dérivée s'obtient aussi facilement que la premiére. Elle est donnée par 2.67 :

Ié‘l’ (v) = KEY e_q’;m [l'l;“ e’ - [1 - nmax] : T] [2,6?]

Au point critique, nous avons encore bien entendu une discontinuité, comme en témoigne la
figure 2.22. Le rapport des dérivées secondes 2 v, varie cette fois comme le carré du
rapport des n.

Ey (Ve oo (i 21n A9 [2.68]
" n
ey (Ve s v jnitnyi ]

Pour un rapport de 4, le changement de pente de la conductance dynamique est de 16 ou de
1/16 selon le signe de Ag.

Cherchons maintenant les zéros de l'équﬁtinn 2.67..La seconde dérivée s’annule ldrsque, le
premier terme A l'intérieur de la parenthése crochet est égal au deuxiéme. La position ng,,,
pouvant prendre deux valeurs, la seconde dérivée peut s’annuler pour deux valeurs de v.
Nous noterons ces valeurs de tension vj et Vip car elles marquent les points d’i nflexion de
la courbe I-V. L’équation 2.69 nous donne la valeur des v; :

_ 1- n2
Vilz2 —2]]'[[ e j-i-l]‘l"f [2.69]

Fait intéressant: la position des points d’inflexion ne dépend pas de la hauteur du trapeze,
elle ne dépend que de la valeur de n et de y. Leur existence dépend néanmoins de la valeur
de Ag. En effet, si v;; < v nous n’avons pas de point d’inflexion car a cet endroit ¢ | n'est
Pas ¢ max- Un méme raisonnement nous améne 2 la conclusion qu’il n’existe pas de point
d'inflexion a ‘.’iz si celui-ci est supérieur 3 v_. Exprimé autrement, il y aura un seul point
d’inflexion & v;; si v;3 > V. , un seul point d’inflexion & v;; 8i v;; < v, et deux points
d’inflexion a v;; et v;, si v, est compris entre les deux valeurs de v;. En fait, nous avons
dans ce cas trois points d’inflexion car v, lui-méme est un point d’inflexion. D’ailleurs, sil
en était autrement, nous aurions une courbe convexe (dérivée seconde négative) lorsque v
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Figure 2.22. - Courbe de seconde dérivée de la fonction I(V) d'une barriére de potentiel
trapézoidale asymétrique tel que prédit par la théorie de Eyring (équation 2.67).
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tend vers -eo et également convexe lorsque v tend vers +eo. Ceci est incompatible avec la
forme de 1'équation 2.67.

Prenons comme dans les exemples graphiques n; =0,20, n, = 0,80 et ¥= 1. Nous aurons
ainsi un seul point d’inflexion 4 +71 mV si Agy < -71 mV, un seul a2 -71 mV si
Ay >+71 mV, et trois points d’inflexion & + 71 mV, - 71 mV et Ag, si lAgyl < 71 mV.
Dans le cas du trapéze parfaitement symétrique (figure 2.19), c’est la troisidme éventualité
qui prévaut et nous notons bien qu’il existe trois points d’inflexion: un 2 1'origine et les
deux autres situés a égale distance de I'origine. Pour I'exemple du trapéze asymétrique,
c’est la premigre situation qui se présente (Agpy < -71 mV) et nous notons bien un point
d’inflexion 2 +71 mV. Nous trouvons confirmation 2 la figure 2.22.

En résumé, la courbe I-V, telle que prédite par la théorie de Eyring, montre une
discontinuité au point critique A¢4et un ou trois points d'inflexion dépendamment de la

valeur de Ag.

2.3.3.5.3 Etude de I'asymétrie de la courbe [-V

De l'expression du courant déduite plus haut, il est facile de calculer le rapport de
rectification. Directement de 2.61, nous avons :

g (y-e” )

R‘E-Y {'J} = [l?ﬂ]

o (V) €7 -7

Mais ici encore le fait d’avoir un profil trapézoidal ol chague coin est susceptible de jouer
un réle complique un peu la situation. La quantité ¢',, apparaissant au dénominateur est-
elle la méme que celle se trouvant au numérateur 7 Il faut examiner cas par cas. Nous
avons quatre possibilités: coin 1-coin 1, coin 2-coin 2, coin 1-coin 2 et coin 2-coin 1. Les
conditions ou ces différents cas se produisent peuvent étre déterminées en résolvant, pour
chaque cas, un systéme de deux inégalités. Ainsi le cas 1 (coin 1 limitant pour v=v et v=-v)
se produit lorsque Ivl > -Agy, le cas 2 lorsque Ivl < Ag, le cas 3 lorsque v > IAgyl et enfin le

cas 4 lorsque v < - |Agyl. Si nous calculons pour chacun des cas le rapport de rectification et
que nous prencns le logarithme de chaque membre, nous arrivons, pour Ivl >> |In |, &
I'équation 2.71 :



131

-Ap+(np+m,-1)v v{-%

InRgy (V) o~ (2n-1)v v |¢-% [271]
Ivl=lln ¥l |'5‘|’|
Ap+(ny+ny-1)v ».r:»+F

ou les cas 1 et 2 sont réunis sur la ligne centrale. Trois faits & noter: i) In R montre une
dépendance linéaire selon v et Ag , ii) pour des grands v (en valeur absolue) et pour
ny +n, = 1, le rapport de rectification n’est plus fonction de v et iii) pour des tensions (en
valeur absolue) plus petites que la valeur absolue de Ag,, le rapport de rectification ne
dépend pas de A¢. La figure 2.23 nous montre trois comportements possibles de la fonction
In R(v): la pente aprés le point critique est soit nulle (n; + n; = 1), soit positive (ny +n, >
1), soit encore négative (n; + n, < 1). Nous disposons donc ici d'un test simple nous
permettant de déterminer si la position des coins du trapéze est symétrique (pente nulle) ou
si le trapéze est déporté vers la droite (pente positive) ou vers la gauche (pente négative). Le
graphique de In R nous permet aussi de déterminer facilement Ag,, la différence de
potentiel rapportée sur toute 1'épaisseur de la région de translocation. Ce Agy peut étre
visualisé tout aussi facilement sur les courbes de premiére et seconde dérivée. Quant aux
valeurs de n, et n,, elles peuvent étre tirées de la mesure des points d’inflexion (courbe de
seconde dérivée) ou de la pente de In R(v). En fait, la seule variable que nous ne pouvons
extraire “visuellement” demeure @*.

Résumé

La théorie de Eyring se révéle plus facile d’ approche que celle de Nernst-Planck. Les
d:ﬂ'érenres courbes dérivées de la fonction I{v) permettent de déterminer rapidement les
paramétres caractérisant la barriére de potentiel trapézoidale. Seule ombre au tableau: les
courbes 1-V expérimentales ressemblent-elles a celles prédites par la théorie de Eyring’?
La nature préfére-t-elle les courbes discontinues et les segments de droite de I'approche de

Eyring aux courbes continues et monotones de celle de Nernst-Planck ?
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Figure 2.23. — Graphique du rapport de rectification R en fonction de V (approche de Eyring) pour
trois barridres trapézoidales asymétriques. Pour ny = 0,800 (n) + ny = 1), R ne varie plus avec la
tension pour des tensions IVl > Ay g4l. Pour ny = 0,933 (n} + ny > 1), la courbe forme un angle aigu
A V =+ Ay alors que pour ny = 0,667 (n) +ny < 1), elle forme au méme point un angle obtus.
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2.3.4 Comparaison des approches de Nemnst-Planck et de Eyring

2.3.4.1 Rapport des courants

Les deux théories semblent conceptuellement irréconciliables mais il n’en demeure pas
moins que les deux formulations de I(v) pour une barriere trapézoidale sont formellement
similaires (équation 2.72) :

Kpsv (€"-v)
Inp. gy (V) = : [2.72]
NP DNPE'!' [V. ':PI- q:'2+ nI'l nz}
avec :
K,,:E_).. KEY:I_L];F_&...

Tentons d'abord de relier les constantes K. Pour ce, nous exprimerons le coefficient de
diffusion D en fonction des quantités d, <, k, T, et h. La dérivation de 1’équation de Eyring
reposant sur I’évaluation d'une vitesse moyenne des molécules de complexe activés
(Glasstone & coll., 1941, p.128), nous utiliserons une expression oll apparait une distance
moyenne (par opposition a une distance quadratique moyenne). De la description d’une
marche aléatoire unidimensionnelle, nous tirons (Sten-Knudsen, 1978) :

(x)= '\/;%_Dt [273]

<x> : distance moyenne parcourue par la particule diffusante (m )
D . coefficient de diffusion de la particule dans le milieu (m 2es-!)
i : temps reguis A la particule pour parcourir la distance <x> ()

Le temps t de I’équation précédente correspond dans la théorie de Eyring a I'inverse de la
fréquence de passage des molécules de complexes activés :

t=—0_ [2.74]

Si nous substituons maintenant |I'équation 2.74 dans 2.73 en remplagant la distance <x> par
I'épaisseur de la barmére de translocation d, nous obtenons :
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D= = —d22kT [2.75]

et ainsi :

-
&

[2.76]

2
=
e,

Il
bIH

Les deux constantes sont pratiquement les mémes 4 quelque 25 % prés ! Vu l'incertitude
reliée aux différents paramétres composant les constantes Kgy et Kyp, les courbes I-V
prédites selon les deux théories ne peuvent donc étre discriminées par ce facteur.
Examinons maintenant les fonctions D(v). L’expression compléte de Dyp(v) étant peu
maniable, nous n'en conserverons ici que le terme dominant (le terme central provenant de

I'intégration entre les deux coins du trapéze) :

Dyp (v) e [*] [2.77]
n, =0 ¢
ny—+ 1

Cette approximation est d’autant plus correcte que le haut du trapéze occupe une grande
partie de la distance d (An tend vers 1) et que v est petit comparativement a la hauteur de la
région centrale du trapéze. Quant 3 I'expression de D(v) imur Eyring, elle est simplement
donnée par :

Dgy (v) = e ™= [2.78]

Nous examinerons deux situations limites : Ag'=0 et |A@' | >> 1. Dans le premier cas, les
fonctions D se confondent et le rapport des courants prédits par les deux théories est donné
par celui de leurs constantes :

Ie (v) = %IEY (v) [2.'."‘}]

Dans le second cas, on trouve :

Dey (Iv).
|49 |

Dyp (v) =
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et donc :

o Igy (V) [2-80]

n '
Lo (V) o~ Z|A<p

1A I»1

Sauf dans le cas particulier ou nous avons un trapéze “redressé” ( v =A@q) et tres large et
“relevé” (n; = 0 et n, = 1), I’équation de Nernst-Planck prédit des courants plus grands que
celle de Eyring. Nous pouvons constater ce fait en jetant au coup d’oeil aux courbes I-V
présentées antérieurement (figures 2.14, 2.15, 2.19 et 2.20).

2.3.4.2 L'approche de Eyring vue comme cas particulier de celle de Nernst-Planck

Nous venons de voir au paragraphe précédent que 1’expression du courant selon Nernst-
Planck pouvait se réduire a celle de Eyring sous certaines conditions bien particuliéres. Ces
conditions sont autres pour une barriére rectangulaire (Cooper & coll., 1985). Mais dans les
deux cas, nous ne pouvons déduire la forme de 1’équation de Nernst-Planck de celle de
Eyring. D’un point de vue strictement informationnel, 1’approche de Nernst-Planck se
tévele supérieure A celle de Eyring. L’une contient les informations concernant tout le
trapeze alors que 1’autre n’y voit que deux pics. Ce que 1’une gagne en complexité, 1’autre
la perd en simplicité. Nous choisirons donc pour cette raison fondamentale 1’approche
continue de Nernst-Planck.

Cela ne signifie pas pour autant que 1’approche de Eyring ne puisse €tre utile en d’autres
circonstances mais en ce qui concerne l’approximation trapézoidale la formulation de
Eyring est inadéquate. Un trap¢ze occupe un espace, un volume alors qu’une barriére
réactionnelle a la Eyring est trés limitée dans I’espace. La théorie de Eyring serait certes
mieux appliquée si nous remplacions notre barriére trapézoidale par une somme de
barrieres d’environ 1 A de largeur et dont la hauteur suivrait le contour d’un trapéze. En
développant les équations nous retrouverions sans doute une expression I(v) similaire a
celle de Nernst-Planck, avec la complexité en plus toutefois...
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2.3.5 Prédictions numériques de I’expression de Nernst-Planck

Nous comptons approximer nos courbes IV expérimentales a 1’aide de 1’équation 2.35 et,
de cette approximation, tirer la valeur des parametres caractérisant la barriére. La question
qui se pose maintenant est de savoir si la courbe I-V est suffisamment sensible a ces
parametres pour que nous puissions les déterminer avec précision.

Nous verrons au chapitre V que les courbes I-V expérimentales sont trés semblables, autant
au niveau de la forme que de ’amplitude, aux courbes apparaissant aux figures 2.14 et 2.15.
Si nous prenons les parametres ayant généré lesdites courbes et que nous les faisons varier
chacun tour 2 tour, nous aurons une bonne idée de la précision 2 laquelle nous serions en
droit de nous attendre. Avec un critere d’écart de 10% a 250 mV, nous pouvons distinguer
des variations des parametres ¢*, AQ, An, ety de 1’ordre de 5 mV pour les deux premiers de
0,05 et de 10% pour les deux autres. Compte tenu de la difficulté d’obtenir cette barriére de
potentiel ces résultats sont excessivement prometteurs.

Résumé du chapitre IT

Dans la premiére partie du chapitre, nous avons tenté de reconstruire la barriére de
potentiel que rencontre une particule chargée traversant une membrane type. Dans ce but,
nous avons discuté des contributions connues a ce potentiel total. Pour les contributions
des potentiels de Gouy, dipolaire et de distribution, nous avons généralisé les formulations
existantes afin de tenir compte de la nature asymétrique des membranes a I’étude. La
compréhension de la barriére d’énergie totale s'en est trouvée accrue mais le profil
intramembranaire du potentiel total est demeurée trés approximatif. A défaut d’une
expression précise caractérisant la forme de la barriére d’ énergie, nous avons opté,
I'instar d’ autres chercheurs, pour I’ approximation trapézoidale.

Dans la seconde partie nous avons établi une relation entre le courant, la tension appliquée
et les paramétres de la barriére trapézoidale; et ce, pour les théories de Eyring et de
Nernst-Planck. Dans les deux cas, des expressions originales furent développées. Bien que
ces expressions conduisent @ des prédictions radicalement différentes, nous avons démontré
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qu’elles étaient formellement similaires. En rapprochant les deux expressions, il est
toutefois apparu que que I’ expression développée pour la théorie de Eyring constituait un
cas particulier de I’expression de Nernst-Planck, plus générale. Naturellement, nous avons
convenu de modéliser la translocation voltage-dépendant de la nonactine au-travers d’ une

barriére asymétrique de potentiel selon ce dernier modéle.



CHAPITRE III

MATERIEL, MONTAGES ET METHODOLOGIES

3.1 Description du montage expérimental

La recherche expérimentale et la recherche théorique s’entretiennent, s’entr’organisent,
s’entr’appellent 1’'une 1’autre. Du concept on passe 2 1’expérience et celle-ci nous raméne au
concept. Tout ceci n’est possible que grice a "I’interface technique”. L’évolution méme de
cette interface est un signe de 1’évolution de la recherche. La technique est moyen, puis
aboutissement. On assiste alors 3 un changement de "génération” et tout recommence.
Différents montages ont été expérimentés tout au long de cette étude. Nous ne discuterons
ni de chacun ni des multiples raffinements dont ils ont bénéficié, sinon que pour supporter
certains propos.

L’appareillage relié 2 la fabrication de bicouches Montal-Mueller n’a pas vraiment changé
- depuis I’arrivée de la technique (la premiére description a peu prés compléte du montage se
retrouve dans I’article de Montal, 1974). L’on y retrouve toujours les mémes éléments: bain
de téflon (polytétrafluoroéthyléne), systeme anti-vibrations, seringues en polypropylene,
cage de Faraday, circuits de mesures électroniques. Une seule innovation digne de mention:
I’emploi de cuves de Langmuir destinées A contrdler la pression de surface des films
lipidiques 2 partir desquels la bicouche est formée (Tancréde & coll., 1983). Pour
différentes raisons, cette innovation n’a pas réussi a s’implanter comme nouveau standard.
A vrai dire, ce sont les appareils de mesure électroniques et toute 1’interface informatique
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régissant la prise et le traitement des données qui ont surtout évolué. Les derniéres revues
consacrées aux montages de bicouches planes (Alvarez & coll., 1985; Alvarez, 1986;
Schindler, 1989) en font largement état.

Le montage utilisé au laboratoire durant les derniéres années est représenté schématique-
ment 3 la figure 3.1. La partie gauche rassemble les parties mécaniques et optiques du
montage alors que 1’on retrouve 3 droite 1’appareillage électronique et informatique.
Certains appareils que 1’on pourrait qualifier d’accessoires ou de périphériques
(stéréomicroscope, table tragante, etc.) ne sont pas représentés afin de ne pas trop alourdir
la figure. Les éléments les plus importants du montage (bain de bicouches, électrodes,
circuits électroniques, interface informatique) feront 1’objet des prochaines sections.

3.1.1 " Bain de préparation de bicouches

Les bains de bicouches initialement congus au laboratoire (Tancréde & coll., 1983; Robert
& coll., 1985) consistaient en deux bassins de Langmuir accolés ’un 2 I’autre et pouvant
communiquer via une ouverture pratiquée sur la paroi conjointe des deux bassins. Ces bains
ne convenaient pas a la présente étude pour deux raisons majeures: premiérement, la grande
surface des bains ameéne un fort bruit parasite limitant sensiblement la mesure de faibles
courants; deuxiémement, ces bains ne permettaient pas d’agitef les phases aqueuses. En
plus de requérir de grandes quantités de matériel, ces bains de grandes dimensions ne
permettaient pas non plus de changer les concentrations salines des phases aqueuses par
simple ajout d’aliquots de solutions concentrées.

Apres quelques essais, le bain de bicouches apparaissant a la figure 3.2 fut réalisé. Nous y
retrouvons deux bassins en téflon (Johnston Industrial Plastics, Lachine, Qc), notés cis et
trans, entre lesquels s’insere un élément appelé porte-membrane. La particularité de ce bain
réside en la présence de parois fixes divisant la surface de chacun des bassins en deux
parties. La partie de droite, d’une surface de 25 cm?, est réservée 2 1I’étalement du film alors
que la partie gauche sert d’aire de travail ol I'on ins2re électrodes, tubes capillaires et
seringues. La présence de ces parois permet donc a I’expérimentateur de travailler, a sa
guise, sans toucher le film déposé€ dans la section adjacente. Cela est d’une grande utilité
comme nous le verrons plus loin. Ces parois sont surélevées de quelques 6 mm au-dessus
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Figure 3.1. - Schéma global du montage utilisé pour fabriquer des bicouches Montal-Mueller.
(Stéréomicroscope, table tragante et autres appareils périphériques ne sont pas représentés).
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du fond des bassins afin de permettre 1’équilibration de la phase aqueuse entre les deux
parties de chacun des bassins.

Chaque bassin contient un puits d’agitation de 17 mm de diameétre et de 6 mm de
profondeur. L’emplacement de ce puits a causé certains soucis car nous désirions une
agitation permettant d’homogénéiser rapidement tous les recoins du bassin. La position qui
nous apparaissait la plus adéquate se retrouve sur la figure 3.2.

Examinons maintenant la partie centrale du bain de bicouches, 12 ol justement la bicouche
est fabriquée. Nous y retrouvons une enclave, moiti€ en cis, moitié en trans, devant
accueillir le porte-membrane et le support hydrophobe. Le porte-membrane, illustré 2 la
figure 3.3, est constitué de deux disques identiques en téflon, d’environ S mm d’épaisseur.
Chacun posséde une fenétre circulaire située a la méme hauteur sur le disque. Entre ces
disques, nous introduisons un mince film de téflon (le support) percé, au préalable, d’un
petit orifice au travers duquel la bicouche se forme 29.

Trois points critiques doivent étre surveillés lors de la réalisation des bassins et du porte-
membrane. Premiérement, afin de garantir uhe parfaite étanchéité entre les bain cis et trans,
la correspondance entre les dimensions de 1’enclave et du porte-membrane doit étre la plus
parfaite possible -(la tolérance mécanique ne peut dépasser 30 pm). Deuxiémement, et pour
la méme raison, les c6tés contigus de chacun des bassins doivent étre aplanis afin de
permettre un accolement parfait. Signalons que le téflon se déforme facilement suite a une
pression mécanique ou 2 un changement de température. Troisiémement, le design du
porte-membrane doit permettre une apposition aisée des films lipidiques le long du support
hydrophobe. Si le diamétre intérieur de la fenétre du porte-membrane est trop petit, les
films lipidiques ne peuvent mouiller pleinement la partie exposée du support de téflon et la
bicouche ne peut étre formée. Il nous est apparu que le diametre de 1’ouverture devait étre
supérieur a 1’épaisseur du disque. Afin de favoriser encore plus le mouillage des films lors
de la montée des niveaux d’eau, nous avons évasé le pourtour de la fenétre. Un angle de 75°
par rapport a I’axe de I’orifice semble suffisant.

29 L’appellation «porte-support» serait plus appropriée mais puisque le support “supporte” la membrane
modele et que le raccourci fut consacré par I'usage, nous garderons le terme «porte-membrane».
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Figure 3.2. - Dessin, a4 1'échelle, du bain de bicouches (vue de haut). Toutes les mesures sont
données en millimétres. L'épaisseur du fond des bassins cis el trans est de 13 et 11 mm,
respectivement. La bicouche se forme A 1'endroit marqué d'une étoile.
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Figure 3.3.— Schéma du porte-membrane et du support hydrophobe: (a) vue de face; (b)
agrandissement de la fenétre (vue de face); (¢) vue de profil. (Dessins a 1’échelle).
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La figure 3.4 nous donne un apergu du bain de bicouches. On y voit les deux bassins cdte 2
cote, les €lectrodes, la base et le couvercle de plexiglas (polyméthylméthacrylate). La base
de plexiglas permet d’aligner et de maintenir les bassins dans une position bien définie. Elle
est supportée par quatre pattes, d’environ 10 cm de hauteur. Cette hauteur permet de
dégager un espace suffisant pour placer un agitateur magnétique (Fisher Scientific Co.,
modéle 120MR, Montréal, Qc) sous le bain de bicouches. Un couvercle de plexiglas
protége le bain des poussiéres et des mouvements de convection d'air. Cinq ouvertures sont
pratiquées au travers du couvercle: deux pour les électrodes, deux pour les tubes capillaires
par lesquels nous ajustons les volumes d’eau (voir figure 3.1) et une pour permettre
I'arrivée d’azote. Le couvercle permet, en outre, de maintenir plus aisément une atmosphére
d’azote au-dessus des films lipidiques, prévenant ainsi la peroxydation des lipides.

Tout le montage est isolé électriquement par une cage de Faraday fabriquée a partir de
papier aluminium ou encore de fil grillagé. L'ensemble est supporté par une plaque en
granit de 61 x 89 x 10 cm (Paquin & Fils, Trois-Riviéres, Qc) reposant sur un systéme
antivibrations 4 air comprimé (Technical Manufacturing Corp., modéle Micro-g, Wobum,
MA) atténuant d’un facteur 10 et plus toute vibration mécanique de fréquence supérieure a
7 Hz. Les bicouches Montal-Mueller sont trés fragiles et sans ce systéme antivibrations, il
est difficile voire impossible de les former.

3.1.2 Circuits électroniques

Le montage électronique se divise en deux blocs: 1'un permet de mesurer la capacité i une
fréquence et A une tension données; 1'autre de mesurer simultanément, et sur une large
gamme, courant et tension. Nous étudierons les deux circuits en deux temps. Dans le
premier, nous en ferons une description sommaire en expliquant le principe; dans le second
(section 3.2.5), nous nous attarderons a la mesure, telle qu'effectuée lors d'une expérience
avec une bicouche, formules et calculs a I'appui.
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Figure 3.4. — Vue en perspective du bain de bicouches. (Inspiré de Robert & Tancrede, 1991).
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3.1.2.1 Circuit de mesure de la capacité membranaire

Trois méthodes peuvent étre utilisées pour mesurer la capacité de la bicouche. La plus
utilisée, anciennement, consiste & appliquer un saut de tension a une bicouche en série avec
une résistance connue et 3 mesurer le courant traversant cette derniere. On peut alors
déterminer la capacité, soit en calculant a partir de 1’aire sous la courbe, la charge transférée
(Montal, 1974), soit en mesurant la constante de temps (Andreoli, 1974). La deuxiéme
méthode, plus précise, consiste & mesurer la capacité A 1’aide d’un pont d’impédance a
courant alternatif, commercial (Pickar & Amos, 1976) ou non (White & Blessum, 1975).
Aujourd’hui, la méthode la plus courante consiste 3 appliquer 2 la bicouche une onde de
tension triangulaire (amplitude entre 10 & 100 mV, fréquence entre 1 et 1000 Hz) et 2
mesurer le courant 2 I’aide d’un convertisseur courant-tension. L’amplitude de la tension 2
la sortie (signal rectangulaire) est directement proportionnelle 3 la capacité membranaire.
Cette méthode se révele populaire car elle s’effectue avec le méme circuit servant a la
mesure de la conductance membranaire. Elle n’est cependant pas aussi précise que celle
utilisant un pont d’impédance.

Nous avons opté au laboratoire pour la méthode du pont d’impédance. Le pont que nous
avons congu s’inspire de celui d’Alvarez & Latorre (1978). Il est composé de deux
branches: celle du haut (voir figure 3.5) contient une résistance variable Ry et un
condensateur Cy de valeur connue; celle du bas, la capacité que nous voulons mesurer C, et
une résistance standard de valeur connue R;. Une onde sinusoidale, d’environ 50 mV
d’amplitude et de fréquence égale & 1000 Hz, est appliquée a chacune des branches via un
générateur de fonctions programmable (Hewlett-Packard, modéle HP 8116A, Bdéblingen,
Allemagne). Le courant dans chacune des deux branches est converti en tension grace a un
amplificateur opérationnel monté selon la configuration de convertisseur courant-tension.
Les deux convertisseurs courant-tension sur chacune des deux branches sont identiques
(voir circuit détaillé 2 ’annexe 1). Un amplificateur d’instrumentation différentiel;
composé de trois amplificateurs opérationnels, soustrait et amplifie les ondes provenant de
chacune des deux branches. C’est lui, en fait, qui détecte les légers déséquilibres du pont de
capacité. Nous retrouvons finalement 2 la sortie de 1’ampli différentiel une série de filtres
passe-haut et passe-bas rejetant tout signal parasite de fréquence plus élevée ou plus faible
que celle du signal d’entrée. Le signal est visualisé sur un oscilloscope digital 2 mémoire
(Nicolet Instruments, modéle 4094, Madison, WI).
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Le zéro du pont s’effectue a I'aide de deux résistances variables, Ry et R,. L’ajustement de
la premiére permet de rendre la phase de I’onde, circulant dans la branche du haut, égale a
celle circulant dans la branche du bas. L’ajustement de la seconde, située a 1’entrée de
I’ampli différentiel, sert & égaliser 1’amplitude des deux ondes circulant dans chacune des
.branches. La méthode consiste donc 3 rendre nul le signal sinusoidal apparaissant 2
’oscilloscope 2 1’aide de Ry et R,. Nous verrons plus loin que c’est a partir de 1a mesure de
Ry apres équilibrage du pont que nous pouvons déterminer la capacité Cy.

Quelques points d’intérét concernant la réalisation du montage. Il faut d’abord s’assurer
d’une source de tension "propre”. Un filtre passe-bas 2 la sortie de la source suffit en
général pour épurer le signal sinusoidal des fluctuations de 1’alimentation & 60 Hz. Le
deuxié¢me point concerne la sensibilité du pont. Celle-ci dépend principalement i) de la
qualité des amplificateurs opérationnels de I’ampli d’instrumentation (ceux-ci ont avantage
4 posséder un gain en tension 2 boucle ouverte élevé), ii) du niveau de bruit ramené a son
entrée et iii) du gain total de la configuration. A ce sujet, il faut éviter de mettre des gains
trop importants sur I’amplificateur différentiel. Au premier étage, des gains de plus de 100
n’augmentent plus, vu le niveaw de bruit proVenant de V’interface air-eau, la sensibilité du
pont. Le rapport signal sur bruit plafonne avec le gain (capacité parasite). Au second étage,
il est préférable de ne pas dépasser un gain de 30 car un signal haute fréquence apparait
alors a ’entrée de 1’amplificateur OP-27E (phénomenes d’oscillation de 1’amplificateur).
Dermier point: prendre soin de choisir un condensateur de qualité dans la branche de
compensation. Nous recommandons un condensateur de précision de polystyréne ou de
polycarbonate ayant une grande stabilité 2 long terme. Celui que nous avons utilisé€ est un
condensateur de polystyréne (Rifa Electronics, modeéle PFE 210, Stockholm, Suede) de
988 pF de capacité.

3.1.2.2 Circuit de mesure de la conductance membranaire

La mesure de conductance membranaire, qu’elle soit statique ou dynamique, implique la
mesure de la tension appliquée 2 la membrane et du courant en résultant. La bicouche
lipidique étant constituée d’un milieu intérieur isolant, sa résistance est par conséquent trés
élevée et puisqu’elle ne supporte que des tensions inférieures & 300 mV environ, les
courants mesurés sont extrémement faibles, de 1’ordre du pA. Deux choix s’offrent 3 nous:
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utiliser un picoamperemetre ou encore monter un amplificateur opérationnel sous la

configuration convertisseur courant-tension 30,

La configuration convertisseur courant-tension permet, comme son nom l’indique, de
"traduire” un courant, méme trés faible, en une tension, plus facile 3 "manipuler”. Dans
cette configuration (voir Girard, 1989, figure 7.51 ou voir amplificateurs CA3140
apparaissant A I’annexe 1), la borne non inverseuse (marquée d’un signe plus) est mise 2 la
terre alors que la borne inverseuse (signe moins) est branchée a la source de courant. Une
résistance est placée en contre-réaction entre la borne inverseuse et la sortie de
I’amplificateur opérationnel. La tension différentielle d’un ampli opérationnel étant tres
pres de zéro (dans le cas idéal, elle est exactement nulle), la borne inverseuse se trouve a un
potentiel zéro (masse virtuelle). L’amplificateur idéal ne détournant aucun courant, la
résistance de contre-réaction, Rf, est traversée par le courant que I’on veut mesurer. 11
apparait donc 2 la sortie de ’amplificateur une tension V,, donnée par —Rg ¢ I. Le courant
est donc égal, au signe pres, a la tension de sortie divisée par la valeur de R¢ , connue.

La mesure de faibles courants requiert I'utilisation d’un amplificateur opérationnel a tres '
faible courant de polarisation (technologie «FET») affectant peu le courant 3 mesurer (se
rapprochant donc le plus possible de 1’amplificateur opérationnel idéal). L’amplificateur
opérationnel utilisé, le modele AD42K (Analog Devices, Norwood, MA) possede un
courant de polarisation d’au maximum 100 fA avec une impédance d’entrée de 10 TQ.
Acheté, il y a plusieurs années, I’AD42K s’est fait damer le pion par des amplificateurs plus
performants encore (technologies « JFET », « MOSFET »). Les amplis AD310K, de la
méme compagnie, le 3430J de la compagnie Burr-Brown et le ICH8500A de la compagnie
Intersil, possédent tous des caraétéristiques (courant de polarisation maximal, impédance
d’entrée) dix fois meilleures que le AD42K. Leur prix tourne autour de 500 dollars mais ces
amplis valent bien le déboursé, compte tenu des prix courants des picoamperemetres.

Le circuit complet de mesure courant-tension apparait a 1’annexe 2. Le convertisseur I-V se
trouve en haut de la figure, au centre. Un choix parmi quatre résistances de contre-réaction
est possible afin de mesurer sur une large gamme les courants membranaires (n’oublions

30 Soulignons que le coeur des picoampéremetres (appareils mesurant des courants de 1’ordre du pA)
fabriqués aujourd’hui est justement constitué d’un amplificateur opérationnel sous la configuration
convertisseur I-V.,
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pas que les bicouches dopées 2 la nonactine montrent une conductance de plusieurs ordres
de grandeur plus élevées que les bicouches lipidiques pures). Tel qu'indiqué dans 1’encart,
ces résistances vont de 1 a 100 000 MS2. Les deux échelles les plus "élevées” (servant i la
mesure des faibles courants) sont obtenues A 1’aide d’une configuration dite en T. Cette
configuration nous permet d’avoir des résistances de contre-réaction allant jusqu’a
1000 G£2, ce qui ne serait pas possible directement avec une seule résistance. A 100 GQ
déja, les meilleures résistances sur le marché montrent d’importantes variations de leur
résistance selon la température, le degré d’humidité, ou encore la tension appliquée a leurs
bornes. Avec ces quatre échelles, nous avons accés 3 des mesures du courant allant de
20 fA a 10 pA, sans aucune amplification supplémentaire.

Ces performances ne seraient pas possibles sans l'ajout de condensateurs mis en paralléle
avec les résistances de contre-réaction. Les condensateurs et les résistances de contre-
réaction font office de filtres passe-bas atténuant les bruits parasites. Le choix des
condensateurs n’est pas évident car, comme le mentionnent Alvarez & coll. (1985), un
amplificateur peut se mettre A osciller selon la capacité du condensateur relié A la borne
inverseuse. Un _zirnp]jficatsur peut étre stable dans une situation donnée, puis instable dans
une autre. Le fait d’avoir quatre échelles entraine, on s’en doute, quelques complications...
Mous avons dii procéder A4 de multiples essais - ayant lieu dans des conditions
"d’expérimentation” - pour finalement réussir A obtenir la stabilité désirée. Il fut établi aussi
qu’'il fallait privilégier une échelle dont la résistance de contre-réaction est de dix fois
inférieure a la résistance 4 mesurer.

Comme indiqué sur le schéma complet, nous avons installé sur notre boite de contréle un
interrupteur permettant de mesurer le courant, soit a 1’aide de 1'amplificateur AD42K, soit &
I'aide d’un électrométre digital programmable (Keithley Instruments Inc., modele 617,
Cleveland, OH) utilisé sous le mode picoampéremetre. Selon les spécifications de
I"appareil, le courant de polarisation maximal serait de 5 fA et I'impédance d’entrée
supérieure a 200 T). Nous comparerons ultérieurement les performances de nos deux

"picoampéremétres”.

Passons maintenant & la mesure de la tension. Celle-ci peut s’effectuer de nouveau avec
I"électrométre, utilisé alors sous le mode voltmétre (figure 3.6). La haute impédance
d’entrée permet de mesurer précisément la différence de tension existant de part et d’autre
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de la bicouche. Nous pouvons aussi brancher un simple multimetre 2 affichage digital
(Keithley, modele 179A, Cleveland, OH) 2 la borne de 1’électrode "cis ". La tension
mesurée correspond 2 celle mesurée 2 1’électrométre indiquant bien qu’il n’existe aucune
chute de potentiel entre 1’électrode trans et la masse du circuit. Nous avons par la suite

mesuré la tension V, indistinctement, d’une maniére ou de 1’autre.

Examinons maintenant 1’ensemble du circuit de mesure courant-tension (annexe 2). Nous
voyons a gauche le bloc générateur dont 1’élément principal est le générateur de fonctions
programmable (Hewlett-Packard, modele HP 8116A, Boblingen, Allemagne). Il peut
générer des ondes triangulaires (utiles pour les courbes I-V), sinusoidales, rectangulaires et
méme des impulsions trés breves si la situation I’exige. Nous pouvons aussi nous en servir
comme source de tension continue si nous désirons mesurer la conductance a une tension
fixe. Cet appareil, d’une grande versatilité, re¢oit une mention de choix dans la derniere
édition du livre d’Horowitz & Hill (1989). Nous avons toutefois dd installer un filtre actif
d’ordre 3 a sa sortie afin d’obtenir un signal de basse fréquence de qualité supérieure. Un
calcul simple nous montre que pouf une capacité a I’entrée de 320 pF (valeur proche de
celle d’une bicouche), un bruit de 500 LV d’amplitude et de fréquence égale a 1 Hz suffit a
générer un courant de 1 pA, de I’ordre des courants 3 mesurer, donc. Nous avons di -
également ajouter un filtre a la sortie de I’amperemeétre afin d’obtenir un signal ayant un
bon rapport signal/bruit. ‘

Les deux mesures, de tension et de courant, arrivent ensuite 3 un amplificateur 3 deux
canaux (la tension est acheminée via le canal O et le courant via le canal 1). Chacun des
signaux peut étre amplifié selon trois gains différents (voir annexe 2) puis filtré de nouveau
avant de parvenir 2 la carte d’acquisition de données. La tension et le courant peuvent étre
mesurés simultanément 2 1’ordinateur, sur un enregistreur X-Y 2 deux voies (Philips,
modele PM8134, Eindhoven, Hollande) ou encore a I’oscilloscope (Nicolet 1nstruments,
modele 4094, Madison, WI). L’enregistreur et 1’oscilloscope peuvent étre branchés a
Pentrée ou 2 la sortie des amplificateurs, selon le désir de 1’expérimentateur.

3.1.3 Acquisition des données a I’ordinateur

L’utilisation d’amplificateurs avec gains et filtres s’est révélée nécessaire a cause de
I’éloignement entre la boite de contrdle et la carte d’acquisition de données (bruits
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parasites, perte de signal, etc.) mais aussi & cause des spécifications de la carte
d’acquisition. La carte d’acquisition choisie (Data Translation Inc., modeéle DT2801A,
Marlborough, MA) est une carte 12 bits A quatre gains programmables. La précision de la
carte est donc d’environ 0,025% de la valeur pleine échelle mais pour de petites valeurs de
courant ou de tension, le bit le moins significatif peut amener de sérieuses erreurs et rendre
une courbe lisse (en lecture analogique) en une courbe dite en escalier.

Nous avons pu circonvenir a cet inconvénient, d’une part, en utilisant 3 1’aide des différents
gains (amplificateurs et carte d’acquisition) la pleine échelle de la carte mais surtout en
profitant des capacités d’acquisition de ladite carte. Afin d’obtenir une meilleure précision
sur la lecture, nous avons envoyé un signal de tension constante et nous avons procédé a
une acquisition de 1000 points & 200 Hz (la fréquence de I’horloge permet des fréquences
d’acquisition entre 15 et 13 000 Hz) et calcul€ la tension moyenne. Nous avons ensuite
ajusté le gain de la carte de maniere A faire concorder les deux tensions. En répétant
I’exercice sur toute 1’échelle, et pour les quatre gains, nous avons considérablement gagné
en précision (0,01% 2 pleine échelle, de I’ordre de 0,5% au centiéme de la pleine échelle).

La carte d’acquisition est présente dans une fente d’expansion d’un micro-ordinateur type
XT (Philips, modele P3102, Eindhoven, Hollande), lequel gere I’acquisition et le traitement
des données. A cet effet, différents programmes en langage Fortran ou Basic ont été réalisés
au laboratoire. Un premier dénommé AQIV commande l’acquisition de données des
courbes I-V. En mode interactif, nous fournissons la fréquence de balayage de 1’onde
triangulaire, son amplitude, le facteur d’amplification sur chacun des canaux, le nombre de
cycles I-V et le nombre total de points acquisitionnés. Le programme calcule la fréquence
d’acquisition et celle-ci démarre lorsque l’expérimentateur appuie sur une touche.
L’acquisition terminée, les tensions digitalisées sont reconverties en volts, puis moyennées
selon les directives de 1’usager du programme.

Un deuxiéme programme, IDEV, transforme, a 1’aide des gains entrés précédemment en
interactif, les tensions moyennées en couples tension-courant (exprimés en mV et en A
respectivement). Un troisi¢me programme, TRACN, est ensuite appelé. Celui-ci utilise les
fichiers de sortie du programme IDEV et transforme les couples I,V en données exécutables
a la table tragante (Philips, modele PM8154S, Eindhoven, Hollande). Un quatriéme

programme, TPZIV, manipule également les fichiers de sortie du programme IDEV en vue |
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d’en extraire les parameétres de la barriére trapézoidale. La section 3.2.6 sera consacrée 2
cette étape "d’extraction” de la barriére de potentiel.

3.1.4 Electrodes

Les électrodes constituent une part essentielle du montage. Elles font 1a jonction entre les
milieux métalliques conducteurs et les solutions électrolytiques. D’une conduction
électronique, 1’on passe 2 la surface des électrodes A une conduction ionique. Idéalement
cette transition se passe sans anicroche mais il arrive parfois que des potentiels de jonction
soient présents et, lorsque I’électrode est traversée par un courant, que des tensions de
polarisation s’y développent. Nous devons faire attention 2 ce que ces phénomenes
n’affectent pas nos mesures.

Dans le passé, nous employions au laboratoire des électrodes Ag/AgCl provenant de
différentes compagnies (Fisher Scientific Co., Sargent-Welch Co., Ingold Electrodes).
Malheureusement, leur grande résistance (entre 10 et 30 k€2) rendait leur emploi difficile.
’ Eri-effet, la résistance des électrodes n’étant pas négligeable devant la résistance Rg, nous
devions en tenir compte lors de nos mesures de capacité. En mesurant la résistance des
électrodes fréquemment, nous nous sommes apergus que celle-ci variait avec la
composition de la solution aqueuse, la température et de manieére générale, avec le temps.
Qui plus est, la mesure de résistance était parfois inférieure, parfois supérieure 2 la
résistance d’acces (la résistance reliée au passage de 1’€lectrolyte au travers d’une petite
surface) ce qui rendait 1’étude du comportement des électrodes plus difficile encore. L’idée
de fabriquer nos propres électrodes nous est donc venue tout naturellement...

3.14.1 Préparation des électrodes Ag/AgCl

3.14.1.1 Préparation du fil d’argent

La fabrication d’électrodes Ag/AgCl nécessite ’emploi de fil d’argent de grande pureté.
Celui que nous nous sommes procuré provient de la compagnie Aldrich (Aldrich Chemical
Company, Milwaukee, WI). Sa pureté est supérieure a 99,9%. Le diamétre du fil commandé
est égal 3 1 mm. Nous découpons d’abord le fil en sections de 165 mm de longueur (la
longueur nécessaire a la fabrication d’une électrode). Nous le sablons ensuite a 1’aide de
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papier sablé trés fin (#600). Le fil est ensuite enroulé autour d’une tige rigide de 3 mm de
diametre (6 spires environ). Nous coupons les deux extrémités de manieére 2 ramener la
longueur totale du fil & environ 150 mm. Nous donnons ensuite une forme finale 2 la future
électrode (une forme semblable A un rouleau 2 peinture mais dont le rouleau serait formé de
spires hélicoidales). Les deux extrémités du fil sont ensuite sablées de maniere 2 obtenir
deux surfaces planes.

Vient ensuite une deuxieéme série d’étapes visant 2 nettoyer et a appréter le fil d’argent pour
la chloruration. On rince d’abord la future électrode a 1’eau, a I’acétone, a 1’éthanol, puis, de
nouveau, a I’eau distillée. On la trempe ensuite deux minutes dans I’ammoniaque pure, sous
une hotte, afin d’éliminer toute trace d’oxydes d’argent. On la rince de nouveau a 1’eau
distillée. On trempe ensuite la future électrode dans de 1’eau régale venant tout juste d’étre
préparée (1’eau doit étre d’un jaune franc) pendant environ 45 secondes. Le fil passe alors
d’une couleur argent a un gris métallique homogene. L’on rince de nouveau avec les
solvants distillés, tel qu’indiqué auparavant. On place finalement la future électrode a
I’étuve 2 120°C pendant cinq minutes afin de la débarrasser de toute trace d’humidité.

3.1.4.1.2 Chloruration des électrodes

La chloruration du fil d’argent s’effectue en faisant parcourir un courant entre celui-ci et
une contre-électrode, tous deux plongés dans une solution contenant des ions chlorure. Une
solution de KCI 500 mM donne de bons résultats. Nous immergeons le fil d’électrode sur
une distance de 25 mm dans la solution de chloruration, la "téte" vers le bas. Nous
installons la cathode, constituée en 1’occurrence d’une électrode de platine (Radiometer,
modele P101, Copenhague, Danemark), dans ce méme bécher et nous procédons aux
branchements. Le fil d’Ag est relié 2 la borne positive de la source de tension (source de
haute tension Heathkit, modele IP-17, Heath Co., Benton Harbor, MI) et la cathode, via
I’ampéremeétre (électrometre digital Keithley, modele 617 Cleveland, Ohio), au régulateur
de courant. Ce dernier repose sur 1’emploi d’un transistor NPN (TIP 31C) et d’une diode
Zéner. En termes techniques, il s’agit d’un régulateur par contrdle de la tension base-
émetteur sans compensation thermique. Un diagramme simplifié du montage global
apparait a la figure 3.7.
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Figure 3.7. — Diagramme simplifié du montage servant 2 la chloruration des électrodes.
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L’emploi d’un régulateur de courant se révele nécessaire puisque la résistance du fil d’Ag
chute considérablement lors de la chloruration. Le régulateur permet d’obtenir, en fournis-
sant un courant constant, une chloruration réguli¢re et, par conséquent, un dépdt homogene.
Une résistance variable nous permet, en outre, de choisir le courant de chloruration.

Passons maintenant aux aspects plus quantitatifs. Premiérement, nous calculons, 3 partir de
la profondeur d’immersion, de la longueur totale du fil et de la hauteur de 1’électrode la
longueur du fil d’Ag qui sera chlorurée. Nous choisissons ensuite "1’ampleur” de la réaction
de chloruration, en termes quantifiables, le degré de conversion de 1’Ag en AgCl. Ceci
établi, nous calculons 2 I’aide de 1’équation 3.1 quelle est la charge qui devra étre transférée
pour atteindre ce degré de conversion. Selon 3.1, le produit du courant moyen, I, par le
temps, t, durant lequel ce courant circule est proportionnel au volume du fil immergé et au
degré de conversion, %.

T1=12294 3 L% [3.1]
T ": courant moyen pendant la chloruration ( mA )
t : temps de la chloruration ( min )
0] : diametre du fil d’argent ( cm)
L : longueur de la section du fil immergée dans la solution de chloruration ( cm )
% : degré de conversion de 1’argent en chlorure d’argent ( % ) '

Le degré de conversion recommandé se situe entre 1 et 10% mais c’est 3 5% que nous
avons obtenu les meilleurs résultats. En ce qui a trait 2 T, il peut varier entre 1 et 20 mA. La
valeur de courant retenue fut de I’ordre de 7 mA. De cette maniére, nous évitions des
phénomenes de surchauffe et nous avions un temps de chloruration adéquat. Ainsi si 1’on
prend, @ = 0,10 cm, L = 10,7 cm (une surface de chloruration de 3,36 cm2), % =5,0% et
T =7,0 mA, nous obtenons 2 I’aide de 3.1 un temps de chloruration de 94 minutes.

Notons que le diametre du fil d’argent peut étre évalué 3 mieux qu’un pourcent en pesant
I’électrode juste avant 1’étape de chloruration. Mais plus intéressant encore, c’est qu’en
effectuant de nouveau la pesée apres chloruration, nous pouvons calculer le rendement de la
réaction. Celui-ci, défini comme le rapport entre le pourcentage de conversion prédéterminé
(théorique) et le pourcentage de conversion établi selon la différence des masses
(expérimental), peut étre calculé d’aprés 1’équation suivante :
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_ 45358 Am

R = [3.2]
Tt )exp
R : rendement de la réaction de chloruration ( % )
Am : augmentation de la masse du fil d’argent suite 2 la chloruration ( mg)

Le rendement obtenu pour nos six dernieres électrodes est de 99,7 + 0,8 %. L’écart-type
correspond, grosso modo, a I’incertitude estimée par calcul d’erreurs.

Mettre ce procédé au point a nécessité de nombreuses heures et ce n’est qu’aprés avoir
établi formules et pris mesures que la méthode a pris forme. La plupart des protocoles
établis dans la littérature sont trés imprécis. Il est souvent question de couleur et selon les
auteurs (Janz & Ives, 1968; Ferris, 1974), d’un arc-en-ciel de couleurs ! 11 serait plus
simple de dire au lecteur qu’aprés 10 mAemin, le fil d’argent de 0,3 cm? devient noir, qu’il
prend ensuite une couleur brune; qu’autour de 500 mAemin il grisonne et que si nous avons
pris soin de tourner le fil pendant le passage du courant, il posséde alors une couleur brun-
mauve homogene, avec des reflets gris-blanc a la périphérie. Et d’ajouter qu’il importe de
chlorurer sous lumidre tamisée |

3.1.4.1.3 Vieillissement et conservation des électrodes

Les électrodes sont placées dans une solution de KCl 100 mM pendant 72 heures a
I’obscurité. Les électrodes sont court-circuitées entre elles afin d’éviter que ne se
développent des tensions d’asymétrie. Les électrodes qui seront utilisées passent ensuite par
une période de rodage alors que les autres sont conservées au réfrigérateur dans une
solution de KC1 10 mM. Elles peuvent y étre conservées plusieurs mois sans que leurs
propriétés électriques ne soient affectées.

3.1.4.2 Propriétés électriques des électrodes-maison

Les propriétés électriques de ces électrodes se sont révélées excellentes. Afin de stabiliser
les propriétés de la paire d’électrodes choisie, nous les soumettons a une dizaine de cycles
d’une onde triangulaire de 250 mV a 3 mHz. Apres ce pré-traitement, les courbes I-V (voir
figure 3.8) montrent un comportement presque ohmique et une légere hystéreése. Fait a
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1548 Tis.

Figure 3.8. — Caractéristiques courant-tension des électrodes maison. Les deux électrodes (#18 et
#19) furent chlorurées en parallele. Courant moyen lors de la chloruration: 10,0 mA. Temps de la
chloruration: 131 min. Degré de conversion de I’Ag en AgCl: 4,8%. Surface de chloruration: 3,45
an?. Résistance dynamique prés de I’origine: 120 Q.
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noter, elles montrent toutes, peu importe la paire choisie, des formes trés similaires et qui ne
dépendent pas (ou trés peu) du temps (3 cycles I-V sur la figure 3.8, sans changement
notable de la résistance). La résistance des électrodes a faible tension se situe entre 50 et
300 Q et le potentiel d’asymétrie demeure inférieur 3 1 mV.

3.2 Méthodologies

3.2.1 Procédés de nettoyage

La technique des films lipidiques plans, tout comme celle des films monomoléculaires,
requiert des conditions de grande propreté. Pour 1’'une la présence de contaminants et de
poussiéres modifie les propriétés a I’étude, pour les autres, elle peut méme empécher la
tenue de 1’expérience. Tout produit, toute matiére pouvant entrer en contact, directement ou
indirectement, avec les bicouches Montal-Mueller doit faire l’objet d’un examen minutieux.
Les procédures de nettoyage et la pureté des produits doivent étre controlées.

En ce.qui concerne la verrerie, la technfque de nettoyage au No-Chromix fut utilisée. Le
No-Chromix (Godax Laboratories, New York, NY) est un oxydant inorganique qui, lorsque
mélangé avec de 1’acide sulfurique, forme une solution de nettoyage extrémement efficace
laissant la surface du verre exempte d’ions et de résidus de détergent ou de nature organi-
que. Apres avoir trempé la verrerie pendant une heure dans la solution oxydante, nous la
ringons cinq fois a I’eau filtrée, puis nous la laissons une heure dans une solution de NaOH
100 mM. Nous ringons de nouveau cinq fois a I’eau filtrée et nous laissons tremper la verre-
rie une heure 2 I’eau distillée. Un dernier ringage a 1’eau distillée et nous laissons égoutter.

Nous avions au laboratoire une bonne expertise concernant le nettoyage de la verrerie, mais
concernant le nettoyage des pieces en téflon, beaucoup de travail restait A faire. Nous avons
donc fait quelques essais de nettoyage sur de petits morceaux de téflon - permettez-nous
I’expression - "consciencieusement salis". Les morceaux furent d’abord mis en contact avec
les principaux produits utilisés, a savoir les phospholipides PE et PS, la nonactine et
T’enduit hydrophobe, le squaleéne. Quatre procédés de nettoyage furent testés: la solution de
NaOH dans I’éthanol chaud et le mélange chloroforme-méthanol 2:1 (v/v), abondamment
cités dans la littérature, et les procédés de nettoyage au No-Chromix et a I’acide
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sulfochromique (voir paragraphe précédent). Les résultats montrent que le mélange de
solvants 2:1 nettoie bien les phospholipides mais ne réussit guére A déloger la nonactine et
le squaléne. Par contre, la solution de NaOH, A chaud, nettoie chacun des constituants mais
dans une bien moindre mesure que le procédé au No-Chromix. Le procédé au No-Chromix
démontre cependant quelques faiblesses lorsque le méme morceau est sali par tous les
constituants. Quant 4 ’acide sulfochromique, il tache le téflon.

La procédure de nettoyage retenue fut la suivante: aprés chaque jour d’expérimentation,
sonication pendant une période de vingt minutes du bain et des pigces attenantes dans un
bain 3 ultrasons (Mettler Electronics Corp., modéle ME4.6, Anaheim, CA) rempli de
chloroforme-méthanol (solvants préalablement distillés); trempage une heure dans 1'eau
distillée; procédure de nettoyage au No-Chromix tous les vingt jours d’expérimentation
environ.

3.2.2 Perforation de Porifice

Le bain de bicouches étant bien propre et bien sec, nous passons A la préparation du
support. Premigre étape: découper A 1'aide d’un scalpel un morceau d’environ 20 mm d’un °
ruban de téflon (type "C", Fluorocarbon, Dilectrix Division, Lockport, NY) de 25 mm de
largeur. Des rubans de 6, 9, 13, 19 et 25 pm d’épaisseur furent utilisés. Deuxiéme étape:
nettoyer le morceau de téflon A I’hexane dans un vase de Petri. Cette opération vise surtout
a enlever les charges électrostatiques toujours désagréables lors de la manipulation de la
bande de téflon. Troisiéme étape: placer le morceau de téflon entre les deux parties d’une
piéce (analogue au porte-membrane) de forme rectangulaire et centrer la bande dans
I'ouverture. La grande ouverture de la fenétre de cette piéce, et sa forme rectangulaire,
permetient de travailler plus A notre guise sur le support de téflon que ne le permettrait le
porte-membrane circulaire. Pour des morceaux de téflon de faible épaisseur, nous
introduisons sous la bande un morceau de téflon supplémentaire de 50 pm d’épaisseur afin

d'assurer une bonne rigidité 2 I'ensemble.

Nous arrivons a 1’étape de la perforation de la bande de téflon. Cette étape est critique et
détermine pour une bonne part le taux de réussite lors de la formation de la bicouche. Un
orifice dont le rebord est rugueux et irrégulier ne permettra pas la formation de bicouches
Montal-Mueller. L’épaisseur du support étant de quelques microns, les artisans de la
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technique ont par conséquent di faire preuve d’ingéniosité. La littérature fait état de deux
procédés: 1’'un, mécanique, utilise une pointe de seringue équarrie (voir Donavan, 1979);
I’autre, thermique, utilise un fil de platine chauffé (voir Hansen, 1978). Les deux procédés
ont leurs désavantages: la perforation par la pointe de seringue laisse souvent des bavures
sur le pourtour de ’orifice tandis que la perforation avec fil de platine chauffé produit des
orifices qui ne sont pas circulaires et dont la surface est difficile A déterminer.

Nous avons congu au laboratoire différents outils mécaniques pour perforer des trous
(Tancrede & coll., 1983; Robert & coll., 1985). Le dernier en date tient d’une véritable
poingonneuse (voir figure 3.9). Premiére étape, nous installons la piece rectangulaire sur le
pied de la poingonheuse, la bande de téflon s’appuyant parfaitement sur la butée inférieure.
Seconde étape, nous abaissons le bras mobile jusqu’a ce que la butée supérieure coince la
bande de téflon. Troisieme étape, nous appuyons d’un geste franc sur le poussoir. Une
pointe de meche de perceuse, préalablement équarrie, émerge alors de la butée supérieure,
transperce le film et poursuit sa course dans un canal a peine plus grand qu’elle. Nous
remontons alors le bras mobile et retirons la piéce rectangulaire de la butée inférieure. Nous
~ retirons délicatement, si nécessaire, la bande de téflon supplémentaire et nous examinons
I’orifice sous 1’oeil d’un microscope (Wild-Heerbrugg, modele M11, Bale, Suisse).

Les trous obtenus, d’un diainétre de 270 um, sont d’excellente- qualité. Les bavures
n’excedent pas 4 microns et 1’ellipsité ne dépasse pas 1,02. Des trous de cette qualité étaient
difficiles a obtenir avec les autres instruments. Nous devions donc faire de multiples essais
avant de parvenir A percer un orifice acceptable. L’outil apparaissant a la figure 3.9 n’a
qu’un seul défaut - un défaut de taille - celui de ne percer que des trous d’un diameétre
donné. 11 aurait été intéressant de percer des trous de petites dimensions, de 1’ordre de 80
um, les rapports signaux sur bruit eussent été meilleurs.

Le trou ayant été jugé acceptable, nous en mesurons 1’aire. La mesure s’effectue a 1’aide
d’un réticule placé dans I’oculaire du microscope (grossissement de 100). Nous prenons
deux diametres, selon deux axes perpendiculaires, et calculons 1’aire a 1’aide de la formule
de I’aire de I’ellipse. La précision obtenue est de 1’ordre de 2%. La zone périphérique de la
bicouche Montal-Mueller n’étant pas visible sous le stéréomicroscope (Wild-Heerbrugg,
modele M3B, Bile, Suisse) avec un grossissement de 80 fois, nous avons posé 1’aire de la
bicouche égale a celle de I’orifice au travers dliquel elle est formée, en augmentant 1’incer-
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Figure 3.9. — Schéma de 1'outil servant 2 la perforation de I'orifice (vue de cOté). Une vis située
dans la partie supéricure de l'outil permet d’abaisser la butée supérieure du point a au point b.
(Pour une description du fonctionnement, se référer au texte.). Note: La pointe de la méche est ici

visible pour les besoins du dessin; elle demeure généralement invisible (position rétractée).
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titude & 3% cependant. La capacité et la conductance de la bicouche étant proportionnelles A
sa surface, la mesure de cette demiére se révéle nécessaire si nous voulons comparer les
mesures électriques des bicouches formées au travers de différents orifices (ou d’un
laboratoire & 1'autre).

3.23 Conditionnement de orifice

Le conditionnement de |'orifice consiste A appliquer un enduit hydrocarboné sur le pourtour
du trou. Comme |'ont démontré White & coll. (1976), & partir de la mesure d’angles de
contact sur des gouttes, la présence de I'enduit est une condition sine qua non i la formation
de bicouches Montal-Mueller stables. Parmi les quelque 250 articles ayant paru a ce jour
sur la technique 31, un seul - ’exception qui confirme la régle ? - relate la possibilité de
former des bicouches sans traiter |'orifice (Gambale & coll., 1987).

Parfrli les enduits les plus communément utilisés, citons le squaléne, 1’'hexadécane, la
trioléide et la gelée de pétmle.'De ces quatre, seuls les deux premiers (solution de squaléne
2% (v/v) dans le pentane, solution d’hexadécane 0,5% (v/v) dans I’hexane) semblent
s'imposer comme standards. Différents instruments sont utilisées pour appliquer I'enduit.
Cela va de la microseringue au coton-tige, en passant par la micropipette et le vaporisateur.

Aprés différents essais (Tancréde & coll., 1983), nous avons retenu comme solution de
conditionnement une solution 2% (v/v) de squaléne dans I’'hexane. Quant 3 |'instrument
d’application, nous avons opté pour un pinceau d'artiste de taille 0 (Talens, modele 191,
Allemagne). Aprés avoir rincé le pinceau 2 I'hexane distillé, nous le trempons a peine dans
la solution de squaléne. Rapidement, mais avec doigté, nous badigeonnons le pourtour de
I'orifice. Nous examinons ensuite le résultat au microscope. S'il y a trop d’enduit ou s’il
n'est pas localisé sur tout le pourtour, nous devons nettoyer la bande de téflon 4 I'hexane et
recommencer 1'opération. Si le conditionnement de |'orifice est jugé réussi, nous passons a
1’étape suivante: 1'assemblage des bassins.

31 Le nombre de 250 correspond au nombre d'articles dont nous retrouvons parmi les citations soit 1"article
de Montal & Mueller (1972), soit I"article de Montal {1974). Source: Science Citation Index (1972-1989),
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3.2.4 Assemblage des bassins et fabrication de la bicouche

Dans un premier temps, nous appliquons un lubrifiant A base de silicone (Dow Coming,
Coming, NY) sur le fond de 1'enceinte en plexiglas, sur la paroi mitoyenne de chacun des
bassins et sur les faces internes du porte-membrane circulaire. Il faut éviter d'en mettre trop
car alors les phases aqueuses pourraient en étre contaminées, mais il faut en mettre
suffisamment pour prévenir les fuites d’électrolytes entre les bassins cis et trans. On
transfére ensuite, 3 1'aide de deux petites pinces A bouts plats, le support de téflon perforé
du "porte-membrane” rectangulaire au porte-membrane circulaire, en ayant soin de
positionner 1'orifice légérement au-dessus du centre de |'ouverture. Grice 4 la graisse de
silicone, le support adhére au porte-membrane. I1 nous suffit alors de veiller 4 ce qu’aucun
pli ne vienne froisser le mince film de téflon.

Nous insérons ensuite le porte-membrane dans I’enclave située entre les deux bassins. Puis,
nous les accolons a I'aide d’une vis sans fin. Il faut éviter de serrer trop fort (les bassins se
déformeraient et ne seraient plus étanches) mais il faut serrer suffisamment pour prévenir
les fuites. (Comme quoi, une opération somme toute simple peut requérir une bonne dose
d’expérience...). Nous ajustons ensuite la position du stéréomicroscope et nous vérifions
1"éclairage. A ce propos, il nous est apparu qu'une bonne source de lumiére provenant d'un
illuminateur & fibre optique (PBL Electro-optics Inc, modéle QH-150, New London, NH) et
dirigée verticalement au-dessus du porte-membrane permettait, de concert avec celle,
arriére, provenant d'une source d’appoint (American Optical Corp, modéle 365, Buffalo,
NY), un bon contraste de 1’orifice, méme submergé.

Nous remplissons ensuite chacun des bassins de la solution aqueuse désirée en ajustant les
niveaux de liquide tout juste en dessous de la fenétre du porte-membrane. Puis, nous
laissons tomber les deux microbarreaux magnétiques dans les cavités prévucé A cet effet.
Ceux donnant la meilleure agitation sont de petits aimants a téte étoilée de 9 mm de
diamétre (Nalge Company, # 6600-0010, Rochester, NY). Nous mettons ensuite en place le
couvercle de plexiglas et les électrodes Ag/AgCl. On procéde aux branchements et nous
mesurons 3 1'aide de 1'électromeétre la résistance entre les deux électrodes. En général, nous
mesurons des résistances entre 50 et 500 TQ, conformément i ce que 1'on peut calculer a
partir de la résistivité du téflon et des dimensions du bain. Si la résistance n’est pas de cet

ordre, mieux vaut recommencer a zéro.
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L’étanchéité des bains étant vérifiée, nous nettoyons les deux surfaces d’étalement avec une
pipette Pasteur reliée a la trompe 2 vide. Aprés avoir rincé la seringue de déposition
(Hamilton, modele 1710, Reno, Nevada) dix fois & I’hexane/éthanol 9:1 (v/v), nous étalons
les films lipidiques 2 l’interface, 3 la maniére des films monomoléculaires. La quantité
déposée exceéde cependant celle requise pour former un film phospholipidique
monomoléculaire. L’aire moléculaire moyenne se situe, en fait, entre 0,05 et 0,40
nm2emolécule-l. Puis nous attendons vingt minutes afin que le solvant de déposition,
I’hexane/éthanol 9:1 (v/v), s’évapore, nous assurant ainsi que les bicouches formées ne
contiendront pas ou peu de solvant.

Le but approche... Nous rerhplissons les deux seringues en polypropyléne jetables (Becton
Dickinson & Cie, Rutherford, NY), de 10 a 30 ml de capacité, des solutions aqueuses cis et
trans. Nous élevons doucement 1’interface arriere (en général 1’interface du bain trans) au-
dessus du trou de 200 pm environ. Nous élevons finalement le niveau cis, en faisant perler
les gouttes le long de la paroi de téflon (celle complétement a gauche, selon la figure 3.2).
Des tubes capillaires, de diamétre intérieur égal 3 1 mm, permettent un contrdle fin des
gouttes délivrées. Le niveau de liquide en cis arrivant au niveau de 1’orifice, la bicouche
commence 2 se former. Nous pouvons suivre sa formation, soit visuellement (en observant
les niveaux de liquide au stéréomicroscope), soit électriquement (en suivant les variations
de capacité a 1’oscilloscope). Si tout se déroule bien, la bicouche sera complétement formée
lorsque le niveau du c6té cis sera au-dessus du trou. Il s’agit alors d’ajouter encore un peu
de liquide pour égaliser les deux niveaux et ainsi rendre nulle une différence de pression
hydrostatique susceptible de bomber la bicouche, voire de la briser. Comme nous le verrons
au prochain chapitre, la membrane ne se forme pas du premier coup... mais supposons que
cela soit. Il nous faut alors entamer le dialogue, en clair mesurer les propriétés électriques
'de 1a bicouche.

3.2.5 Prise des mesures électriques

3.2.5.1 Circuit électrique équivalent du montage

La formation de la bicouche peut étre suivie en mesurant la capacité existant entre les deux
électrodes. La bicouche semble donc se comporter comme un condensateur. Cela
s’explique si on examine la structure moléculaire d’une bicouche lipidique (ou d’une
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membrane en général). La région centrale occupée par les chaines aliphatiques des lipides
constitue une zone isolante (de permittivité relative voisine de 2) alors que la région des
tétes polaires (de permittivité supérieure 2 30) fait office de plaque conductrice (voir figure
1.6). La structure membranaire étant bilipidique, nous avons donc un région isolante
comprise entre deux régions conductrices. Notre bicouche (plane) peut ainsi étre assimilée 4
un condensateur plan. Une formule bien connue en électrostatique nous permet de relier la
capacité de la membrane aux données géométriques de celle-ci :

Cy = An€ Euc_ [3.3]
Buc

Cy : capacité de la bicouche Montal-Mueller ( F)
Ay aire de la bicouche Montal-Mueller ( m?)

Eo : permittivité du vide (Fem'!)

€yc  © Permittivité relative du milieu hydrocarboné ( - )
dyc : épaisseur de la région hydrocarbonée (m )

La montée de capacité suivie & 1'oscilloscope correspond a 1'accroissement de |'aire de la
bicouche. Lorsque nous atteignons le haut de I'orifice et que nous élevons encore les
niveaux d’eau, la capacité varie trés peu. Cela indique que la formation de la bicouche est
terminée (A = constante).

La membrane n'est cependant pas un condensateur idéal; un certain courant, qu'on pourrait
qualifier de courant de fuite, la traverse. La membrane posséde donc une résistance élec-
trique, certes trés grande, mais non infinie. C’est pourquoi le comportement électrique
d’une membrane est souvent approchée par un circuit équivalent composé d'une résistance
et d’un condensateur en paralléle. Des études plus fines (Ashcroft & coll., 1977; 1981;
1983) montrent que la membrane peut étre subdivisée en une série de petites régions (en
général 5 ou 7) pouvant chacune étre représentée par une résistance et un condensateur en
paralléle. A une fréquence donnée, toutes ces associations résistance-condensateur peuvent
étre ramenées a un seul couple R-C en paralléle. L'équation 3.3 n'en demeure pas moins
approximative car la capacité de la membrane (membre de gauche) n’est pas celle de la
région hydrocarbonée (membre de droite). Si 1'on tient compte des capacités et des
résistances associées aux groupements acétyles et aux tétes polaires, la capacité totale d'une
bicouche lipidique pure est environ 4% plus faible que celle de la région hydrocarbonée. En
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associant, comme dans I’équation 3.3, capacité de la membrane et capacité du milieu

hydrocarboné, nous ne faisons qu’une petite erreur (mais une erreur quand méme).

L’association d’un condensateur et d’une résistance en parallele se révele un bon analogue
électrique pour une foule de milieux et de matériaux. Le cible coaxial acheminant le signal
de tension aux électrodes peut étre remplagé par une résistance et un condensateur en
parallele, de méme que I’électrode Ag/AgCl, la solution d’électrolyte, la couche immobile
(Ashcroft & coll., 1977), la bicouche, la zone de transition ceinturant la bicouche, le
support de téflon, le bain de bicouches, la couche immobile de 1’autre c6té de la bicouche,
etc. Ce que mesure le pont d’impédance de capacité ou le circuit de mesure courant-tension
correspond justement a cet ensemble de condensateurs et de résistances en parallele. Le
circuit équivalent complet du montage de bicouches Montal-Mueller peut étre ramené a de
plus justes proportions si 1’on travaille 2 fréquence élevée ou en tension continue, certains
éléments prenant le dessus sur d’autres.

3.2.5.2 Mesure de la capacité membranaire spécifique

Pour une fréquence fixe, le circuit équivalent du montage peut se ramener A un
condensateur de capacité C, et une résistance R, en parailéle. Remplagons le bain
apparaissant a la figure 3.5 par cet équivalent. Lorsque nous équilibrons le pont
d’impédance, la phase de la branche du haut est égale a celle du bas. L’impédance d’une
capacité C 2 une fréquence angulaire o étant égale A I’inverse du produit ® «C, il vient :

® R Ry Cy + ¥(®Ry Ry Cy)? - 4 Rs (Ry + Rs) 5]
2m Rs Ry

Cx=

La détermination de C, nécessite donc la connaissance de Ryx. Celle-ci peut toutefois étre
mesurée 3 1’aide du circuit de mesure courant-tension, la résistance étant donnée par le
rapport de la tension sur le courant. Lorsque Ry >> 1/wCy, I’équation 3.4 se ramene a :

R
Co= L Sy [3.5]

Si les bains sont étanches, R, = Ry et 1’équation 3.5 est valide pour des résistances
membranaires supérieures a 50 MQ environ.
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La capacité C; incluant la capacité de la bicouche et des autres parties du montage, nous
prenons deux mesures de Cy: 'une ol les deux niveaux d’eau sont au-dessus de 1’orifice
(Cpyy), 'autre ol 1'un des niveaux est juste sous I'orifice (Cp); la différence représentant la
capacité associée 2 la bicouche et 2 la zone de transition.

Ne connaissant pas a priori les valeurs de capacité de la bicouche nous avons cherché a
calibrer le pont d'impédance. Nous avons d"abord mesuré 3 I'aide d'un pont d'impédance
commercial (General Radio, modeéle 1650-B, Concord, MA) une .cinquantaine de
condensateurs. Nous les avons ensuite séparés en deux groupes: ceux dont la capacité est de
I'ordre de Cpet ceux dont la capacité, plus élevée, est de 1’ordre de Cp, ). Nous les avons
branchés en lieu et place des €lectrodes, mesuré Ry, calculé C; a partir de 3.4, et calculé
I’écart (A) avec la valeur mesurée par 1'appareil commercial. Deux courbes de Aen
fonction de C, furent tracées puis lissées 4 I’aide d’un polyndéme. Nous avons ensuite placé
les électrodes dans le bain et ajusté les niveaux d’eau tout juste au-dessus et en-dessous de
I'ouverture. Nous avons mesuré Cp, puis calculé la valeur corrigée a ’aide des coefficients
obtenus par régression polynomiale. Puis nous avons mis en parallele avec les électrodes un
condensateur de la série "Cp,p", mesuré Ry, calculé C, la valeur corrigée de Cy et enfin
I’écart avec la valeur mesurée par 1’appareil commercial. Cette derniére valeur, inférieure a
7 pF, fut trouvée dépendante de la valeur de Ry associée A la capacité parasite Cp. Apres
calibration, la valeur de C,4 est calculée d’aprés I'équation 3.6 :

Cu=Crm -G + Ar [36]
Cpm . capacité de la membrane ( pF )
Cpypq ¢ capacité totale ( pF)
Cp : capacité associde au support et 4 'ensemble du montage ( pF )
AT : correction totale ( pF )
ol ﬁr=ﬁp-ﬁr.m+%
Ap : correction reliée A la mesure de Cp ( pF )

Ap,y @ correction reliée 3 la mesure de Cpypy ( pF)
Rp . wvaleur de la résistance variable Ry lors de la mesure de Cp ( k€2)
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La capacité de la membrane étant fonction de 1’aire de celle-ci, il est courant dans la
littérature de normaliser la capacité membranaire par unité d’aire. Cette nouvelle quantité
est généralement appelée capacité membranaire spécifique.

Cg = i_M = Sofuc [3.7]
M duc
C, : capacité membranaire spécifique ( Femn2)
Cm : capacité de la membrane ( pF)
Am : aire de la membrane ( m? )

3.2.5.3 Maesure de la conductance membranaire spécifique

La mesure de conductance statique s’effectue en courant continu. L’impédance des
différentes capacités est par conséquent infinie et le circuit équivalent du montage ne
comporte que des résistances. La résistance des fils, des électrodes et du milieu
électrolytique étant de plusieurs ordres de grandeur plus petites que celle, en série, associée
2 la bicouche, 2 la zone de transition et au support hydrophobe, nous ne tenons compte qué
de cette derniere et puisque les résistances associées a la bicouche, a la zone de transition et
au support sont en parallele, seule la valeur des plus faibles importe, c.-a-d. celle associée a
la bicouche et 2 1a zone de transition. Nous pouvons donc écrire : Ry ~ R, .

Nous disions, a la section 3.1.2.2, que le courant était donné par la tension 2 la sortie du
convertisseur I-V divisée par la résistance de contre-réaction. Si nous mesurons la valeur de
la tension a la sortie du canal 1 lorsque nous appliquons de part et d’autre de la membrane
une tension Vj , nous aurons :

A%

Glozf = lz_; i [38]

Iy = -

: courant traversant la membrane ( A )
: tension 2 la sortiedu canal 1 (V)

: résistance en contre-réaction ( Q)

: gainducanall (-)

C)_?o<z"‘

La conductance statique de la membrane est donnée par 1’équation 3.9 :
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Gy = M. Y, 1 [3.9]

G = M [3.10]

Effectuons maintenant un balayage en tension avec une fréquence de 1’ordre du mHz. Nous
aurons une courbe I-V linéaire si la conductance membranaire ne dépend pas de la tension
appliquée (comportement ohmique). Sinon, la courbe I-V sera sub- ou superlinéaire selon
que la courbe s’éloigne de 1’axe des tensions ou des courants. La fréquence du signal
n’étant plus nulle, notre courbe montrera une hystérése due au courant capacitif. La valeur
de la capacité membranaire étant de 1’ordre de 300 pF, ce courant ne sera perceptible que
sur des échelles de courant de 1’ordre du pA.

Nous avons testé le circuit de conductance 2 1’aide d’analogues membranaires constitués
d’un condensateur et d’une résistance en parallgle. A la figure 3:10 apparait la courbe I-V
d’un analogue d’une bicouche phospholipidique pure ("Cp,) "= 380 pF, "Ry"= 100 GQ).
Le condensateur est un condensateur en polystyréne de grande précision (Rifa Electronics,
modéle PFE 210, Stockholm, Suéde); la résistance, une résistance scellée sous vide
(Victoreen, modele RX-1, Cleveland, OH). Nous avons mesuré 1’analogue membranaire a
I’aide de trois "picoampéremetres”: 1’amplificateur opérationnel AD42K avec une
résistance de contre-réaction de 100 GQ (sensibilité de 10 pA+V-1), le méme amplificateur
avec une résistance de contre-réaction de 10 GQ (sensibilité de 100 pA+V-1), puis
I’électrometre Keithley 617.

En ce qui conceme la valeur de la résistance mesurée (valeur de la pente), aucun instrument
ne se démarque. Concernant la réponse en fréquence, I’AD42K avec un R¢ de 10 GQ
I’emporte de peu sur ’électromeétre. Par contre, au niveau du rapport signal sur bruit, la
palme revient a 1’ampli avec un R¢ de 100 G2 tandis que le Ry de 10 GQ2 prend le demier
rang. Mais méme avec ce R¢ I’amplificateur peut mesurer 2 100 mV une résistance d’une
centaine de GS2 avec un rapport signal sur bruit de 100. Les performances du circuif réalisé
au laboratoire et de 1’électrométre sont, en définitive, comparables et nous avons donc
utilisé les deux instruments sans faire de distinction majeure.
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Figure 3.10. - Caractéristiques I-V d’un circuit électrique simulant une bicouche lipidique:
performance comparée des instruments de mesure du courant. Le circuit analogue est constitué
d'une résistance de 100 G2 et d'un condensateur de 380 pF en paralléle. Les courbes | et 3 référent
au montage réalisé au laboratoire (AD42K - Annexe 2); la courbe 2, A |'électrométre Keithley 617.



173

3.2.5.4 Meéthodologie de la prise de mesure

Reprenons maintenant ou nous avions laissé tantdt, reprenons donc le "dialogue" avec la
bicouche Montal-Mueller nouvellement formée. Nous avions suivi la formation de la
bicouche phospholipidique via la mesure de capacité. La bicouche étant encore fragile, nous
nous contentons de suivre la mesure de capacité pendant les quinze premiéres minutes. Si
celle-ci s’écarte des valeurs attendues pour une bicouche ou si la capacité augmente ou
diminue rapidement (voir criteres 2 la figure 3.11), et si nous ne pouvons par un moyen ou
un autre revenir a la valeur normale, nous devons briser la bicouche et en refaire une
nouvelle. Si la bicouche se comporte normalement, nous passons 2 la prochaine étape: la
mesure de la conductance statique sous une faible tension ( de 1’ordre de 20 a 50 mV). Pour
ce, nous devons actionner un interrupteur, et si le saut de tension est trop brusque, la
membrane peut briser. Méme si on utilise un interrupteur moulé 3 méme le téflon et que
I’on passe d’une tension rms 2 une tension continue de méme valeur, il arrive que la
membrane casse lors du changement de position de l'interrupteur.

Supposons que la membrane résiste. Nous enregistrons alors, pendant une période
d’environ quinze minutes, le courant en fonction du temps. Si celui-ci tourne autour du
picoampere et qu’il n’y a pas tendance a la hausse, nous procédons a un balayage en
tension. L2 aussi, nous devons actionner une commande pour passer d’une tension fixe a
une rampe de tension. LA aussi, il faut éviter les sauts de tension et il faut éviter de plus de
"visiter" des tensions élevées pendant les premiers cycles I-V ("la bicouche n'aime pas
qu'on la brusque"). Par contre, il ne faut pas attendre trop longtemps pour vérifier si la
bicouche est capable de supporter des tensions de 1’ordre de 150 mV (la bicouche posseéde
une durée de vie limitée).

Supposons que la conductance de la bicouche r’augmente pas exagérément avec la tension
et que la pente prés de ’origine demeure a peu prés la méme. Nous continuons alors le
"dialogue" en revenant 2 la mesure de courant sous faible tension. Si la bicouche n’a pas
encore cassé, c’est bon signe. Nous démarrons alors I’agitation dans chacun des bassins a
I’aide d’une commande située a 1’extérieur de la cage de Faraday. Si la conductance
demeure stable sous l’agitation, nous passons a I’ajout de nonactine dans chacune des
phases aqueuses. L’utilisation d’une microseringue 3 bout métallique est ici A éviter. Le
simple fait de toucher l’interface - l’interface exempte de lipides ! - suffit souvent 2 faire
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casser la bicouche. Les résultats sont meilleurs toutefois si 1’on emploie une pipette
Eppendorf (modeéle 4780, Brinkmann Instruments, Westbury, NY) munie d’un petit
capillaire en téflon et si l'expérimentateur se met 2 la terre. Les premiéres minutes suivant
I’injection de nonactine sont critiques. Il arrive souvent que la montée de la conductance
membranaire se termine par un bris de la membrane. Si cela arrive, il est préférable de
prendre une bonne respiration, vider les bassins et reprendre 2 zéro.

Supposons que la bicouche soit toujours présente suite 2 1’ajout du transporteur. Nous
attendons alors que la conductance se stabilise et nous nous préparons pour la courbe
courant-tension. L’expérimentateur doit faire preuve 2 ce moment d’un bon jugement. A
partir du comportement de la bicouche depuis sa formation, 2 partir de la manie¢re dont la
bicouche a été formée, 2 partir des résultats sur les bicouches précédentes, a partir aussi du
nombre de minutes depuis la formation de la bicouche, a partir des résultats d’expériences
pzissées dans des conditions similaires, 1’expérimentateur doit choisir I’amplitude et la
fréquence de 1’onde triangulaire. Si I’on est trop conservateur, la bicouche casse sans que
’on ait pu balayer suffisamment large en tension et si I’on est trop audacieux, la bicouche
casse avant méme qu’un demi-cycle I-V ne soit enregistré. Dans les deux cas, il faut se
retrousser les manches et tenter le coup de nouveau. '

3.2.6 Extraction de la barriére d’énergie

Les courbes I-V furent enregistrées en balayant de la maniere la plus ample possible. Nous
pouvons ainsi plus facilement tester le modele théorique et, dans le cas ou celui-ci tient, -
mieux cerner le profil de potentiel trapézoidal. En explorant le domaine des tensions
élevées, nous forcons la membrane 3 montrer ses couleurs, pourrions-nous dire de maniére

imagée.

Les courbes I-V qui furent traitées ont toutes une amplitude dépassant les 150 mV. Six
d’entre elles ont été acquisitionnées 2 1’aide du programme AQIV. Pour ces demieres,
10 000 points ont été moyennés par groupe de 10 (1000 points apparaissent donc dans le
fichier de sortie du programme IDEV). Pour les autres, plus anciennes ou tirées de la
littérature, une soixantaine de points ont été mesurés 2 1’aide d’une regle a partir
d’agrandissements des tracés originaux. Pour les trois courbes montrant une légére
hystérese (dé I’ordre de 3%), un seul demi-cycle fut traité.
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C Formation d’'une nouvelle bicouche ><

y oul

Mesure de capacité (Cs)

Cs e [600,1000] NF/ym2 ?

Mesure de Cs (1)

Dt Cs/cg < 0,2 %/min ?

Mesure de conductance (Gs)

Courbe I-V avec |V| 2 120 mV

Yy oul

Gs stable sous agitation

Injection de nonactine

Dt GS/GS <1 °/o/m'|n ?

Courbe I-V avec V| 2 150 mV

Yy oul
C Caractérisation de la barriére de potentiel >

Figure 3.11. - Protocole, sous forme d’algorithme, de la prise de mesures des propriétés électriques
membranaires. Signalons que la bicouche formée est susceptible de se briser a chaque étape marquée
d’un rectangle. Le cas échéant, il faut prendre la voie de droite appelée aussi la voie de garage.
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Le programme TPZIV a comme fichiers d'entrée le fichier de sortie de IDEV (contenant les
couples I,V expérimentaux) et un fichier contenant différentes données expérimentales
(telles 1'aire de la bicouche, les concentrations de transporteur, de 1'ion K*, la température,
etc.). Dans un premier temps, le programme calcule la constante Kyp 2 partir des équations
2.27 et 2.35 (le coefficient de partage et la constante de complexation furent choisis égaux
sur chacune des interfaces). Dans un deuxiéme temps, le programme approxime les couples
I,V expérimentaux a la fonction I(V) donnée 2 1'équation 2.35.

Deux voies s’offraient & nous: la régression non linéaire et une approche que 1’on pourrait
qualifier de combinatoire. La premiére utilise des algorithmes numériques, tels la méthode
de Levenberg-Marquardt et la méthode du gradient (Ralston & Rabinowitz, 1978, § 8.8)
pour rechercher par itération les coefficients (ici en 1'occurrence les paramétres y;, Ay, n,
et ny); la deuxidme consiste A faire varier tous les paramétres et conserver la ou les
combinaisons de paramétres qui approximent le mieux la courbe. Dans les deux cas, le
critére des moindres carrés est utilisé. Les techniques de régression font varier par itération
les paramétres de maniére 3 minimiser les moindres carrés alors que pour 1'approche de
"balayage”, il faut trier les différents carrés afin de conserver le moindre (par carrés, |'on
entend la somme, sur l'ensemble des points, des carrés des écarts entre le point
expérimental et le point correspondant prédit par la fonction).

Bien que reconnaissant 1'élégance des techniques de régression, nous avons choisi la
méthode "combinatoire”, d'une part parce qu'elle est plus facile 3 mettre en oeuvre mais
aussi parce qu'il est difficile avec les méthodes itératives de déterminer I'erreur sur les
coefficients (la librairie statistique IMSL, pour 1'une, n'offre pas de routines permettant
I'exercice).

Nous retrouvons donc dans le programme TPZIV (la liste des instructions du programme
apparait A I’annexe 3) six boucles imbriquées: cinq faisant varier les paramétres Kyp, ¥,
Ay, ny et ny; et une, intérieure, pour la tension V. Nous entrons en interactif les valeurs
maximales et minimales que peuvent prendre chacun des paramétres, de méme que
I'incrément du parameétre. A la fin de la boucle intérieure, la racine de la somme des carrés
des résidus est divisée par le nombre de points. Cette quantité, que nous avons symbolisée
par la lettre T, correspond a I'écart-type. Si T est inférieur i une valeur prédéterminée, T,
(de 1'ordre de 1% de la valeur moyenne des extrémums de courant), le programme conserve
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dans un fichier de sortie la valeur numérique des cinq paramétres ayant produit la courbe
I-V, sinon il "oublie" cet ensemble de paramétres. Il "essaie” ensuite un nouvel ensemble de
parameétres, calcule le nouveau T, compare avec Tp,,,, passé au prochain ensemble de
parameétres, calcule T, et ainsi de suite. A la fin de toutes les boucles, une série
d’instructions permet de classer, par ordre ascendant de T, toutes les combinaisons de
parametres dont les T sont inférieurs A Tpy,,,.

Dans un premier temps nous faisons varier les parameétres sur une large étendue avec des
incréments grossiers et un Ty,, élevé, question de se faire une idée de 1'espace-solution.
Puis selon les résultats, nous changeons les limites (l'étendue des paramétres), nous
choisissons de plus petits incréments et nous restreignons Tp,,. Nous arrivons ainsi 2
déterminer une série de profils trapézoidaux approximant bien la courbe I-V expérimentale.
Si nous choisissons un t,,, égal a I'erreur expérimentale, nous pouvons, a partir de la liste
des "combinaisons gagnantes”, estimer |'erreur sur chacun des paramétres.

Vu les capacités de calcul limitées des micro-ordinateurs, nous avons employé certains
artifices de programmation dans le but d’accélérer le processus d’'évaluation des
parameétres. De quelques jours, au début, nous pouvons maintenant a 1'aide du programme
TPZIV, en une dizaine d'heures, extraire d'une courbe [-V I'étendue des valeurs possibles
des quatre paramétres y,;, Ay, n; et n, (Kyp est généralement tenu constant) avec une
précision de 1 mV pour y,, 0,5 mV pour Ay, et 0,01 pour n, et n,. Notons que pour une
courbe I-V sans "bruit" (c.-2-d. produite par |'équation 2.35), le programme retrouve
rapidement et précisément les paramétres originaux.

3.3 Matériel et produits

33.1 Eau

L’eau utilisée pour la préparation des solutions salines est d'abord filtrée dans un systéme
de filtration (Sybron/Barnstead, modéle NanoPure, Boston, MA) composé d'une série de
quatre filtres. Le premier élimine les résidus organiques, les deux suivants, constitués de
résines, fixent les ions inorganiques et le demier retient toute particule excédant 0,2 pm,
L'eau est ensuite distillée dans un appareil & double distillation en quartz (Heraus
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Quarzschmelze, modele Bil8 T, Hanau, Allemagne) et recueillie dans des contenants
spécialement prévus a cet effet. La résistivité spécifique de 1’eau distillée est supérieure a
17,5 Mohmecm (conductimétrie) et sa tension superficielle supérieure 3 71 mN/m
(méthodes de la montée capillaire de Jurin, de 1’anneau de Du Nouy et de la lame de
Wilhelmy).

3.3.2 Produits chimiques

3.3.21 Sels

Les sels de phosphate (Na,HPO, et NaH,PO,), nécessaires a la préparation du tampon du
méme nom, proviennent de la compagnie J.T. Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ). Ces
sels sont de grade réactif de méme que le chlorure de sodium (NaCl) acheté 2 la méme
enseigne. Les chlorures de lithium (LiCl) et de calcium (CaCl,*2H,0) proviennent de la
compagnie BDH Chemicals (grade AnalaR, Toronto, Ont) alors que le chlorure de
potassium (KCl) fut acheté chez Anachemia (grade réactif, Champlain, NY). Ces sels n’ont
fait I’objet d’aucune attention particuliere.

3.3.2.2 Lipides

Les résultats reportés dans cette étude portent tous sur des bicouches formées a partir de
films phospholipidiques. Intéressés par le potentiel transmembranaire cré€ par une
asymétrie de charges, nous avons fabriqué des bicouches asymétriques dont 1’on retrouve
d’un coté un phospholipide zwitterionique (PE, PC) et de I’autre c6té un lipide chargé (PS,
PG). Nous étalions par exemple, a I'interface du bain cis, un film de PE (phospholipide
neutre) et sur le bain trans un film de PS (phospholipide chargé). En élevant les niveaux
d’eau au-dessus de I’orifice (voir figure 1.6), nous formions une bicouche asymétrique,
notée PE/PS (lipide déposé du cdté cis & gauche, lipide déposé du coté trans a dfoite). Des
bicouches symétriques (PE/PE, PS/PS, etc.) furent également formées afin de mettre au
point et de tester mesures et méthodologies. La structure des principaux phospholipides
utilisés apparait 2 la figure 3.12. Les chaines aliphatiques sont simplement représentées par
R; et Ry.
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Figure 3.12. - Structure de la téte polaire des principaux phospholipides utilisés. Les lettres R et
R4 symbolisent les deux chaines aliphatiques des phospholipides.
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Les premiéres bicouches furent formées a partir de phospholipides d’origine naturelle, soit
la phosphatidyléthanolamine de coeur de boeuf (Serdary Research Laboratories, London,
Ontario) et la phosphatidylsérine de cerveau de boeuf (Sigma Chemical Co., St-Louis,
MO). Un autre échantillon de PS, hydrogénée en laboratoire (Pharmacia P-L Biochemicals,
Milwaukee, WI), fut également utilisé a la méme époque. Les mesures de capacité des
bicouches PE/PS montrant de grandes variations que nous avions peine alors & comprendre,
nous avons opté par la suite pour des phospholipides synthétiques dont les chaines
hydrocarbonées sont identiques et bien caractérisées. Parmi les principaux lipides de
synthése utilisés, citons la DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoryl-1’-sn-
éthanolamine) et la DOPC (Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL), le DOPG (Sigma
Chemical Co., St-Louis, MO) et la DOPS (courtoisie du Dr. John Silvius, Université
McGill, Montréal, Qc): quatre phospholipides dont les chaines aliphatiques sont constituées
de 18 atomes de carbone et possédant une insaturation de type cis entre les atomes
numérotés 9 et 10 (chaines oléoyl). Nous avons également utilisé un lipide éthéré a chaines
mixtes, le 1-oléoyl, 2-palmitoylphosphatidylcholine (Serdary Research Laboratories,
London, Ontario), que nous noterons PC-éther pour alléger 1’écriture.

Préparation des solutions lipidiques

Les lipides sont d’abord pesés sous atmosphére d’azote sur des microbalances précises au
pg pres (Ventron Instrument Corp., Cahn modele RG 2000, Cerritos, CA; Sartorius, modele
M25D, Goéttingen, Allemagne). Le lipide et la petite cupule d’aluminium servant a la pesée
sont ensuite introduits dans de petits flacons en verre de 3,5 ml (Pierce Chemical, Rockford,
IL). Un volume d’hexane-éthanol 9:1 (v/v), le solvant de déposition, est ensuite ajouté de
maniére & ce que la concentration du phospholipide se situe entre 31016 et 1,2.1017
molécules /100 pL (entre 0,5 et 2 mM). Les flacons sont ensuite hermétiquement fermés a
I’aide d’un bouchon-valve Mininert (Pierce Chemical, Rockford, IL). Ces bouchons nous
permettent de prélever a la seringue des volumes de la solution de lipides sans exposer la
solution 2 I’air ambiant. Les solutions lipidiques sont ensuite conservées au congélateur
(-20°C) pour une période ne dépassant pas un mois ou deux. Notons que le mélange
hexane-éthanol 9:1 constitue un excellent solvant de déposition. Il est moins dense que
’eau, pratiquement immiscible avec cette demiére et trés volatil.
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3.3.2.3 Autres produits

La nonactine utilisée dans cette émde provient de la compagnie Sigma (St-Louis, MO). Elle
fut pesée a la microbalance te]l qu'indiqué au paragraphe précédent. La nonactine est ensuite
mise en solution dans 1'éthanol 2 une concentration de 1'ordre de 0,5 mM. L’incertitude sur
la concentration-mére est inférieure 3 1%. Par contre, |'incertitude sur la concentration de
nonactine dans la phase aqueuse est beaucoup plus grande (environ 8%) vu les faibles
volumes ajoutés (de I'ordre de 100 pL) et I'absence d’un contréle précis du volume de la
phase aqueuse dans chacun des compartiments.

Le squaléne provient de la compagnie Eastman Kodak (Rochester, NY). Il fut utilisé tel
quel sans procédure de purification particuliere. Sa structure chimique et certaines de ses
propriétés apparaissent 4 la figure 3.13.

3.3.2.4 Solvants, bases et acides

Tous les solvants utilisés dans cette étude (chloroforme, éthanol, éther éthylique, hexane,
méthanol) furent distillés sur des colonnes Vigreux de 45 cm de hauteur (Fisher Scientific
Co, Montréal, Qc). Ces solvants de grade spectroscopie provenaient des compagnies
Anachemia (Anachemia Canada, Ville St-Pierre, Qc) et BDH (Toronto, Ont). Des tests
d’'étalement sur bain de Langmuir ont démontré que ces solvants ne contenaient pas
d’agents tensioactifs.

Différentes bases et acides furent utilisés lors de la préparation des électrodes et lors du
nettoyage du bain de bicouches. L'acide sulfurique provenait de la compagnie Anachemia,
I'acide chlorhydrique de la compagnie Aldrich (Milwaukee, WI) et ’acide nitrique de la
compagnie Fisher, L'hydroxyde de sodium et la base ammoniaque provenaient également
de la compagnie Fisher Scientific. Tous ces produits étaient de grade réactif.
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Masse moléculaire
Longueur (dépliée)

Point de fusion

Viscosité dynamique

Squaléne
C

30 50

Concentration en masse :

410,73 u

2,9 nm

<-20°'C

858,4 kgem > (20°C)
25 mPars (25°C)

Figure 3.13. - Structure et principales caractéristiques du squaléne (principal agent conditionneur

utilisé dans 1’étude).



183

Résumé

Le montage décrit dans le présent chapitre fut en grande partie congu et réalisé au
laboratoire. 1l s’est avéré performant et facile d’utilisation. Par rapport aux montages
existants dans le domaine, notre systéme se distingue au premier chef par la présence d’ une
paroi divisant I’interface air-eau en deux parties: I’une occupée par le film lipidique,
I’autre servant aux différentes manipulations. Il se distingue aussi par I utilisation d’un
porte-membrane servant @ maintenir fixe le support entre les deux bassins, et qui, de plus,
élimine pratiquement tout risque de contamination des phases aqueuses par la substance
isolante. Soulignons aussi le travail effectué relativement a la perforation de I’ orifice.
Grdce a linstrument décrit @ la section 3.2.1, des orifices circulaires, lisses et de méme

dimension, ont pu étre percés.

Les circuits électroniques réalisés permettent la mesure de la capacité et de la conductance
de la bicouche a 1% prés. Ceci se compare avantageusement a ce qui se fait dans les autres
laboratoires ou les bicouches planes sont d I’étude. Mentionnons finalement que ces
mesures furent traitées par une batterie de programmes informatiques congus sur place et
qui possédent toute la flexibilité et la spécificité voulues.



CHAPITRE 1V

OBSERVATIONS

4.1 Formation de la bicouche Montal-Mueller

Au chapitre III, nous avons décrit les différentes étapes 2 suivre pour former une bicouche
Montal-Mueller. La minutie avec laquelle ces étapes doivent s’effectuer a pu paraitre
exagérée, mais il n’en est rien. Il suffit, par exemple, de créer un petit pli lors de 1’adhésion
de la bande de téflon sur le porte-membrane pour que nos chances de former une bicouche
soient réduites A néant. Il suffit également d’une petite échancrure sur le pourtour de
I’orifice pour rendre une agréable journée d’expérimentation pareille a une infernale corvée.
Les étapes préparatoires doivent étre effectuées consciencieusement, et avec optimisme et
confiance aussi, car méme lorsque toutes les conditions semblent réunies, il arrive encore
que I’on s’achamne toute une journée sans que 1’on puisse former une seule bicouche.

A la suite du conseil de Montal (1974, p.552) : ** The more membranes you form, the more
stable they will be ” , Hansen (1978, p.44) y allait du sien: “ The more one attempts to form
the bilayers, the easier they are to form ”. 1l est vrai que lorsqu’une bicouche vient
récompenser de vaillants efforts, certains gestes prennent de l’importance et sans que
I’expérimentateur n’en prenne vraiment conscience, il aura tendance a répéter ces gestes par
la suite. “Le métier entre dans le corps”, comme le dit 1’adage mais cette méthode
d’apprentissage n’est siirement pas la plus efficace. Aux conseils de ces fiers artisans des
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bicouches Montal-Mueller, nous pourrions en ajouter un: “ The more we understand how
bilayers formed, the easier we will be able to form them " .

Que savons-nous du mode de formation des bicouches Montal-Mueller ? Peu de choses.
Montal, en 1974, fit un schéma représentant une bicouche en voie de formation. On y
apercoit (voir figure 4.1) un premier film monomoléculaire, 3 droite, couvrant tout 1'orifice,
puis un second film monomoléculaire s’y adjoignant. La formation de la bicouche est
simplement décrite par une apposition des chaines aliphatiques. En 1976, White & coll.,
dessinérent une série de schémas rendant compte du fait que I’apposition des chaines n’est
possible qu’en présence de 1'enduit hydrocarboné. Une zone périphérique contenant ledit
enduit est clairement représentée. En 1978, Hansen consacra cing pages de sa thése de
doctorat sur la formation de la bicouche Montal-Mueller. Des observations qui y sont
rapportées, celles concernant les derniers instants avant la formation complete de la
bicouche nous semblent les plus importantes. Nous y reviendrons plus loin. Aucun schéma
ne cristallise ses observations cependant. Finalement, contre toute attente, Niles & coll. en
1988, signent un article entiérement consacré au mode de formation de la bicouche Montal-
Mueller. Selon les auteurs, la bicouche Montal-Mueller se formerait selon un processus
d'amincissement semblable au film 'hilipidique noir ! (Nous reviendrons sur cette
étonnante hypothése.)

Nous n'aurons pas ici la prétention d’expliquer de quelle maniére la membrane se forme.
L'objectif de ce chapitre serait plutdt de consigner certaines observations reliées & la
formation de la bicouche, de les rendre accessibles afin que notre compréhension du
phénoméne soit facilitée et qu'éventuellement, dans un proche avenir espérons-le, émerge
une explication satisfaisante,

Il nous apparait important de partager ces informations afin de dissiper quelque peu |'aura
de mystére entourant les bicouches Montal-Mueller; de faire état d’une situation, plutdt que
se cantonner en terrain connu et deviser en circuit fermé comme cela est généralement le
cas. La politique de 1'autruche - celle de 1’avare? -, cofiteuse en sous et en temps, nous
semble incompatible avec une activité scientifique véritable.
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Fic. 1. Principle of bilayer formation by the apposition of two lipid monolayers
at an air-water interface. The shading of the polar head groups of one monolayer
indicates a different chemical composition and the consequent formation of an asym-
metric bilayer. One monolayer is first adjoined to the septum, and then the second
one. Not drawn to scale.

Figure 4.1. - Mode de formation d'une bicouche Montal-Mueller. Schéma original de Montal.
(Tiré de Montal, 1974).
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4.1.1 Jeu des niveaux d’eau

Nous faisions état a la section 3.2.5 de la difficulté de mesurer 2 notre guise les propriétés
électriques d’une bicouche Montal-Mueller. Nous aimerions ici faire ressortir le fait que
former cette bicouche n’est pas en soi chose acquise. La bicouche Montal-Mueller est
fragile, disions-nous. Elle est encore plus fragile lorsque nous la formons, et de beaucoup !
Le moindre faux geste, le moindre faux pas, la moindre vibration peut suffire a tuer la
bicouche dans 1’oeuf. Chaque goutte d’eau que nous laissons tomber a 1’interface génere
une onde de choc qui se répercute a 1’endroit ou se forme la membrane bilipidique, une
onde susceptible de briser la structure en formation. C’est la principale raison pour laquelle
nous avons songé 2 placer une paroi de téflon de 5 mm d’épaisseur entre I’endroit ol nous
laissons tomber les gouttes et celui ou est étalé le film multilipidique. C’est aussi pour
atténuer 1’onde de choc (se propageant sous la paroi) que nous avons eu 1’idée de faire
descendre sur la paroi du bain de fines gouttes de liquide. Mais, méme en procédant ainsi
nous ne réussissons pas a éliminer entiérement 1’onde de choc. Elle devient seulement

comparable 2 celle produite par une personne se déplagant dans une piece attenante.

" Avant de faire 1’acquisition d’un stéréomicroscope, nous ne pouvions suivre la formation de
la bicouche qu’en visualisant la sortie du pont de capacité sur 1’oscilloscope. Lors de nos
premiers essais, il était question de montée douce de la capacité, d’augmentation rapide ou,
plus fréquemment, de bris de la membrane (dans ce cas, le pont de capacité devient
impossible a-équilibrer). Avec le temps, ’expérience - le métier, disions-nous -, le
vocabulaire s’est élargi et I’élévation des niveaux d’eau est devenue une opération

complexe.

Revenons a 1’onde de choc causée par I’addition d’une goutte de liquide. Cette onde suffit a
imprimer un mouvement d’oscillation 2 la membrane, mouvement se traduisant par un
tremblotement plus ou moins important du signal a ’oscilloscope. L’aspect du signal a
I’oscilloscope est donc devenu rapidement une source d’information de premiére main. Par
lui, nous pouvions estimer la fragilité mécanique de la bicouche en voie de formation.
Dépendamment de l’effet de la derniére goutte sur le signal, nous jugions s’il était
préférable ou non de rajouter une autre goutte. Dépendamment de la variation de la
capacité, et de la valeur de celle-ci suite 2 ’ajout de cette goutte, nous pouvions estimer
I’avancement de la formation de la bicouche, et ce, toujours dans le but de choisir le
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meilleur moment pour ajouter une autre goutte. Et ainsi de suite jusqu'd ce que la capacité
ne varie plus. Selon le lipide, le comportement de la bicouche précédente, le comportement
de la bicouche en formation, il ressortait que, dans certaines situations, il était préférable
d’y aller rondement (la bicouche semblant "attendre” la prochaine goutte) alors que pour
d’autres il fallait procéder lentement (la bicouche semblant prendre un certain temps pour
"absorber” la hausse du niveau d'eau). Avec 1'expérience, nous prenions de meilleures
décisions mais il n'empéchait que certaines journées, le taux de réussite demeurait
désespérément bas.

Comme les autres utilisateurs de la technique, nous élevions, abaissions, ré-élevions chacun
des niveaux d’eau jusqu’au moment ou une bicouche daignait se former. Nous pouvions
ainsi élever le niveau d'eau cis puis le trans, redescendre le niveau cis suivi du trans, ré
élever le niveau trans et former une bicouche en ré-élevant le niveau cis. Nous pouvions
tout aussi bien élever rapidement les niveaux d’eau cis et trans, redescendre tranquillement
les niveaux cis et trans, ré-élever tranquillement le niveau trans et former une bicouche en
ré-élevant rapidement le niveau cis. La séquence des étapes pouvait varier a I'infini. Le
plus étonnant, c'est que nous pouvions former une bicouche en laissant un niveau d’eau au-
dessus de I'orifice et en abaissant et remontant une seule interface. Fabriquions-nous alors
des bicouches asymétriques ? En principe, la technique permet de fabriquer des bicouches
de composition asymétrique, mais en pratique est-ce le cas ? Est-ce toujours le cas ?

De la simple mesure de capacité, nous ne pouvions répondre 3 cette derniére question, pas
plus que nous pouvions expliquer le fait qu'il suffise d’élever un seul niveau d'eau pour
former une bicouche, question plus fondamentale encore. Le schéma donné 2 la figure 4.2
représente peut-étre bien la réalité lorsque nous fabriquons une membrane au premier essai,
mais que se passe-t-il 2 la seconde ou 2 la dixiéme tentative ? A la lumigre de ces quelques
lignes, notre projet visant & mesurer les potentiels transmembranaires prend une importance
indéniable.
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4.1.2 Observations au stéréomicroscope

L’acquisition d’un stéréomicroscope s’est révélée tres rentable. D’une part, pour améliorer
notre point de vue sur le mode de formation mais aussi pour améliorer notre taux de
réussite. Avant méme d’élever les niveaux d’eau, nous pouvons voir grice au pouvoir
grossissant du stéréomicroscope une petite fibre sur les abords de !’orifice ou encore une
goutte de squaléne modifiant de manie¢re défavorable le ménisque 2 1’interface. Plut6t que
de s’obstiner les yeux rivés & 'oscilloscope toute la journée, plutdt que de se perdre en de
moléculaires conjectures, il nous suffit maintenant de corriger la situation d’un coup de
pinceau ou a I’aide d’un jet d’azote bien dirigé. Des journées de travail ont pu étre sauvées
de cette fagon.

L’observation au stéréomicroscope nous a non seulement permis d’expliquer pourquoi il
était impossible (ou difficile) de former des bicouches certaines journées, mais aussi
pourquoi nous mesurions parfois de petites valeurs de capacité (jusqu’au tiers de la capacité
normale). Le 23 juillet 1986, nous observions, apreés avoir descendu un niveau d’eau, un
agrégat de matiere de nature inconnue coincé dans la partie supérieure de Dorifice. En ré-
élevant le niveau d’eau, nous réussissons, sans difficulté majeure, a fabriquer une bicouche.
Fait intéressant, nous mesurdmes une valeur de capacité plus faible que la bicouche formée
auparavant, et ce, d’une quantité correspondant, grosso modo, 2 la surface de I’agrégat
observé. En manipulant les sources d’éclairage, nous aper¢imes le méme agrégat, toujours
présent dans la partie supérieure de 1’orifice. L’agrégat s’est ensuite déplacé légerement
vers le haut et la bicouche s’est brisé a ce moment. Ce qu’il faut retenir ici, c’est qu’il a
suffi de quelques minutes d’observations pour rationaliser des mesures de capacité trop
faibles et des bris de membranes, qui autrement, seraient demeurés inexplicables.

4.1.2.1 Observations reliées au mode-de formation.

Reprenons le dessin #4 apparaissant 2 la figure 4.2. Que se passe-t-il si 1’on rabaisse les
niveaux d’eau ? Revient-on a la case initiale (dessin #1) ? Des observations au
stéréomicroscope nous forcent 2 répondre par la négative. Du moins, lorsque nous
observons dans ces conditions une pellicule couvrant tout I’orifice. White & coll. (1976)
observérent également cette structure pelliculaire. Selon les auteurs, il s’agirait d’une goutte
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d'eau recouverte sur les deux surfaces d'un film monomoléculaire de lipides, d’une
structure en définitive semblable 2 une pellicule de savon.

Fait intéressant, nous pouvons former une pellicule en élevant et en rabaissant un méme
niveau d’eau. Observation supplémentaire: des particules de quelques micromeétres de
diamétre peuvent se déplacer au sein de cette pellicule. Quels sont les constituants de cette
pellicule 7 de ces particules mobiles ? Y retrouve-t-on des lipides déposés 2 I'interface des
bassins cis et trans ?

Si on remonte puis redescend rapidement un des deux niveaux d’eau, on peut briser la
pellicule, libérant ainsi |'onfice. En éclatant la pellicule donne naissance & une ou le plus
souvent i deux gouttelettes d’apparence huileuse. Ces deux gouttelettes, d’une cinquantaine
de microns de diamétre, se fixent en général de part et d'autre de 1’orifice, un peu au-dessus
du centre de I'ouverture (un étudiant 4 1'imagination fertile y aurait vu les oreilles de
Mickey Mouse). En remontant un niveau d'eau (situation équivalente au dessin #2), les
deux gouttelettes se rassemblent vers l'intérieur de 1'orifice. Nous voyons un film
~(monomoléculaire?) couvrant la majeure partie de 1'orifice et, dans la partie inférieure, une
"lentille" de nature lipidique réfléchissant bien la lumiére. En élevant le second niveau
(situation équivalente au dessin #3), la lentille se déplace vers le haut de I'orifice. Lorsque
le niveau atteint le haut de 1'ouverture, la lentille se détache de I'interface et migre plus ou
moins rapidement vers le film multimoléculaire & 1'interface (du c6té que 1'on vient
d’élever). Sous de bonnes conditions d’éclairage, on peut distinguer encore la lentille &
I'interface. Ses dimensions semblent correspondre i celle que 1'on obtiendrait en sommant
les deux "gouttelettes-oreilles”. En remontant altemativement le méme niveau, les mémes
étapes se reproduisent; formation de la pellicule, éclatement en deux gouttelettes, réunion
en une seule lentille, montée de la lentille et migration de la lentille & I'interface (27 juin
1988). La forte réflexion de la "lentille", le fait qu’elle conserve ses dimensions tout au long
de 1'élévation du second niveau nous laissent & penser qu’il s’agit bien d'une gouttelette
d’huile et non pas d'un volume d’eau recouvert d'un film lipidique monomoléculaire.

Deux questions se posent: la lentille est-elle impliquée dans le processus de formation de la
bicouche proprement dit 7 5i oui, formons-nous bien des bicouches asymétriques 7
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La présence d’une pellicule au travers de |'orifice n’est pas observée systématiquement
mais, lorsqu’elle est observée, elle est souvent associée A des difficultés de formation. En
effet, lorsque la pellicule est présente dans l'orifice, le second niveau a tendance 2 trop
mouiller au niveau de celui-ci. Nous avons ainsi un ménisque normal sur le support de
téflon, mais deés que l'interface touche le bas de 1'orifice, nous assistons 4 une montée trop
rapide de I'interface; le niveau "décroche” vers le haut et la structure présente dans 1"orifice
se brise, soit 4 cause de 1'afflux rapide de liguide, soit parce que la structure s'échafaudant
ne peut résister  la différence de pression hydrostatique entre les deux compartiments.

Une seconde difficulté survient lorsque I'on abaisse le demnier niveaun levé. On a beau retirer
du liquide dans ce compartiment, descendre et descendre le niveau d’eau, le film semble
adhérer sans fin a I’orifice. Bien que !'interface soit en dessous de |'orifice (parfois méme
en dessous de la fenétre! -, nous avons un contact électrolytique 13 ou, généralement, on ne

devrait pas en avoir. Cela souléve évidemment quelques inquiétudes.

Afin de remédier a ces difficultés, nous avons pris I'habitude de descendre les deux niveaux
sous I'orifice et de détruire la pellicule a 1'aide d'un jet d’azote. Derniérement, pour ne
laisser aucune place au hasard, nous avons convenu de ne faire qu'une seule tentative pour
former la bicouche. Nous élevons le niveau trans, puis trés tranquillement - presque
religieusement - le niveau cis. 5i l'essai rate, il nous faut reprendre du tout début.
Evidemment, si nous pouvions faire des centaines d’essais par jour dans le passé, cette
fagon de faire nous limite 3 deux ou trois essais seulement.

Est-il possible de faire des bicouches dés le premier contact entre les films lipidiques 7
Contrairement A ce qui avait été avancé précédemment au laboratoire (Houle, 1982; Paquin,
1983), il est possible de fabriquer des membranes au premier essai. Le faible nombre de
membranes obtenues ne permet pas malheureusement de les distinguer de celles formées

aprés plusieurs essais.

4.1.3 Effet de fermeture

L'observation de la mesure de capacité nous apporte aussi de précieuses indications sur le
mode de formation de la bicouche. Dans un article que nous avons publié il y a quelque
temps (Brullemans & Tancréde, 1987), nous faisions état d’un curieux phénomeéne se
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produisant lorsque la bicouche est pratiquement toute formée. 5i 'on trace la capacité
mesurée en fonction du volume de liquide ajouté dans le second compartiment (voir
figure 1, annexe 4), nous obtenons une courbe grossiérement biphasique. La capacité croit
d’abord rapidement lorsque le ménisque du second niveau atteint 1'orifice, puis devient
ensuite plus graduelle. Lorsque le niveau atteint le haut de 1'orifice, nous notons une hausse
rapide suivie d’une chute brusque de capacité. La capacité prend alors une valeur stable
compatible avec celle attendue d’un condensateur A plaques paralléles dont la permittivité
relative du milieu diélectrique serait comprise entre 2 et 3 et dont 1’épaisseur serait
d’environ 3 nm. Il est & noter que le profil et 'amplitude du "pic" de capacité sont
extrémement variables. Parfois la chute brusque de capacité correspond a 50% de la valeur
finale de capacité, quelques fois elle est indétectable (< 0,5%). Parfois la partie ascendante
du phénomene de fermeture nécessite 1'ajout d'un volume égal au diziéme du volume total
des bains; parfois quelques gouttes suffisent. Quant & la chute de capacité, elle se produit
généralement dans |'ordre de la seconde mais il se peut qu’elle dure cing ou six secondes.

En regardant simultanément au microscope, nous avons pu établir la simultanéité entre la
chute brusque de capacité et le "détachement” de la "lentille” de la partie supérieure du trou,
tel que décrit a la section précédente. Par contre, il serait audacieux d’affirmer qu'il existe
une relation entre 1'amplitude de la chute de capacité et la dimension de la "lentille". 1
serait également prématuré d’affirmer, vu les conditions d’éclairage difficiles & obtenir,
qu’une absence de chute de capacité corresponde d une absence de "lentille" trappée dans
I’orifice.

Deux auteurs ont pris la peine de noter ce curieux phénoméne (augmentation et brusque
chute de capacité): d’abord Hansen (1978) qui utilisa, 4 la page 63 de sa thése, le terme
« closing-off phenomenon » ; Schindler (1989) parla plutét de « locking in », laissant
entendre qu’ad ce moment la bicouche prend une configuration stable. (En ce qui nous
concerne, nous utiliserons le terme général d’effet de fermeture). A la page 64 de la thése
de Hansen, nous pouvons lire:

“As the aqueous pocket separates from the aperture edge, the capacitance decreases
until normal bilayer values are reached. Under some conditions a multi-layered film
forms across the aperture instead of a bilayer and this is probably related to the
agqueous pocket bounded by lipid.”
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Hansen observe un phénoméne semblable 2 celui que nous apercevons et il semble indiquer
que le phénomeéne peut étre trés complexe. Quant a Schindler (p.237), il affirme, sans aucun
argument A 1'appui, que “this decrement reflects the locking in of the bilayer into its
minimum area configuration within the hole.” 1l ajoute néanmoins que certaines bicouches
ne montrent pas de telles chutes de capacité. Rappelons ici que 1'auteur fait implicitement
référence A des bicouches de méme composition lipidique, et limitées par les mémes phases
aqueuses...

4.2 Stabilité et facilité de formation des bicouches

Nous avons discuté jusqu'ad maintenant de la formation d'une bicouche typique dans des
conditions typiques. En fait, il est difficile de trouver une telle bicouche. L'on a beau
contrbler les conditions extérieures, élever les niveaux d'eau avec une pompe péristaltique;
une bicouche n’est jamais vraiment semblable 3 aucune autre. Chaque bicouche est
phénoméne et elle posséde son histoire propre. Sans entrer toutefois dans ces fins détails,
nous allons rapidement examiner ici certaines particularités touchant la facilité de formation
et la stabilité d'une bicouche, de composition donnée, dans un environnement donné. Bien
que cette bicouche et cet environnement forment un tout indivisible, nous allons, vu nos
données encore bien fragmentaires, discuter successivement de 1'effet de la nature du lipide,
de I'enduit et du support hydrophobe.

4.2.1 Nature du lipide

Les lipides peuvent se diviser en trois catégories: ceux qui mouillent normalement le téflon
(nous nous limiterons ici A ce type de support), ceux qui le mouillent difficilement et ceux
qui le mouillent de maniére exagérée. Ceux de la premiére catégorie s'organiseront
facilement pour former des bicouches alors que les autres seront plus difficiles a
manoceuvrer. Ceux qui mouillent peu le support (les "réticents") grimpent difficilement le
long du support (ménisque de faible amplitude ou négatif). Il nous faut donc ajouter un
grand volume d'eau pour amorcer la formation mais, lorsque la pression hydrostatique
devient trop élevée au niveau du ménisque, celui-ci décroche brusquement et I’afflux de
liquide brise la bicouche en formation. Ceux qui mouillent trop (les "enthousiastes") ne
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requierent qu’une petite quantité d’eau pour s’apposer dans 1’orifice, mais alors c’est la
différence de pression hydrostatique entre les deux compartiments qui giche tout.

Des lipides, tels le DOPE, DOPC, DOPG, DOPS, mouillent correctement le téflon, tout
comme les phospholipides PE et PS d’origine naturelle. La PC éthérée et le
phosphatidylinositol de foie de boeuf (Avanti Polar Lipids, Birmingham, AL) mouillent
plus difficilement mais il demeure possible de former des bicouches constituées de ces
seuls constituants. Par contre, le DPPC et la DPPE mouillent négativement le téflon et nous
n’avons pu former de bicouches 2 partir de films de ces deux demiers lipides. Il est
intéressant de noter que ces deux lipides ne forment pas de pellicule au centre de 1’orifice.
Selon Boheim & coll. (1980), le DPPC ne forme pas de bicouches Montal-Mueller stables
parce que la structure du phospholipide ne permettrait pas une interdigitation des chaines
aliphatiques originant des deux feuillets. Nos vains efforts pour fabriquer des bicouches
DPPE/DPPE semblent accréditer leur hypothese.

Si I’on classe les lipides selon leur charge nette, il appert que les films de phospholipides
zwitterioniques, PE et PC (hormis la PC-éther), mouillent mieux le téflon que les films
anioniques, PG, PS et PI 1l est ainsi plus facile de former des bicouches DOPE/DOPE que
de former des bicouches DOPS/DOPS. En ce qui conceme les bicouches asymétriques, du
type DOPE/DOPS par exemple, elles sont plus faciles a3 former que celles fabriquées a
partir de deux films négativement chargés. Ainsi si I’on considere les deux seuls lipides
DOPE et DOPS et que nous élevons le niveau cis en dernier lieu, nous avons, par ordre
croissant de facilité: DOPS/DOPS, DOPS/DOPE, DOPE/DOPS et DOPE/DOPE. 1l est a
noter que nous avons pu former au laboratoire des bicouches préparées a partir d’un lipide
cationique, le diméthyldioctadécylammonium (Eastman-Kodak, Rochester, NY), et d’un
lipide anionique, la DOPS. A ce que nous sachions, cette formation d’une bicouche
constituée exclusivement d’un lipide anionique d’un cété, et exclusivement d’un lipide
cationique de ’autre, constitue une premiere.

Ces demnieres observations ne demeurent valables que si les lipides sont bien conservés.
Comme le note Hansen (1978) 2 la page 78: “as oxidation of the unsaturated phospholipid
occurs, the bilayers are unstable and difficult to form ”. Laisser une solution lipidique de
DOPE ou de DOPC trop longtemps a la température de la piece conduit 2 nous retrouver
avec des lipides a classer dans la catégorie des "réticents” !
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A P’inverse, il fut trouvé que 1’ajout d’une certaine quantité d’hexane 2 I’interface amenait
un mouillage beaucoup plus régulier, beaucoup plus net. Dans ces conditions, des
bicouches PS/PS et PI/PI deviennent plus faciles a former. Une équipe suisse (Schoch,
Sargent & coll.) use souvent d’un procédé similaire; les chercheurs étalent leurs lipides a
’interface et élévent immédiatement les niveaux d’eau, sans permettre 1’évaporation du
solvant de déposition. Certains de leurs résultats prétent toutefois flanc a la critique vu la
grande quantité de solvant susceptible de se retrouver a !’intérieur de leurs bicouches. En ce
qui nous concerne, aucune mesure ne fut prise sur des bicouches formées en présence

d’hexane.

Une observation plus générale a trait a la déposition de mélanges lipidiques 2 1’interface. 1
nous a semblé qu’il était plus aisé€ de former des bicouches 2 partir de mélanges de lipides
qu’a partir de films lipidiques purs. A prime abord, cela peut paraitre paradoxal; ainsi, il
semble plus facile d’échafauder une structure répétitive formée d’un seul élément qu’une
structure constituée d’éléments différents. Mais, imaginons que nous exergons une
éontrain]:e sur un systéme dans le but de 1’organiser. Si le systéme est complexe, il aura plus
de "flexibilité" pour réagir "adéquatement” 2 la contrainte mais s’il est constitué des mémes
éléments, il sera "limité" dans son évolution. L’explication est trés sommaire mais permet
de rationaliser aussi le fait qu’il est plus facile de former des bicouches a partir d’un lipide
naturel (comprenant de nombreuses especes lipidiques) qu’a partir d’un lipide synthétique
(une seule espece de lipide). De méme, il est plus facile de former des bicouches a partir
d’un lipide 2 chaines insaturées (pouvant prendre de nombreuses configurations) qu’a partir
d’un lipide saturé, tel le DPPC.

11 est commun dans la littérature de lier facilit¢ de formation et stabilité de la bicouche 31
mais il faut éviter d’en tirer une régle absolue. Combien de bicouches avons nous formées
facilement mais qui n’ont duré que le temps d’un soupir ! En fait, il serait plus prometteur
de corréler facilité de formation et durée de vie possible de la bicouche. Mais pour sortir du
domaine du qualitatif et aller au domaine du quantitatif, il faudrait établir des critéres de

31 Une bicouche est dite stable si elle résiste A différentes perturbations. Si ces perturbations varient peu en
fonction du temps, la stabilité de la bicouche peut &ire estimée A I’aide du temps de vie de 1a bicouche.
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"facilité de formation", établir une méthodologie adéquate et faire une analyse statistique
des résultats obtenus. Nous sommes loin de la coupe aux lévres...

4.2.2 Nature de ’enduit

La qualité de I’application de I’enduit peut faire toute la différence entre un essai fructueux
et un essai voué a 1’échec. Cela ne se reflete pas seulement au niveau de 1’adjonction des
feuillets lipidiques dans 1’orifice mais aussi au niveau de la qualité du mouillage de chacun
des films lipidiques. Nous venons tout juste de discuter de 1’importance du contact entre le
film multilipidique et le support de téflon; or, les gouttelettes de squaléne (ou d’un autre
enduit) peuvent modifier considérablement 1’aspect du ménisque. Les films lipidiques ayant
une forte affinité pour le squaléne, les gouttelettes "attirent” 1’interface, le déforment,
causant les problémes de mouillage décrits plus haut. Des gouttelettes de squaléne se
retrouvant jusqu’a un millimetre, & gauche ou a droite, de 1’orifice peuvent constituer des
sources de problémes. '

Pour y remédier, il nous faut une bonne technique d’application (voir section 3.2.3) mais
aussi un enduit s’étalant de maniére optimale sur le pourtour du trou. Un enduit qui mouille
bien les micro-anfractuosités existant sur le rebord de 1’orifice mais qui ne s’étend pas
démesurément sur le support hydrophobe. Outre 1’enduit standard (squaléne 2% (v/v) dans
I’hexane), trois types d’enduits furent essayés: la gelée de pétrole, une solution de squalane
1% (v/v) dans I’hexane et une solution de trioléide 1% (v/v), dans I’hexane toujours. En ce
qui concerne la gelée de pétrole, nous avons eu de la difficulté 2 en étendre de petites
quantités sur le pourtour du trou. De plus les bicouches semblaient plus difficiles a former.
Le squalane donne de bons résultats. Il s’applique bien et adheére bien au téflon. Quant 2 la
trioléide, molécule de glycérol estérifiée par trois acides oléiques, elle mouille
insuffisamment le téflon, se désorbant dés 1’arrivée du niveau d’eau. Une concentration plus
faible de trioléide donnerait peut-étre de meilleurs résultats.

Avant I’acquisition du stéréomicroscope, il existait de ces périodes ou seuls des
déplacements brusques des niveaux permettaient la formation d’une bicouche.
Rétrospectivement, il semble plausible qu’en remuant ainsi les interfaces nous repoussions
quelques malencontreuses gouttelettes de squaléne (mélangé aux lipides?) au-dela de
Iorifice. A 1’aide du stéréomicroscope, il suffit maintenant, avant de tenter la formation de
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la bicouche, d’approcher du support un mince pinceau bien sec et de retirer les gouttelettes
excédentaires. Des journées de travail ont pu étre sauvées, disions-nous...

4.2.3 Nature du support

Différents supports ont été testés au laboratoire; parmi ceux-ci, mentionnons les supports de
polycarbonate, de polypropyléne et de polytétrafluoroéthyléne (téflon). Aucune membrane
n’a pu étre formée sur le support de polycarbonate. Les deux autres supports permettent la
formation de bicouches. Une étude comparative de ces deux types de support fut publiée en
1983 par Tancrede & coll. Il en ressort que les bicouches PE/PS formées sur support de
polypropyléne sont moins stables que celles formées sur un support de téflon. Elles sont
également plus difficiles 2 former car 1’angle de mouillage entre le film lipidique et le
support est plus faible (Paquin, 1983).

La nature du. support se révele importante mais son procédé de fabrication également. Le
mouillage d’un film de PE sur un bande de téflon fondu "unilamellaire" (Fluorofilm
Dilectrix Division, "type C") est supérieur a celui sur une bande de téflon fondu
"multilamellaire” (Fluorofilm Dilectrix Division, "type DF-100" ). Comme nous pouvions
nous y attendre, il est aussi plus difficile de former des bicouches sur les supports de téflon
du type DF-100 que sur ceux du type C.

4.3 Retour sur le mode de formation de la bicouche Montal-Mueller

Que ce soit via le type de lipide utilisé, d’enduit ou de support, il est clair que le taux de
succes de formation de la bicouche Montal-Mueller dépend étroitement de 1’angle de
contact entre le film lipidique et le support hydrophobe. Mais cela nous éclaire-t-il sur le
mode de formation de la bicouche ?

Bien peu. Le mystére demeure. White & coll. (1976), par ailleurs bien volubiles, demeurent
évasifs concernant la pellicule "savonneuse”. Hansen (1978) décrit bien le phénomene de
fermeture mais n’ose se prononcer sur I’implication au niveau du mode de formation. Que
se passe-t-il lorsqu’une bicouche est formée au deuxieme essai ? Se formerait-elle comme
I’avancent Niles & coll. a 1a fagon d’'une BLM ? Nous en doutons.
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Selon Niles & coll. (1988), les films multilipidiques a I’interface "balaieraient” les
gouttelettes d’enduit lors de la montée des niveaux d’eau. Ces gouttelettes se
condenseraient pour n’en former qu’une seule, obstruant l’orifice. Cette goutte serait
"protégée” du milieu aqueux par une couche monomoléculaire de lipides. Une fois les deux
niveaux au-dessus de I’orifice, nous aurions une goutte d’enduit hydrocarbon¢ limitée de
chaque c6té de 1’orifice par un film monomoléculaire. Nous aurions en fait une bicouche
pleine de solvant. (Le diagramme de formation de la bicouche selon Niles & coll. est
reproduit 2 la figure 4.3).

Photomicrographies a I’appui, les auteurs décrivent le processus d’amincissement d'une
bicouche d’asolectine formée au travers d’un trou de 160 pm préalablement enduit de
squalene. Ce processus, soulignent les auteurs, est en tout point analogue 2 celui d’un film
noir. Sur une de leurs figures, apparait la montée de capacité accompagnant le processus
d’amincissement. D’une durée de 1’ordre de cinq secondes, la montée de capacité prend
grossierement la forme d'une sigmoide et ne montre ni hausse, ni chute brusque, 2 la fin de
la montée... Or Schindler (1989) affirme que 1’effet de fermeture ne peut se produire qu’a la
condition que le rapport entre le diameétre de 1’orifice et 1’épaisseur du support soit
supérieur & 10. 1 ajoute - malicieusement! - que si cet effet n’est pas présent, nous ne
pouvons affirmer avec certitude avoir formé une bicouche Montal-Mueller. En se
rapportant aux spécifications données par Niles & coll., nous obtenons des valeurs
comprises entre 1 et 5. Que penser alors du titre de ’article de Niles & coll.: Planar bilayer
membranes made from phospholipid monolayers (sic) form by a thinhing process 7 Les
bicouches planes formées par Niles & coll. peuvent-elles étre comparées aux bicouches
Montal-Mueller "traditionnelles" ?

Les auteurs, bien qu’étant parmi les pionniers a fabriquer des bicouches Montal-Mueller,
écrivent aussi: “ It is a common observation that the growth in capacitance lags, rather
than occurs simultaneously with, the raising of both monolayers above the hole ”. Jamais
nous n’avons observé ce délai et, 3 ce que nous sachions, personne n’a 2 ce jour fait
référence 2 ce délai.



FiGURE 4 [llustration of the formation of membranes made by raising
monolayers. (A) The monolayers are still below the hole, but the left-hand
monolayer is being raised. The hydrocarbon coating the hole (e.g.,
squalene), denoted by the letter 5, is swept along by the rising monolayer.
(B) The left-hand monolayer has been raised above the hole. Squalene
plugs the hole, and a phospholipid monolayer exists at the squalene-walter
interface. (C) Both monolayers have been raised above the hole. A thick
membrane consisting of squalene with phospholipid monolayers at each
squalene-water interface fills the hole. (D) The membrane has thinned,
and a solvent-free bilayer with supporting torus fills the hole. In practice,
the thinning process can occur while the second monolayer is being raised
above the hole.

Figure 4.3. - Mode de formation d'une bicouche Montal-Mueller., Hypothése de Niles & coll.
(Tiré de Niles & coll., 1988).
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Nous croyons que les observations de Niles & coll. ne sont pas généralisables. Elles
résultent d’une géométrie particuliere de leur montage (diameétre de 1’orifice voisin de
I’épaisseur du support, bassins de capacité inférieure au millilitre) et aussi d’une
méthodologie qui leur est propre: “ In practice, sufficient squalene is added to ensure the
configurations illustrated by fig 4,b and ¢ occur ” (p.333). Si les auteurs ne rajoutent pas
de squaléne, peuvent-ils former des bicouches épaisses ?!! Quel volume de squalene
rajoutent-ils ? Ce volume est-il déposé a ’aide d’une microseringue 2 1’interface ?
Répétons: les bicouches planes formées par Niles & coll. peuvent-elles étre rapprochées des
bicouches Montal-Mueller "traditionnelles" ?

L’article de Niles & coll. (1988) montre bien 3 quel point le mode de formation des
bicouches Montal-Mueller demeure méconnu. II montre aussi que différents montages,
différentes méthodologies peuvent conduire a des modes de formation différents. Peut-on
comparer une bicouche formée en ajoutant des lipides sur les films a I’interface pendant la
montée des niveaux d’eau (Schindler, 1989) a celle formée sans ces ajouts ? Peut-on
comparer une bicouche formée a partir de films lipidiques auxquels du décane est ajouté
(Tosteson & Tosteson, 1978) a une bicouche formée vraiment sans solvant ? Peut-on
comparer une bicouche formée au premier essai 3 une autre formée apres avoir élevé et
rabaissé les niveaux 2 plusieurs reprises ? Ces questions méritent d’étre posées...

Résumé

Plusieurs conditions doivent étre réunies pour qu’une bicouche Montal-Mueller se forme et
soit stable. Certaines a [I’échelle moléculaire, telle I'interdigitation des chaines
aliphatiques; d’autres @ I’échelle macroscopique, telle I'absence de poussiéres sur le
pourtour de I’ orifice. Cela n’implique pas par contre que la bicouche se forme toujours de
la méme fagon. Différentes conditions peuvent conduire la bicouche a adopter certains
modes de formation de préférence a d’autres. Il est possible aussi que les conditions
prévalant lors des différents stades de la formation de la bicouche, en particulier lorsque la
lentille se détache de I'orifice, puissent influencer le devenir de la bicouche. La formation
de la bicouche Montal-Mueller demeure, prés de vingt ans aprés les débuts de la technique,

un phénoméne complexe et bien méconnu.



CHAPITRE V

RESULTATS ET DISCUSSION

5.0 Introduction

L’on a beau planifier avec soin ses expériences, tester 1’appareillage jusqu’a ses limites,
noter le moindre détail, établir des protocoles stricts, il est difficile apres (iuelques années
de ne pas se retrouver avec un magma de données disparates et indigestes. Différentes
causes peuvent y concourir: une interface technique qui évolue, des données imprévues, un
projet que 1’on bonifie, et ce qui s’est révélé particulierement vrai dans le cas présent, des
données difficiles a obtenir. Nous aurions aimé fabriquer une bicouche a chaque fois du
premier coup, pouvoir enregistrer une courbe I-V pour chacune de ces bicouches, et ce, au
méme moment, et dans les mémes conditions. La réalité fut tout autre. Les bicouches
* n’obéissent pas au doigt et A I’oeil, encore moins 2 la baguette.

Nous avons choisi de présenter les données dans 1’ordre ou nous les recueillons. Les
prochaines sections traiteront donc des mesures de capacité des bicouches lipidiques pures,
des mesures de conductance 2 faible tension et des caractéristiques I-V de ces mémes
bicouches, puis des mesures de conductance et des caractéristiques I-V des bicouches
dopées a la nonactine. La deuxiéme partie du chapitre traitera de 1’extraction des barriéres
de potentiel a partir de ces derniéres courbes I-V.
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5.1 Mesures de capacité de bicouches phospholipidiques pures

5.1.0 Généralités sur la mesure de capacité

Nous avons vu, aux chapitres III et IV, que la mesure de la capacité nous permettait de
suivre 1’évolution de la formation de la bicouche. Nous avons vu aussi que c’est par elle
que nous pouvions affirmer avec une certaine assurance que nous avions bien dans I’orifice
une structure bilipidique. En effet, si 1’on mesure 1’aire de la bicouche, a partir d’une
photographie de la bicouche (White, 1970) ou par une autre technique, et que nous
connaissons la permittivité relative du milieu hydrocarboné, laquelle peut étre estimée, a
1% pres, a partir de la permittivité relative d’une série de monoglycérides (Requena &
Haydon, 1975), nous pouvons tirer directement de 1’équation 3.3 I’épaisseur du milieu
hydrocarboné. L’épaisseur calculée correspondant environ au double de la longueur d’une
chaine aliphatique moyenne, nous pouvons raisonnablement penser que nous sommes en

présence d’une bicouche bilipidique plane.

La mesure de capacité n’est pas la seule a donner des indications sur I’épaisseur de la
membrane. Les techniques de diffraction des rayons-X (Franks & Lieb, 1979) et de
diffraction des neutrons (Worcester & Franks, 1976; Simon & McIntosh, 1986) permettent
aussi de connaitre 1’épaisseur de la membrane, mais dans des conditions beaucoup moins
douces. Les mesures de réflectance sont plus intéressantes a cet égard. Quelques articles
traitent de la détermination d’épaisseurs de bicouches lipidiques du type BLM selon cette
technique (Cherry & Chapman, 1969; Dilger & coll., 1982). Il importe de souligner ici que
les mesures de réflectance et de capacité se complétent bien; les premieres, étant
proportionnelles au carré de 1’épaisseur de la membrane - parties polaires comprises - alors
que les secondes sont inversement proportionnelles a 1’épaisseur du milieu hydrocarboné.
De la différence des épaisseurs calculées par ces deux techniques, on peut estimer
I’épaisseur de la région des tétes polaires. Mais la complémentarité ne s’arréte pas la. La
bicouche lipidique plane est animée de différents mouvements d’ondulation (Bach &
Miller, 1980) et, par conséquent, il serait plus juste de discuter en termes d’épaisseurs
moyennes. Or, les mesures de capacité et de réflectance ayant une dépendance différente
avec 1’épaisseur, il devient donc possible de tirer des informations sur 1’amplitude et la
longueur d’onde des fluctuations dominantes de 1’épaisseur de la bicouche (Hladky &
Gruen, 1982). Avec un modele approprié, il est possible en principe, a partir des seules
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données de capacité, de mesurer ces fluctuations (Yakovleva & Pasechnik, 1983;
Pyatnitskii & Akimov, 1986).

La détermination de 1'épaisseur des bicouches, ou des membranes en général, revét un
caractére fondamental, on s’en doute. De nombreux travaux visent A déterminer le lien entre
épaisseur de la membrane et fonctionnement des protéines transmembranaires. La plupart
des études, qu’elles portent sur des peptides modeles incorporées dans des bicouches
modeles (Elliott & coll., 1983; Huang, 1986), sur de véritables protéines incorporées dans
des membranes modeles (Caffrey & Feigenson, 1981; Peschke & coll., 1987) ou encore in
vive (Hendry & coll., 1985), semblent démontrer qu’il existe une épaisseur optimale du
milieu hydrocarboné. Si la membrane est trop épaisse ou trop mince (« mismatch of protein
and lipid hydrophobic thickness »), des forces élastiques se créent entre les lipides et
protéines et affectent du méme coup le fonctionnement de ces demiéres (Sackmann, 1983).

5.1.1 Mesures préliminaires de la capacité spécifique

Les premiers tests ont porté sur la mesure de capacité de bicouches formées 2 partir de films -
multilipidiques de densité surfacique différente. Nous déposions d'un cété, sur une phase
aqueuse NaCl 100 mM tamponnée a pH 7,0 (tampon phosphate 1 mM), un mélange PE-PS
(fraction molaire 9:1) et de 1'autre c6té, sur la méme phase aqueuse, un film pur de PC
(extraite elle aussi des segments externes des bdtonnets). La mesure de capacité de 29
bicouches formées A partir de lipides "étalés” 2 une aire moléculaire moyenne de 0,04 nm?
(environ dix-sept fois la quantité nécessaire pour former un film monomoléculaire au
collapse) fut trouvée égale A 734 + 66 nFecm2 ou 734 correspond 2 la moyenne de la
distribution et 66 a 1'écart-type 32, Le résultat sur 30 bicouches, formées & partir de films 2
0,15 nm? (1’équivalent d’environ cinq films monomoléculaires au collapse), fut de 740 +
64 nFecm-2, La mesure de capacité ne dépend donc pas de la quantité de lipides déposée en
exces, en tout cas dans la gamme d’exces couverte.

Mentionnons que les bicouches furent plus faciles A former et furent plus stables A partir des
films 2 0,04 nm2, qu’2 partir de ceux 2 0,15 nm2. Cela est étonnant car la quantité de lipides

32 Bien que le centimétre ne soit pas une unité conforme au systéme international d'unités, nous avons cru
bon de I"utiliser afin de faciliter au lecteur la comparaison des données de capacité (et de conductance) avec
I'ensemble des données apparaissant dans la linéramre.
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déposés est vraiment considérable (pour se "fixer" les idées, cela représente environ
900 000 et 250 000 fois le nombre de lipides composant la bicouche). Des bicouches du
type PE/PS furent formées 2 partir de films a 0,20, 0,25, 0,35 et 0,40 nm2/molécule. Au fur
et a2 mesure que la quantité de lipides déposés diminue, les bicouches deviennent de moins
en moins stables et, 3 des aires moléculaires supérieures 2 0,40 nm2, pratiquement
impossibles a former. Cette derniere constatation peut étre expliquée si 1’on fait 1’hypotheése
- et selon Schindler (1989) il s’agit d’une certitude - qu’en élevant les niveaux d’eau, des
lipides se collent sur les parois du bain en téflon. Ainsi pour un périmetre de bassin de
19 cm (ce qui correspond aux bassins illustrés a la figure 3.2), et en supposant que les
phospholipides adheérent aux parois A une aire moléculaire de 0,40 nm?, il suffit d’élever le
niveau d’eau apres déposition de 5 mm (ce qui correspond a peu de chose pres a la réalité)
pour que l’aire moléculaire passe de 0,40 nm2 2 0,55 nm2/molécule (ce qui correspond 2
une pression de surface de 35 mNemr! environ. Or, Tancréde et coll. (1983) rapportent qu’il
est impossible de former des bicouches 2 partir de films comprimés A moins de 45 mNem-!
(pression au collapse). Schindler (1989) va dans le méme sens en affirmant que les
bicouches Montal-Mueller ne peuvent étre formées que si la pression, dans chacun des
films, exceéde la pression d’étalement a 1’équilibre du lipide (« equilibrium spreading
pressure »). D’aprés Schindler, cette pression varie de 25 A 45 mNem-! selon le lipide en
question.

Pour des raisons de disponibilité des lipides, de facilité de formation et de stabilité¢ des
bicouches formées, nous sommes convenus d’une aire optimale de déposition de 0,15
nmZ2/molécule. Par la suite, toutes les bicouches furent formées 2 partir de films lipidiques
purs étalés A cette aire optimale.

Nous avons ensuite vérifié si la capacité dépendait de la maniere dont nous élevions les
niveaux. Le test fut fait A partir de membranes PE/PS formées sur un support de téflon de
6 um d’épaisseur (phase aqueuse: NaCl 100 mM, pH=7,0). Pour 38 bicouches formées du
coté cis (PE), nous obtenons une valeur de 661 + 51 nFecm2; valeur statistiquement
équivalente 2 celle obtenue en élevant en dernier lieu le niveau trans (PS): 661 + 47
nFscm2 (17 membranes).

Ayant 2 notre disposition des rubans de téflon de différentes épaisseurs, nous avons vérifié
si les bicouches formées sur ces différents rubans montraient les mémes propriétés
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électriques. A notre grande surprise, il s’est avéré que la capacité des bicouches formées
dépendait de 1’épaisseur du support.

5.1.2 Effet de I’épaisseur du support sur la capacité

L’étude fut effectuée sur des membranes PE/PS (lipides d’origine bovine) formées sur des
supports de 6 3 25 um d’épaisseur. La méme solution saline (NaCl 100 mM + tampon
phosphate 1 mM, pH =7,0 £ 0,2) fut utilisée pour toutes les expériences. Les valeurs de
capacité mesurées apparaissent au tableau 3. Nous y notons une capacité constante (= 665
nFscm-2) pour des bicouches formées sur des supports entre 6 et 13 pm d’épaisseur puis
une augmentation de capacité d’environ 10% entre les bicouches formées sur des supports -
de 13 et 25 um, respectivement. Cette augmentation de 665 3 725 nFscm-2 peut paraitre
faible en regard d’un coefficient de variation d’environ 6%. Mais étant donné le grand
nombre de bicouches formées sur chacun des supports, cette hausse de 10% de la valeur
moyenne de capacité est vraiment significative (voir annexe 4, "p. 227").

Tableau 3

Capacité spécifique de membranes asymétriques PE/PS
formées sur des supports d'épaisseurs différentes

Epaisseur Capacité spécifique N duc
pm nF-cm2 nm
6,4 661 + 50 54 ' 2,95
9,5 665 * 25 38 2,93
12,7 663 + 44 55 2,94
19,0 694 + 42 49 2,81
25,4 724 + 48 25 2,69

N: nombre de membranes formées, Oy : épaisseur de la région hydrocarbonée ( €gyc = 2,2 ).

De nombreuses explications furent examinées afin de rationaliser cet effet. Les unes
faisaient intervenir des variations de la conductivité de la zone de transition, d’autres, de la
permittivité diélectrique de cette méme région. D’autres encore reposaient sur un nombre
variable de pores aqueux transitoires traversant la bicouche, ou encore sur un changement

de ’aire occupée par la bicouche.
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L hypothése que nous avons finalement retenue, et qui demeure encore la plus plausible, est
celle dite des micelles inverses (chaines aliphatiques orientées vers I’extérieur, parties
polaires limitant un intérieur aqueux). Ces micelles, encore appelées systtmes micellaires
du type hexagonal Hyj , pourraient se trouver dans la zone ceinturant la partie bilipidique et
affecter indirectement la constitution de la bicouche. Nous ne discuterons pas ici en détail
de cette hypothése (elle fait 1’objet de 1’article apparaissant A I’annexe 4).

Signalons simplement que si moins d’un milliéme de la quantité de phospholipides présents
dans 1'orifice se retrouve sous forme de micelles inverses dans la zone périphérique, nous
pouvons calculer, 4 1'aide d'une expression se retrouvant dans Gruen & Wolfe (1982) et
Israélachvili (1985), une diminution de la tension latérale dans la bicouche d’au moins
1 mN+m-! lorsque le nombre moyen de lipides par micelle passe de 25 A 50 molécules. Ce
calcul est effectué en considérant une aire moyenne par phospholipide de 0,70
nm? /molécule (Rand & Parsegian, 1989). Si I'on prend un module de compressibilité
élastique de 1'ordre de 150 mN+m! (Kwok & Evans, 1981; White & King, 1985; Rand &
Parsegian, 1989), une diminution de la tension latérale de | mN+m-! entraine, toujours 2
0,70 nm? /molécule, une augmentation de 1'aire moléculaire d’environ 0,005 nm2. Cette
augmentation, quoique faible, peut permettre aux molécules d’eau de s’avancer plus
profondément a 1'intérieur du milieu hydrophobe (hydratation plus importante de la région
glycérol). Les capacités spécifiques en jeu correspondant i des épaisseurs hydrophobes de
2,93 et 2,69 nm (demniére colonne du tableau 3), un déplacement vers l'intérieur de
I'interface diélectrique de 0,13 nm (1’équivalent en distance d’une moitié de molécule d’eau
environ) de chaque cdté suffit. Si la zone de transition de bicouches formées sur des
supports de grande épaisseur contient, pour une raison ou une autre, des micelles de plus
grandes dimensions (ou encore en plus grande concentration) que celles formées sur des
supports plus minces, I'effet d’augmentation de capacité peut étre rationalisé.

Rétrospectivement, cette hypothése peut presque couler de source: i) la géométrie du
support conditionne |'organisation de la zone périphérique, ii) l'organisation de la zone
périphérique conditionne dans une certaine mesure |’organisation de la bicouche et iii) une
petite variation (sur une base absolue) de I'épaisseur de la région hydrocarbonée peut
entrainer un changement notable de la capacité (petit effet, grande cause). Une hypothése
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plausible, certes, mais une hypothése sans plus: 1'aire moléculaire moyenne des
phospholipides d'une bicouche PE/PS varie-t-elle vraiment avec 1'épaisseur du support ?

La question reste ouverte mais un fait demeure: la capacité de la bicouche semble dépendre
de 1'épaisseur du support. Il est donc nécessaire de spécifier pour chaque bicouche sur quel
support elle a été formée. Afin d’éviter d’ajouter une variable supplémentaire, et puisque
I’épaisseur du support est susceptible d’affecter également la conductance de la bicouche
dopée, nous nous sommes limités par la suite 3 l'utilisation d’une seule épaisseur du
support. Pour différentes raisons (facilité de perforation de |'orifice, rigidité du support,
facilité de formation des bicouches), nous avons choisi une épaisseur de 19 pm.

5.1.3 Maesures de capacité de bicouches de différentes compositions

Des bicouches ont été formées A partir de films phosphniipidiquea de différentes
compositions. La ceipacité spécifique des différents types de membranes varie-t-elle 7 Une
bicouche PS/PS posséde-t-elle une région hydrocarbonée plus petite (ou une permittivité
relative plus élevée) qu'une bicouche PE/PE ?

Au tableau 4 apparaissent des mesures de capacité de bicouches phospholipidiques pures
formées sur un support de téflon de 19 pm d’épaisseur. Elles furent priées pour la plupart &
la quinziéme minute et ne montraient alors qu'une faible variation dans le temps (inférieure
3 0,2% par minute). Premiére constatation: les mesures de capacité de bicouches formées 2
partir de lipides synthétiques ne se distinguent pas de celles de bicouches formées 4 partir
de lipides natifs. Rien de bien surprenant puisque l'analyse des chaines par
chromatographie en phase gazeuse a démontré que tous les lipides naturels possédent en
moyenne des chaines de 18 atomes d; carbone (méme épaisseur moyenne donc). Deuxiéme
constatation: la nature de la téte polaire n’influence pas significativement la mesure de
capacité. Cela était également attendu puisque les régions polaires contribuent faiblement 2
la mesure de capacité.
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Tableau 4
Mesures de capacité de bicouches phospholipidiques pures

Lipides Phase aqueuse C, N
mM nF/cm"2

SYNTHETIQUES

DOPC/PC-ETHER KCl 100 799 + 84 10
DOPE/DOPE KCl1 10 764 £ 77 5
DOPE/DOPE KCl1 100 693 + 48 20
DOPE/DOPG KCl1 100 675 £ 55 14
DOPE/DOPS KCl 100 686 + 62 29
NATURELS

PE/PE KCI 100 709 + 54 12
PE/PS NaCl 100+P1 694 £ 42 49
PS-H/PS-H KClI 100 690 £ 75 6

. Cg capacité spécifique moyenne * écart-type; N: nombre de bicouches; P: tampon phosphate.

Les données de capacité obtenues se comparent tout 2 fait A celles apparaissant dans la
littérature. La tableau 2 de 1’annexe 4 en fait foi. Si on calcule maintenant 1’épaisseur
hydrocarbonée a 1’aide de la relation 3.3, nous obtenons, en prenant une permittivité
relative de 2.2 (celle de 1’acide oléique), des valeurs allant de 2,5 a 2,9 nm. Des mesures par
diffraction aux rayons-X arrivent sensiblement au méme résultat: 2,7 nm (DOPC, Lewis &
Engleman, 1983), 2,8 nm (DOPC, King & White, 1986), 2,8 nm (PC extraite de jaune
d’oeuf, Scherer, 1989); pour ne citer que ceux-1a. Les auteurs cités définissent dans tous les
cas la zone hydrocarbonée comme étant celle limitée par les premiers carbones des chaines.
Si 1’état physique des deux types de bicouches (films Montal-Mueller et films
multibilipidiques) est comparable, la frontiére diélectrique serait située dans la région
acétyle des phospholipides.

5.1.4 Variabilité des mesures de capacité

Les valeurs de capacité apparaissant au tableau 4 n’ont peut-étre pas de quoi étonner mais
’écart-type sur ces mesures, si. En effet, comment expliquer ces coefficients de variation de
I’ordre de 8% (lipides extraits) ? Comment expliquer que nous mesurions, dans le cas de
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bicouches formées a partir de lipides synthétiques possédant tous une chaine oléoyle (une
région hydrocarbonée identique?), les mémes variations de capacité spécifique ?

En ce qui concerne les bicouches comportant au moins une interface chargée, nous
pourrions toujours invoquer que le potentiel de Gouy a la surface n’est pas toujours le
méme et que, par conséquent la capacité associée a la double couche €lectrique varie d’une
bicouche a I’autre, affectant ainsi la capacité mesurée. Deux raisons nous obligent 2 rejeter
cette idée: i) le fait que nous retrouvons la méme variabilité sur des bicouches constituées
de lipides zwittérioniques et ii) la capacité associée aux couches diffuses ne peut compter
pour plus de 8% (compte tenu de nos conditions expérimentales) de la capacité totale
mesurée. Or, il faut bien se rendre compte que 1’étendue des mesures est de 1’ordre de six
fois la valeur de I’écart-type, soit environ 50% en valeur relative. Rappelons que
I’incertitude reliée a la mesure de la capacité spécifique proprement dite demeure inférieure
a 5%, soit dix fois moins. La question se pose: qu’est-ce qui distingue-autant une bicouche
DOPE/DOPE d’une autre bicouche DOPE/DOPE ?

Peu d’auteurs se sont penchés sur cette variabilité des mesures de capacité. En fait seuls.
Niles & coll. (1988) ont effleuré la question. Selon eux, la variabilité des mesures de
capacité serait due 2 la nature intrinseéque des bicouches. (Cela n’est guére éclairant...). Plus
précisément, nous croyons que la zone de transition est encore ici en cause. Comme nous
’affirmions dans I’article précité (Brullemans & Tancrede, 1987), la variabilité des mesures
de capacité serait causée par une variabilité de la composition de la zone ceinturant la
bicouche, et ce, selon le scheme décrit a la section 5.1.2. Compte tenu du mode de
formation particulier de la bicouche Montal-Mueller, cette hypothése ne saurait étre rejetée.
En effet, rien ne nous garantit que la microtopographie de 1’orifice perforé n’affecte pas la
composition de la zone de transition, rien ne nous garantit non plus que la quantité d’enduit
appliqué (et sa position sur le pourtour de 1’orifice) n’influence pas la composition et
I’organisation de cette méme zone. Et surtout, rien ne nous permet d’affirmer que la
maniere dont les niveaux d’eau sont élevés n’affecte pas, ne serait-ce que via la zone de
transition, la bicouche formée. Tout au contraire, il est probable que les conditions
prévalant lors de la formation d’une bicouche DOPE/DOPE different de celles prévalant
lors de la formation d’une autre bicouche DOPE/DOPE.
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Trois observations appuient nos dires. La premiére est a |'effet que pour un méme nombre
de membranes (de 1'ordre de 15), le coefficient de variation est environ deux fois plus petit
si ces membranes sont formées la méme journée, sur un méme support, que si nous les
formons durant cing jours d’affilée, sur cinq supports différents de méme épaisseur. La
seconde concerne |’effet de 1'application de squaléne. Il nous est apparu que I'application
de squaléne entre la fabrication de deux membranes entraine un plus grand écart entre les
deux mesures de capacité que si les deux membranes sont formées, I'une aprés 1’autre, sans
rajout de squaléne. Enfin le fait que si nous élevons et rabaissons, pendant une séance de
travail donnée, le méme niveau d'eau, les valeurs de capacité sont davantage rapprochées
que si, pour une raison ou l'autre, nous procédions de maniére plus "anarchique".

Soulignons que I'hypothése des micelles inverses que nous avons avancée trouve son
parallele du coté des films noirs. Dilger & coll. (1982) expliquent ainsi les différences de
capacité de bicouches de DOPC (note p. 173):

“ The origin of the variability in the phospholipids is probably the presence of water in
the decane solutions. The use of specially dried solvents during the preparation of

" these solutions has been shown to eliminate the difficulty (J. Requena, Ph.D.
Dissertation, 1974) "

Mentionnons en terminant que sur les 1161 bicouches que nous avons préparées au cours
de notre travail, et dont le temps de vie a excédé cing minutes, nous avons pu mesurer la
capacité de 820 d’entre elles (soit environ 70%).

5.2 Mesures de conductance de bicouches phospholipidiques pures

5.2.0 Généralités

La conductance d'une bicouche pure est un phénoméne beaucoup plus difficile & cerner que
sa capacité. Cela tient au fait que la bicouche lipidique constitue un excellent isolant
électrique. Or, s’il est relativement facile de mesurer la permittivité d'un milieu isolant, il
en est tout autrement de sa résistivité. Dans le cas d'excellents isolants, les courants A
mesurer sont extrémement faibles (et pour des tensions de |'ordre du mV, pratiquement non
mesurables). Non seulement les mesures de conductivité des isolants sont-elles difficiles,
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elles sont aussi irreproductibles. Il n’est donc pas étonnant que les phénoménes de
conduction dans les isolants soient si mal connus.

En ce qui concerne plus spécifiquement les phénomenes de conduction dans les
diélectriques liquides, nous ne pouvons passer sous silence la monographie d’Ignace
Adamczewski (1968). L’auteur y mentionne que les alcanes, avec une résistivité de 1’ordre
de 1020 Qecm, constituent les meilleurs des diélectriques liquides. Cette valeur
extrémement élevée n’est toutefois atteinte qu’aprés un certain temps, une heure environ, et
4 la condition que la substance soit exempte de tout contaminant. Si nous prenons une
valeur de résistivité comprise entre 1015 Qecm et 1020 Q«cm, nous pouvons nous attendre 2
des mesures de conductance spécifique de nos bicouches lipidiques entre 0,000 3 et 3
"nSecm 2. 1l n'est pas dit cependant que I'on puisse comparer la conductivité d’un volume
macroscopique d'acide oléique A la conductivité d'une bicouche de DOPE, surtout que la
bicouche et le tore périphérique ne constituent pas un systéme pur; nous y retrouvons, 4 tout
le moins, lipides, squaléne et eau.

5.2.1 Maesures de conductance de bicouches de différentes compositions

Aprés avoir mesuré la capacité de la bicouche venant d’étre formée, nous mesurons le
courant membranaire A faible tension. Nous choisissions en général une tension comprise
entre +20 et +50 mV. Pour des tensions plus faibles, le rapport signal sur bruit devient trop
faible alors que, pour des tensions plus élevées, la résistance de la bicouche devient non
ohmique (voir prochaine section). A la figure 5.1 apparait 1'enregistrement du courant
traversant une bicouche phospholipidique asymétrique. I1 s’agit plus précisément d'une
photocopie du tracé original d'une bicouche DOPE/DOPS formée le 6 novembre 1988.
Cette membrane fut formée au premier essai environ 45 minutes aprés la déposition des
films. Le courant mesuré, 4 +40 mV, est en moyenne de 0,3 pA. Le diamétre de la
membrane étant de 260 um, cela correspond A une conductance spécifique d’environ
14 nSecm-2, Nous notons également que I’agitation des bassins ne modifie pas la
conductance spécifique de cette membrane.
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Figure 5.1. — Enregistrement en fonction du temps du courant traversant une bicouche
phospholipidique asymétrique. La bicouche fut formée au premier essai. Le bruit apparaissant au
début de 1’enregistrement est causé par la présence de 1’expérimentateur.
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Sur les 1161 bicouches répertoriées, nous n’avons pu prendre la mesure de conductance que

sur 370 environ, soit un peu plus de 30%. Cela s’explique en partie par le fait qu’un certain

nombre de bicouches se sont naturellement brisées avant la barre des quinze minutes mais

aussi parce qu’un nombre beaucoup plus important de bicouches nous ont quitté lors du

passage obligé du circuit de capacité au circuit courant-tension. Nous retrouvons, au

tableau 5, les mesures de conductance d’une série de bicouches de différentes composition.

Nous n’avons conservé que les seules bicouches pour lesquelles nous étions certains

qu’elles ne puissent étre contaminées par la présence antérieure de nonactine dans les

bassins.
Tableau 5
Mesures de conductance de bicouches lipidiques pures
LIPIDES Phase aqueuse G N Etendue de Gy
mM nS « cm2 nS « cm2
Zwitterioniques
DOPC / DOPC KCI110+LiC190 35 2 30-40
DOPC / PC-ETHER KC110+LiC190 100 2 90-110
DOPE / DOPE KCI10 5 1
DOPE / DOPE KC1100 ou KCI10+Li%0 20 15 5-60
Zwitterioniques / / Chargés
DOPE / / DOPG KCI110+LiCI90 20 16 5-50
DOPE / / DOPS KCI110 15 1
DOPE / / DOPS KCl110+LiCI190 20 10 5-70
DOPE / / DOPS KC1100 25 8 10-60
DOPE //PS KCl1100 30 5 10-70
PE//PS KCl1100 300 15 40-600
PE //PS KC1100+P1 130 3 110-150
PE//PS* NaCl100+P1 110 11 50-200
PE//PS NaCl100+P1 100 6 75-150
PE /PS-H * NaCl100+P1 130 5 100-180
Chargés

DOPG / DOPG KCl1100 510 490-530
PS-H /PS-H KCl110+LiC190 850 400-1100

Toutes les bicouches furent fabriquées sur un support de.19 pm sauf celles marquées d’un astérisque.
Le symbole X//Y signifie quant 3 lui que nous avons regroupé les données sur des bicouches asymétriques
X/Y et Y/X. Gq : conductance spécifique; N : nombre de bicouches.
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Il est difficile, étant donné le petit nombre de mesures et 1'étendue des valeurs, de
discriminer entre les valeurs de conductance des différents systémes étudiés. 1l semble
ressortir, mais cela demeure A étre confirmé, 1) que les bicouches formées de lipides
synthétiques ont une conductance plus faible que leurs analogues naturels (influence de
I"hétérogénéité des chaines aliphatiques) et 2) que les bicouches chargées négativement des
deux cotés sont d'un ordre de grandeur plus conductrices que leurs équivalents
zwitterioniques (influence de la charge nette de la téte polaire).

Si véritablement, I’hétérogénéité des chaines et la charge nette du lipide influencent la
mesure de conductance, il faudrait prendre garde & établir des critéres de rejet trop stricts.
En effet, il est commun dans les études en bicouches planes que les auteurs rejettent toute
bicouche dont la conductance excéderait une certaine valeur. (Une bicouche trop
conductrice serait, selon I’avis général, un signe de contamination de la bicouche par une
substance mystérieuse (!) appelée « artifact-inducing » ). Pour la plupart ce seuil se situe 2
10 nS=cm-2 (Alvarez & Latorre, 1978; Schindler, 1989; Cukierman & coll., 1988). Pourtant
il nous arrive de lire (Slatin, 1988):

“The aperture (which is generally premreated with squalene) then supports a nearly
hydrocarbon-free lipid bilayer which (with luck) will have very low electrical
resistance (= 10 nSscm) and reasonable stability.”

et encore (Perin & MacDonald, 1989):
“Acceptable squalene-based BLMs were 3x100 to 3x107 Svcmi”

en résumé (Formés & Procopio, 1987):

“The unmodified membrane conductance was quite variable as is the rule with lipid
bilayer preparations, but membranes with conductances higher than 10°8 Sscm? were
discarded.”

Cette maniére de procéder nous apparait discutable. Pourquoi une bicouche ayant une
conductance de 30 nSecm-2 serait-elle frappée d'interdit ? Dans une trés belle étude
utilisant des monoglycérides de différentes longueurs de chaine, Vodyanoy & Hall (1984)
démontraient que le logarithme de Gg est proportionnel 2 I'épaisseur &, de la bicouche
Montal-Mueller. La variation de Gg est plutdt rapide passant de 20 (MG 14:1) a
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30 000 nSecm-2 (MG 22:1). Cette étude démontre que la conductance dépend de la
composition de la bicouche. L’application aveugle d’un critére de rejet aussi strict que celui
avancé dans la littérature nous semble, par conséquent, non fondée.

5.2.2 Mécanisme de la conduction au travers d’une bicouche lipidique

Les faibles conductances observées laissent a penser que le milieu hydrocarboné ne contient
qu’un petit nombre de porteurs de charge. Bien, mais quelle est la nature de ces porteurs de
charge ? S’agit-il d’électrons ou de trous (conduction électronique) ? S’agit-il de
polarons 33 (conduction polaronique) ? S’agit-il de cations ou d’anions présents dans la
phase aqueuse (conduction ionique) ? Nous n’en savons encore rien. Selon les expérimen-
talistes Vodyanoy & Hall, la conductivité des bicouches lipidiques pures serait assurée par
les cations. Les théoriciens se penchent quant a eux sur des modeles de conduction polaro-
nique. Les valeurs de conductivité prédites par leurs modeles sont de quelques ordres de
grandeur plus faibles que celles observées mais un accord demeure possible pour des
polarons de petites dimensions (Pastushenko, 1984).

5.2.3 Observations de sauts de conductance

Méme en affinant les théories, certains phénoménes reliés a la conductance membranaire
demeureront difficiles d’approche. Nous faisons référence ici a 1’existence de sauts de
conductance. Cela peut paraitre étonnant mais des bicouches formées de lipides seulement
montrent des sauts de conductance. Nous avons observé de tels sauts sur des bicouches
DOPE/DOPS (voir figure 5.2). L’amplitude des échelons de courant observés est de 10 pA
environ (correspondant 2 des sauts de conductance de 200 pS) et la durée d’ouverture, de
I’ordre de la minute. Antonov & coll. (1980) furent les premiers a rapporter des sauts de
conductance de bicouches non dopées. Il s’agissait dans leur cas de films noirs de DSPC a
la température de transition de phase du lipide. La température de transition de la DOPE et
de la DOPS étant de -10°C, les bicouches DOPE/DOPS formées ne sont pas sujettes a une
instabilité due a la présence de microdomaines. Il faut résolument se tourner ailleurs.

33 Les polarons se créent suite 2 I’interaction forte entre un électron (ou un trou) et 1a région du matériau
I’environnant. Sous I’action d’un champ électrique, le polaron entier (dont 1a masse effective est de milliers de
fois celle de 1’électron) se déplace et la conductivité polaronique apparaft (Pavlov & Kholkov, 1989, p.296).



217

Figure 5.2. - Enregistrement en fonction du temps de la conductance 2 faible tension d'une
bicouche phospholipidique asymétrique. Observation de sauts de conductance d'une amplitude
voisine de 350 nS+cm-2. La tension appliquée (+50,0 mV) est environ six fois plus faible que la
tension de claguage d’une bicouche de ce type.
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Kaufmann & Silman (1983) ont observé 1’apparition de sauts de conductance lors de la
création d’un gradient de pH entre les deux phases aqueuses bordant une bicouche Montal-
Mueller formée d’asolectine. Bien que nous ayons nous aussi un gradient de pH entre les
deux interfaces (l’une étant chargée, 1’autre pas), 1’allure des sauts de conductance ne
correspond pas (la durée d’ouverture de leurs "canaux” étant de 1’ordre de 10 ms).

Yoshikawa & coll. (1988) observerent des sauts de courant de I’ordre de la minute au
travers de films multibilipidiques plans de DOPC formés sur des supports de type
Millipore. Selon les auteurs, ces phénomenes, proches de 1’auto-oscillation, ne seraient
possibles qu’en présence de lipides contenant une insaturation. Nous avons ici une piste
intéressante mais malheureusement les études portant sur des bicouches planes
conventionnelles sont muettes a cet égard.

5.3 Courbes I-V de bicouches phospholipidiques pures

Le tempé de vie des bicouches planes,'qu’elleé soient du type Montal-Mueller ou Mueller-
Rudin («BLM»), dépend étroitement du "traitement" qu’elles subissent. Si 1’on examine la
seule imposition d’une tension électrique, les expériences démontrent que la valeur de la
tension et la durée de I’imposition déterminent, pour une bonne part, I’espérance de vie de
la bicouche. Schindler (1989) estime le temps de vie d’une bicouche Montal-Mueller autour
de quinze minutes sous une tension de 150 mV mais seulement d’une minute a 250 mV.
Ces chiffres ne sont donnés qu’a titre indicatif et représentent le temps de vie moyen d’une
bicouche typique dans des conditions standards. (Il est question de probabilités ici et non de
prédictions).

L’enregistrernent d’une courbe I-V d’une bicouche Montal-Mueller ne constitue donc pas
une mesure de routine. Le "dialogue" tient ici & un fil bien mince. Une centaine de
bicouches seulement parmi toutes celles préparées ont supporté "l’interrogatoire”. Cela
s’explique par la rudesse du dialogue mais aussi parce que ces mesures s’effectuent
généralement entre la 30€ et la 45° minute et qu’une proportion encore plus grande de
bicouches montre alors des signes certains de "lassitude”.
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Nous retrouvons, a la figure 5.3, un tracé typique d’une courbe I-V d’une bicouche PE/PE.
La courbe I-V ressemble a celle obtenue a 1’aide de 1’analogue électrique membranaire
(voir figure 3.10). A partir de la pente de la courbe donnée 2 la figure 5.3, nous pouvons
calculer la résistance de la membrane. Nous obtenons une valeur de 120 G2, peu importe la
branche de la courbe 34, Cette valeur de résistance correspond a une conductance spécifique
de la bicouche de 16 nSecm-2. Connaissant la variation dV/dt, nous pouvons calculer, a
partir de 1’écart entre les deux courants a une tension donnée, la capacité dynamique 2 cette
méme tension. Nous obtenons une valeur de 450 pF 2 0 mV. Si nous soustrayons la valeur
de capacité lorsque nous abaissons un des niveaux, nous obtenons une capacité spécifique
de la bicouche de 730 nFecm-2, Ce qui est intéressant des mesures courant-tension, c’est
que nous pouvons connaitre la conductance et la capacité dynamique sur toute la gamme
des tensions balayées. Un coup d’oeil sur la figure 5.3 nous montre que la conductance et la
capacité ne varient pas entre -100 mV et + 100 mV. D’autres courbes I-V prises quelques
minutes plus tard mais entre -190 mV et +190 mV montrent un méme comportement
(capacité et conductance constantes et égales 2 730 nFecm2 et 16 nSecm2 respectivement).
Ce comportement bien que typique des bicouches DOPE/DOPE n’est pas généralisable. Un
quart environ des bicouches DOPE/DOPE montre des caractéristiques courant-tension
superlinéajrés A partir de 100 mV. La courbe I-V demeure toutefois symétrique (cépacité
dynamique constante).

Le tracé de la figure 5.3 fut enregistré en branchant les entrées de 1’enregistreur X-Y 2
I’entrée de 1’étage d’amplification. A la figure 5.4, apparait la méme courbe aprés amplifi-
cation, acquisition a I’ordinateur, et envoi a la table tracante. Eu égard 2 la différence entre
les stylos marqueurs, et entre les deux types de papier, nous pouvons affirmer que les deux
courbes sont identiques. Des dizaines d’autres courbes furent comparées sans que nous
puissions différencier celles traitées et celles originales. Nous avons ainsi 1’assurance que
les étapes d’amplification, de conversion analogique-digital, de moyennage, de transforma-
tion des tensions mesurées en données exécutables pour la table tragante (programmes
AQIV, IDEV et TRACN) n’affectent en rien 1’information provenant du systéme. Ceci est
important puisque ’extraction de la barriére de potentiel se fera soit A partir des données
traitées, soit, si 1’acquisition n’a pas eu lieu, a partir de 1’enregistrement brut.

34 Pour un cycle I-V complet, nous avons deux branches. La branche du haut est la branche des tensions
ascendantes (dV/dt >0) alors que la branche du bas est celle des tensions descendantes (dV/dt <0). Le cycle
I-V se parcourt donc toujours dans le sens des aiguilles d’une montre.



Figure 5.3. - Courbe I-V d'une bicouche phospholipidique symétrique (tracé original). La
conductance dynamique est de I'ordre de 8 pS. Onde triangulaire de 100 mV d’amplitude et de
fréquence égale 4 10 mHz. Enregistrement pris entre la 36¢ et la 38¢ minute. Le diamitre de
I'orifice est de 260 pum,
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Figure 5.4. - Courbe I-V d’une bicouche phospholipidique symétrique (traitement 2 1’ordinateur).

Tel qu’indiqué en haut A gauche, 10 000 points ont été acquisitionnés puis moyennés par groupe de
10. Les 1000 points restants ont été traités par le programme IDEV puis acheminés 2 la table tra-
¢ante via le programme TRACN. A noter I’exacte similarité avec la courbe non-traitée (figure 5.3).
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Les enregistrements de courbes I-V de bicouches pures de faible conductance sont
excessivement rares. Le seul enregistrement que nous ayons relevé dans la littérature
provient d’un article paru en 1985 dans un périodique de langue allemande bien connu:
I"Acta Phytopathologica Academiae Scientiarum Hungaricae. Les auteurs Ziegler &
Pavlovkin présentent une courbe I-V d'un film noir formé d’asolectine. La courbe entre
-80 mV et +80 mV n’a rien de particulier (capacité et conductance constantes et égales a
680 nFscm-2et 15 nS«cm-2, respectivement). En ce gui concermne des bicouches Montal-
Mueller, aucune courbe ne fut publiée A ce jour.

La courbe présentée a la figure 5.3 est donc inédite sans qu’elle ne soit marquée toutefois
d’'un caractére exceptionnel. Il en est autrement des figures 5.5 et 5.6 oll nous présentons
des courbes I-V de bicouches phospholipidiques asymétriques. A la figure 5.5, nous
présentons la courbe I-V d'une bicouche DOPG/DOPE formée aprés plusieurs essais
infructueux. La courbe I-V montre une asymétrie, une asymétrie positive ! Selon la
convention établie antérieurement, cela signifie que pour une méme valeur absolue de
tension, le courant est plus fort lorsqu’il circule du compartiment cis vers le compartiment
trans (DOPG --> DOPE) que dans le sens inverse (DOPE --> DOPG). Sachant qu'au pH de
la solution, la DOPG est chargée négatiirement alors que la DOPE est neutre, cette courbe
semblerait démontrer que les porteurs de charges sont des cations. De maniére simpliste,
disons que ceux-ci se trouvant en excés du cdté DOPG, le gradient de concentration
favorise leur transport vers le cdté oppuéé, alors que ce méme gradient rend défavorable le
mouvement inverse. (Pour une explication plus rigoureuse, voir la section 2.3.3).

Si nous soustrayons pour chacune des branches le courant capacitif, nous calculons pour la
branche supérieure un rapport de rectification & 120 mV de 2,2 et un rapport de 1,8 pour la
branche descendante. Cet écart est directement relié au fait que le courant capacitif diminue
pour des tensions excédant 80 mV. D'un point de vue formel, cette diminution du courant
capacitif refléte une diminution de la capacité dynamique. Pourtant la mesure de capacité
mesurée A 1'aide du pont d’impédance ne varie pas avec la tension... Pourtant la capacité
~ dynamigue de bicouches phospholipidiques du type DOPE/DOPE et DOPC/DOPC ne varie
pas avec la tension, méme a 200 mV. Le phénoméne serait-il relié A la présence d’une
interface chargée 7
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Figure 55. - Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique montrant une asymétrie
positive ( R > 1 ). La composition de la bicouche et de la phase agueuse apparaissent en haut, 2
gauche. Les caractéristiques de 1’onde de tension appliquée se retrouvent dans le coin inférieur
droit. Le diamétre de 1'orifice est de 270 pm.
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Voyons ce qui se passe pour une bicouche dont 1’asymétrie de charge est inversée. A la
figure 5.6, nous présentons une courbe I-V d’une bicouche DOPE/DOPG formée le 8 aoiit
1988. La bicouche est formée au deuxieme essai. Elle constitue la premiere bicouche de la
journée (d’ou la lettre A) et la courbe I-V présentée est la premiére (d’ou le numéro 1) et la
seule enregistrée. Affriolante constatation: la bicouche montre une asymétrie négative ! A
peu de chose pres, elle constitue 1’image-miroir de la précédente: rapports de rectification
de 0,4 et 0,5 sur les branches ascendante et descendante, diminution de la capacité
dynamique pour des tensions inférieures a -80 mV, conductance dynamique prés de
I’origine égale 2 20 nSecm-2 environ.

Evidemment, nous ne pouvons présenter ici toutes les courbes I-V de bicouches lipidiques
enregistrées. Mais nous tenons 2 rassurer le lecteur; toutes les courbes -V de bicouches du
type lipide neutre/lipide négatif possédent un rapport de rectification inférieur a 1 et toutes
les courbes I-V montrant une asymétrie. positive le furent sur des bicouches du type lipide
négatif/lipide neutre. Il semble bien, quoique 1’ion chlorure (le co-ion) ait un rayon plus
gros que les cations Li*, Na* et K* (et partant, une barriére d’énergie de Born plus faible
donc) que. le transport soit vraiment assuré par des cations. Ces résultats inédits appuient
donc I’hypothése de Vodyanoy & Hall (1984).

Le sens de I’asymétrie des courbes I-V semble déterminé par le signe de Aypc, mais sa
grandeur demeure trés variable et aléatoire. Le parametre d’asymétrie A 3 120 mV prend
typiquement des valeurs de 2, mais il n’est pas rare qu’il tende vers 1, sans raison
apparente. 11 arrive encore qu’il prenne une valeur aussi élevée que 10 ou 15. Ces variations
pourraient peut-étre s’expliquer si nous avions un modele de transport pour des bicouches
lipidiques pures. Les tentatives en ce sens sont aussi rares que les données expérimentales.
Signalons quand méme le travail d’une équipe tchéque (Brynda & coll., 1985) portant sur la
modélisation de la superlinéarité des courbes I-V de films noirs de cholestérol oxydé. Leur
approche repose sur la théorie des pores aqueux transitoires (voir travaux de Weaver &
coll.,, 1984 et de Powell & Weaver, 1986) appliquée au claquage diélectrique (Glaser &
coll., 1988). Selon Brynda & coll., la superlinéarité de la courbe I-V serait expliquée par la
formation de pores de plus grands rayons lors de 1’augmentation de la tension. Hormis le
fait qu’elle ne fournit que la forme de la courbe I-V, la théorie semble encore mal se préter
a I’étude de courbes asymétriques.



Figure 5.6. - Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique montrant une asymétrie
négative ( R < 1). Diamatre de I'orifice: 270 um. A noter I'excellent rapport signal/bruit.
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Etant donné la variabilité des courbes courant-tension des bicouches phospholipidiques
asymétriques (sans compter les difficultés de les obtenir), vu également 1'absence d'une
théorie satisfaisante de la conductivité membranaire, nous n’avons pas poussé
'investigation plus avant. Plutdt que de s’échiner sur de petits courants capricieux, dopons,
tel que convenu, nos bicouches de notre indicateur de potentiel. Dopons-les de nonactine;
qu’elles parlent clair et haut !

5.4 Conductance A faible tension de bicouches phospholipidiques dopées a la

nonactine

Les premiers essais d’incorporation de la nonactine dans des bicouches phospholipidiques
eurent lieu a 1'été 1985. Nous procédions alors en déposant & 1'interface un mélange
nonactine-phospholipides et en formant la bicouche & partir de 1’adjonction de ces films.
Cette fagon de procéder était courante au laboratoire. Déja, des pigments visuels (Paguin,
1983) et photosynthétiques (Robert & coll., 1985) avaient été incorporés avec succés dans
des bicouches asymétriques. Des mélanges PE-nonactine 5000:1 (mol/mol) furent ainsi
déposés sur solution saline de KC1 100 mM tamponnée & pH=7. Les bicouches obtenues, au
nombre de 9, montraient toutes une conductance beaucoup plus élevée que celles formées a
partir de films phospholipidiques purs. La conductance mesurée était égale a 25 + 20
WS=cm-2, soit environ 200 fois la valeur de conductance de bicouches non dopées. La
nonactine médie donc effectivement le transport d’ions K+, mais la hausse mesurée est-elle
comparable A celle mesurée dans d’autres laboratoires ? Feuilletant la littérature sur le
sujet, nous nous apergimes alors que nous étions les seuls A procéder de ceite maniére !
Les autres équipes procédent A I'incorporation de la nonactine en injectant la nonactine
dans la phase aqueuse aprés la formation de la bicouche. L'injection se fait simultanément
dans chacun des bassins et la quantité injectée est telle que la concentration de nonactine
dans le coeur de phase est la méme de part et d’autre de la bicouche. Cette concentration se
situe généralement entre 1 nM et 1 uM. Le principal avantage de ce procédé réside en la
possibilité de bien caractériser la bicouche lipidique avant 1'incorporation et ainsi de
mesurer plus facilement 1'effet du constituant (transporteur, drogue ou autre) sur la
membrane.
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Nous présentons 2 la figure 5.7, le tracé original de la montée de conductance lors d’ajouts
successifs de nonactine. A 1’extréme gauche, le courant mesuré est trés faible (de 1'ordre
d’un pA), valeur typique d'une bicouche lipidique pure. Puis, nous injectons vers la 53¢
minute un premier volume de nonactine du c6té trans. La conductance demeure faible.
Nous injectons ensuite un volume un peu plus faible de nonactine dans le compartiment
cis 33, Cette fois le courant augmente de plusieurs ordres de grandeur. Aprés avoir, 2 deux
reprises, ajusté 1’échelle de conductance, nous injectons de chaque cdté un nouvel aliquot
de nonactine, puis vers la 71 minute, nous procédons 4 un cinquidme et un Sixidéme ajout
de transporteur. Les phases aqueuses sont agitées durant toute la durée de 1’enregistrement.

Trois constatations s’imposent: 1) les ajouts en cis affectent de maniére beaucoup plus
sensibles le courant, ii) le temps requis pour que la conductance atteigne sa valeur
d’équilibre est de 1'ordre de 15 minutes et iii) la conductance & 1'équilibre est grosso modo
proportionnelle & la concentration de nonactine dans la phase aqueuse. Cette derniére
constatation semble indiquer que la: concentration de complexes dans la bicouche est
proportionnelle 2 la concentration de nonactine dans la phase aqueuse, ce qui serait en
accord avec l'équation 2.27. La premiére constatation intrigue au premier abord mais
rappelons-nous que !'effet de la concentration sur le courant [ est entiérement "traduit” par
le facteur (Cye¥-Cgq) apparaissant au numérateur des équations 2.35 (Nernst-Planck) et 2.61
(Eyring). Or, pour des tensions supérieures 3 25 mV (v>1), ce qui est le cas en I'occurrence,
le premier terme |'emporte sur le second et ainsi seule la concentration en cis détermine le
niveau de conductance de la bicouche. Evidemment cela n’est vrai que si le rapport yne
devient pas démesurément grand. Quant A la deuxi@éme constatation, elle est reliée au
coefficient de diffusion de la nonactine dans le coeur de phase et aux conditions d'agitation.

Le tracé de la figure 5.7 ne bouleverse rien mais de procéder 2 six ajouts de nonactine, sans
que la bicouche ne casse, tient de 1’exceptionnel. Six fois se mettre & la terre, retenir sa
respiration, passer la seringue au travers de l'interface; six fois espérer que 1'arrivée de
nonactine ne déstabilise pas la bicouche; surveiller 1'agitation, choisir les échelles de
mesures, jauger la bicouche. Bref, forcer le dialogue avec une structure qui ne songe qu’a
nous faire faux bond !

35 Afin d’obtenir la méme concentration finale dans chaque bassin, nous avons injecté du cOté cis une
quantité de nonactine 12% plus faible que du cOté trans car le bassin cis contient, lorsque les niveaux d'eau
sont au-dessus de |"orifice, un volume d’ean 12% inférieur 3 celui en trans.
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Figure 5.7. - Enregistrement en fonction du temps de la conductance 2 faible tension d'une bicouche phospholipidique asyméirique dopée
2 la nonactine. Ajouts successifs de transporteur, Les lettres A, B et C réferent aux différentes échelles de courant utilisées.
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Nous avons pu mesurer la conductance a 1’équilibre de 52 bicouches seulement. Les valeurs
de conductance sont regroupées, pour la plupart, au tableau 6. Pour faciliter la comparaison
entre les différentes conditions expérimentales, nous avons normalisé la conductance
spécifique en la divisant par le produit de la concentration de nonactine (voir point iii
précédent) et de la concentration de 1’ion perméant (K*) dans la phase aqueuse. Nous avons
ainsi une conductance reflétant plus directement les propriétés de la bicouche dopée.
Signalons que les mesures de conductance apparaissant au tableau 6, ont été prises entre
+30 et +50 mV.

Tableau 6
Conductance normalisée de bicouches dopées a la nonactine

Lipides Phase aqueuse Gg /{[Non][K+]} N Etendue de Gs normalisé
mM Secm2.M-2 Secm2eM2
Zwitterioniques
DOPC / DOPC KCl1 100 19 000 2 " 12 000-26 000
DOPE / DOPE KCl1 10 1800 6 1000-2300
DOPE / DOPE KCl 10+LiC1 90 700 3 650-750
DOPE / DOPE KCl1 100 ‘ 750 4 350-1000

Zwitterioniques | Chargés

DOPE / DOPG CaCl, 50+KC1 X ¥ 2250 3 2200-2300

DOPE // DOPS KCl 10 13 500 5 6200-25 000

DOPS / DOPE KCl1 10+LiCl 90 3000 2 2400-3600

DOPE / DOPS KCl 100 =~2100 10 700-8200
Chargés | Chargés

PS-H / PS-H KCI 10+LiCl1 90 =~150 000 2 45 000-265 000

t Lors de ces expériences, nous avons formé la bicouche entre deux compartiments remplis d’une solution de
CaCl, 50 mM et nous avons injecté de petits volumes d’une solution concentrée de KCI.

5.4.1 Variabilité des mesures de conductance

Ce qu’il faut d’abord remarquer, dans ce tableau, c’est la grande variabilité¢ des mesures
(colonne 5). Méme si le nombre de bicouches dopées est inférieur a3 10 (colonne 4),
I’étendue des valeurs de conductance s’étend parfois sur plus d’un ordre de grandeur
(derniére ligne, par exemple). En ce qui concerne les bicouches DOPE/DOPS sur KCl
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10 mM (ligne 6), une partie de ces écarts peut s’expliquer par le fait que la conductance fut
mesurée A des tensions positives, peu importe le sens de 1’asymétrie mais qu’en est-il pour
les autres types de bicouches 7 Serait-ce que les conditions d’agitation différent d'une
bicouche & l'autre ? Cela est peu probable puisque des expériences menées sur une
bicouche donnée montrent que des conditions extrémes d’agitation n'ameénent en général
que de faibles variations (de 'ordre de 15%) de la conductance mesurée. Serait-ce que le
coefficient de partage de la nonactine varie d'une expérience A 1'autre 7 Peut-étre mais
pourquoi ce coefficient varierait-il d'une bicouche & 1'autre ? Serait-ce encore que
I’épaisseur de la région hydrophobe varie d'une bicouche A l'autre ? Les mesures de
capacité des bicouches dopées ne différent pas des bicouches non dopées (rejoignant en
cela les résultats de Pickar & Brown (1983), utilisant 1’ion liposoluble dipicrylamine), les
variations de capacité sont toujours aussi importantes, sinon plus. L'organisation différente
des micelles dans le tore affecterait-elle aussi la conductance médiée par la nonactine ?
Possiblement, mais par un ordre de grandeur ? Serait-ce plutdt qu’'une quantité toujours
différente de nonactine se lie aux films lipidiques causant ainsi une variation de la
concentration dans le coeur de phase 7 Vu la petite quantité de nonactine injectée (100 nM
= 3+10!5 molécules) et la grande surface hydrophobe disponible 2 la surface (= 25 cm?),
cette hypothése n’est pas A dédaigner. D’autant plus que des mesures utilisant la technique
des films monomoléculaires montrent que la nonactine s'adsorbe fortement sur les films
phospholipidiques 2 1'interface air-eau (résultats non présentés).

L’hypothése la plus plausible, selon nous, repose sur une variation de la concentration de
nonactine dans la phase aqueuse. L’hypothése concurrente, voulant que la zone
périphérique (le tore) affecte la conductance suite 2 une variation de 1'épaisseur
hydrocarbonée, peut difficilement rendre compte de la grande étendue des valeurs de
conductance. Les théories de Nemst-Planck et de Eyring prévoient que la conductance est
inversement proportionnelle A la distance de transport. Or, nous doutons qu’une variation
de quelque 0,3 nm de 1'épaisseur de la zone hydrophobe puisse faire varier la conductance
jusqu'a un facteur dix. (La vitesse de transport de la nonactine ne peut dépendre 2 ce point
de la distance ! ) Restent encore les trois possibilités suivantes: i) variation d’une bicouche
a 1'autre du coefficient de partage, ii) variation d'une bicouche & I'autre de la barriére de
potentiel que rencontre la nonactine et iii) variation de la concentration de nonactine dans le
coeur de phase. Il est facile d’invoquer d’autres explications, telles la migration de la
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nonactine vers la zone périphérique ou encore des variations de viscosité d’une bicouche a

’autre mais faute d’informations supplémentaires, nous nous arréterons ici.

I1 est intéressant de mentionner que les données de conductance normalisée de films noirs
dopés 2 la nonactine se révélent, elles aussi, plutdt disparates. Ainsi pour des films noirs de
méme composition (PE de bactérie en solution dans le décane), limités par une méme phase
aqueuse (KC1 100 mM), nous relevons des valeurs allant de 30 Secmr2¢M-2 (Hall & coll.,
1973) 2 400 Secm2¢M-2 (Hladky, 1974) en passant par 150 Secm-2¢M-2 (Szabo & coll.,
1972). Un écart similaire se retrouve entre les données de conductance de films noirs de PG
dans le décane dopés 2 la nonactine (McLaughlin & coll., 1970 et Szabo & coll., 1972).
Quelle est I'incertitude sur les valeurs fournies ? Nous n’en savons rien, les auteurs n’ayant
ni mentionné le nombre de mesures, ni 1’étendue, ni 1’écart-type. Le fait que ce manque de
précision soit généralisé a 1’ensemble de la littérature touchant les bicouches planes dopées
avec des transporteurs (ou avec des ions liposolubles) nous porte 2 croire que ces variations
peuvent étre importantes (et au demeurant inexpliquées). Bref, nous n’avons aucune raison
de présumer que les données apparaissant au tableau 6 soient inhabituelles.

5.4.2 Détermination du potentiel de Gouy

Depuis le début des années *70 (McLaughlin & coll.,, 1970), et aujourd’hui encore
(Cukierman, 1991), ces données de conductance 2 faible tension - appelées improprement
« zero current conductance » - sont recueillies dans le but d’estimer le potentiel de Gouy 2
la surface de bicouches chargées. A partir du rapport des conductances de deux bicouches
symétriques de différente composition, 1’une chargée et 1’autre pas, nous pouvons calculer,
via I’équation 5.1, le potentiel de Gouy de la bicouche chargée.

G(¢y)
¢-¢, = —In [5.1]
G(¢,)
91 : potentiel de Gouy 2 la surface d’une bicouche symétrique de composition 1 ( mV )
¢ : potentiel de Gouy 2 la surface d’une bicouche symétrique de composition 2 ( mV )

G(py) : conductance d’une bicouche symétrique de composition 1 dopée 2 la nonactine ( S )
G(py : conductance d’une bicouche symétrique de composition 2 dopée 2 la nonactine ( S )

Cette équation cache de nombreuses suppositions (méme coefficient de partage pour les
deux bicouches, potentiels dipolaires identiques, méme énergie de Born, méme épaisseur,
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tension appliquée négligeable devant la hauteur de la barriere de potentiel, etc.) mais
utilisons-la en premiére approximation pour estimer la différence de potentiel entre les
bicouches de PS hydrogénée (ligne 9) et les bicouches de DOPE formées dans les mémes
conditions salines (ligne 3). Nous obtenons, une différence de potentiel de -137 mV. Si le
potentiel dipolaire des deux lipides est identique (etc., etc.) et que nous considérons la PE
comme étant globalement neutre au pH de 1’expérience, le potentiel de Gouy a la surface
d’une bicouche de PS hydrogénée serait de -140 mV environ. Poursuivons 1’exercice
(pédagogique sans plus) en nous demandant ce qu’il adviendrait de la conductance d’une
bicouche asymétrique DOPE/PS. Supposons de maniére tout a fait grossieére que la
conductance de la bicouche asymétrique est proportionnelle 3 I’exponentielle du potentiel
moyen au centre d’une barriere de potentiel trapézoidale couvrant, disons 75%, de la
distance sur laquelle le transporteur fait la navette. La différence de potentiel entre les coins
du trapéze serait donc de 105 mV environ (le coin le plus bas se situant sur le feuillet de
PS). Si nous supposons que la hauteur de barriere du coté DOPE est de 300 mV, nous
obtenons une hauteur moyenne approximativement de 250 mV (soit environ 10 kT). La
différence des potentiels moyens entre une bicouche DOPE/DOPE et DOPE/PS serait ainsi
de 2 kT et le rapport des conductances, donné par 1’exponentielle de la différence de
potentiel, serait donc d’un peu plus de 4. La valeur prédite d’une bicouche DOPE/PS serait
donc de 3000 Secm2¢M-2.Si nous faisons 1’hypothése que la DOPS se comporte,
électrostatiquement parlant, comme 1a PS hydrogénée nous pouvons donc affirmer que la
valeur de 300 mV donnée 2 la hauteur de barrie¢re du c6té PE permet de rationaliser les
données de conductance apparaissant aux lignes 3, 7 et 9 du tableau 5.

Toujours dans le sillage de 1’expréssion 5.1, il appert que les variations de conductance ne
sont pas si catastrophiques qu’il n’y semblait d’entrée de jeu. En autant évidemment que les
moyennes différent d’un ordre de grandeur ou plus; autrement dit, que les différences de
—potentiel a mesurer sont de ’ordre de 60 mV. 11 est aberrant par contre de prétendre détecter
au dixieme de mV prés des valeurs absolues de différences de potentiel en deca de 10 mV.
C’est pourtant ce que rapporte M.T. Tosteson (1978) en "suivant" 1’incorporation d’une
protéine chargée, la glycophorine, dans des films noirs de PE de bactérie au décane...

11 faut aussi souligner que la détermination du potentiel de Gouy par cette méthode requiert
’obtention de données moyennes fiables sur des bicouches de différentes compositions.
Elle est inadéquate pour des bicouches asymétriqueé ou encore mal caractérisées (rapport
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de conductance de dewx rypes de bicouches). Nous verrons, dans les sections suivantes, que
nous pouvons obtenir cette information sur le potentiel de Gouy et d'autres aussi
importantes encore, et de maniére plus précise, A partir d’une seule courbe courant-tension
prise sur une seule bicouche.

5.5 Courbes I-V de bicouches phospholipidiques dopées

La conductance A faible tension de la bicouche est maintenant stationnaire, sa mesure est
prise. Nous voila rendus & la derniére phase de 1'expérience: 1'obtention de la courbe
courant-tension de la bicouche dopée. C’est i cette étape que le "dialogue” se fait le plus
serré; c'est ici qu'il est le plus riche, également. Rappelons que ce n’est qu’a partir de cette
courbe I-V que nous pourrons caractériser la barriére de potentiel.

Est-il encore nécessaire de répéter que la prise de ces courbes courant-tension n'est pas
chose acquise ? que la bicouche est une structure instable susceptible de se briser a tout
moment ? Est-il nécessaire d’affirmer que le jugement de I’expérimentateur doit étre plus
que jamais mis A contribution lors de la susdite prise de mesure ? Toujours est-il
qu’environ cent cinquante courbes furent obtenues sur une quarantaine de membranes.

Une premiére courbe -V est présentée A la figure 5.8. Elle fut prise sur une bicouche
DOPS/DOPE formée au premier essai, vingt-cing minutes aprés la déposition des films. La
nonactine fut injectée autour de la 35¢ minute et la courbe I-V prise entre la 69€ et la 71¢
minute suivant la formation de la bicouche. La courbe montre une asymétrie bien marquée
(le rapport de rectification & 150 mV est de 2,3) mais aucune trace de discontinuité dans le
premier quadrant. La courbe expérimentale 880630A6 ne correspond manifestement pas
la relation I(V) prédite par la théorie de Eyring, Nous verrons plus loin qu’elle peut au
contraire étre trés bien lissée par une fonction A la Nemst-Planck.

Regardons maintenant le sens de 1'asymétrie. Pour une tension V donnée, le courant de cis
vers trans est supérieur a celui de trans vers cis, Le cOté cis étant chargé négativement, nous
retrouvons une concentration d’ions perméants (ici des ions K*) beaucoup plus grande de
ce cdté que du coté trans. Intuitivement, nous pouvions nous attendre i un tel effet. A un
second degré (niveau de pensée "Eyring"), on peut affirmer que la hauteur de la barriére
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Figure 5.8. — Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique dopée i la nonactine
montrant une asymétrie positive. La courbe montre une légére hystérése dans le premier quadrant.
Le rapport de rectification R 2 150 mV est de 2,3. Le rapport des concentrations ¥ est égal 4 0,84, Le
diamétre de I'orifice est de 270 pm. Température de la phase aqueuse: 25°C.
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que rencontre 1’ion K+ passant de cis vers trans est plus faible pour une tension positive que
pour une tension négative. Or cette situation ne se produit que si la hauteur de la barriére
intrinséque du c6té cis, @, est inférieure 2 la hauteur en trans, @, .

Nous arrivons & ce méme résultat de maniére plus directe, quoique plus abstraite, en
examinant les relations dérivées selon I’approche de Nernst-Planck. Ainsi, & partir des
équations 2.43 et 2.36, nous pouvons démontrer que le rapport R* (ou R si y est voisin de 1)
est supérieur a I'unité si le signe de V est le méme que celui de A¢. Le rapport R étant
supérieur & 1 dans le premier quadrant, nous pouvons immédiatement conclure que A est
positif (¢;<@y).

Si nous faisons ensuite 1’hypothése que cette variation de la hauteur des coins est
exclusivement due au champ transmembranaire causé par les potentiels des doubles
couches (voir équation 2.15) - autrement dit que la somme des autres potentiels (dipolaire,
de Born, des forces-images, de distribution, hydrophobe) demeure constante entre n; et n, ,
nous en arrivons a la conclusion que le potentiel de Gouy a la surface du c6té cis est plus
négatif que celui du coté trans. Effectivement cela est le cas pour une bicouche du type
DOPS/DOPE. L’asymétrie de la courbe I-V présentée a la figure 5.8 est donc conforme au
sens de 1’asymétrie de charges de la bicouche étudiée.

Il en est de méme a la figure 5.9. Nous y retrouvons une courbe courant-tension d’une
bicouche DOPE/DOPS formée aprés plusieurs essais. Le lipide chargé négativement se
retrouve maintenant en trans et, si le potentiel de Gouy est seul en cause, la différence de
potentiel A@ est négative. Par conséquent, 1’asymétrie de la courbe doit étre telle que les
plus forts courants se retrouvent dans le quadrant III (tensions négatives). L’asymétrie est
nette et dans le sens escompté.

La courbe I-V, présentée a la figure 5.9, ne montre aucune discontinuité et ne peut par
conséquent étre expliquée par la théorie de Eyring. Il suffit de jeter un coup d’oeil sur la
figure 2.20 pour s’en convaincre. L’on peut toujours rétorquer que pour n; =n; = 0,5
(barriere triangulaire), la théorie de Eyring prédit une courbe I-V sans discontinuité. Le
probléme c’est que dans ces conditions (voir équation 2.60), R(v) est égal & une constante !
Cela n’est évidemment pas le cas.
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Figure 5.9. - Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique dopée i la nonactine
montrant une asymétrie négative. Le rapport de rectification 2 150 mV est de 0,36. La courbe
montre une légére hystérése dans le quadrant ITI. Le pointillé apparaissant & 1'intérieur du cycle
correspond au second passage de la plume. Le diamétre moyen de I'orifice est de 272,5 um.
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A ce stade, il est intéressant de noter qu’aucune des 150 courbes I-V enregistrées n’a
montré de discontinuité, ne serait-ce qu'un soupgon de discontinuité. Statistiquement, cela
est trés significatif. Nous ne comprenons pas par ailleurs que des auteurs, tels James Hall et
Ramon Latorre, s’obstinent & traiter leurs courbes courant-tension a 1'aide de la théorie de
Eyring. Courbes qui soit dit en passant ne se distinguent pas des ndtres, sans discontinuité
donc. A vrai dire, le fait que la théorie de Eyring ne passe pas la "rampe expérimentale” ne
nous chagrine aucunement. La théorie de Nemst-Planck est plus riche et plus cohérente que
celle de Eyring, disions-nous 2 la fin du chapitre 2. Nous aurions pu dire aussi que les
prédictions de la théorie de Nemnst-Planck collent mieux A 1'image physique que nous
avions d'une membrane (un milieu sans discontinuité marquée) que celles de la théorie de
Eyring. La Nature n'a que faire des segments de droite. La Nature a horreur du vide,

entendions-nous 3 une époque...

Les courbes représentées aux ﬁgureé 5.8 et 5.9 sont des courbes courant-tension typiques.
Rien ne les différencie des autres courbes obtenues de bicouches asymétriques, de méme
composition ou de composition différente. En ce qui concerne les courbes [-V tirées de
matrices lipidiques symétriques, elles sont évidemment symétriques et peuvent étre toutes
rapprochées A la courbe apparaissant 2 la figure 2.14. Contrairement A ce que prédit la
théorie de Eyring, aucun point d'inflexion ne fut observé...

Dans le but de mettre en relief certaines propriétés reliées au transport ionique, nous
présenterons ici deux expériences particuliéres. Regardons, dans un premier temps, la
courbe reproduite 4 la figure 5.10. La courbe I-V présentée est particuliére en ce sens
qu’elle tient plus d'un exploit digne du livre des records que d’une courbe I-V. Nous avons
sur papier, et le trait ne saurait mentir, une cycle I-V complet de -300 mV & +300 mV !
Une amplitude de 60 mV supérieure aux meilleures courbes I-V présentées dans la
littérature, bicouches Montal-Mueller et Mueller-Rudin confondues.

Mieux encore, aucun saut de conductance n'est observé & la figure 5.10. Tout au plus
discemons-nous une légére hystérése. Cela est intéressant car nous balayons ici & une
vitesse de 12 mVes'! et que méme 2 cette vitesse (en général les autres courbes furent
enregisirées a des vitesses bien moindres), les concentrations de transporteur ne varient pas
ou peu en fonction du temps (s'il en était autrement, la courbe I-V s'écarterait notablement
du passage précédent). Il semble donc que I'hypothése de I'état stationnaire, hypothése de



PHILIPS FPM 9951/03

Figure 5.10. — Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique dopée 2 la nonactine: excursion 2 haute tension. Bicouche formée au
premier essai. Cette courbe fut prise entre la 144€ et 1a 146® minute. Diametre de I’orifice: 260 pm.
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base de la théorie de Nemst-Planck, soit vérifiée. Sur ’intervalle de temps considéré
hitons-nous d’ajouter, car des fréquences de balayage plus élevées pourraient causer des
cycles d’hystérése qui ne sauraient étre tenus en ligne de compte par la théorie développée
au chapitre 2. L’étude de ces cycles, sur d’autres assises théoriques, pourrait cependant
apporter de précieux renseignements sur la cinétique des différentes étapes du mécanisme
d’action du transporteur.

A ce propos, il est intéressant de mentionner que la courbe ne devient pas sublinéaire méme
pour des tensions aussi élevées que 300 mV. Le fait qu’en plus la courbe I-V conserve une
méme forme sur toute la gamme de concentration de potassium utilisé montre bien que les
réactions interfaciales (de complexation et de dissociation) sont a I’équilibre et ne constk
tuent pas une étape limitante du mécanisme de transport de la nonactine (pour une bonne
discussion de ce point voir Hall & coll., 1973).Pour 1’ensemble des expériences menées
dans cette étude, I’équation déterminant la concentration de complexes dans la membrane
(équation 2.27) serait donc valide. Tel qu’annoncé au chapitre 3, nous nous retrouvons dans
des conditions ou I’étape de translocation est 1’étape limitante de la réaction.

Le lecteur attentif aura slirement remarqué qué la courbe apparaissant 2 lé figure 5.10 est
symétrique mais que la composition de la bicouche est identique 2 celle de la figure
précédenté, laquelle montre un visage bien asymétrique. 1l en était ainsi de la bicouche
881106A avant que I’on procéde 2 1’ajout de CaCl, du cété trans. Ce faisant, nous avons
diminué considérablement le potentiel de Gouy 2 la surface du cété de la DOPS; d’une part
par effet d’écran (diminution de y, sans modification de la densité de charge ¢), mais aussi
par adsorption des ions calcium sur le feuillet de PS (diminution de o et par conséquent de
¥o). Les deux potentiels devenant comparables, le champ électrique transmembranaire
causé par la présence de la double couche est devenu trés petit, et par conséquent, 1’écart
entre la valeur absolue des courants positifs et négatifs aussi.

La courbe obtenue 2 la figure 5.10 montre également que les expériences sur des bicouches
Montal-Mueller sont remplies d’aléas. L’on peut peiner une semaine durant sans former
une seule membrane stable et fabriquer le lendemain une bicouche a toute épreuve
semblable 2 celle du 6 novembre 1988 (881106A). Ce n’est d’ailleurs qu’aprés avoir
appliqué une tension continue de 330 mV pendant une minute qu’elle a rendu gréce... aprés
192 minutes de loyaux services !



240

Examinons maintenant, la courbe [-V apparaissant 2 la figure 5.11. 11 s’agit d'une bicouche
symétrique (DOPE/DOPE) mais dont 1'allure de la courbe -V est proprement asymétrique
(le rapport de rectification & 140 mV est de 11). Cela s’explique aisément car la bicouche a
été formée dans des conditions salines asymétriques. Le bassin cis est rempli d’une solution
de KCI 100 mM alors que le bassin trans contient un mélange de KCl 10 mM et de LiCl
90 mM. La force ionique de chaque coté de la bicouche est pratiquement la méme mais la
concentration de 1'ion perméant est de dix fois inférieure du coté trans. Puisque la
concentration de nonactine dans le bassin trans est de 10% inférieure 2 celle dans le bassin
cis, nous avons donc un rapport de la concentration de complexes y égal a 0,1+0,90, soit
0,090. La courbe I-V devrait donc couper |'axe des tensions 3 V=RT/J «In vy, soit &
-61 mV. La courbe I-V expérimentale passe effectivement prés de -61 mV (une mesure
précise A I'électrométre donna - 61 mV). Nous avons donc 1'assurance: i) que 1'ion K+ est
bien I'ion transporté par la nonactine et ii) que le coefficient d’activité du KCl a 10 mM est
le méme qu’a 100 mM.

Quant 2 la rectification, elle n’est causée que par cette asymétrie des solutions aqueuses. En
effet, si nous calculons A partir de 1’équation 2.42 le rapport de rectification normalisé R*
(qui normalise 1'effet du rapport des concentrations), nous aurons R* =Ry=0,99. La
différence de potentiel entre les deux coins de la barriére trapézoidale (Ag@) est par
conséquent pratiquement nulle. A une bicouche de constitution symétrique, correspond bien
une barriére de potentiel symétrique.

Passons maintenant A la demiére étape du projet: la caractérisation de la barriere de
potentiel de bicouches asymétriques. Dans un premier temps, nous verrons a 1’aide d'un
exemple comment cette caractérisation s’effectue. Puis dans un deuxiéme temps, nous
présenterons 1’ensemble des résultats obtenus. Finalement, nous eomparerons les potentiels
transmembranaires évalués avec ceux prédits par la théorie de Gouy-Chapman-Stern.



Figure 5.11. — Courbe I-V originale d'une bicouche phospholipidique dopée 2 la nonactine. Effet
du rapport de concentration d'ions K*, La concentration de nonactine dans les bassins cis et trans
est de 490 et 440 nM, respectivement. Le potentiel d'inversion est de -61 mV. La méme courbe
prise 30 minutes plus tard coupa |'axe des abscisses au méme endroit. Diameétre de |'orifice:
270 pm,
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5.6 Caractérisation des barriéres de potentiels

5.6.1 Caractérisation typique d’une barrié¢re de potentiel A partir d’une courbe I-V

La courbe que nous allons traiter ici provient d’une bicouche DOPS/DOPE formée au
premier essai. Elle porte le nom de code 881106B. Entre la bicouche 881106A, dont la
courbe I-V record fut présentée 2 la figure 5.10, et celle-ci, nous avons vidé puis nettoyé les
bains, puis instailé un nouveau support avec un nouveau trou et un nouvel enduit. Apres
avoir rempli les bassins de la méme solution saline (KCl 10 mM), nous avons redéposé les
films lipidiques mais en intervertissant les films cette fois. Nous avons ainsi déposé
2,0010!6 molécules de DOPE du cdté trans et un méme nombre de molécules de DOPS du
c6té cis. La bicouche 881106B fut formée en élevant les niveaux trans et cis 39 minutes
apres la déposition des films. Les niveaux d’eau furent ajustés a une hauteur de 500 um
environ au-dessus de la partie supérieure de 1’orifice. Le diameétre de celui-ci était de
260 pum et le support en téflon d’une épaisseur de 19 um.

La capacité spécifique mesurée 2 13 minutes fut de 837 nFecm2, ce qui correspond 2 une
épaisseur de la région hydrophobe de 2,3 nm (toujours dans I’éventualité que la permittivité
relative de la région hydrocarbonée est de 2,2 et que 1’influence des régions polaires sur la
capacité est négligeable).

L’addition de nonactine s’est effectuée en deux étapes: a la 45 minute suivant la formation
de la membrane nous avons injecté '13,4 nanomoles dans le compartiment trans et 11,8
nanomoles dans le compartiment cis et 2 la 58 minute nous avons récidivé, toujours dans
le méme ordre, avec 12,9 nanomoles et 10,1 nanomoles. de nonactine. Compte tenu du
volume de chacun des compartiments, la concentration finale de nonactine dans les bassins
cis et trans devrait étre de 500 et 510 nM respectivement. Si nous considérons maintenant
un méme coefficient de partage de la nonactine sur chacune des interfaces et puisque la
constante d’association nonactine-K+ est identique dans les deux compartiments, nous
pouvons calculer le rapport de la concentration de complexes du cété trans sur celle du c6té
cis. Le rapport v serait donc ici de 1,02. La conductance spécifique de la bicouche dopée fut
trouvée égale 3 115 pSecm2 (t = 80 min).



Nous avons vu au chapitre [1 que le courant I dépendait de six paramétres: Knp, 7, 91, AQ,
n; et ny. Puisque nous connaissons ¥y , nous n’avons que cinq paramétres a déterminer.
Pouvons-nous déterminer ces cinq paramétres i partir d'une courbe I-V ? Procédons de
maniére intuitive. D'une droite, deux coefficients peuvent étre déterminés: la pente et
I'abscisse 2 1’origine. D’une parabole, trois coefficients et ainsi de suite. Une courbe I-V
symétrique peut étre lissée par une cubique. Quatre coefficients peuvent en principe étre
tirés de cette courbe. Au moins un de plus si la courbe I-V est asymétrique. Mais il faut
faire attention, la fonction f(x)=ax? est une cubique mais caractérisée par un seul
coefficient, le coefficient a, les autres étant égaux 4 0. Une courbe I-V symétrique est une
cubique ne possédant pas d’extrémum. Nous pouvons en avoir une bonne image avec
I’abscisse 2 1’origine, la pente de la tangente A ce point et le degré de courbure de la courbe
(la dépendance de la conductance 2 la tension). Trois coefficients donc. Mais puisque la
courbe passe prés de l'origine (y = 1), nous ne pouvons nous attendre & déterminer
précisément plus de deux coefficients. Dans le cas d’une courbe I-V asymétrique, un
troisiéme paramétre peut étre déterminé. Sachant que la constante Kyp et le paramétre ¢,
(ou yy)sont étroitement reliés, nous nous retrouvons avec quatre paramétres A déterminer.
Le jeu sera donc serré.

La constante K (nous laisserons tomber 1'indice NP 2 partir d’ici) pouvant étre calculée &
partir de données empiriques, nous avons choisi de la fixer et de faire varier y,. Les autres
variables choisies sont Awy,, n; et ny. S'il est impossible de déterminer ces quatre
parameétres, nous poserons np=1-n; et nous déterminerons vy, Ayy, et n;.

La constante K est donnée par 1'équation 5.2 :

_ SADKyy,ClCY
B d

K [52]

ou les concentrations C?F et C;‘r référent aux concentrations dans le compartiment cis de
KCl et de nonactine respectivement. Ces concentrations sont connues de méme que la
surface de la bicouche A. La détermination de K nécessite également la connaissance de la
distance de translocation d. Compte tenu de 1’épaisseur de la région hydrophobe, compte
tenu de la taille du complexe nonactine-K*, compte tenu de la forme de la barriére de
potentiel entrevue a la section 2.1.6, compte tenu enfin des propriétés respectives des
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phospholipides et de la nonactine, nous croyons qu’une distance de 1’ordre de 3,0 nm est

tout A fait raisonnable.

En ce qui conceme le coefficient de partage, nous avons pris une valeur de 5000 (Hladky,
1974), valeur communément admise dans le domaine. Il faut bien se rendre compte ici que
de poser un coefficient de partage égal 4 5000 revient A poser une énergie potentielle neutre
égale 4 -8,5 kT 36, La barriére de potentiel que nous déterminerons ne comprendra donc pas
cette composante "hydrophobe". Pour la constante de complexation dans la phase aqueuse
nous avons utilisé la méme valeur que Schoch & coll.(1979), soit 4 m3smol-!l. Demigre
constante A déterminer mais non la moindre: le coefficient de diffusion du complexe dans la
membrane. En se basant sur les constantes de vitesse de translocation de la nonactine
fournies dans la littérature (Hladky, 1975; Hladky, 1979), nous avons estimé le coefficient
de diffusion 2 1+10-13 m2ss-1 37, Schoch & coll. utilistrent quant A eux une valeur de
0,9¢10-12 m2es-1,

Si nous utilisons 1'ensemble de ces valeurs pour calculer la constante K pour la bicouche
8811068, nous arrivons 2 K =17,1 pA. Nous n’avons pas ici la prétention d’affirmer que K
vaut précisément 17,1 pA. Les valeurs de d, g, K‘f sont précises 3 20% prés environ alors
que le coefficient D est connu & un ordre de grandeur prés seulement. Mais puisque les
incertitudes des données tirées de la littérature ne sont pas fournies, nous garderons, pour
les besoins du calcul, cette valeur de 17,1 pA. -

Aprés 1'addition de nonactine, quatre courbes [-V furent prises, toutes sous agitation
(environ 200 révolutions par minute). La courbe I-V traitée est la troisiéme (I-V
#881106B3). Elle fut prise entre la 91¢ et la 92¢ minute suivant la formation de la bicouche.
La rampe de tension alors appliquée fut une onde triangulaire de 210 mV d’amplitude et de
fréquence égale a 10 mHz. Dix mille (10 000) points furent acquisitionnés a une fréquence
de 200 Hz. L acquisition dura donc 100 s, soit la durée d'un cycle I-V complet. Les points
furent moyennés par groupe de dix et les mille (1000) points restants furent conservés sur
disquette.

36 Energie libre de transfert, énergie neutre, énergie libre de partage sont des synonymes, malheureusement
indicatifs du morcellement des spécialisations disciplinaires.

37 La formule utilisée est D = 0,25 » £ d2k;g (équation 2.75) avec d = 3,0 nm et kjg = 20 000 5”1,
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Ces mille points furent traités par le programme TPZIV apparaissant 2 1’annexe 3. En
utilisant une valeur de K de 17,1 uA, nous obtenons les résultats suivants: y; =233,0 mV,
Ayy =+78,1 mV, n; =0,25 et ny =0,73. Ces parameétres forment 1’ensemble optimal, ce
sont ceux qui minimisent la somme des carrés des écarts. La racine .carrée de cette somme
divisée par 1000 donne 0,346 nA (Tyi, = 0,346 nA). Trois constatations s’imposent: i) il
est possible de déterminer quatre paramétres a partir de la courbe I-V, ii) T, étant
inférieur a 0,7% de la moyenne de la valeur absolue des courants mesurés a -210 mV et
+210 mV, D’approximation de la courbe I-V expérimentale par 1’équation 2.35 est
excellente, et iii) la position des coins de la barriere de potentiel trapézoidale est quasi-
symétrique (ny + ny =0,98).

Nous avons ensuite analysé si la qualité et les parametres du "lissage” dépendaient du
nombre de points traités. Les résultats montrent qu’entre 60 et 1000 points, les valeurs des
parametres déterminés ne varient pas et le T, demeure égal a2 0,346 nA. Les courbes
traitées montrant toutes un niveau de bruit comparable 2 la courbe 881106B3, nous
poﬁrrons donc par la suite utiliser un plus petit nombre de points afin d’accélérer le
processus de recherche de la combinaison optimale. Il s’agira dans une demiére étape de
prendre le maximum de points disponibles et de faire varier les parametres a proximité des
valeurs déterminées avec un plus petit nombre de points. Pour une courbe de 1000 points,
nous pouvons réduire ainsi le temps de calcul par un facteur dix.

La position des coins étant quasi symétrique, nous avons extrait de nouveau les parametres
de la barriére mais cette fois en ajoutant la contrainte n; + ny = 1. Les parameétres obtenus
furent les suivants: y; =236,5 mV, Ayy=+65,6 mV, et n; = 0,26, avec un écart-type de
0,346 nA. La courbe expérimentale et la courbe "lissée" apparaissent 2 la figure 5.12.

Les deux courbes sont tellement semblables que nous avons dii agrandir 1’échelle d’un
facteur 15 pour en visualiser 1’écart. Les deux branches que nous voyons sur le graphique
en inséré correspondent aux deux demi-cycles de la courbe I-V. La courbe I-V simulée
passe entre la branche du haut (tensions descendantes) et la branche inférieure (tensions
descendantes). Si ce n’était de 1’effet d’hystérése, bien manifeste a3 +200 mV, I’écart moyen
serait encore plus faible. La modélisation selon 1’approche de Nemnst-Planck est des plus
satisfaisantes.
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Figure 5.12. — Courbe I-V expérimentale approximée A |'aide de |'expression 2.35 (approche de
Nemnst-Planck) avec nj= 1-n;. Les caractéristiques de la barriére trapézoidale simulée sont données
-dans le texte. Nombre de points: 500. Inséré: Ecarts entre le courant prédit par le modile et le
courant mesuré expérimentalement. Phase aqueuses: KCI 10/10 mM, nonactine 500/510 nM.
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Nous avons ensuite évalué |'effet de la constante K sur la barriére trapézoidale extraite de la
courbe I-V a I'étude. Pour une valeur de K de 1,71 pA (dix fois inférieure 4 la valeur
standard), nous extrayons les paramétres qui suivent: y,; = 176 mV, Ayg=+67mV, et
n; = 0,26, avec un écart-type de 0,34 nA. Si nous prenons une valeur dix fois supérieure
(K=171 pA): y; =297 mV, Ayq=+67 mV, et nj =0,26, avec un écart-type de 0,33 nA.
Ces résultats sont trés intéressants. lls démontrent, d'une part, que la valeur de K n’affecte
pas les paramétres Ayg et n), et d’autre part qu'il existe bel et bien un lien entre y, et K.
Nous prévoyions a la section 2.3.3.4 une augmentation de 59 mV (T =23°C) de w, si I'on
prend une valeur K dix fois plus élevée. Nos simulations donnent 60 mV. Si nous calculons
pour les trois "expériences" le potentiel global ¢@,* (équation 2.62), nous obtenons des
valeurs de 20,2, 20,2 et 20,3 (avec la constante K exprimée en A). Le profil de la barriére
de potentiel global serait donc donné par ¢,* =20,2, 9,* =21,5, n; =0,26 et n, = 0,74
(avec ny= 1-n7). Si nous voulons connaitre avec précision le potentiel intrinséque , il nous
faut connaitre avec précision K. Dans le cas qui nous préoccupe, il serait prudent d’affirmer
que le potentiel au coin du coté cis, y, se situe entre +150 et +330 mV,

E_valuons maintenant 1'incertitude sur chacun des paramétres de la barriére. Eﬂm ce,
examinons d'abord 1'espace-solution en fonction des différents parametres. Supposons que
la valeur de K est connue avec précision et qu’elle est égale 4 17,1 pA. Faisons maintenant
varier un des trois parameétres restants, disons W, en gardant les deux autres égaux & leur
valeur donnée par la combinaison optimale, (ici Ay, =+65,6 mV et n; =0,26). Mettons en
graphique 1'écart T en fonction de ;. La courbe devrait montrer évidemment un minimum
a la valeur "optimale" du paramétre, soit 3 236,5 mV. Le méme exercice avec Ay, , nous
donnerait un minimum A Ay, =+65,6 mV et 4 0,26 pour n;. Afin de comparer la sensibilité
du lissage aux différents paramétres (donnée par la pente de T en fonction du parameétre A
I’étude), nous avons exprimé ceux-ci en pourcentage de leur valeur optimale (nous
entendons ici leur valeur donnée dans la combinaison fournissant le T minimum). Les trois
courbes sont présentées a la figure 5.13. Nous voyons une nette différence entre le
comportement de T en fonction des trois parameétres. La pente de T en fonction de y, est
environ 7 fois plus abrupte que celle en fonction de n; et environ 20 fois celle en fonction
de Awy,. Les paramétres les plus faciles a extraire de la courbe I-V sont donc dans 1'ordre

Wy, 0y et Ay,
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Figure 5.13. — Graphique de I'écart-type T en fonction des parametres normalisés P.I"Papt. Les
parameétres “‘optimaux” de la barriere sont fournis dans l'encart. Les écarts-type Tpjp €l Tmax SONt
respectivement de 0,35 nA et 0,50 nA Les points sont reliés suite 3 une interpolation dite “spline”.
Dans tous les cas, n,+n= 1.
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Nous avons tracé dans le bas de la figure 5.13 une ligne 2 0,5 nA. Cette valeur nous semble
un juste estimé de I'erreur expérimentale moyenne des points de la courbe I-V. Si nous
examinons |'endroit ou cette ligne coupe les trois courbes, nous aurons une idée de
I'incertitude relative sur les valeurs "optimales” de y,, n; et Ayg. En termes d'incertitudes
absolues, nous obtenons: y; = 236,5 £ 0,5 mV, Ay, = +65,5 £ 2,5 mV et n; =0,260 %
0,005 mV. En fait, ces incertitudes sont des incertitudes minimales. Une estimation
correcte nécessiterait une image en quatre dimensions de 1'espace-solution. Mais puisque le
programme TPZIV permet de faire varier tous les paramétres 2 la fois, il nous suffit de faire
une liste de toutes les combinaisons dont le T est inférieur a4 0,5 nA et de regarder 1'étendue
des valeurs pour chaque paramétre. Des valeurs plus réalistes sont obtenues: y; =237 %
3mV, Ay, =+68 £8 mV et n; =0,27 £ 0,02. Si nous relaxons la contrainte ny + ny = 1,
nous obtenons des valeurs similaires sauf que les incertitudes sont beaucoup plus grandes:
de I’ordre d’un facteur deux pour y, et n;, et d’un facteur trois environ pour Ay,

A titre de curiosité, regardons maintenant ce qu'il serait advenu si nous avions utilisé la
formulation approchée de Schoch & coll. (équation 2.37) plutdt que la formulation exacte
(équation_ 2.35). La figure 5.14 nous mont_r;: les courbes I-V prédites par les deux
expressions avec W, = 236,5 mV, Ay, =+65,6 mV, n; =026 ,ny3=0,74 et K =17,1 pA
Les deux courbes s’écartent I'une de 'autre A partir de 100 mV. Cela ne serait pas
inquiétant si 1’écart se creusait pareillement dans les deux extrémités. Il nous suffirait alors
de corriger la valeur de ¢,* dans le cas du profil déterminé avec la formule approchée et le
tour serait joué. Mais ce n’est pas le cas. La figure 5.15, donnant le rapport de rectification
pour les deux expressions, est trés claire 2 cet égard. La formulation exacte prédit des
rapports de rectification plus élevés que ceux de la formule approchée. Non seulement
1’amplitude du courant est modifiée (paramétre @*) mais la forme aussi (Ayy, An).

Si nous traitons 2 partir du programme TPZIV la courbe I-V prédite par 1'expression
tronquée, nous obtenons un nouveau profil de barriére: y, =238,5 mV, Ay, = +75 mV,

ny; =030, ny=1-n; =0,70 (1 = 0,215 nA). Le paramétre le plus affecté suite 2 la troncation

de I'expression est An, et par ricochet, Ay, En définitive, les barriéres extraites en utilisant

I'expression approchée montrent une section centrale dont la largeur est surévaluée (ici de
I'ordre de 25%) et partant de 12 les valeurs de Ay, par la formule tronquée sont sous-
estimées (d’environ 15% ici). Ce résultat est d'un intérét certain puisque toutes les données
apparaissant dans la littérature furent extraites 2 partir de la formule tronquée.
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Figure 5.14. — Comparaison des courbes I-V prédites par les expressions exacte (éq. 2.35) et
approchée (éq. 2.37) de la théorie de Nernst-Planck. Le courant prédit par 1’équation exacte
(intégration de la barriere entre x = 0 et x = d) est inférieur 2 celui prédit par la formule tronquée
(intégration entre x = Nj et x= Nj). Les parametres donnés dans 1’inséré correspondent 2 la barriere
trapézoidale approximant le mieux la courbe I-V #881106B3.
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Figure 5.15. — Graphique de R en fonction de V illustrant l'effet de ne considérer que la partie
centrale de la barriére trapézoidale (courbe #881106B3). Les courbes lissées de la figure 5.14
coupant 1’axe des tensions 3 +1,3 mV, elles furent décalées toutes deux de 1,3 mV vers la gauche
avant de procéder au calcul de R. Aucune discontinuité n’est notée vers +65 mV.
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5.6.2 Ensemble des barrieres de potentiel caractérisées

Quinze barrieres de potentiels furent extraites de quinze courbes I-V. Chacune de ces
courbes provient d’une bicouche dopée -2 -la nonactine différente. Trois barriéres furent
extraites a partir de trois courbes I-V reproduites dans la littérature, chacune provenant
d’une bicouche particuliere. Ces courbes sont tirées des articles de Hall & Latorre (1976),
de Latorre & Hall (1978) et de Schoch & coll. (1979). Parmi les quinze courbes traitées,
une seule était symétrique. Il s’agit de la courbe 871129A2 obtenue d’une bicouche
symétrique de DOPE.

Deux séries de régressions combinatoires furent effectuées, 1’une en faisant varier de
maniére indépendante les paramétres y;, Ayy, n; et n, et I’autre avec la contrainte n; +
n,= 1. Dans chacun des cas nous avons posé Y;s = 5000, K % =4 m3.mol-! , D = 11013
m2es-let d =3,0 nm. Nous n’excluons pas la possibilité que ces valeurs varient d’une
bicouche a ’autre - étant donné la variabilité des bicouches Montal-Mueller le contraire
serait étonnant - mais nous faisons 1’hypothése qu’elles ne varient pas au point d’affecter
" les profils convoités. D’ailleurs, toutes les bicouches 2 1’étude sont forrﬁées a partir de films
de phospholipides purs (constitution similaire donc) et douze d’entre elles (celles provenant
de notre étude) possédent des chaines hydrocarbonées identiques (intérieur hydrocarboné
identique).

Nous présentons au tableau 7 les valeurs de n, et n, extraites des quinze courbes I-V en
faisant varier de maniére indépendante les quatre parametres y;, Ayy, n;et n,.
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Tableau 7
Valeurs de ny et ny avec quatre paramétres variables (np # 1-n; )

Courbe [-V # Lipides o fg n; +ny
B61206]15 DOPE/MOPS 023 +003 0,76 + 0,04 0,99 + 0,07
E71129A2 DOPEMOPE 027+003 0,73 £ 0,04 1,04 £ 0,07
BROGZOBS DOPG/DOPE 0,28 £ 0,04 0,70 £ 0,02 0,98 + 0,06
22062903 DOPG/DOPE 025 £ 0,05 0,71 £ 0,02 0,96 + 0,07
EB0630A6 DOPS/DOPE 0,28 £ 0,03 071 £ 0,02 0,99 + 0,05
EBOT20A3 DOPE/DOPG 0,24 £ 0,04 0,78 £ 0,08 1,02 + 0,12
BROTZZAS DOPE/MDOPG 026 + 0,02 0,75 £ 0,05 1,01 £ 0,07
2R0816A3 DOPE/MDOPG 022 £ 0,02 0,79 £ 0,03 1,01 £ 0,05
28082683 DOPEMDOPG 0,25 £0,02 0,75 £ 0,03 1,40 £ 0,05
ER1104D2 DOPE/DOPS 0,24 £0,02 0,78 £ 0,03 1,02 £ 0,05
BRI106AS DOPE/DOPS 0,25 20,02 0,75 £ 0,03 1,00 £ 0,05
BR1106B3 DOPS/DOPE 0,25 £ 0,03 0,73 £ 0,02 0,98 £ 0,05
Hall & Latorre, 1976 PEIPS -0,29 + 0,03 071+ 0,04 1,00 + 0,07
Latorre & Hall, 1978 PEIPS 028 0,04 075 0,04 1,03 £ 0,05
Schoch & coll., 1979 PEIP5* 015 £ 006 83 0,03 0,98 + 0,09

Les valeurs de n, présentées au tableau 7 se baladent entre 0,23 et 0,29 avec une valeur
singuliere 4 0,15 (Schoch & coll.). Nous reviendrons sur cette valeur plus loin. Prenons une
valeur moyenne de 0,25. Si nous multiplions cette valeur par 1'épaisseur de la barriere d
(prise égale A 3,00 nm), nous obtenons une distance de 0,75 nm, soit environ la distance
entre 4 atomes de carbone constituant la chaine hydrocarbonée (Lewis & Engelman, 1983).
Cette valeur n'est donnée qu'a titre indicatif. Elle peut étre plus grande ou plus petite
dépendamment de 1’épaisseur de la barriere. Rappelons que nous n'avons pas acceés A cette
valeur de d sinon qu’au travers de la constante K. Mais puisque K ne peut étre dissociée du
potentiel ¢* et que nous ne connaissons pas ¢, la valeur de d demeure indéterminée.

La derniére colonne de tableau donne la somme de n; et n,. Il est remarquable de constater
que toutes les valeurs tournent autour de 1'unité. Cela indique que la distance sur laquelle le
potentiel grimpe est la méme de chaque coté de la bicouche (N| = d-N;). Ces bicouches
asymétriques montrent donc une symétrie structurale. L'organisation spatiale de la
distribution de charge n’est donc pas parfaitement asymétrique. Ce résultat constitue une
des premiéres indications expérimentales de cette symétrie d’organisation. Voild donc un

acquis important apporté par le présent travail.
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Conséquence pratique de ce résultat, nous pouvons utiliser la contrainte ny = 1- n; et ainsi
déterminer avec plus de précision (et plus rapidement !) les valeurs de y,, Ay etn, . Ces
valeurs sont répertoriées au tableau 8.

Tableau 8
Barrigres rapézoidales extraites des 15 courbes I-V (avec ny=1-n)

Courbe I-V # Lipides I v Ay nj Ayy t .

— - mM mV mY - mV T
871129A2 DOPE/DOPE 100 44+ 4 312 027 £ 0,02 £+3 037%
830816A3 DOPE/DOPG 10 197 +3 312 022 £ 0,02 S5+6 0,41%
88062985 DOPG/DOPE 10 235+ 2 822 0,30 + 0,02 202 + 30 0,50%
880720A3 DOPE/DOPG 100 226 £ 3 A4T7+3 0,23 + 0,02 $7 %10 0,50%
880722A5 DOPE/DOPG 100 300 £ 4 90+5 0,26 + 0,02 -190 £ 20 0,47%
880826B3 DOPE/DOPG 100 303+ 4 S1%3 0,26 £ 0,02 -105 £ 11 0,40%
880629D3 DOPG/DOPE 100 234 %1 80 +2 0,29 + 0,01 189 + 18 0,49%
881106A5 DOPE/DOPS 10 301 £ 4 Al113 0,25 + 0,03 S5+15 0,58%
88110683 DOPS/DOPE 10 237 +3 32%2 0,27 + 0,02 6818 0.68%
861206J5 DOPE/DOPS 100 361 £ 3 60 +3 0,23 + 0,02 di3t10 0.56%
881104D2 DOPE/DOPS 100 284 + 3 61¢2 0,23 + 0,02 113 %8 0,69%
880630A6 DOPS/DOPE 100 270 £ 2 4313 0,29 £ 0,02 105 213 0,77%
Hall 1976 PEIPS 50 422+3 62+4 029 0,02 153 215 0,59%
Latorre [978 PE/PS ia 69 5 -f22 x4 031 0,02 -J20 £ 55 0,61%
Schoch 1979  PSIPS® 10 261 +2 633 017 £ 001 96+ 6 0,55%

I représente la force ionique des phases aqueuses. T, est 1'écart-type exprimé en pourcentage du courant
maximal moyen ( ={ I(V,,,) - V0 | = 0.5 ). Les parametres de la barrire sont donnés sous la forme
atbh, ot a représente la valeur centrale du paramétre et b la demie de 1I'étendue (T< Ty < 1%). La
concenration de nonactine dans la phase aqueuse varie de 50 nM (861206]5) a 1000 nM (Latorre 1978).

Mentionnons en premier lieu que 1'approximation de la barriére trapézoidale selon Nernst-
Planck rend compte des quinze courbes I-V i I'étude. La derniére colonne du tableau en
témoigne éloquemment. L'écart-type moyen est de 0,56% ce qui est encore mieux que
I’exemple donnée 2 la section précédente (T, =0, 68%). En prenant un T,, égal & 1% (ce
qui correspond grosso modo 3 I'incertitude sur la mesure), I'incertitude moyenne sur les
parametres y,, Ay, n; et Ayy estde 1, 5, 7 et 11% respectivement. La technique permet
donc une caractérisation précise de la barriére de potentiel.
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Les profils de barmeére tirés des différentes courbes I-V montrent des variations excédant de
beaucoup ces incertitudes relatives. Ainsi nous mesurons sur 1'ensemble des données des
valeurs de w; variant de 197 4 422 mV, mais puisque la barriére 4 la position N; est parfois
plus petite, parfois plus €levée qu’a la position N, (asyméirie positive ou négative), il serait
plus juste d’examiner la hauteur moyenne du potentiel entre les deux coins. Ce nouveau
parameétre, dénoté WV, est donné 2 I’équation 5.3 :

— +
gty 53

Les calculs effectués nous arrivons & une valeur centrale de 290 mV avec une étendue de
210 mV (légérement plus faible que celle de ). En unités kT, cela correspond i une
barriére d’'énergie de 11 kT en moyenne, avec des extrémes & 7 et 15 kT. Ces écarts
s'expliquent en partie par le fait que les bicouches apparaissant dans le tableau ont une
composition différente.

Mais méme pour des bicouches de méme composition 3 une méme force ionique nous
notons des écarts appréciables. Pour des bicouches de DOPE et de DOPG a 100 mM, nous
notons des hauteurs moyennes de barriére de 278, 255, 203 et 274 mV. L’étendue de ce
petit groupe est de 75 mV. Pour des bicouches DOPE//DOPS *8 i la méme force ionique,
nous obtenons une étendue de 78 mV (trois valeurs). Les valeurs moyennes dans les deux
cas sont de 250 mV (DOPE//DOPG) et 290 mV (DOPE//DOPS). Si nous supposons que la
constante K peut étre dix fois plus petite ou dix fois plus grande que la valeur standard, les
potentiels peﬁvent étre surévalués ou sous-évalués de 60 mV environ. 5i nous sommons les
deux étendues, nous aurons comme hauteur de barriére moyenne 250 £ 140 mV (10 £ 6 kT)
dans le cas de bicouches formées de DOPE et DOPG et 290 £ 140 mV (11 £ 6 kT) pour les
bicouches asymétriques DOPE et DOPS 3?. 1l est A noter que cette barriére inclut la
contribution du champ créé par Ay .. Si nous prenons la valeur moyenne des Aw, pour les
deux types de bicouches dont il est question et que nous la posons égale & Ay ., nous
pouvons calculer de nouvelles hauteurs de barriére n’incluant pas 1'effet des doubles
couches électriques. Pour les bicouches de DOPE et DOPG nous obtenons: 285 mV
(11,1 kT); et pour celles formées de DOPE et de DOPS: 320 mV (12,5 kT).

38 Le symbole // indique que le sens de I"asymétrie de composition n’est pas considérs,

39 La valeur de 140 mV représente ici aussi la demie de 1"étendue et non pas 1'écart-type.
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Flewelling & Hubbell (1986b) et Andersen & Fuchs (1975) ont calculé théoriquement la
barriere d’énergie totale que rencontre un ion liposoluble de 0,42 nm de rayon. La hauteur
maximale de la barriére serait de 1’ordre de 25-30 kT. Sachant i) que 1'énergie de Bom
contribue substantiellement 2 la barrieére d’énergie totale (Flewelling & Hubbell, 1986b), ii)
que l'énergie de Bom varie comme 1'inverse du rayon ionique (voir équation 2.18) et iii)
que le complexe nonactine-K* posséde un rayon plus important (r; = 0,63 nm) que I'ion
liposoluble étudié par ces auteurs, il est clair que la barriére de potentiel que rencontre notre
sonde de potentiel lors de sa translocation au travers de la membrane est inférieure & 30 kT.

Les valeurs obtenues semblent donc tout a fait plausibles physiquement.

Passons maintenant au parameétre dont |'intérét biophysique est le plus immédiat, Ay, 51
I’on oublie la valeur de -8 mV provenant de la bicouche symétrique, les valeurs de Ayy
présentées au tableau 8 varient entre -320 mV et 202 mV. Les valeurs positives de Ay, sont
tirées de courbes I-V de bicouches du type lipide anioniqucﬂi]::mide zwitterionique alors que
les valeurs négatives proviennent de bicouches du type inverse. Qualitativement, ces
résultats sont cohér;hts mais qu’'en est-il sur un plan plus quantitatif ? Mesurons-nous
vraiment une différence de potentiel transmembranaire de -320 mV (ligne 14) 7 Ay, varie-
t-il d’un facteur quatre d’une bicouche de méme composition A 1'autre (lignes 2 et 3 du
tableau 8) ?

5.6.3 Etude de la fiabilité du procédé d’extraction de la barriére de potentiel

La différence de hauteur entre les coins du trapéze, qu’elle soit ramenée sur toute
"épaisseur de la barriére (Ay,) ou non (Awy), est le paramétre influencant le plus fortement
I’asymétrie de la courbe. Cette asymétrie peut étre caractérisée a |’aide de facteurs tels le
rapport de rectification R ou le paramétre A que nous avons définis au chapitre II. Si nous
pouvons établir une corrélation nette entre un parametre d’asymétrie, tiré directement de la
courbe I-V, et un parameétre d’asymétrie caractérisant la barriere de potentiel, nous ferons
alors la preuve que notre méthodologie est correcte... et les résultats présentés au tableau 8

seront alors marqués d'un sceau de qualité.

Le parameétre d’asymétrie couramment utilisé dans le domaine est le rapport de
rectification, R, défini & 1'équation 2.39. Nous pouvons soit le mesurer directement sur le
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papier & 1'aide d'une régle ou, lorsque nous disposons des données numériques, le calculer
directement. Certaines courbes ne dépassant pas les 160 mV d’amplitude, nous avons choisi
de calculer le rapport de rectification A une tension de 150 mV. Ce rapport est noté R(150).
Nous retrouvons au tableau 9 les valeurs de R(150) et de Ay, pour chacune des courbes
traitées. Les points sont portés en graphique 2 la figure 5.16. D’aprés 1'allure des points
représentés (et compte tenu aussi de la forme des équations), une régression exponentielle
fut effectuée. Les points suivent assez bien la courbe (coefficient de corrélation = 0,908),
sauf un (la courbe I-V tirée de 1'article de Schoch & coll.). En fait nous ne pouvions nous
attendre a une corrélation parfaite puisque le rapport de rectification R ne dépend pas
seulement de Awyy mais aussi des paramétres y, An, et & un moindre degré, de y, et ny.

Nous avons défini a la page 114 un paramétre d’asymeétrie, noté A, qui ne dépend pas de ¥.
Le rapport des concentrations n'étant pas identique d’une bicouche & 1'autre, nous sommes
en droit d’espérer que les parameétres A et Ay, montrent une corrélation plus étroite encore.
Eh bien, nous aurions tort ! Si nous portons en graphique A 4 150 mV et 1Ayl (figure
5.17) , nous obtenons, toujours pour une dépendance exponentielle, un coefficient de
corrélation de 0,582 seulement. Des régressions polynomiales (jusqu'a 1’ordre 4) ne

permettent pas d’améliorer ce coefficient.

Tableau 9
Rapport entre les paramétres d’asymétrie et les mesures de Ay,

Courbe [-V # ¥ R{150) Ay Ay A(150) A*(150)
— —_ — mV mV —_ —_
Latorre 1978 1,00 0,24 -122 =320 4,26 381
880722A5 0,88 0,27 -90 -190 4,22 3,07
ER1104D2 0,88 0,36 -61 -113 114 2,12
86120615 0,89 0,36 -6 -113 312 2,11
Hall 1976 1,00 0,38 -62 -153 2.65 232
88082683 0,90 0,43 -51 -105 2.61 2,04
B80720A3 0,89 0,46 -47 -87 247 1,67
B81106A5 0,86 047 -41 -85 2.47 1,81
B20B16A3 0,89 0,54 -31 -55 2,09 1,32
871129A2 0,88 1,04 -3 -8 1,09 0,19
881106B3 1,02 1,75 32 68 1,79 1,26
B80630A6 0,84 2,28 43 105 1,92 1,58
880620B5 0,89. 348 T8 205 3,10 2,50
Schoch 1979 1,00 3,70 63 96 3,70 1.98
E80629D3 0,89 3,73 80 189 332 2,56

Les parameétres A et A* sont calculés & "aide des expressions 2.46 et 5.4,
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| | R=1,02exp (00066 * Ayg )
3 Coeff. corrélation = 0,9080
Nombre de points = 15

R(150)

400

Figure 5.16. - Graphique du rapport de rectification R pris & +150 mV en fonction des valeurs de
Ay 4 extraites des courbes I-V. (Les données numériques apparaissent au tableau 9).
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Figure 5.17.— Graphique du paramétre d"asymétric A 4 +150 mV en fonction de | Ay | . (Les
données numériques apparaissent au tableau 9).
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En corrigeant R via le paramétre A, nous nous sommes éloignés du but recherché. Plus que
jamais, nous sommes en droit de douter de notre méthodologie. Mais ne nous arrétons pas
aux apparences, peut-étre le paramétre A est-il trés sensible aux autres variables, 3 An par
exemple. Le calcul des différentielles du parameétre A se révélant par trop laborieux, nous
nous sommes tournés vers 1’analyse graphique. Nous avons donc tracé le graphique R-V
pour trois barriéres trapézoidales différant seulement par le paramétre An (le rapport des
concentrations 7y étant pris égal 4 1, R et A se confondent). Le résultat apparait 2 la
figure 5.18. Pour une augmentation de la longueur de la région centrale du trapéze de 0,40
a 0,60, nous notons une augmentation du rapport de rectification a2 150 mV de 1,9 4 3,3. Les
parametres R et A dépendent donc étroitement de An. En portant en graphique R(150) en
fonction de An, nous nous sommes apergus qu’il existait, du moins pour des valeurs de An
comprises entre 0,30 et 0,70, une relation exponentielle entre ces deux variables,

Nous avons donc défini un autre paramétre d’asymétrie, A*, qui tiendrait compte de cet
effet de la longueur de la section centrale du trapéze. Le parametre A* est défini par
I’équation 5.4 :

In A v, v, Ap, An)

= [5.4]

A (v, ¥,Ap, An) =

Les valeurs numériques de A* pour les quinze courbes traitées apparaissent dans la derniére
colonne du tableau 9. Si nous tragons maintenant le graphique de A*(150) en fonction de
Ay, (figure 5.19), nous obtenons une relation quasi linéaire (coefficient de corrélation de
0,912). Les petites variations du paramétre n; (voir tableau 8) étaient donc a I’origine du
faible degré de liaison entre les variables A et Ay, . Nous pouvons affirmer également que
la relation exponentielle obtenue 2 la figure 5.16 était purement fortuite. (D’autant plus
fortuite que quatorze points apparaissaient sur cette courbe ! 40),

40 Le point vraiment 2 'écart s’explique maintenant car il correspond 3 une barridre trapézoidale dont la
région centrale est beaucoup plus large (An = 0,66) que la moyenne des autres résultats (An = 0,47),
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Figure 5.18. — Graphique ‘illustrant I’effet de la longueur de la section centrale du trapéze (np-n;)
sur le rapport de rectification. Les rapports de rectification furent calculés a partir de trois fichiers
I(V) créés a partir de ’équation 2.35. La valeur des autres parameétres de la barriere sont fournis
dans I’encart.
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Figure 5.19. - Graphique du paramétre d'asymétric A* 2 +150 mV en fonction de | Ayy 1. (Les
données numériques apparaissent au tableau 9).
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Peut-on obtenir un coefficient de corrélation entre deux paramétres d’asymétrie se
rapprochant encore plus de 1 ? La réponse est affirmative comme en témoigne la
figure 5.20. Nous avons mis ici en abscisse la valeur absolue de Ay plutét que celle de
Ayy. Le coefficient de corrélation de 0,969 est trés satisfaisant. Si 1’on tient compte des
barres d’erreurs, presque tous les points s’alignent sur la droite. L’accord n’est pas encore
parfait mais n’oublions pas que les paramétres A et A* ne sont strictement valides que pour
n; + ny = 1. N’oublions pas non plus que les parameétres d’asymétrie que nous avons
examinés dépendent, de maniére moins sensible il est vrai, de n; et de y;. Si ’on néglige
ces effets, de deuxieme ordre pourrait-on dire, nous pouvons écrire :

o
A v,|Ap]) = B(v)|Ag] [5.5]
A* : parametre d’asymétrie normalisé ( - )
B - : constante de proportionnalité dépendant de la tension (—)
Ao : différence de potentiel entre les deux coins de la barriere trapézoidale (- )

Le paramétre A* ne dépend donc plus que de la valeur absolue de Ay et de la tension
appliquée V. La pente de la droite de la figure 5.20 nous donne la constante de
proportionnalité B. A 150 mV, B vaut 30 V-!. En multipliant par le facteur RT/3 , nous
obtenons B(150) = 0,77.

Le procédé d’extraction de la barriere peut donc étre considéré fiable. Mais comme une
deuxie¢me vérification est rarement superflue, nous allons, dans la prochaine sous-section,
comparer les résultats que nous avons obtenus sur une courbe de la littérature avec les

valeurs fournies par les auteurs.

5.6.4 Comparaison des résultats avec Schoch & coll.

La caractérisation la plus compléte que 1’on retrouve dans la littérature de la barriére
d’énergie potentielle trapézoidale fut effectuée par Schoch & coll. (1979). La courbe I-V
traitée par Schoch & coll. fut prise sur une membrane PS/PS limitée par des solutions élec-
trolytiques asymétriques. Cette asymétrie est telle que nous nous retrouvons en trans avec
un potentiel de Gouy pratiquement nul alors que du c6té opposé nous avons un potentiel de
Gouy caractéristique d’une interface de PS chargée. Nous sommes donc dans une situation
ol Ay>0 et, comme attendu, la courbe I-V des auteurs montre une asymétrie positive.
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Figure 5.20. — Graphique du paramétre d’asymétrie A 4 +150 mV en fonction de | Ay | . (Les
données numériques apparaissent au (ableau 9).
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Les auteurs ont procédé de la mani¢re suivante: i) détermination de ny, Ay et K A partir
d’une courbe I-V sur la méme membrane dans des conditions symétriques (Ay = 1,6 mV),
ii) détermination de K et Ay de la courbe asymétrique en prenant la valeur de n; déterminée
en i) et iii) calcul de y, a partir de K. Soulignons que I'extraction de la barriére de potentiel
par Schoch & coll, fut effectuée A partir de 1'expression tronquée (équation 2.37b).

Nous retrouvons au tableau 10, les résultats obtenus par les auteurs de méme que ceux que
nous avons obtenus i partir de |'expression compléte.

Tableau 10
Comparaison de la barrigre trapézoldale obtenue avec celle de Schoch & coll. (1979)

Paramétres Schoch & coll.(1979) Nos résultats
Knp (A) 2,31 E05 1,92 E05
Yy (mV) 290 261 £2
Y, (mV) 3518 324 £3
¥ (mV) 320 £ 4 293 £ 3
p* 1 22,0 21,1
n, 0,13£0,02 0,17 £ 0,01
ny 0,87 £ 0,02 0,83 0,01
Ayy (mV) 82+ 11 %6

$ La variable ¢,* fut calculée 2 partir de 2.62 avec Ky, exprimé en A,

Les données obtenues sont bel et bien comparables. Tel que mentionné antérieurement, la
formule tronquée surévalue la grandeur An et sous-évalue celle de Ay, . Les écarts observés
ici, 12% et 15% respectivement, rejoignent ceux calculés 2 partir d'un exemple similaire
(section 5.6.1). Notre procédé d’extraction semble donc au point.

Avant de passer & la section des potentiels transmembranaires, nous aimerions nous pencher
un peu sur la valeur anormalement élevée de An que nous avons tirée de la courbe de
Schoch & coll. Cet écart origine, selon nous, de la fagon dont les auteurs fabriquent leurs
bicouches. En ne laissant pas le temps au solvant de déposition de s'évaporer, les bicouches
formées contiennent une quantité appréciable de solvant. La valeur de capacité spécifique
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de 530 nFecm2 de la bicouche étudiée par les auteurs ne laisse planer que peu de doutes 2
ce sujet. Si nous utilisons 1’approximation du condensateur a plaques paralléles, nous
obtenons, avec une valeur de permittivité de 2,2, une épaisseur de la région hydrocarbonée
de 3,7 nm. Si nous prenons la valeur de n; déterminée (0,17) et que nous la multiplions par
cette épaisseur, nous arrivons 3 0,6 nm.. Si I’on compare avec les bicouches formées au
laboratoire dont I’épaisseur moyenne est de 2,7 nm, et que nous prenons une valeur
moyenne de n; pour celles-ci de 0,26, nous arrivons a 0,7 nm, soit & peu de chose prés la
méme chose. Le résultat est intéressant car il semble démontrer que la montée de potentiel
s’effectue sur la méme distance, peu importe 1’épaisseur de la région hydrocarbonée. Voila
un deuxiéme acquis important résultant de ce travail.

Il elt été intéressant de comparer la différence de potentiel Ay, entre une bicouche
contenant du solvant et une n’en contenant point, malheureusement aucune autre courbe
courant-tension n’a été prise dans la littérature sur des bicouches PS/PS formées dans des

conditions asymétriques.

~ 5.7 Potentiels transmembranaires mesurés et prédictions de la théorie de Gouy-

Chapman-Stern

Nous venons de voir 2 la section précédente que les barriéres de potentiels extraites selon la
théorie de Nemst-Planck a ’aide du programme TPZIV sont consistantes. Attardons-nous
maintenant aux valeurs obtenues de la différence de potentiel rapportée sur 1’épaisseur de la
région de translocation (avant-derniére colonne du tableau 8).

Comparons ces valeurs avec celles prédites par la théorie de Gouy-Chapman-Stemn. Les
équations dont nous nous servirons ici ont ét¢ dérivées au chapitre II. I s’agit des équations
2.14 et 2.15. L’équation-maitresse de Gouy-Chapman-Stern (éq. 2.14) fut résolue a 1’aide
de I’algorithme de Newton-Raphson (Ralston & Rabinowitz, 1978, §8.4). Le programme
que nous avons congu tient également compte des chutes de concentration des contre-ions
suite A leur adsorption 2 ’interface chargée, chutes directement reliées au rapport de la
surface d’adsorption sur le volume de phase aqueuse. A chaque itération, des nouvelles
valeurs de la concentration de contre-ions, du pH du coeur de phase, du pH surfacique, de
la densité surfacique et du potentiel a la surface sont calculées, jusqu’a ce que le potentiel a
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la surface ne varie pas plus de 1 pV. Une dizaine d’itérations suffisent généralement. Les
constantes nécessaires  la résolution de I'équation pour les différentes conditions
apparaissent au tableau 11.

Tableau 11
Paramétres utilisés pour calculer les potentiels dis 4 la double couche électrique

Lipides PE PG PS
pK (groupement PO,") 0,3 2,1 0,7
Aire moléculaire (nm?) 0,70 0,70 0,70
Kg (M 0,05 0.2 0,2
K (Mh 0,1 0.5 0.8
Ky (1:2) (M) 5 15 25

Phases aqueuses (mM) KCl 10 KCl 10 + LiC1 90 KCl 100

Température °C T 225 2°C 22°C
Permitivité relative 78,0 78,0 78,0
pH 5.1 56 5.5
Force ionique (mM) 10 100 100

Les valeurs des pK des phospholipides et des constantes d’adsorption ioniques sont tirées des
revues de Cevc (1990) et de Tocanne & Teissié (1990). Cing (5) mesures du pH furent
effectuées pour chacune des phases aqueuses. Le rapport surface/volume est de 0,001 m-1,

Une fois les potentiels dus aux doubles couches déterminés, il nous suffit de soustraire la
valeur du potentiel du coté trans de celle du cdté cis pour connaitre Aype (équation 2.15).
Nous avons calculé Aype pour chacune des situations expérimentales correspondant aux
courbes I-V traitées. Les valeurs de Ay, et Aypc apparaissent au tableau 12,

Si I'on ajoute une marge d’erreur d’environ 15% sur les valeurs calculées de Aypc, le
tableau montre que les deux potentiels différent dans 8 cas sur 15. Dans cinq cas, la valeur
de Ay, est plus élevée que celle prédite par le théorie de Gouy-Chapman-Stern, dans les
trois autres, elle est plus faible.
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Tableau 12
Comparaison entre les mesures de Ay, obtenues et les valeurs de Aype
calculées 2 1'aide de la théorie de Gouy-Chapman-5Stern,

Courbe I-V # Lipides Phase aqueuse pH Ay A (GOS)
mM - mY mV
BT1129A2 DOPE/DOPE KCl1 100 5.5 St3 a
BEOT22A5 DOPE/DOPG KCI1 10 + LiCl 90 3.6 -190 + 20 -86
BROT20A3Z DOPE/DOPG KCI1 10 + LiC1 90 5.6 87 £ 10 -86
BBOBI6B3 DOPE/DOPG KC1 100 5.5 105 £ 11 -97
BEOB16A3 DOPE/DOPG KCl 10 51 S5 x6 -149
BE1104D2 DOPEMOPS KCl1 100 55 -113+8 ) 97
6120615 DOPE/MDOPS KCl1 100 6.0 J13 210 08
BE1106A5 DOPE/DOPS KC110 51 -85 £ 15 -131
BB80629D3 DOPG/DOPE KCl1 10 + LiC1 90 56 189 + 18 L1
2B0629B5 DOPG/DOPE KCl 10 + LiCl 90 5.6 205 £30 86
ZB0630A6 DOPS/DOPE KCl1 10 + LiCl 90 56 05 £13 e
EB1106B3 DOPS/DOPE KCl 10 31 68 £ 8 131
Hall 1976 PE/PS KCl 50 5.5 -153 15 -111
Latcrre. 1978 PE/PS KCl 10 6,0 -320 £ 55 -150
Schoch 1979 ~  P5/PS” KCl 10/ K10+ CaCl 1 7.0 96 26 8o

Intéressons-nous dans un premier temps A ces trois demiéres valeurs. Deux explications
peuvent étre amenées: i) 1’épaisseur de la barriére de translocation est plus petite que la
distance séparant les deux plans de charges superficielles, 1ii) la densité de charge
superficielle réelle est plus faible que celle attendue ( o < | charge /0,7 nm?2 ). Si I’on prend
ainsi (explication i) que la distance entre les plans de charges est le double de 1'épaisseur de
la région hydrocarbonée, disons 6,0 nm comparativement & 3,0 nm, nous aurons un
potentiel transmembranaire di aux potentiels de Gouy €gal au double de la valeur de Ay,.
L’explication tiendrait si ce n’était du fait que le rapport Ayp /Ay, n’est pas constant, et
surtout qu"i] est parfois inférieur 4 1 (les plans de charges ne sont quand méme pas en dega
de la barriére de translocation !). La deuxidéme explication est intéressante car elle n’a pas
un caractére statique. En effet, compte tenu de la possibilité - bien réelle - que les lipides se
mélangent lors de la formation de la membrane, et que se mélange soit variable, la variation
de o permet d'expliquer les trois valeurs dont il est question. Il en est autrement toutefois
des cinq courbes I-V pour lesquelles la valeur de Ay, excéde la valeur prédite par la théorie
de Gouy-Chapman-Stern. Comment peut-on inférer des densités superficielles de charges
excédant 1 charge élémentaire/0,7 nm2 ?
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Manifestement, 1’explication doit étre cherchée ailleurs. Peut-étre la valeur de Ay mesurée
inclut-elle une asymétrie du potentiel de distribution 7 Mais 1'absence de cormrélation entre
la concentration de nonactine en solution et la hauteur moyenne de la barriére nous force A
abandonner cette hypothése. Peut-étre la valeur de Ay mesurée inclut-elle une asymétrie du
potentiel dipolaire 7 Cette éventualité n'est pas & exclure vu la composition asymétrique
des bicouches formées. Tentons de quantifier cet effet quelque peu. Prenons la courbe
880722A35 en exemple. Le Ay mesuré pour cette courbe est de -90 mV, An est de 0,47 (la
région centrale occupe 47% de la base du trapéze). Si nous supposons une différence du
potentiel dipolaire de -50 mV (autrement dit, que le potentiel dipolaire de la DOPG est de
50 mV inférieur & celui de la DOPE) et que la position des plans de charges partielles
positives coincident avec N et N5, nous obtenons une différence de potentiel dipolaire
ramenée sur toute 1'épaisseur de la barriére de -106 mV. Si nous ajoutons cette contribution
a celle due 2 la double couche électrique (-86 mV), nous en arrivons 3 -192 mV. Nous
pouvons donc, en invoquant des "asymétries dipolaires” de cet ordre, expliquer les cing
résultats pour lesquels Ay, dépasse notablement la valeur prédite par la théorie de Gouy-
Chapman-5Stern.

I1 faut maintenant se demander si une asymétrie dipolaire de cette amplitude est possible.
Nous avons amorcé dans ce but, au laboratoire, une étude sur le potentiel & 1'interface air-
eau de films de DOPE, DOPS et DOPG. Les résultats préliminaires montrent que les
différences de potentiels entre lipide chargé et lipide neutre excédent en moyenne de 50 mV
la valeur prédite par la théorie de Gouy-Chapman-Stern, comme si le potentiel dipolaire des
lipides anioniques & 1'étude était de 50 mV plus petit que celui de la DOPE... L hypothése
de 1'asymétrie dipolaire trouve ici un bon appui. L’on peut rétorquer que la différence de
potentiel dipolaire entre deux lipides a !'interface air-eau n’est pas la méme que celle entre
les deux mémes lipides se faisant face dans une bicouche plane du type Montal-Mueller,
que 1'orientation des molécules d’eau peut différer dans les deux cas. Nous en convenons.
Mais cet argument ne discrédite pas notre hypothése, bien au contraire. Il suffit, afin
d’expliquer I'ensemble des données ol Ay,> Aypc, de poser que 1'orientation des
molécules d’eau differe quelque peu*! d’un type de bicouche A l’autre, voire d'une

bicouche de méme composition A 1'autre.

41 Motons que !'orientation perpendiculaire d'1% des molécules d'eau 4 'interface air-eau suffit
théoriquement 4 causer une variation de AV de 50 mV (équation 2.16).
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En principe, nous pouvons séparer les deux contributions (de Gouy et dipolaire) en faisant
varier la composition ionique des compartiments aqueux. L’idéal serait de perfuser les
bassins avec une solution de CaCl, et de suivre, pour une bicouche donnée, I’évolution de
la barri¢re de potentiel. La variation de Ayy que nous obtiendrions devrait correspondre 2 la
variation du potentiel de Gouy; la valeur de Ay, restante, au potentiel dipolaire.

Résumé

§ 5.1 - Les mesures de capacité spécifique des bicouches phospholipidiques obtenues se
sont révélées conformes aux informations structurales dont nous disposions. L’ effet de
I’épaisseur du support et la variabilité des mesures de capacité portent plus @ réflexion.
L’ hypothése retenue pour ces deux phénoménes fait appel a la présence de micelles

inverses dans la zone de transition.

§ 5.2 - Les mesures de conductance des bicouches lipidiques pures semblent montrer que
la conductance s’accroit avec la proportion de lipides chargés négativement. Ceci est en

accord avec les données de la section 5.3.

§ 5.3 - Les courbes I-V des bicouches pures asymétriques en composition se sont avérées
elles aussi asymétriques. Le sens de cette asymétrie semble démontrer que les cations
seraient les porteurs de charge. Les lipides anioniques, en diminuant la barriére de
potentiel du c6té on ils se situent, favorisent le passage des cations vers la face opposée.

§ 54 - Les mesures de conductance des bicouches dopées se sont révélées extrémement

variables. Les paramétres causant cette variabilité n’ont pu étre cernés.

§ 5.5 - La forme des courbes -V expérimentales des bicouches phospholipidiques dopées a
la nonactine fut trouvée identique @ celle prédite par la théorie de Nernst-Planck.
L’asymétrie observée put étre qualitativement expliquée par la composition des bicouches

formées.
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§ 5.6 - La caractérisation des barriéres de potentiel nous a fourni quelques résultats
inédits. D’abord, le fait que la barriére de potentiel trapézoidale des bicouches
asymétriques est symétrique par rapport a la position des coins. Puis I’indication (courbe
de Schoch & coll.) que la distance sur laquelle la barriére de potentiel "émerge” serait
indépendante de I’ épaisseur de la région hydrocarbonée. Enfin, le fait que I’ aspect de cette

barriére de potentiel peut varier grandement d’une bicouche a I’autre.

$ 5.7 - Seulement la moitié des valeurs de Ay, mesurées se sont trouvées en accord avec
les valeurs prédites par la théorie de Gouy-Chapman-Stern. Les valeurs de Ay ; inférieures
aux valeurs prédites par la théorie ont pu étre expliquées par une perte d’ asymétrie
originant du mode de formation des films Montal-Mueller; les valeurs supérieures, par la
contribution possible du potentiel dipolaire au potentiel transmembranaire. La variabilité
des champs électriques transmembranaires observés d une bicouche a !’autre peut

également étre expliquée a I'aide de ces deux hypothéses.



CHAPITRE VI

CONCLUSION

Nous voici au terme de nos pérégrinations. Il est temps de faire un trait et tenter, avec un
certain recul si possible, de mettre en lumigre les points essentiels de la présente étude.
Nous ne présenterons pas ces points de maniére trop structurée, avec sous-sections,
arguments et considérants; nous tenons seulement 2 laisser au lecteur un portrait, quelques
images.

Mentionnons au départ qu'une grande partie du travail fut consacrée & mettre au point les
montages, 4 établir les méthodologies. Périodes ingrates mais nécessaires a la cueillette de
données véritablement utilisables. Il s’agissait d'améliorer les expériences en vue d’en
arriver 4 une répétabilité. Et, ce n’est que depuis peu que nous pouvons prétendre avoir
atteint cette étape. Il est ici question de répétabilité des expériences, pas de reproductibilité
des données; la distinction s’impose. L'on peut aujourd’hui, avec une certaine assurance,
fabriquer une bicouche, injecter le transporteur, prendre une courbe courant-tension mais de
prédire ce qui sera affiché, enregistré et tracé, peu s’en faut. Manifestement, certaines
variables échappent A notre contrdle.

S’agit-il de variables extérieures, telles la température, la pression, ou encore la géométrie
des bassins 7 S’agit-il de variables "intérieures”, intrinséques, liées expressément i la
bicouche Montal-Mueller ? Nos inclinations présentes seraient plutdt pour la seconde
proposition. Depuis ces derniéres années, certains faits, certaines assertions, voire certains
états d’dme, trouvent écho dans la littérature; faits, assertions et impressions 2 'effet d’une
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physico-chimie de ces structures plutét complexe. Laissons Stephen White (1986) nous dire
quelques mots a ce propos (pp. 4-5):

“ The bilayer itself consumes most of our attention, and we thus largely ignore the
annular border. Such neglect is not wise if one wishes to control the bilayer. These two
parts or 'ph'ases of the system tend toward chemical equilibrium with one another. The
secret to the control of bilayer behavior and composition is the control of annulus or
any other more massive phases it contacts (...). The lipid is present in the solvent as
hydrated aggregates (micelles), which tend toward equilibrium with the bulk aqueous
phase. The annulus is a multicomponent system and can exhibit a complex phase
behavior (...). Microemulsions are generally formed from three-component systems
consisting of a surfactant, a nonpolar solvent, and a polar solvent. The bulk forming
solution has these ingredients when one considers that water, even if not specifically
added, must eventually be present in the annulus. ”

Ces propos font référence aux films noirs de Mueller-Rudin mais nous avons tout lieu de
croire qu’ils peuvent, pour la plupart, étre étendus aux bicouches Montal-Mueller dont il est
question ici. Un systéme a la physico-chimie complexe donc, mais qui se trouve de plus,
dans une situation de non-équilibre. Cette situation de non-€quilibre n’est reconnue que
depuis peu, comme en térhoignent ces lignes de Niles & coll. (1988, p. 332):

“ That it is difficult to reach equilibrium with diacylphospholipid/hydrocarbon
mixtures is well known (White, 1986). Protocols to reach equilibrium with BLMs
prepared from phospholipidlalkane mixtures have been developed (Requena and
Haydon, 1975). Procedures to reach equilibrium with MM films have not been as
rigorously evaluated. ”

Les propriétés des bicouches Montal-Mueller dépendent du temps. La bicouche posseéde sa
propre histoire, disions-nous, a la section 4.2. Syst¢me complexe, non-équilibre, historicité
des phénomeénes: peut-on encore s’étonner de la variabilité des bicouches Montal-Mueller ?
Des chercheurs oeuvrant sur des films noirs (Picard & coll., 1991) témoignent enfin de cette
variabilité (p. 3706): '

“ The investigation of a large number of samples established subtle variations in the
observable parameters (appearence of concentric interference fringes, capacitance,
voltage-dependent capacitance, resistivity, and voltage-dependent resistivity changes
as a function of hydrostatic pressure and applied potential) of separately formed, but
otherwise identical, BLMs. It was deemed important, therefore, to perform all needed
determinations on the same BLM preparation by simultaneous electrical and
spectroscopic measurements. ”
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D’autres (Toyoma & coll., 1991), scrutant les variations de capacité en fonction de la
tension de bicouches Montal-Mueller, s’exclament (p. 941):

“- All the parameters were differed (sic) membrane to membrane. ”

Cette variabilité et ce comportement irreproductible en fonction du temps compliquent
souverainement le traitement statistique des résultats. Lorsque résultats il y a, sommes-nous
tentés d’ajouter car certaines mesures requiérent vraiment une patience d’ange. La fragilité
des bicouches planes est de notoriété publique... Et si concours il y avait, il semble bien que
les bicouches formées par la technique Montal-Mueller I’emporteraient sur leurs noires
cousines. Contentons-nous de citer Bamberg & coll. (1981), p. 7504:

“ The solvent-free lipid bilayers (MMM) are unstable in the presence of purple
membrane, whereas solvent-containing bilayer can be formed easily. ”

et Pawlak & coll. (1991), p. 95:

“ In the presence of mellitin the virtually solvent-free bilayers turned out to be much
less stable than the solvent containing painted membranes. We therefore settled on the
latter type of bilayers and did only a few control experiments with the monolayer (sic)
technique. ”

Ces différences originent selon nous du mode de formation de ces deux types de bicouches.
Dans un cas, la formation se fait spontanément (le systéme s’organise a sa guise) alors que
dans I’autre, la formation est forcée (en élevant alternativement les niveaux d’eau, nous
forgons la merr{brane a s’organiser). La différence n’est pas mince.

La fragilité des bicouches Montal-Mueller, la non-reproductibilité de leurs propriétés, leur
instabilité temporelle: tous ces éléments ont forcément concouru 2 1’élaboration, de la part
des chercheurs, de trucs, de procédés, visant & remédier a ces inconvénients; mais, vu le
secret les entourant, 3 1’élaboration aussi de tout un folklore dont nous avons peine 2 sortir.
En 1982, Szabo et Waldbillig écrivaient encore (p. 253):

“ It must be noted that the formation of bilayers from monolayers is something of an
art in that certain chemically and physically inexplicable maneuvers seem to facilitate
membrane formation. ”
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Mais tout ceci ne devrait pas nous faire perdre de vue les progres et les avancées, fussent-ils
modestes, que ce soit ici A Trois-Riviéres, ou ailleurs.

Tour d’horizon des principaux résultats

Nous ne commenterons pas ici I’ensemble des résultats figurant dans les chapitres qui
précedent. Nous nous bornerons aux deux seuls points suivants: les courbes courant-tension
des bicouches lipidiques pures et la caractérisation des barrieres de potentiel, pour les
autres, nous référons le lecteur aux résumés de fin de chapitre.

Les courbes courant-tension des bicouches lipidiques pures que nous avons enregistrées au
laboratoire marquent a notre avis un tournant dans la caractérisation des potentiels
membranaires. L’asymeétrie de ces courbes et surtout leur bon rapport signal sur bruit, nous
laissent espérer qu’a I’aide d’un modele adéquat nous pourrons en extraire la barriere de
potentiel. Déja une partie du travail pourrait étre effectuée a ’aide des équations
développées au chapitre II. Caractériser la barriere de potentiel sans 1’ajout de transporteurs,
d’ions liposolubles, ou de sondes fluorescentes, ne tient peut étre plus de la chimere.

La contribution importante la plus immédiate est sans conteste la détermination des quinze
barrieres de potentiel trapézoidales. D’aucuns répliqueront que 1’origine de 1’asymétrie
demeure incertaine, que la variabilité des profils obtenus est suspecte, mais en regard de ce
qui fut rapporté a ce jour, il y a lieu, croyons-nous, de souligner les résultats obtenus. Nous
avons dressé un tableau des déterminations des barriéres de potentiels apparaissant dans la
littérature (tableau 13).

Des seize "extractions” colligées, six le furent selon la théorie de Eyring (lignes en italique).
Nous ne pouvons - sérieusement ! - accorder quelque sérieux 2 ces tentatives. Les auteurs
en cause confondent facilement vessies et lanternes. Primo, ils prétendent voir deux (oui
deux) discontinuités sur les représentations logarithmiques du courant en fonction de la
tension alors que leurs courbes I-V sont lisses et monotones. Secundo, a 1’aide d’une
expression "dérivée"” intuitivement, ils prétendent extraire le potentiel transmembranaire a
partir d’un des points de "cassure”. Tertio, ils fabriquent une courbe de calibration tirée de
nulle part et qui ne sert, selon toute évidence, qu’a brouiller les pistes. Les auteurs poussent
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’outrecuidance jusqu’a prendre la peine d’ajouter que leurs résultats concordent bien avec
la théorie de Gouy-Chapman ! Non, mais...

Tableau 13
Valeurs des parametres des barrieres extraites dans la littérature (n+np=1)

Auteurs (1) Membrane Lipides Sonde Théorie ¥ . n Ay Ay, Variables
mV mV mV

HALL73 MR PEB (C,) Non-K+ NP =~ 335 027 o* 0* Ay, n,
HLADKY 74 MR PEB (Cyp) Non-K+ NP ? 020 0* 0* n,
GINSBURG 76 MR PEB (Cyp) Non-K+ NP ? 022 o* 0* n,
HALL76 MM PE/PS Non-K+ > ¢ ? ? ? 86 ?
KRASNE 76 MR PEB (C,p) Non-K+ NP ? 0,14 0* 0* ny
LATORRE 76 MM GDO/PEB Non-K+ Y ? 032 ? 101 ?
MELNIK 77 MM PEB/PEB Non-K+ Y ? 032 o* 0* ?
HANSEN 78 MM PEIPE- Val-K+ >4 ? 028 ? ? n,
HANSEN 78 MM PSIPE Non-K+ > ¢ ? 047 ? ? n,
SCHOCH 79 MM PS/PS° Non-K+ NP 290 0,13 " +61 +8_2 Ay, n;, K
HALLS!I MM PE/PS:PE 10:1 Non-K+ K " ? ? S50 ?
GlL10zz1 83 MR Bipolaires Val-K+ NP ? 0,14 =0 =0 Ay, n,
BENZ 84 MR PEB (C,() FCCP NP ? 0,17 o* 0* n
KRISHNA... 84 Mitoch. n H+/OH- NP ? 020 ? ? n
KRISHNA... 84 MLV Asolectine Non-K+ NP ? 0,12 ? ? n;
VAN DIKK 85 MM DPhPC/DPhPC Non-K+ NP ? 0,30 0* 0* n

MM: bicouches Montal-Mueller; MR: bicouches Mueller-Rudin; C,,: décane; Non: nonactine; Val:
valinomycine; NP: Nernst-Planck; EY: Eyring. Pour les autres abréviations, se référer 2 la liste des
abréviations. L’astérisque indique que ce parametre fut fixé a priori.

Oublions ces données, et regardons les autres lignes du tableau. Nous nous retrouvons avec
une dizaine de déterminations du parameétre n;, deux du parameétre y; et une seule de Ayy
(effectuée par Schoch & coll.). Les quelque quatre-vingt données que nous avons
présentées aux tableaux 7 et 8 comblent donc une importante lacune. Soulignons de
nouveau que les dix extractions de barriere basées sur 1’approche de Nermnst-Planck
apparaissant au tableau 13 le furent & 1’aide de 1’expression tronquée.
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Un dernier mot

L’interprétation physique des profils de potentiel obtenus n’est pas une tiche facile.
Beaucoup d’inconnues demeurent. Pour parler juste et mesurer juste, il nous faudrait
connaitre 1'épaisseur diélectrique de la membrane, la distance entre les plans de dipdles, la
distance entre les plans des charges superficielles, la distance de translocation du complexe.
1l nous faudrait connaitre aussi plus précisément le coefficient de partage et le coefficient de
diffusion du complexe dans la membrane. Caractériser ne serait-cé qu'une seule matrice
lipidique n’est pas une mince tdche: capacité et conductance n'y suffisent, et cette
caractérisation doit s'accompagner de celles des autres phases du systéme (tore, couches
limites, films & 1'interface). En corrélant certaines données relies 4 différentes propriétés
de la bicouche, ou provenant encore de différentes phases du syst®me, nous pourrons
éventuellement mettre le doigt sur ce qui cause la variabilité des propriétés électriques des
bicouches Montal-Mueller. Ce n’est qu'a partir de ce moment que nous pourrons, en toute
sérénité, procéder a |'incorporation de protéines au sein de nos bicouches asymétriques et
voir en quoi I’asymétrie de la barriére de potentiel influence le fonctionnement de ces
protéines.

Nous nous en voudrions de ne pas terminer en citant de nouveau White (1986, p. 3):

“ Planar bilayers can be incredibly fruswrating. All of us who have worked with them
have, at one time or another, been reduced to irrational (but sarisfying) acts of anger.
The frustration usually arises because one is, unknowingly, trying to do something that
is thermodynamically unlikely. The number of beakers I sent crashing against the
laboratory wall decreased as my understanding of the physical chemistry of the system
increased.

Aux capricieuses bicouches, opposons une systématique démarche !
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ANNEXE 3 Programme d’extraction de la barriére d’énergie trapézo’idalé

OO0

PROGRAM TPZIV

oNoNoNONY!

CHARACTER FICHIV*45 FICHEXP*45,FICHTPZ*45,FICHBIV*45,TITRE*110
INTEGER LN,NB,NR,PP,DP,SP,
NIMIN,NIMAX,N1INC,N2MAX,N2MIN,N2INC,N1,N2,
SYM,\W,277.777.
REAL*8 DPHIDPSID,PHI1,PHI1P,PHI2,PHI2P,DPHIP,V0,VD,E0,ED,E1,E2,

‘ LKMIN,LKMAX,LKINC,DPSIMIN,DPSIMAX,DPSIINC,DPS]I,
KNPLLKPILPSIIMIN,PSI1MAX,PSI1INC,PSI1,PSI2,DN,
VR(1302),[EXP(1302), VEXP(1302),ITZ(1302),
RI,RR,RIR,SR,SRR,RMOY ,RMAX, TAU, TAUMAX, TAUMIN,
CC10,CCID,CIW0,CIWD,CCW0,CCWD,DCIM,GAMMA ,KCIW,GKC,T,TC,
CCIWO0,CCIWD,AIRE,D,DIAM,PLF,R,BETA FD,FO KNP, KNPX,SDP,
N1X,N2X,DNX,PSI1 X, PSI2X , DPSIX,NUM,DEN,I1,12,13,SB

Fprrrprre P

WRITE(*,1009) 'Programme TPZIV - NPT Version 5,N1 et N2',
& 'M. Brullemans','9 janv. 1988
WRITE(*,1007) 'Programme mis 2 jour le 12 sept. 1991’

7 CONTINUE
WRITE(*,1005)Entrez le nom du fichier d"entrée (EXP)
READ (*,'(A)) FICHEXP
WRITE(*,1005)Entrez le nom du fichier d"entrée (IV )
READ (*,’(A)) FICHIV
WRITE(*,1005)Entrez le nom du fichier de sortie (TPZ)
READ (*,'(A)") FICHTPZ
WRITE(*,1005)Entrez le nom du fichier de sortie (.BIV) !
READ (*'(A)) FICHBIV

1001 FORMAT (//,5X,A,6X,\)
1005 FORMAT (4X,A,5X\)
1007 FORMAT (15X,A.4())
1009 FORMAT (//,4(4X,A).))



C
C
C

OPEN (11,FILE= FICHIV)

OPEN (12,FILE= FICHEXP)

OPEN (13,FILE= FICHBIV,STATUS='NEW')
OPEN (14,FILE= FICHTPZ,STATUS=NEW)

WRITE(*,1010)

1010 FORMAT®@4(),5X,’X.IV : TITRE, N < 1300, VEXP(mV),[EXP(A),I'/,5X,

& 'X.EXP : CIW0,CTWD,CCW0,CCWD(mol/1),KCIW (I/mol),’,
& 'GAMMA ,DCIM(m2/s),DIAM(um), T(°C)',/,5X,

& 'X.BIV : X.EXP + CCI0,CCID(M),D(A),PSI1,PSI2,,

& 'N1,N2,DPSID(mV),RMAX,RMOY,TAU(A)"/,5X,

& 'X.TPZ : TITRENR,VEXP(mV),IEXP,RI(A),RIR(%),l,CCIO0,’
& 'CCID,D,PSI1,PSI2,N1,N2, DPSID,RMAX,RMOY,TAU',///)

------- Lecture des données —---—--——

READ(11,(A)) TITRE
WRITE(*,(A)) TITRE
READ(11,%) N
WRITE(*,*) N :
DO 10 =IN :
READ(11,*) VEXP(I),IEXP(])
IF (MOD(L10).EQ.0) WRITE(*,1022) VEXP(I),IEXP(])

10 CONTINUE

READ(12,*) CIW0,CIWD,CCW0,CCWD,KCIW,GAMMA,DCIM,DIAM,TC
WRITE(*,1025) CIW0,CIWD,CCW0,CCWD

1022 FORMAT (2X,F10.3,8X,1PD13.6)
1025 FORMAT (2(2X,F10.3),2(4X,1PD9.3))

PI = 3.1415926535

F = 96484.56

R = 831441

T = TC + 273.15
BETA = F/(1000.*R*T)
D = 3.00D-9

AIRE = 1E-12 * PI * DIAM**2 /4,
KCIW = 4

GAMMA = 5000

CIW0 = CIW0*1000
CIWD = CIWD*1000
CCWO0 = CCW0*1000
CCWD = CCWD*1000
GKC = GAMMA*KCIW
CCIW0 = CIW(0*CCW0
CCIWD = CIWD*CCWD

311
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CCI0 = GKC*CCIW0
CCID = GKC*CCIWD
KNP = F*AIRE*DCIM*GKC/D
WRITE(*,1500) KNP,CCI0,CCID
1500 FORMAT (//,2X,KNP = ',1PD12.64X,/CCI0 = ',1PD9.3,’ mol/m3'4X,

& 'CCID = ',1PD9.3,' mol/m3',/)

C
C
C
C

150 CONTINUE

WRITE(*,1001)'Simulation en BOUCLE (1), SIMPLE (2), ou FIN (3) : '
READ (**) Z
GOTO (130,82,99) Z

130 CONTINUE
C
C
C e Simulation en boucle --—-—-------ce-—-
C
C

WRITE(*,1001)Position des coins symétrique (1) ou non (2) ':'
READ(*,*) SYM ' .
WRITE(*,'(//,5X,A)) TITRE
WRITE(*,1030) N

1030 FORMAT(7X,I5," points’) .

* WRITE(*,1005)Entrez PP DP SP (réducton du # de points)
READ(*,*) PP,DP,SP
NR = INT((DP-PP+SP)/SP)
WRITE(*,1030) NR
WRITE (*,())

~----—~—- Lecture des parameétres pour la simulation -----e-=----

WRITE(*,1001)Entrez FO et FD pour changer CCI0 et CCID <!
READ(*,*) FO,FD

FO =1

FD =1

WRITE(*,1005) Entrez LKMIN LKMAX LKINC (rééls)

READ(*,*) LKMIN,LKMAX,LKINC

WRITE(*,1005)'Entrez PSIIMIN PSIIMAX PSIIINC en mV (rééls)
READ(*,*) PSIIMIN,PSIIMAX,PSI1INC

WRITE(*,1005)'Entrez DPSIMIN DPSIMAX DPSIINC en mV (rééls) : '
READ(*,*) DPSIMIN,DPSIMAX,DPSIINC

WRITE(*,1005)'Entrez NIMIN NIMAX NIINC sous la forme ()ZZ : '
READ(*,*) NIMIN.NIMAX,NIINC

IF (SYM.NE.1) THEN

WRITE(*,1005)Entrez N2MIN N2MAX N2INC sous la forme ()ZZ : '
READ(*,*) N2MIN,N2MAX,N2INC '

ENDIF

oNoReNoRoNoNe!
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IF (SYM.EQ.1) THEN

NB = ((LKMAX-LKMIN+LKINC)/LKINC) *
& ((PSIIMAX-PSIIMIN+PSI1INC)/PSIIINC) *
& ((DPSIMAX-DPSIMIN+DPSIINC)/DPSIINC) *
& (NIMAX-NIMIN+NI1INC)/N1INC)
EILSE

NB = (LKMAX-LKMIN+LKINC)/LKINC) *

& ((PSIIMAX-PSIIMIN+PSI1INC)/PSI1INC) *
& ((DPSIMAX-DPSIMIN+DPSIINC)/DPSIINC) *
& ((NIMAX-NIMIN+NI1INC)/N1INC)*
& ((N2MAX-N2MIN+N2INC)/N2INC)

ENDIF

WRITE(*,2001) NB,NR
2001 FORMAT(/,4X,Le courant ITZ sera évalué 'I6,” *,IS," fois',/)

WRITE(*,1005)Entrez le facteur de saut de boucle [ 1 2 100 ] : '
READ(*,*) SB . '

WRITE(*,1005)Entrez le facteur de saut de points [<1] '
READ(*,*) SDP

WRITE(*,1005)Entrez TAUMAX en A [ prendre ~5% *Imoy | 2
READ(*,*) TAUMAX
TAUMAX = TAUMAX *1E9

DO 120 I=PP,DP,SP
VR() = VEXP(D*BETA
120 CONTINUE
C
C

£3

R
R 0.
RMAX = 0.
CCI0 = CCIO*FO
CCID = CCID*FD
WRITE(*,1500) KNP,CCI0,CCID
WRITE(*,1700)
1700 FORMAT (4X,PSI1',6X,'PSI2,6X, DPST,8X,'N1',5X,'N2',6X,
& DPSID', 11X, RMAX',9X, RMOY",9X, TAU,9X, KNP"',))
WRITE(13,'(A,/,I5)) TITRENR
WRITE(13,1040)
1040 FORMAT (2X,'CIW0',6X, CIWD' 4X, CCW0',9X,CCWD', 10X, KCIW’,9X,
& '‘GAMMA!', 10X, DCIM',8X, DIAM',7X,'T")
WRITE(13,1050) CIW0,CIWD,CCW0,CCWD,KCIW,GAMMA,DCIM,DIAM,TC
1050 FORMAT (2X,2(F8.3,3X),5(1PD9.2,5X),2(0PF6.2,5X))
WRITE(13,1100)
1100 FORMAT(QX, KNP',9X,PSIV',4X,PSI12',4X, DPST' 4X,'N1' 4X,N2',4X,
& 'DPSID',7X,RMAX",9X,RMOY 99X, TAU")

(2B %]
=
[y



TAUMIN = 10 * TAUMAX

DO 70 LKPI = LKMIN,LKMAX,LKINC

KNPI = 10**LKPI*KNP
WRITE(*,*) LKPLKNPI

DO 60 PSI1=PSIIMIN,PSIIMAX,PSI1INC

PHI1 = PSII*BETA

DO 40 DPSI=DPSIMIN,DPSIMAX,DPSIINC

PSI2 = DPSI+PSII
PHI2 = PSI2*BETA
DPHI = PHI2 -PHII

ol

DO 30 NI = NIMIN,NIMAX,NIINC
IF (SYM.EQ.]) N2MIN = 100-N1
IF (SYMEQ.1) N2MAX = 100-N1
IF (SYM.EQ.1) N2INC = 1
DO 27 N2 = N2MIN,N2MAX,N2INC

Boucle principale -~---e-mm-mmn--

ZZ=0.

DO 20 I=PP,DP,SP
77 =727 + 1

V0 = VR0

VD =0

E0 = EXP(VO0)

ED = EXP(VD)

PHIIP = PHI1+N1/100.*(VD-V0)+V0
PHI2P = PHI2+N2/100.*(VD-V0)+V0
DPHIP = PHI2P-PHIIP

DN = N2/100.-N1/100.

DPSID = DPSI/((N2/100.)-(N1/100.))
El = EXP(PHIIP)

E2 = EXP(PHI2P)

i u

IF (ABS(PHIIP-V0).LT.1E-7) THEN

I1 = N1/100.*E0*(1+(PHI1P-V0)/2+(PHI1P-V0)*(PHI1P-V0)/6)

ELSE

I1 = N1/100./(PHI1P-V0)*(E1-E0)

ENDIF

IF (ABS(DPHIP).LT.1E-7) THEN
I2 = DN*E1*(1+DPHIP/2+DPHIP*DPHIP/6)

ELSE

I2 = (DN/DPHIP)*(E2-E1)

ENDIF

IF (ABS(PHI2P-VD).LT.1E-7) THEN

13 = (1-N2/100.)*ED*(1+(PHI2P-VD)/2+(PHI2P-VD)*(PHI2P-VD)/6)

ELSE

I3 = ((1-N2/100.)/(PHI2P-VD))*(E2-ED)

ENDIF

NUM = KNPI * (CCIW0*EQ-CCIWD*ED)
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DEN =11 + 12 + I3
IF (ABS(DEN).LT.IE-20) DEN = 1E-20
ITZ0) = 1E9 * (NUM / DEN)

ICENT = NUM/(DEN-I1-I3)

RI = 1E+9*IEXP(D)-ITZ(D)

IF (ABS(RI.GT.RMAX) RMAX= ABS(RI)
RR = RI*RI

SR = SR + ABS(RD)

SRR = SRR + RR

IF (ZZLT.INT(NR*SDP)) GOTO 13
IF((SR/ZZ).GT.(250*TAUMAX/SB)) GOTO 25
IF((SRR/ZZ).GT.(380*TAUMAX/SB)) GOTO 25

13 CONTINUE
20 CONTINUE

RMOY = SR/NR
TAU = SQRT(SRR/NR)
IF (TAULT.TAUMIN) TAUMIN = TAU
IF (TAU.GT.TAUMIN) GOTO 23
WRITE (*,2300) PSI1,PSI2,DPSLN1/100.,N2/100.,DPSID,

& RMAX*1E-9,RMOY*1E-9, TAU*1E-9,KNPI

2300 FORMAT (2X,3(F7.2,4X),2(F4.2,2X),2X F8.2,5X,

23

& . 3(1PD9.3,5X),1PD12.6)
. IF (TAU.GT.TAUMAX) GOTO 25
WRITE(13,3000) KNPLPSII,PSI2,DPSI,N1/100.,

& N2/100.,DPSID,RMAX*1E-9,RMOY*1E-9, TAU*1E-9
3000 FORMAT (1PD12.6,2X,3(0PF7.2,3X),2(0PF4.2,3X),F7.2,
& 4X,3(1PD10.4,3X))
W =W +1
25 CONTINUE
SR = 0.
SRR = 0.
RMAX = 0.
27 CONTINUE
30 CONTINUE
40 CONTINUE
60 CONTINUE

70 CONTINUE

CCI0 = CCIO/FO

CCID = CCID/FD

WRITE(13,%) W

WRITE(13,*) TAUMAX*1E-9
WRITE(13,*) LKMIN,LKMAX,LKINC
WRITE(13,*) PSIIMIN,PSIIMAX,PSI1INC
WRITE(13,*) DPSIMIN,DPSIMAX,DPSIINC
WRITE(13,*) NIMIN,NIMAX,N1INC
WRITE(13,*) N2MIN,N2MAX,N2INC
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GOTO 150

82 CONTINUE

1101

85

1111

WRITE(*,'(//,5X,A)) TITRE
WRITE(*,1030) N
WRITE(*,1005)Entrez PP DP SP (réduction du # de points)
READ(**) PP,DP,SP
NR = INT((DP-PP+SP)/SP)
WRITE(*,1030) NR
WRITE(14,(A/,I5)) TITRE,NR
WRITE (*,1101) KNP,CCIWO,CCIWD
FORMAT (/,3(1PD12.6,3X))

DO 85 I=1N
VR() = VEXP(I) * BETA
CONTINUE

WRITE(*,1111)Entrez KNP, ',
& " PSI1 et PSI2 (mV), N1 et N2 (ZZZ)
FORMAT (//,5X,A,A,/,20X)

READ (*,*) KNPX,PSI1X PSI2X,N1X,N2X.

DPSIX = PSI2X-PSI1X

DNX = N2X-NIX
PHI1 = PSIIX*BETA
PHI2 = PS2X*BETA
DPHI = PHI2-PHI1

DPSID = DPSIX/DNX

SR = 0.

SRR = 0.

RMAX = 0.

DO 90 I=PP,DP,SP
VO = VR(D)
VD = 0
E0 = EXP(V0)
ED = EXP(VD)

PHIIP = PHII+N1X*(VD-V0)+V0
PHI2P = PHI2+N2X*(VD-V0)+V0
El = EXP(PHIIP)

E2 = EXP(PHI2P)

DPHIP = PHI2P-PHIIP

IF (ABS(PHIIP-V0).LT.1E-8) THEN
I1 = N1X*E0*(1+(PHI1P-V0)/2+(PHI1P-VOy*(PHI1P-V0)/6)
WRITE (**) Il

ELSE
I1 = NIX/(PHI1P-VO)*(E1-E0)
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ENDIF

IF (ABS(DPHIP).LT.1E-8) THEN
I2 = DNX*E1*(1+DPHIP/2+DPHIP*DPHIP/6)
WRITE (*,*) DPHIP,12,(DNX/DPHIP)*(E2-E1)
ELSE
12 = (DNX/DPHIP)*(E2-E1)
ENDIF

IF (ABS(PHI2P-VD).LT.1E-8) THEN
I3 = (1-N2X)*ED*(1{PHI2P-VD)/2+PHI2P-VD)*(PHI2P-VD)/6)
WRITE (**) I3

ELSE
I3 = ((1-N2X)/(PHI2P-VD))*(E2-ED)

ENDIF

NUM = KNPX * (CCIWO*EQ-CCIWD*ED)
DEN =11 + 12 + I3
ITZ(I) = 1E9* (NUM/DEN)
RI = 1E+9*IEXP(D)-ITZ)
RIR = 100.*ABS(RI/A1E9*IEXP(D)))
IF (ABS(RI).GT.RMAX) RMAX= ABS(RI)
RR = RI*RI
SR = SR + ABS(RI)
SRR = SRR + RR
WRITE (14,5000) VEXP(D),IEXP(I),ITZ()* 1E-9,RT*1E-9,RIR,I
WRITE (*,5000) VEXP(D),JEXP(I),ITZ(I)*1E-9,RI*1E-9,RIR,I
90 CONTINUE
RMOY = SR/NR
TAU = SQRT(SRR/NR)

WRITE (*,3300) PSI1X,PSI2X,DPSIX,N1X,N2X,DPSID,
& RMAX*1E-9,RMOY*1E-9,TAU*1E-9
WRITE (14,4000) KNPX,CCIW0,CCIWD,PSI1X,PSI2X,N1X,N2X,DPSID,
RMAX*1E-9,RMOY*1E-9,TAU*1E-9
3300 FORMAT (//,5X,3(F8.3,5X),2(F5.3,3X),F8.3 4X,
& 3(1PD9.3,5X))
4000 FORMAT(1PD12.6,5X,2(1PD9.3,5X),2(0PF8.3,4X),2(F5.3,4X),
& F8.3,4X,3(1PD10.4,4X))
5000 FORMAT (2X,F10.3,8X,3(1PD13.6,8X),1PD10.3,8X,15)
WRITE(14,1030) NR

&

GOTO 150
99 CONTINUE

REWIND 11
REWIND 12
REWIND 13
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REWIND 14

C
WRITE (*,10000)

10000 FORMAT(//,5X,'Voulez-vous simuler d"autres courbes I-V 7',
& /,10X,'Tapez O pour oui, | pour non : AV
READ (**) ZZZ
IF (ZZZ.EQ.0) GOTO 7

C
WRITE (*,20000)

20000 FORMAT (5(),15X,Fin programme TPZIV'///)

CLOSE (11)
CLOSE (12)
CLOSE (13)
CLOSE (14)
C
C
END
C
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We have measured the specific capacitance of phosphatdylethanolamine /phosphatidylsenne membranes formed from monolayers,
The membranes were buill across Teflon hlms whose thickness vaned from 6 w0 25 pm. The butlding up of the membranes was
followed by recording the capacitance of the membranes dunng the entire process of their formation. [t is observed that the specific
capacitance increases by about 10% as the thickness of the film 15 increased. Furthermore, duning formation of the membrane it is
observed that the capaciiance values increased markedly immediately before the membranes are compleely formed and then
suddenly decrease to their normal values when formed (closing-off phenomenon). These results have led us wo propose that the
transition region known to surround membranes formed [rom monolayers may affect the capacitance values measured for such
membranes. However, this effect 15 indirect in the sense that the composition (most likely in the form of inverted mucelles) of the
transition region wall wlumately modify the hydrophobic,/hydrophilic barner in the bilayer by affecting the lateral tension known 10
exist in such membranes and. as a consequence, the average molecular area occupied by 2 phospholipid maolecule in the bilayer. By
such 3 mechanism, one can rationalize our expenimental finding that the membrane capacitance varies as a function of the partition
thickness across which they are prepared. It also ravonalizes the large Muctuations in capacitance values usually found in the

literature for such membranes as well as, at least in part, the closing-ofl phenomenon.

1. Introduction

Studies on reconstituted planar membranes
have deepened our understanding of a number of
membrane phenomena to a large extent. particu-
larly those related to transport processes. In this
aspect, much is owed to the development of the
black lipid membrane (BLM) methodology [1] or
the more recent Montal-Mueller membrane recon-
stitution technique [2]. Indeed, these iwo tech-
niques allow easy measurement of the electrical
properties (e.g., specific capacitance and resis-
tance) of the lipid bilayer, no restrictions being

Correspondence address: P, Tancréde, University of Quebec,
Photobiophysics Research Center, P.O. Box 500, Trois-Riviéres,
Québec G9A 5H7, Canada

imposed on the accessibility of the aqueous phases
on the two sides of the bilayer *. The Montal-
Mueller technique, however, bears the additional
advantage that planar asymmeirical bilayers can
be formed, the bilayers being prepared by apposi-
uon of two monolayers of possibly different com-
position. This is actually an important improve-
ment in biomembrane methodology if one is inter-
ested in studying, for example, the role of lipid
asymmetry in the generation of transmembrane

. potential [3].

* In this paper, we follow the convention proposed by Smith
et al. [29] 1o refer 10 a membrane as designating the entire
area of the lipid film across the hole in the septum, including
any transition region linking the membrane 1o the septum.
Bilayer refers 1o the regions of the membrane that are two
molecules thick.

03014622 /87 /503,50 © 1987 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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The present work deals more specifically with
capacitance measurements of Montal-Mueller
membranes. This type of measurement on recon-
stituted planar membranes has been used quite
extensively in the past to study a number of
membrane-related phenomena (e.g., refs. 4-10).
However, there is an inherent weakness in mea-
surements of the electrical properties of mem-
branes. These measurements are indeed made on a
system- that is actually much larger than the bi-
layer of interest, comprising the transition zone
(also called the torus or Plateau-Gibbs border)
between the bilayer and the solid support (Teflon),
the support itself, the troughs, the aqueous solu-
tions on the two sides of the membrane and the
electrodes. The electrical properties of the latter
four components are easily measured but if the
actual electrical characteristics of a given bilayer
are to be determined, one must have a knowledge
of how the transition zone affects the properties
measured for the membrane. It is now indeed
clear, as White et al. [11] have shown, that such a
transition zone is present in Montal-Mueller mem-
branes, although the overall volume of the transi-
tion is much less important than with BLM.
Otherwise, the membranes would not be stable.

The aim of this work is to provide experimental
evidence that this transition zone does influence
the capacitance values measured for Montal-
Mueller membranes. Phosphatidylethanolamine
(PE)/ phosphatidylserine (PS) membranes were
formed across Teflon partitions of various thick-
nesses. It is found that the specific capacitance
measured for the membranes depends signifi-
cantly on the thickness of the partition. Further-
more, the capacitance values exhibit rather large
fluctuations for a given set of experimental condi-
tions. We show that these results are consistent
with the existence of a transition zone linking the
bilayer to its solid support and discuss the possi-
ble consequences of its presence.

2. Materials and methods
Montal-Mueller membranes were formed at

room temperature (22 £+ 1° C) according to a tech-
nique described in detail by Tancréde et al. [12].

The membranes were formed on Teflon (Fluoro-
carbon, Dilectrix Division, Lockport, NY) parti-
tions of various thicknesses, ranging from 6 to 25
pm. The aperture across the Teflon partition was
punched using the perforating tool described by
Robert et al. [13]. The quality of the hole punched
was assessed by observation under a microscope
(100 X, Wild Heerbrugg M11, Basel, Switzerland)
and the diameter was precisely measured, to within
3%, using a calibrated eyepiece graticle. Depend-
ing on the film thickness, the diameters ranged
from 230 to 240 pm. The membrane area used to
calculate the specific capacitance was taken as
equal to the hole area. Prior to use, the apertures
were pretreated with a solution (1:50, v/v) of
squalene (Eastman Kodak, Rochester, NY) in »-
hexane (BDH, Ville St-Laurent, Québec).

Asymmetrical PE /PS bilayers were formed. PE
(beef heart) was obtained from Serdary Research
Laboratories (London, Ontario) while two differ-
ent PS samples were used. One PS sample (beef
brain) was obtained from Sigma (St. Louis, MO),
the other (hydrogenated bovine) being purchased
from Pharmacia P-L Biochemicals (Milwaukee,
WI). The two samples gave identical results within
experimental error. All the samples showed only
one spot when checked for purity by thin-layer
chromatography and were used without further
purification. The lipids were spread at a nitrogen/
water interface using approx. 50 ul of a 2 mM
solution of lipid dissolved in hexane/ethanol (9:1,
v/v). The spreading area was 60 cm?. Both hexane
(BDH) and ethanol (Alcool de Commerce Limited,
Gatineau, Québec) were distilled on a 30 cm high
Vigreux column (Fisher, Montréal) prior to use
and were found to be free of surface-active con-
taminants when checked on a classical Langmuir
trough. The subphase on which the lipids were
spread was 107° M phosphate buffer (pH = 7.0 +
0.1) containing 0.1 M NaCl as additional electro-
lyte. The salts were Baker Analyzed Reagent grade
(purity better than 99%, Baker, Phillipsburg, NJ)
and were used without further purification.

The capacitance measurement is made by com-
paring two RC networks in parallel. A diagram of
the electrical circuit and a detailed account of the
technique used are described by Robert et al. [13].
The accuracy and precision of the capacitance
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measurements are found to be better than 2%.
Besides the capacitance measurements which have
been used to follow the build up of the mem-
branes, our set up was also equipped with a stere-
omicroscope (80 X , M3, Wild Heerbrugg) focused
“on the hole area, which also allowed visual moni-
toring of the build up of the membrane. It was
also useful in adjusting very precisely the water
levels across the membrane, the two water inter-
faces being both visible due to the transparency of
the Teflon film. The capacitance values presented
below are therefore those corresponding to a
membrane across which there is no difference in
hydrostatic pressure.

3. Results and discussion

We have measured the specific capacitance of
PE/PS membranes for five different Teflon parti-
tion thicknesses, ranging from 6.4 to 25.4 pm. The
experimental results are presented in table 1. The
specific capacitance has a mean value of about
660 nF cm~? for partition thicknesses in the range
6.4-12.7 pm. This mean value rises to 694 and 724
nF cm~? when the partition thickness is increased
to 19.0 and 25.4 pm, respectively. Although the
experimental error in the capacitance values is
rather large (see below for a further discussion of
this point), a statistical evaluation of these data
using the Student criterion shows the increase in
capacitance to be clearly significant. Considering
the number of experimental measurements per-
formed for each thickness studied, the Student
criterion gives a probability of confidence of
99.98% for the difference in capacitance being
significant between 12.7 and 19.0 pm and 99.2%
for values between 19.0 and 25.4 pm.

Clues as to the possible origin of this 10%
increase in the specific capacitance of membranes
prepared on partitions of greater thicknesses may
be provided by an analysis of the various parame-
ters involved in calculation of the specific capaci-
tance. Indeed, the capacitance, C,,, of a mem-
brane is given by '

€otpmAm
M™ T 5
O

Table 1

Specific capacitance of PE/PS membranes formed across par-
titions of various thicknesses

8,. Teflon partition thickness; Cy, specific capacitance (given
as mean value+S.D.); N, number of membranes formed.

s, Cu N
(pm) (nF em™?)
6.4 661 + 50 54
9.5 665+ 25 38
12.7 663+ 44 55
19.0 694 +42 49
25.4 724 + 48 25

where ¢, represents the permittivity of a vacuum
(8.854x 107" Fm™"), ¢, the membrane dielec-
tric constant (usually taken as 2.2, corresponding
to the hydrophobic core dielectric constant), A,,
the membrane area and §,, the hydrophobic
thickness. It is not a simple task to pinpoint more
precisely which of the geometrical (A4,,, 8y) or
electrical (¢,,) factors are involved in the observed
increase of capacitance. However, we know that
the specific capacitance we measure for Montal-

Mueller membranes refers to both bilayer and

non-bilayer parts. Although the transition zone for
Montal-Mueller membranes appears to be of small
dimensions with respect to the bilayer [7,14,15], no
systematic study has yet been performed related to
the electrical characteristics of this transition zone
and their effect on the properties measured for
this type of membrane. On black lipid films how-
ever, White [16] has shown that the capacitance of
the transition zone accounts for less than 1% of
the membrane capacitance, as expected consid-
ering the probable size and overall dielectric prop-
erties of this region.

In the case of Montal-Mueller membranes, clues
pertinent to the importance of the transition re-
gion can be obtained if one considers in detail the
mode of formation of Montal-Mueller membranes
which has been followed here by measurements of
the capacitance during the course of membrane
formation. Fig. 1 shows a typical variation of the
capacitance recorded during the various phases of
membrane formation. The capacitance is given as
a function of the approximate volume of aqueous
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. . T T J value for the bilayer is recorded (point D). This
600 - < value is then stable, to within a few percent, as a

4004 &

200 =

CAPACITANCE [pF]
L
- —
| I I N

] 5 {1+] 15 20
YOLUME [mi)

Fig. 1. Typical rise of capacitance during the formation ol a

membrane, ploed as a function of the approzimate volume of

aqueous solution added to the cir compartment 1o obtain a

completely formed membrane. The various arrows (from A 10

D) refer to different time periods during the course of mem-
brane formation, as described in the text.

solution added in one of the two troughs to obtain
a completely formed membrane. The rather large
volumes required reflect the overail dimensions of
our troughs [12]. The x-axis is therefore a rough
measure of the extent of membrane formation.
Point A in fig. 1 corresponds to the situation
where the water level in the rrans compartment is
raised over the aperture while that in the cis
compartment is immediately below. The value of
the capacitance at this point is related to the
capacitance of the Teflon film separating the two
aqueous compartments. When agqueous subphase
is added 1o the cisr compartment the capacitance
begins to rise rapidly, subsequently slowing down
as more solution is added. This rise in the capaci-
" tance corresponds to the value of the capacitance
for a membrane of increasing area. When the
bilayer is almost completed (point B) a rapid
increase in capacitance (lypically, about 10% of
the capacitance measured) is observed (point C).
Hansen [17] has also reported such a phenomenon
for Montal-Mueiler membranes. The shape of this
overshoot in capacitance values between points B
and D is extremely variable for different mem-
branes prepared on any Teflon film thickness.
Further discussion of this point will be presented
below. Immediately after this overshoot, the final

function of time on a scale of about 3 h. Further-
more, il shows no variation upon a sudden change
in the applied voltage thus indicating that the
bilayer is virtually solvent-free [7).

The critical moment governing formation of the
bilayer, its stability and subsequent behaviour is
clearly when the membrane closes off. At this
point, the interface in the cisr compartment re-
aches the top part of the aperture on which squa-
lene, lipid and water molecules from the rrans
compariment are already present. [t is most likely
that these components form a microemulsion
(probably in the form of inverted micelles) in the
transition region, which is thought 1o represent the
nature of the material surrounding the bilayer. For
thermodynamic reasons, these inverted micelles
would remain mainly in the transition region [18).
This situation is quite clear inasmuch as BLM are
concerned [19-21]. It may not be very different
for Montal-Mueller membranes, since it has been
shown [11] that these membranes cannot be formed
if such a transition region is absent. In confirma-
tion of this point, it has been observed that Mon-
tal-Mueller membranes, in a similarly way 1o BLM
[15,22), have been shown io possess a measurable
lateral tension of a few mN m~" [23].

The existence of this lateral tension in
Montal-Mueller membranes has important conse-
quences, since it affects directly the surface pres-
sure within the bilayer. Evans and Waugh [24]
have related these two parameters explicitly by
T=y—o0, = being the surface pressure, y, the
surface lension and o, the lateral tension. There-
fore, increasing the lateral tension by 1 mN m™'
decreases the surface pressure by 1 mN m~'. In
turn, if the surface pressure within the bilayer is
changed, so will the area per molecule of lipid in
the bilayer. Actually, one can quantify this effect
by taking into account the recent lateral com-
pressibility data reported by White and King [25]
for egg phosphatidylcholine multilayers, from
which one can calculate that a change of 1 mN
m~! in the surface pressure of the bilayer can
produce a change in area per molecule of the lipid
of about 0.5-1.0 A?. This change does not seem
large on an absolute basis but it has very im-
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portant consequences inasmuch as capacitance
measurements are involved. Indeed, this slight
change in area per molecule of the lipid would be
sufficient to affect the penetration of water mole-
cules within the bilayer, close to its hydrophobic
core (l.e., even within the carbonyl bonds of the
lipid [26]), thereby modifying the position of the
hydrophobic/ hydrophilic barrier in the bilayer.
This would have a large effect on the capacitance
measurements. For example, a change of only 1.5
A in the position of the barrer on each side of a
bilayer 28 A in thickness would change the capaci-
tance values by about 11%. The argument pre-
sented here is similar, in principle, to that given by
Brambhall [27] to rationalize the difference in fluo-
rescence emission of probe molecules when pre-
sent in the inner or outer monolayers of small
lipid vesicles, or to that of Simon et al. [28] to
explain the effect of cholesterol on the capacitance
of bacterial PE Montal-Mueller bilayers.

If one now returns to table 1, bearing in mind
the ideas put forward above, it becomes possible
to rationalize the significant change in capacitance
values observed when bilayers are prepared across
apertures of different thicknesses. Indeed, we can
reasonably assume that upon changing the thick-
ness of the Teflon film across which the bilayers
are formed, the volume of the transition region
and, possibly also its composition will be differ-
ent. Now, Gruen and Wolfe [20] have shown that
the lateral tension in a BLM-type membrane is
related to the composition as well as to the size of
the micelles confined in the torus region. The
change in lateral tension involved can reach a few
mN m~1, i.e, it corresponds to a large fraction of
the actual tension measured in BLM or
Montal-Mueller membranes. As explained above,
this difference in tension would yield to measura-
ble differences in capacitance values between
membranes of the same lipid composition, but
prepared on partitions differing in thickness.

It is also possible, by using the arguments pre-
sented above, to explain the rather large fluctua-
tions in capacitance values measured for
Montal-Mueller membranes. This is clearly ob-
served in table 1, column 2, which shows the
standard deviation of the capacitance with respect
to the mean value for the five Teflon thicknesses

studied. The fluctuations in most cases are about
+ 8% of the mean capacitance values, much be-
yond the negligible vanations recorded when
calibration capacitors are used. These large
fluctuations are also evident in the capacitance
values reported by various authors, for either
phospholipid membranes (table 2) or mono-
glyceride membranes of well-defined chain com-
position (table 3). We believe that these fluctua-
tions for a given type of membrane reflect the fact
that upon preparing various membranes under a
given set of conditions, the transition region may
vary slightly in composition, thus changing the
lateral tension in the membrane. As a conse-
quence, the thickness of the hydrophobic portion
of the bilayer will vary as more or less water
molecules would be allowed to penetrate further
into the region of the first methylene groups close
to the carbonyls. Furthermore, it should be recog-
nized that the large fluctuations observed in the
capacitance measurements of Montal-Mueller
membranes or of BLM are inherent to the mode
of formation of such membranes. In particular, for
Montal-Mueller membranes it is clear that these
membranes are not, and cannot, be formed under
completely reproducible conditions. For example,
it is not possible to spread the squalene coating

Table 2

Literature data on the specific capacitance of Montal-Muetler
phospholipid membranes

DPG, diphosphatidylglycerol; PC, phosphatidyicholine; &,
Teflon partition thickness; C\4. specific capacitance; values of
C)p are means +3S.D., the number of membranes being given in
parentheses when specified.

Composition & Cym Ref.
(um) (nFem™?)
DPG/DPG 900 +£20 (8) 30
PS/PS 700 £ 30 (12) 30
PC/PC 12.5 750 £ 50 (28) 31
PC/PC 12.5 760 + 40 32
PE/PE 15.0 650+ 10 (8) 7
PE/PS 195.0 720£20(11) 7
PE/PS 19.0 670430 (3) 7
PE/PE 630430 33
PE/PE 680410 14
PE/PS 12.5 700 1 45 (32) 13
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Table 3

Literature data on the specific capacitance of symmetrical
Montal-Mueller monoglyceride membranes

MG, monoglyceride (chain length:unsaturation); 8,, Teflon
partition thickness; C),, specific capacitance; values of Cy, are
means +S.D., the number of membranes being given in
parentheses when specified.

Composition 8, Cuy Ref.
(pm) (nFcm™?)
MG (16:1) 12,5 847 +£26 (34) 23
MG (18:1) 12.5 745 +£24 (33) 23
MG (20:1) 12.5 657 +26 (27) 23
MG (18:1) 19.0 750+ 30 (26) 7
MG (18:1) 790+10 14
MG (16:1) 200 985 £ 45 34
MG (18:1) 20.0 852443 34
MG (20:1) 20.0 788 £ 40 34

around the aperture in exactly the same way. It is
not possible either to punch the aperture and
produce a hole that is exactly identical, at.the
molecular level, to one which has been punched
previously. The membrane formed at the end may
retain more or less lipid, squalene and water mole-
cules so that either the volume of the transition
region or, more likely, the composition of this
transition region in terms of the size and number
of inverted micelles may be different from mem-
brane to membrane.

It is also important to note that the mean
capacitance and fluctuation values reported in ta-
ble 1 represent the average values for a large
number of membranes (column 4) prepared on
different days of experimentation using different
Teflon partitions each time. We have indeed noted
that the capacitance values obtained on a given
day (i.e., on a given Teflon partition) are rather
reproducible (e.g., to within +a few percent).
However, the mean capacitance value for various
days of experimentation may differ to a much
greater extent (up to+ 8% as shown in table 1)
than the fluctuations recorded during a given day.
This is due to the fact that a new Teflon film is
used each time. The general conditions being
slightly different each time, the capacitance values
may be rather different in response to the variabil-
ity in composition of the transition region and the
consequence of this variability on the position of

the hydrophobic/hydrophilic barrier within the
membrane. It is therefore most important to aver-
age out capacitance measurements over various
film preparations in order to obtain significant
results.

By using the same line of arguments, one can
also rationalize the closing-off phenomenon, which
was referred to as point C in fig. 1. As described
above in bref, the rapid rise in capacitance values
observed immediately before the final capacitance
of the membrane is recorded can reach, typically,
about 10% of the capacitance measured. However,
this value is extremely variable and can be found
to be much larger for some membranes, some-
times reaching values as high as 50% of the capaci-
tance measured after the membrane is formed.
This broad variability observed in the shape and
amplitude of the closing-off phenomenon again
reflects the fact that forming a Montal-Mueller
membrane does not correspond to a true thermo-
dynamic equilibrium process. In the very last step
of formation, the membrane often builds up itself
almost spontaneously, beyond the control of the
experimenter. The large variability in the closing-
off phenomenon may, at least in part, be related
to the volume and composition (i.e., number and
dimensions of the inverted micelles) of the transi-
tion region at the critical moment when the water
level in the cis compartment reaches the top por-
tion of the aperture. This particular composition
may, to a large extent, affect the lateral tension of
the almost completely formed bilayer and thus,
via the mechanism described above, the capaci-
tance values recorded at this point. It is also very
likely, however, that in addition to this effect,
other concurrent effects occur during the closing-
off phenomenon (e.g., geometrical effects such as
repositioning of the bilayer in the Teflon partition,
which may affect the area of the bilayer).

In conclusion, the present work has explored
the possibility that the transition region around
the bilayer in Montal-Mueller membranes is likely
to affect the capacitance values measured for such
membranes. The effect is indirect in the sense that
the composition of the transition region (which,
for the reasons stated above, may be quite varia-
ble) will influence the lateral tension on the bi-
layer which, in turn, will ultimately result in re-
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positioning of the hydrophobic/hydrophilic bar-
rier, to which the capacitance values measured are
so sensitively related. With the aid of such a
mechanism, one can rationalize our experimental
finding that the membrane capacitance varies as a
function of the partition thickness across which
they are prepared. It also rationalizes the large
fluctuations in capacitance values usually found in
the literature for such membranes as well as, at
least in part, the closing-off phenomenon. Our
results also draw attention to the fact that, for
comparison of data between laboratories, the film
thickness as well as the number of membranes and
conditions prevailing should be given in detail.
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