UNIVERSITE DU QUEBEC A TROIS-RIVIERES

THESE PRESENTEE A

L'UNIVERSITE DU QUEBEC A TROIS-RIVIERES

COMME EXIGENCE PARTIELLE

DU DOCTORAT EN BIOPHYSIQUE (Ph.D.)

PAR

FRANCOIS BELLEMARE

EFFET DES CATIONS SUR LA STABILITE DES DISPERSIONS LIPIDIQUES SONIQUEES.

APPLICATION AUX MEMBRANES DES THYLACOIDES.

AVRIL 1989



Université du Québec a Trois-Rivieres

Service de la bibliotheque

Avertissement

L’auteur de ce mémoire ou de cette these a autorisé I’'Université du Québec

a Trois-Rivieres a diffuser, a des fins non lucratives, une copie de son
meémoire ou de sa these.

Cette diffusion n’entraine pas une renonciation de la part de I'auteur a ses
droits de propriété intellectuelle, incluant le droit d’auteur, sur ce mémoire
ou cette these. Notamment, la reproduction ou la publication de la totalité
ou d’une partie importante de ce mémoire ou de cette these requiert son
autorisation.



id

REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier en premier lieu, Jocelyne, David et Marie Eve pour
leur compréhension et leur appui dans mon projet de doctorat. En second
lieu, monsieur Fragata, mon directeur de thése, i1 m'a laissé une grande
latitude dans la réalisation de ce projet malgré des points de vue diver-
gents dans les hypothéses de départ. Je le remercie pour m'avoir incul-
qué au cours des années une rigueur scientifique. Je remercie mes con-
fréres: Gaétan et André qui n'ont cessé de m'appuyer: "Viens prendre un

p'tit café Gaétan qui était mon confident d'interrogations et d'expli-
cations! Un merci bien spécial a Michel Trudel qui a modifié le pro-
gramme de calcul des constantes de réaction afin de 1'adapter a mes
besoins. Un remerciement bién spécial a René Lesage pour les calculs de

simulation qui ont conduit @ une solution dans la compréhension des

isothermes d'adsorption.

Enfin une reconnaissance bien matérielle aux différents appuis financiers
en provenanace de: CRSNG, UQTR, Syndicat des chargés de cours, GRTM
(Univ. de Montréal). La confiance qu'ils m'ont témoignée a su générer en

moi suffisamment d'énergie pour terminer ce projet.



RESUME

Les thylacoides des chloroplastes végétaux sont des systémes membranaires
qui renferment toutes les molécules, lipides et protéines, nécessaires a
la capture de la portion Tumineuse de 1'énergie solaire, & 1'oxydation de
1'eau et a@ la chaine de transfert des électrons qui sont responsables de
Ta formation de nucléotides réduits. On y distingue une région granaire
constituée de membranes empilées et une zone stromatique constituée d'une
membrane simple. La section empilée est stable. Toutefois, les espaces
entre les feuillets bilipidiques varient suite aux conditions d'éclai-
rage. On peut se demander quels sont les types d'interactions entre Tles
tétes polaires opposées des lipides qui peuvent maintenir un tel empile-
ment des membranes, malgré des variations de pH et de la concentration
cationique 3 proximité de ces membranes (1). Nous croyons que 1'étude
des conditions de stabilité des dispersions aqueuses (liposomes) des
lipides des membranes des thylacoides nous renseignera sur les propriétés

colloidales de ces systémes.

La méthodologie consiste & isoler ces lipides, les dépigmen;er, en faire
des liposomes et mesurer leur stabilité en présence de différents cations
inorganiques. Cette stabilité est mesurée 3 1'aide d'un appareil a in-
jection rapide. L'enregistrement de la variation de la turbidité des
1iposomes en fonction du temps nous permet de calculer les constantes de

dimérisation. L'@valuation des constantes de fixation des cations sur
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les Tipides en tracant les isothermes d'adsorption fait par dialyse de
désalage nous permet de relier 1'apport ionique sur Tles constantes de

dimérisation.

Les principaux résultats démontrent une forte adsorption de cations sur
les phospholipides anioniques tels 1'acide phosphatidique (PA) et Ta
phosphatidylsérine (PS) et une.constante de dimérisation de 107 - 109
M-lg-1, Nous montrons que certains 1lipides qui constituent Tles
membranes des thylacoides: phosphatidylglycérol (PG), digalactosyldigly-
céride (DGDG) et un extrait lipidique partiel (sans monogalactosyldigly-
céride, puisqu'il nuit @ la formation de bicouche) fixent peu ou pas de
cations. Dans ces cas les constantes de dimérisation sont évaluées a
105 - 108 mM-1ls-1, IT s'agit donc d'une incidence de 1la fixa-
tion des cations sur les tétes polaires des lipides et sur la stabilité
des Tiposomes. Puisque la présence des cations dans le milieu de disper-
sion induit tout de méme une déstabilisation de ces systeémes, on conclut
qu'ils interférent au niveau de 1'hydratation des tétes polaires de ces
Tipides. Dans ces cas, la présence des cations brise 1'architecture des
molécules d'eau qui se batit entre les bicouches lipidiques et permet le
contact moléculaire. Comme les membranes des thylacoides sont consti-
tuées en majorité de galactolipides et de PG, molécules fortement hydra-
tées, on propose donc que c'est la stabilité du réseau de molécules d'eau

qui s'établit entre les feuillets bilipidiques qui contrdole 1'empilement.

1 Murakami, S., Packer, L. Protonation and chloroplast membrane
structure. J. Cell Biol., 1970, 47, 332-351.
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

A) RELATIONS ENTRE L'EFFICACITE QUANTIQUE ET LA STRUCTURE DANS LES MEM-

BRANES DES THYLACOIDES

La photosynthése est le processus qui permet aux plantes, aux algues et a
certains types de bactéries de capter la partie vfsib1e de 1'énergie
électromagnétique émise par le soleil puis de la convertir efficacement
dans une forme chimique stable. La photosynthése peut étre divisée en
deux étapes. La phase "lumineuse" consiste en la capture puis la migra-
tion d'excitons jusqu'a un centre réactionnel qui par suite des sépara-
tions de charge est responsable du clivage de molécules d'eau (ou autres,
dans le cas de certaines bactéries) en protons puis en oxygene molécu-
laire. Les &lectrons produits par 1'oxydation de 1'eau sont par la suite
captés par une filiére de molécules oxydo-réductrices. Certaines d'entre
elles (les plastoquinones) produiront des protons qui, accumulés avec
ceux provenant du clivage des molécules d'eau, activeront une ATP synthé-
tase. De plus, un second systéme capteur de Tumiére peut €tre excité a
son tour de facon d permettre la réduction des transporteurs précédents.

Ce photosystéme sera couplé a une NADP réductase. Les deux nucléotides



ATP et NADPH sont utilisés par la suite dans la phase "obscure" de la

photosynthése (cycle de Calvin).

Le cycle de Calvin est une suite de réactions biochimiques qui réduisent
le bioxyde de carbone par 1'entremise des nucléotides ATP et NADPH, afin

de produire la forme chimique stable, 1'hydrate de carbone.

Chez les plantes, la photosynthése a lieu dans des organelles spéciali-
sés, les chloroplastes (figure 1)1. La phase lumineuse est intimement
reliée aux structures membranaires, les thylacoides, tandis que les enzy-

mes de la phase obscure sont dispersés dans le stroma.

Les chloroplastes sont entourés d'une membrane externe et continue. Le
systéme membranaire interne est lui aussi continu mais i1 est replié et
renferme un compartiment matriciel. La membrane forme des structures
aplaties appelées disques thylacoides. I1s contiennent tous les pigments
et tous les enzymes nécessaires aux réactions primaires dépendantes de la

lumiére.

On y distingue une zone empilée, le thylacoide granaire puis une portion
constituée de deux bicouches qui sont en contact avec la partie stromati-
que du chloroplaste. Des méthodes spectroscopiques ont permis de révéler
que les cellules photosynthétiques contiennent des arrangements de pig-
ments dont les maximums d'absorption se situent 3 680 et a 700 nm. Ces

complexes pigmentés se décolorent sous 1'action de la lumiére.
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Emerson? a éfé pérmi les premiefs a élucider le rdole complémentaire des
deux complexes pigmentés. L'efficacité de 1la photosynthése est uniforme
dans 1a plus grande partie du spectre solaire mais elle diminue signifi-
cativement dans la partie rouge (A > 680 nm) du spectre Tlumineux. Par
contre, il a démontré que si la lumiére incidente rouge (A = 710 nm) est
complétée par une lumiére de plus courte Tlongueur d'onde (X < 670 nm),
1'efficacité quantique de la photosynthése redevient normale. Ces réac-
tions suggérent que deux bhotosystémes sont nécessaires afin d'avoir une

efficacité photochimique maximale.

La description des rdles de chacun des photosystémes nous renseignera sur

1'utilité de chacun.

L 'énergie lumineuse est captée au sein de la membrane des thylacoides par
des complexes capteurs de lumiére appartenant chacun @ 1'un des deux pho-
tosystémes: le PSII (P-680) et le PSI (P-700). A éhaque photosystéme
est associé un accepteur et un donneur d'électron; ce dernier permet a la
chlorophylle oxydée de retrouver son niveau énergétique initial. Au
niveau du PSII, le donneur d'électron est 1'eau. La p1astocyanine, une
protéine métallisée, est le donneur d'électron du PSI. Ces deux photo-
systdémes sont connectds par une chaine de transporteurs (figure 2)3 ol
la plastoquinone semble jouer un rdle prépondérant de coordination entre

les deux photosystémes.
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Le but de la photosynthése étant de produire de 1'ATP et du NADPH 3 1la
demande du métabolisme chloroplastique, il se trouve que le PSI par 1'en-
tremise du cycle de phosphorylation cyclique peut a lui seul, effectuer
cette double synthése. La nécessité du PSII dans la photosynthése peut
résider dans un role d'activateur puisqu'il contribue & réduire le P-700
par 1'entremise des plastoquinones et les protons produits par cette
molécule servent d@ activer 1'ATP synthétase. I1 est important aussi de
noter que 1'eau est Te donneur d'électron qui réduit la chlorophylle du

P-700.

Un examen attentif de la structure du chloroplaste permet de distinguer
deux architectures enchevétrées, le thylacoide granaire et le thylacoide
stromatique (figure 1). De récentes études démontrent que ces diverses

structures ont une composition enzymatique différente.

Or, comment est maintenue cette hétérogénéité et quelle relation s'éta-

b1it entre les deux structures?

B) MECANISMES DE CONTROLE DE L'EMPILEMENT MEMBRANAIRE

La structure des membranes du thylacoide pose une difficulté dans la com-
préhension du fonctionnement coordonné des deux photosystémes d'autant

plus que 1'hétérogénéité latérale est a 1'origine d'une hétérogénéité



fonctionnelle?. On retrouve les enzymes responsables de la synthése de
1'ATP® et de la réduction du NADP+6 dans la portion stromatique
du thylacoide. La partie granaire7 est riche en PSII, tandis que Tle

PSI occupe 1a portion stromatique (tableau 1)3.

Expérimentalement, i1 est possible de faire varier le deqré d'empilement
des membranes du chloroplaste en faisant varier 1av concentration des
espéces cationiquess, des protons9 et voire méme 1'illumination9
puisque Murakami et Packer ont démontré une contraction réversible des

chloroplastes lorsqu'ils étaient i1luminés.

Lors de ces changements structuraux, Staehe1inl0 rapporte une perte
de la différenciation fonctionnelle observée dans les membranes intactes.
Le retour aux concentrations cationiques habituelles (NaCl > 150 mM et
Mg Cl» > 3 mM) permet de retrouver les taux normaux de membranes gra-

naires et de ce fait leur hétérogénéité fonctionnellelO,

Murakami et Packerd proposérent un modéle qui explique ces changements
structuraux. I1s les relient @ la déshydratation de 1'interface di a la
protonation des groupements acido-basiques des lipides et des protéines,
soit par acidification ou par les effets des réactions de la phase lumi-
neuse, i.e. la 1ibération de protons. La protonation des charges négati-
ves ménerait 4 1'expulsion des molécules d'eau localisées au voisinage

des groupements négatifs. 11 se produit donc une augmentation des forces
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Tableau 1

Distribution spatiale des constituants des membranes des thylacoides

(d'apres la réf. 3).

Constituant Membrane Membrane
’ granaire stromatique
(%) (%)

Photosysteme 11 85 15
Photosystéme I < 15 > 85
Cyt F/Bg 50 50
Chl a/b > 70-90 < 10-30*
(complexe transporteur de lumiére) '
Synthétase de 1'ATP 0 100

Influencé par le taux de phosphate



attractives entre les molécules des membranes opposées, ce qui a pour

effet de réduire la distance entre les membranes.

La simulation de la variation du potentiel de surface des membranes de
thylacoides en présence des cations amena Barber et gl.ll aux memes
conclusions que Murakami et Packer9. Les charges de 1la surface des
membranes doivent €tre soit annulées ou déplacées afin que la structure
empilée des membranes des thylacoides soit préservée. I1 s'agit d'un
équilibre qui doit s'établir entre les forces répulsives électrostatiques
dues a la présence de'charges sur la surface des membranes (ionisation
des lipides et des protéines) et les forces attractives de van der Waals
(attractions dipole-dipdle). La présence des cations prés des sites
chargés de la membrane fait &cran aux répulsions électrostatiques et un
nouvel équilibre doit s'établir entre les surfaces. La répulsion étant
diminuée, le nouvel équilibre s'établit donc a plus faible séparation
entre les surfaceg. Comme la répulsion &lectrostatique est diminuée par
la présence des cations, comment se fait-il1 qu'il n'y ait pas de contact
“apparent" entre les surfaces? Comment se fait-il que le processus soit
révérsib]e? Qu'est-ce qui empéche le contact moléculaire entre les deux

membranes?

Un é18ment de réponse peut venir d'un modéle plus récent qui fait état
des forces d'hydratation pouvant exister entre deux surfaceslZ,13,

Dans des travaux provenant d'un groupe dirigé par Ninhaml4, on
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conclut qué»ies perturbations dues & 1'arrangement des molécules de sol-
vant prés de 1'interface peuvent s'é@tendre jusqu'a 5 ou 10 diénétres
moléculaires d'épaisseur et que 1'addition de ces perturbations ménent &
une force, qui & faible distance, est trés grande comparée & celle de van
der Waals et spécialement lorsque la constante de Hamaker (voir défini-
tion dans réf. 88) est faible, comme dans les systémes lipides-eau. Ces
forces d'hydratation peuvent provenir soit de 1'hydratation des
jonsl® fixés sur les charges de la surface et/ou & la présence des

molécules d'eau en interaction avec .les tétes polaires des lipidesl’.

C) FORCES IMPLIQUEES DANS LES INTERACTIONS ENTRE DEUX SURFACES

Le critére de stabilité colloidale dépend de plusieurs facteurs tel que
les interactions  hydrodynamiques, la cinétique des collisions
broWniennes, la stabilité thermodynamique des surfaces ainsi que de 1la
nature des interactions surface-surface. C'est ce dernijer item qui est
le factéur déterminant de la stabilité des systémes lamellaires comme en

sont les membranes des thylacoides.
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11

Forces de répulsion

a) Forces électrostatiques

Les membranes 1lipo-protéiques sont des colloides hydrophiles
puisqu'elles baignent dans un milieu aqueux ce qui provoque 1'hy-
drolyse des groupements dissociables: -COOH, -SO3H, -POH,
-NHo, etc. présents dans ces molécules. Les charges négatives
et positives portées par ces groupements ionisés sont responsa-
bles des forces &lectrostatiques des biocolloides. Lorsqu'un
electrolyte est ajouté a la dispersion colloidale, les ions et
contre ions présents sont attirés par les groupements chargés et

forment une couche ionique diffuse autour de ces colloides.

L'intensité et la distribution de 1'énergie autour de ces surfa-
ces chargées ont &té é&tablies par Debye et Hiicke1l9. C'est
une théorie maintenant devenue classique et qui s'applique aux
bicouches 1ipidiques.  McLaugh1inZ?0 et son groupe, 3 1'aide
d'expériences de mesure de conductance puis de mobilité élec-
trophorétique, ont démontré que le comportement des bicouches
1ipidiques chargées correspondait a celui décrit par la théorie
de Debye-Hiickel. Elle permet de prédire le comportement des ions
en solution en présence d'une surface chargée. Les postulats de

départ permettent de simplifier 1'expression de la
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digf;ibutidn d'un électrolyte prés d'une surface chargée. La
distribution des charges sur la surface infinije doif étre uni-
forme et le milieu dans lequel ces charges agissent doit avoir
une constante diélectrique uniforme. Les ions sont considérés

comme charges ponctuelles.

En premier lijeu, les jons présents dans la solution formeront une
couche diffuse prés de la surface chargée, de telle sorte que le
nombre de charges électiques dans la couche diffuse égalera le

nombre de charges sur la surface.

g = - f DX dx (l)

oli o représente la densité de charge de la surface et Py, la
densité de charges portées par les jons dans la couche diffuse a
une distance x de la surface chargée. L'@valuation de py se

faisant selon la sommation des espéces chargees dans la solution.
P = % Zi FCix (2)
ot Z est la charge de 1'ion, F, la constante de Faraday et Ciy,

la concentration de 1'espéce jonique & une distance x de la sur-

face chargée.
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Pour une surface chargée planaire, 1'équation de Poisson permet
de relier le potentiel électrique, ¥ & une distance x et la
quantité d'<ons retrouvés a cette distance x de la surface

chargée:

& et €, sont les permittivités relatives de la solution et

du vide, respectivement.

Comme les espéces ioniques sont localisées dans la solution &
certaines distances x variables, de la surface chargée, 1'équili-
bre thermodynamique nécessite 1'@quivalence des potentiels chimi-

ques et électrochimiques:

=
I
|

joo

ix

La relation de Boltzmann permet d'établir la répartition des ions

au voisinage d'une surface chargée:

Cix = Ci, €xp (- Z; F Yx/RT) (4)

Combinant les équations 2, 3 et 4, nous obtenons la relation de

Poisson-Boltzmann:
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-y | y
1 . - Y
X - - —— IZ.FC, exp (-0

2 il ! RT

Utilisant 1'artifice mathématique:

L1 d gy
q x2 -2 dy dx

et posant les frontiéres d'intégration tel que

dw/dx > 0 lorsque X > o et Y > 0

On a alors:

dy 2 Z. Fy
X 2RT X
(=) = =% [z, Ciw [exp ( o ) - 111
r o
ou

dy Zi Fy

X =+ (RLE [1 ¢ fexp (- Xy 11F(5)
dx €.E4 i e

Or la force du champ électrique dyy,/dx est aussi définie par 1la
relation de Gauss:

d lpx 1

) =
dx x>0 Ereo

( o (6)
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oll 0 représente la densité de charges a la surface. Combinant

les équations 5 et 6, on trouve:

a la surface de la membrane.

Dans un cas ol le sel dissout dans le milieu est un électrolyte

binaire i.e. Z - Z, 1'€quation (7) devient:

)

Z Fy

o = (8BRTee, € ) sinh (—2

joo 2RT

De plus, i1 est possible d'intégrer 1'équation 5, afin d'établir
le gradiant de 1la variation du potentiel, ¥ en fonction de 1la
distance, x de la surface. Pour un électrolyte de type Z - Z:

on retrouve finalement

Z Fy, Z Fyy
kex = 1n [tan h ( )] - In [tan h ( )]
4RT ART
27° ¥ .
. . 2  _ =
considerant que K =
RT €,Ep

Dans le cas des espéces joniques représentées par des charges
ponctuelles la valeur 1/x se nomme longueur de Debye. L'applica-
tion aux surfaces chargées est permise et définit la distance de
Ta surface ol le potentiel ¥, vaut l/e de sa valeur a yo. On

retrouve en figure 3 Al8 une courbe représentant la variation
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F:gure 3A: Variation de la longueur de Debye en fonction de la concen-

tration de 1'électrolyte. (d'aprés la réf. 18).
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Figure 3B: Diagramme montrant la variation de potentiel lors du rappro-

chement de deux surfaces chargées. (d'aprés la réf. 19).
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de 1/x en fonction de la concentration de 1'électrolyte. L'on
observe un effet trés net de la concentration ionique sur la lon-
gueur de Debye. Lorsque la concentration de 1'électrolyte est de
1'ordre de 1074 elle est de 300 gngstroms alors que Tlorsque
la concentration ionique s'approche de 1071M, elle ne mesure

qu'une dizaine d'angstroms.

De cette notion de longueur de Debye, on peut obtenir d'impor-
' tants renseignements sur le comportement des membranes des thyla-
coides. En effet, 1'€paisseur de la couche jonique qui pourra
neutraliser presqu'entiérement le potentiel de la surface généré
par la présence des charges, représentera la demi-distance x de
rapprochement entre deux surfaces similaires. A cet endroit, le
potentiel sera au mimimum et croitra exponentiellement de part et
d'autre pour atteindre la valeur maximale aux surfaces. La
figure 3B, & droite,19 montre 1a variation du potentiel de 1la
solution en fonction de la distance x de la surface chargée tel
que le décrit 1'équation 5. Un schéma représente le comportement
du potentiel lorsque deux surfaces chargées se rapprochent. La
partie gauche de la figure 3819 montre 1a variation du poten-
tiel selon la distance x. En pointillés on a la décroissance
exponentielle correspondant & la description de 1'équation 5 et
en trait plein, la variation de ce potentiel Tlorsque les deux

plans s'approchent.
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I1T a été établi par Verwey et Overbeekl9 que 1'énergie poten-
tielle due 3 1'interaction répulsive entre les deux surfaces est

donnée par:
Vo = 27a g€y 2 1n tl + exp (- kd)]
R rp ‘o

d représentant la distance entre les deux surfaces. Les autres

paramétres ont déja été définis.

b) Forces d'hydratation
Encore mal comprises, les forces d'hydratation correspondent a la
quantité d'énergie qu'il faut déployer pour briser 1'architecture
de molécules d'eau sur les surfaces hydrophiles afin que les deux
surfaces viennent en contact. Depuis une douzaine d'années deux
équipes de recherche'5,21,23  par des techniques différentes,
ont pu quantifier et peut-étre dans un cas qualifier davantage
ces forces répulsives d'hydration. Que ce soit en absence ou en
présence de répulsion électrostatique, ces forces sont présentes
et empéchent, a la limite les deux surfaces d'adhérer. Succinte-
ment, décrivons les techniques qui ont pu déceler ces inter-

actions.
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Le groupe de Randl® détermine 1a quantité d'eau résiduelle
entre des feuillets 1ipidiques qu'ils déshydratent en pressant la
multicouche contre une membrane semi-perméable, dans ce cas la
mesure de la pression appliquée est proportionnelle a 1'énergie
nécessaire pour enlever les molécules d'eau des feuillets 1lipidi-
ques. Une autre méthode consiste 3 mettre les 1ipides hydratés
en présence de molécules de dextran qui les déshydratent, alors
la mesure de la pression osmotique de la solution de dextran per-
met d'évaluer la quantité d'énergie nécessaire pour retirer 1'eau
des feuillets bilipidiques. La mesure de la distance entre les
feuillets 11p1d1ques par 1'utilisation de 1la technique des
rayons-X permet de suivre les changements structuraux qui se pro-

duisent dans les systémes lipidiques, suite a la déshydratation.

Un autre groupe dirigé par Israe1achvf11121»23 utilise le
déplacement d'une monocouche de lipides déposée sur une feuille
de mica fixée a un ressort. Une autre monocouche de 1ipides
déposée sur une feuille de mica est superposée a la premiere.
Elle est fixée é'un mécanisme mobile permettant le controle du
rapprochement des deux surfaces. Le systéme (2 feuilles de mica
+ ressort) baigne dans la solution de solvatation. L'énergie
d'hydratation est alors évaluée 3 partir de la force de rappel du

ressort et de la variation entre la distance induite entre les
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surfaces lipidiques et la distance réelle mesurée par interféro-
métrie. Le ressort trés sensible, permettant d'obéir a uﬁe
répulsion ou a une attractioh entre Tles sUrfaces. Qualitative-
ment, les deux techniques donnent les mémes résultats. Quantita-
tivement les auteurs ne s'entendent pas sur la signification de
chacune des mesures’9, Néanmoins, un schéma issu du groupe
de Randl3 (Fig. 4) donne un apercu de 1'énergie et de la dis-
tance a laquelle ces forces dominent. Nous reviendrons dans la
section suivante sur la question de la quantité d'énergie néces-
saire pour 1libérer une section de la surface des molécules du

solvant.

2) Forces d'attraction

Comme les systémes colloidaux coagulent lorsque, a8 la limite, les
concentrations ioniques permettent aux surfaces de se rapprocher, des
forces attractives doivent exister pour maintenir les surfaces ensem-
ble dans un état agrégé. Ces forces attractives sont de type van der
Waals et plus spécifiquement, les forces de dispersion de London.
Elles sont dues au déphasage entre les moments dipolaires oscillants
de deux atomés adjacents. I1 se produit donc une fluctuation des
charges de 1'atome ce qui permet 1'expression d'une faible force

d'attraction entre Tles atomes. IT a été démontré par
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Figure 4: Schéma représentant les intensités des forces lors du rappro-

chement de deux surfaces chargées. (d'aprés la réf. 13).



Verwey et Overbeekl9 que 1'énergie d'attraction entre deux col-

loides peut €tre représentée approximativement par

A
Vo = - 5

127wd

ol A représente la constante de Hamaker qui s'exprime par

im2 g2 h Va?

ol g est la charge de 1'électron
h 1a constante de Planck

la fréquence et

<

la polarisabilité de 1"“atome.

Q

d représente la distance qui sépare les plans colloidaux.

3) Bijlan des forces

La théorie DLVO (Dervichian, Landau, Verwey, Overbeek )19 qui fait
état d'un équilibre entre les forces de répulsion électrostatique et
les forces attractives de van der Waals nécessite des modifications
pour y inclure les forces répulsives de solvatation retrouvées a fai-
ble distance. Dans certains cas les forces d'hydratation surpassent

les forces de van der Waals et empéchent la coagu]ationls.
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Bien qu'elles n'ajent pas encore é&té théoriquement définies, Parse-
g1'an13 en fait une description quantitative app11quée aux phos-
pholipides. Comparées aux énergies de van der Waals (0.01 a
0.1 ergs/cm?), i1 s'avére qu'il faille fournir entre 10 et
100 ergs/cm? pour enlever 1'eau qui intervient dans le réseau d'hy-
dratation. Une forte énergie doit étre fournie au systéme hydraté
afin que les bicouches puissent se toucher et entrer en interaction

hydrophobe.

Les changements structuraux qui se produisent Torsque les surfaces
lipidiques se touchent, i.e. dans la zone de contact sont détermi-
nants dans les propriétés adhésives ou fusogéniques des membranes.
Une description qualitative de ces changements nous renseignera

davantage sur la stabilité des vésicules lipidiques.

Ainsi au-dela d'un écartement de 30 3, la répulsion entre les bicou-
ches est dominée par Tles forces &lectrostatiquesld (Fig. 4),
Méme si les répulsions électrostatiques sont faibles, dues 3 une fai-
ble densité de charges de surface ou 3 la présenceAd'ions qui neutra-
lisent partiellement les charges de surface, 1a‘coagu1ation ne peut
se produire puisque les forces de van der Waals sont trop faibles.
Dans les cas ou les membranes sont neutres, ou‘chargées mais en pré-
sence de fortes concentrations ioniques qui annulent les charges de

surface, les répulsions @&lectrostatiques sont annulées et Tles
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bicouches peuvent s'agréger méme lorsque la distance qui sépare les
syrfaces est de 65 Z. Par ailleurs, certaines membranes neutres peu-
vent adsorber des cations et ainsi demeurer séparées indéfiniment en
suspension. Lorsque ces membranes se rapprochent, dans certains cas

les cations peuvent désorber et permettre un contact moléculaire.

A trés courte distance, moins de 20-30 Z, une forte répulsion due a
1'hydratation se produit. Si la pression de rapprochement exercée
est suffisante, un réarrangement structural se produit.- Souvent Te
bilan est un nouvel agencement des molécules qui se manifeste aprés
une augmentation de la pression latérale intralamellaire due a une
cristallisation des chaines hydrocarbonées. Ces effets sont a 1'ori-
gine des changements de phase des 1ipides anioniques en présence des

cations?l,

Un cas est illustré 3 la figure 517 montrant le bilan comparé des
interactions totales entre des vésicules de PC et des vésicules de
PE. La fusion des vésicules de PE est plus favorable énergétiquement
que celle des vésicules de PC. Nous savons que la PE peut former des
formes hexagonales. De telles modifications structurales sont indui-
tes par la présence des cations. La PC n'a pas la possibilité de
tels changements structuraux; aussi est-il difficile de faire fusion-

ner des systémes constitués uniquement de PC.
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PE : PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE

PC : PHOSPHATIDYLCHOLINE

Schéma représentant le bilan &énergétique des forces Tors du

rapprochement de deux surfaces. (d'aprés la réf. 17).
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Nous croyons qu'un mécanisme similaire peut s'appliquer dans le cas
des membranes des thylacoides. La distance entre les membranes est
contrdlée par la présence des ions dans le milieu et la réversibilité
du phénoméne provient de 1'insuffisance des forces de van der Vaals
pour faire coaguler les membranes. A notre avis, la concentration
ionique présente n'est jamais suffisante pour enrayer la force &lec-
trostatique et la force d'hydratation. L'addition de ces derniéres

surpassant les forces de van der Waals.

Connaitre la nature des lipides constituant ces membranes devient
alors trés important et i1 devient primordial de savoir s'ils peuvent
interférer avec les cations susceptibles d'étre présents dans le

cytoplasme des chloroplastes.

LIPIDES DES MEMBRANES DES THYLACOIDES

1) Composition lipidique de 1a membrane thylacoidienne

L'aspect structural particulier des membranes thylacoidiennes nous
améne tout de suite & considérer la nature des molécules qui consti-
tuent cette architecture. Ces membranes photosynthétiques sont cons-
tituées de lipides et de protéines en proportions (p/p) équivalentes.

Malgré le fait que le rdle structural des protéines ne soit
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pas a négliger, la spécificité de ces lipides nous porte 3 croire
qu'ils pourraient jouer un role majeur dans 1'organisation de ces
membranes. N'oublions pas que Tes 1ipides constituent la matrice

dans laquelle baignent les protéines membranaires.

Ces groupements fonctionnels particuliers des 1ipides du thylacoiide,

les glycérides glycosylés, sont représentés en figure 6.

Les principales classes de Tlipides glycosilés retrouvées3d sont
les monogalactosyldiacylglycérols (MGDG), Tes digalactosyldiacylgly-
cérols (DGDG), les phosphatidylglycérols (PG) et les sulfoquinovosyl-

diacylglycérols (SQDG).

La distribution des lipides dans les membranes des thylacoides suivra
aussi 1'architecture hétérogéne des protdinesZ® (Tableau 2). Les
1ipides neutres, MGDG et DGDG constituent au moins 65% des Tipides du
thylacoide. Ensuite viennent les lipides chargés avec principalement
la PG (15%) et la SQDG (12%), la phosphatidylcholine (PC) que 1'on
retrouve 3 peu prés dans la majorité des membranes est présent a seu-
Tement 4% dans ce type de membrane. On retrouve une distribution
hétérogéne de ces lipides. Toutefois les parties granaires et stro-
matiques conservent le ratio 2:1 galactolipides:1ipides chargés.
Plus spécifiquement, Ta membrane granaire posséde plus de MGDG et de
PG que la membrane stromatique tandis que Te DGDG est en plus forte

proportion dans la partie stromatique de la membrane des thylacoides.
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Tableau 2

Distribution lipidique des membranes des thylacoides

Classe de lipides Thylacoides Membrgne Membrape
granaire stromatique
MGDG 38 44 33
DGDG 29 : 18 30
PG 14 | 33 14
SQDG 12 9 15
PC ' 5 2 7

(D'apres la réf. 26).
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L'analyse de la composition en chaines acyle de ces lipides révéle
leur grand é&tat de fluidité2l (Tableau 3). Ainsi, les galactoli-
pides neutres sont constitués presqu'exclusivement de chaines 1inolé-
noiques (C1g.3). Les 1ipides chargés, PG et SQDG, renferment
surtout le mélange de chaines Tinolénoique:palmitoique ou T1inoléi-

que:palmitoique.

L'état fluide dans Tequel se trouve cette matrice doit faciliter

énormément la diffusion des molécules.

2) Dispersions des 1lipides des thylacoides dans des solutions

aqueuses

L'analyse des lipides des membranes du chloroplaste révéle que 1la
majorité (65%) sont neutres (non joniques), le MGDG et le DGDG. De
ces deux lipides, seul le DGDG peut former des bicouches fermées en
solution aqueuse28’29. Le MGDG forme des structures du type
hexagonales ou des particules (micelles inverses) lorsque leur taux
de présence est supérieur a 30-40% (p/p) dans des dispersions mixtes

avec le DGDG (Tableau 4).

Les autres lipides présents (PG, SQDG et PC) sont ionisables et peu-
vent former en solution aqueuse, des bicouches voire méme des liposo-

mes unilamellaires.



Tableau 3

Composition en chaine acyle des lipides des membranes du thylacoides

Espéce moléculaire Chaine acyle
(mole %)

MGDG DGDG  SQDG PG

18:3/18:3 92 70

18:3/16:0 ' 4 24 62 2
18:2/16:0 ' 33 5
-18:1/16:0 7
18:0/16:137 45
16:0/16:137 37
Acide palmitique (16:0)

Acide hexadécénoique (16:1)

Acide stéarique (18:0)

Acide oléique (18:1)

Acide linoléique (18:2)

Acide Tinolénique (18:3)

(D'apres la réf. 20).
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Tableau 4

Comportement des lipides des membranes

des thylacoides en dispersion aqueuse

Extrait Méthode Structures observées
lipidique
Lipides totaux Dispersion - Vésicules

- Arrangements tubulaires
- Particules lipidiques

Lipides totaux Phase inverse - Vésicules

dépigmentés - Particules lipidiques

MGDG Dispersion - Agrégats amorphes
Phase inverse - Réseaux tubulaires

- Arrangements de particules

DGDG Dispersion - Vésicules

Phase inverse - Vésicules

PG Dispersion - Vésicules
MGDG:DGDG (P:P)

< 30-40% Phase inverse - Vésicules

50-50% Phase inverse - Vésicules

- Arrangements tubulaires

> 70% Phase inverse - Agrégats cristallins

(D'aprés les réfs. 28 et 29).
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On peut d'ores et déja penser a un modéle de membranes de thylacoides
constituée d'une matrice de DGDG, PG, PC ou SQDG, parsemée de MGDG.
Le haut ratio de MGDG dans les membranes artificielles oblige ce
dernier a se solubiliser sous une forme hexagonale créant ainsi des

particules a 1'intérieur de la bicouche.

A date i1 n'y a aucune évidence expérimentale de 1la présence des

micelles inverses dans les membranes des thy1aconés30.

Considérant le fait qu'une plus grande proportion de MGDG se retrouve
dans la région empilée des thylacoides, certains auteurs sugge-
rent2d que sa. facilité a former des phases inverses dans une
bicouche 1ipidique doit lui servir afin de stabjliser les protéines

intrinséques des thylacoides.

Les membranes du thylacoide sont donc constituées de 1lipides qui,
mélangés ensemble puis dispersés dans 1'eau, ne forment pas unique-
ment des Tiposomes mais tout un ensemble de structures mixtes allant
de la vésicule unilamellaire au liposome ayant des structures hexago-

nales ou inverses dans leur bicouche.
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DEFINITION DES BUTS

1) Importance des forces interfaciales dans le processus d'empile-

ment des membranes des thylacoides

Le but du travail consiste 3@ déterminer les conditions cationiques
nécessaires pour déstabiliser des vésicules formées a partir d'un
extrait lipidique partiel des membranes de thylacoides. La comparai-
son entre les valeurs obtenues pour les lipides des thylacoides et
des 1ipides purs nous servira afin de caractériser davantage le role
des cations dans la stabilisation de 1'architecture de ces structures

membranaires.

L'approche expérimentale choisie sera de former des liposomes a par-
tir des lipides extraits ou synthétiques et de mesurer la concentra-
tion cationique nécessaire afin de les faire coaguler. Puisqu'il
doit y avoir contact entre les vésicules unilamellaires afin que la
coagulation ait lieu, la mesure de la cinétique de 1la dimérisatioh
nous renseignera sur 1'efficacité des collisions entre les vésicules
et sur le role potentiel des cations dans le processus initial de 1la
coagulation. Afin de préciser ce dernier les isothermes d'adsorption
des cations sur les lipides utilisés seront mesurés. Le but de ces

mesures est de faire le rapprochement entre la quantité d'ions fixés
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sur les vésicules et la concentration cationique au seuil de la coa-
gulation. On verra par la nature des lipides utilisés, si la struc-

ture de la téte polaire influence le processus de la coagulation.

On ne doit pas perdre de vue le but ultime de ces expériences qui est
de caractériser davantage Tle rdle que peuvent prendre Tles lipides:
DGDG et PG dans le processus de réqulation de la distribution quanti-
que entre Tledeux photosystémes. On est conscient que ce mécanisme
peut impliquer des protéines25, Néanmoins, vue Tla spécificité
des 1lipides trouvés dans les membranes des thy1acone526, et que
ce "jeu" des membranes impliqué dans Tle processus de régulation de
1'efficacité des deux photosystémes?’ est unique, nous croyons a

une role important sinon essentiel des galactolipides qui constituent

Ta majeure partie des lipides de ces membranes.

2) Choix des lipides

Comme la vésicule unilamellaire est le modéle choisi pour discerner
les effets des cations sur les lipides, la dispersion aqueuse de ces
derniers doit donc présenter les caractéristiques d'une bicouche -

réquliére.

La majorité des 1ipides des thylacoides est représentée par le MGDG,
le DGDG et 1a PG. Le SQDG est présent presqu'au méme taux que la PG
dans ces membranes, mais les difficultés d'approvisionnement et de

purification & partir des Tlipides des thylacoides nous obligent a
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nous orienter vers d'autres lipides qui croyons-nous pourront le rem-
placer. L'utilisation des lipides chargés tels la phosphatidylsérine
(PS) et 1'acide phosphatidique (PA) nous permettra de mimer le SQDG.
Comme le MGDG ne forme pas de bicouche en solution aqueuse, nous
1'excluons du mélange des lipides extraits des membranés des thyla-
coides. Alors, en résumé, les lipides suivants seront utilisés: PA,

PS, PG, DGDG et 1'extrait partiel des lipides des thylacoiides.

3) Plan du travail

Tel que mentionné & la section 1, nous analyserons en premier lieu
les conditions de concentrations cationiques nécessaires afin de pro-
voquer la coagulation des dispersions aqueuses des vésicules. Les
cations utilisés sont le Nat , MgT, Calt, Mnt, H*, tous des
cations susceptibles d'étre trouvés dans le stroma preés des membranes

des thylacoides.

L 'analyse des résu1tats nous permettra de comparer le comportement
des 1ipides chargés a celui des lipides neutres. Ce fait sera ampli-
fié lors de 1'analyse des constantes de la dimérisation obtenues pour
Tes divers types de vésicules. Et, enfin la détermination des para-
métres de la fixation des cations sur les divers lipides nous rensei-
gnera sur les interactions cations-lipides, sur 1'effet stérique des
tétes polaires puis sur les forces mises en jeu lors du rapprochement

de deux vésicules (surfaces) et du role éventuel des cations.
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CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODE

A) MODELE UTILISE

Les vésicules que nous utilisons comme modéles membranaires sont obtenues
lTors de 1a sonication d'une dispersion aqueuse de phospholipides ou de
galactolipides. Le sonicateur utilisé provient de la compagnie Heat-Sys-
tems et correspond au modéle W-225 R. I1 est équipé d'une sonde large
pouvant supporter un contenant. Cet équipement fut utilisé afin d'éviter
le contact entre la dispersion de vésicules et des particules métalliques

(surtout du titane) provenant de la sonde.

Les vésicules ainsi obtenues ne furent pas purifiées davantage. Une
chromatographie sur gel de sépharose 4B (tamis moléculaire) nous montre
les profils d'élution (Fig. 7) obtenus des vésicules de diverses natures.
Dans tous les cas, le tampon de dispersion est le tris 10 mM, NaCl,
100 MM @ pH 8.0. Les lipides utilisés proviennent des compagnies Sigma

et Serdary.
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Figure 7: Profil d'élution des 1iposomes.
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B) FIXATION DES CATIONS

L'incubation des vésicules en présence des diverses concentrations de
chlorures cationiques a été effectuée dans des sacs 5 dialyse a la tempé-
rature de la piéce,i.e. 20-22°C. Le désalage des sacs a dialyse provoqué
par des changements de tampons (ne contenant pas de sel inorganique)
prend 4 jours a la fréquence de 3 changements par jour. Les ratio des
volumes du sac et de 1'erlenmeyer sont de 1:50. Des échantillons a
diverses concentrations catidniques ne contenant pas de vésicules furent

dialysés afin d'établir les conditions de désalage.

Les membranes & dialyse étaient de la marque Spectra-Por no. 1. Avant
d'étre utilsées elles étajent trempées dans une solution d'EDTA 1 mM et

rincées plusieurs fois a 1'eau distillée.

A la fin de la période de dialyse, le contenu en l1ipides et en cations

fut évalué.

Le concentration lipidique a été déterminée en effectuant le dosage des
phosphates, groupement fonctionnel des phospholipides. La méthode con-
ventionnelle de Fiske-Subarow suivant une digestion acide fut uti-

1isée3l,
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Les cations furent dosés par la méthode de la spectroscopie d'absorption
atomique. L'appareil utilisé en fut un de la compagnie Perkin-Elmer,
modéle AA-1278. Les courbes standards furent déterminées a partir des

sels utilisés pour les réactions avec les phospholipides.

Les chlorures utilisés provenaient de la compagnie Fisher et les sels

servant au tampon, de la compagnie Sigma.

C) MESURES DE CINETIQUE

Un appareil @ cinétique rapide a &coulement arrété provenant de la compa-
gnie Tri-Tech Dynamic Instruments, Winnipeg, fut utilisé pour les mesures
de la cinétique et de la variation de 1'intensité de lumiére blanche
tfansmise. Les effets d'interférence dues aux dimensions des vésicules
sont ignorés puisque 1'on mesure 1'intensité de la Tumiére transmise a
180°. On utilise une lumiére blanche, aprés avoir vérifié que Tes
valeurs des constantes de dimérisation obtenues Torsque la longueur d'on-
de du filtre interférentiel employé &tait ajusté a 350 nm étaient les

mémes.

Succintement, le fonctionnement (Figure 8) consiste a injecter a 1'aide
des seringues (A et B) les réactifs (vésicules et cations) dans la
cuvette (C) ol ils sont mélangés en moins de 10 ms. Cette derniére ayant

des fenétres de quartz laisse le passage a un faisceau lumineux (D) qui
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Figure 8:

7

Schéma de 1'appareil 3 cinétique rapide.

4]
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frappe un tube photomultiplicateur (E) @ sa sortie. Le signal est alors
mémorisé dans un enregistreur temporaire 3 une fréquence sélectionnée
puis retransmis par la suite & un ordinateur ou & un oscilloscope. Les

données digitalisées sont alors conservées afin d'étre analysées.

D) _EXTRACTION DES LIPIDES DES MEMBRANES DES THYLACOIDES

1) Purification des membranes de thylacoides

Les membranes sont préparées a partir des feuilles d'épinards prove-
nant de 1'épicerie. Le procédé d'extraction est basé sur la méthode
dite de YUSN32, Succintement, nous broyons 100 g de feuilles
d'épinards défibrées dans une solution tampon (MES, 10 mM; MgClop,
4 mM; ascorbate de sodium, 2 mM et du sorbitol 0.33 M) @ un pH de
6.5. Rapidement nous filtrons 1£_dispersion a travers 8 cduches de
coton fromage et nous centrifugeons le filtrat a 8 000 X g, 50 s. Le
processus entier doit prendre moins de 5 minutes. Lés solutions et

la verrerie utilisées sont refroidies a 4°C.

Le culot obtenu est alors dispersé dans une dilution 1:25 du tampon
d'homogénisation. La centrifugation a 8 000 X g, 5 minutes nous per-

met de récolter un culot de membranes de thylacoides.
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2) Extraction des lipides

L 'extraction des lipides des membranes obtenues se fait en dispersant
dans un mélange de solvants organiques CHC13:CH30H, 1:2 (v/v) et
dans un ratio solvant:résidu de 10:1. La couche organique est alors
filtrée 3 travers 4 épaisseurs de coton fromage puis, le résidu est
Tavé avec du CHC13 de fagon a ce que le ratio final CHCI3:CH30H
atteigne 1:1 (v/v). Alors nous séparons les protéines hydrosolubles
en ajoutant une solution saline (NaCl:1%, MgC1,:0.05%) dans wun
volume qui donnera un ratio final CHC13:CH30H:H20 (1:1:0.9)33.
La phase organique est alors recueillie et Ta couche aqueuse est

Tavée avec du CHC13. On concentre les fractions organiques conte-

nant les lipides.

3) Purification des lipides

L'extrait 1ipidique concentré est alors déposé sur une colonne de gel

 Sépharose C1-6B (2.5 x 20cm) (Pharmacia).

Préalablement le gel de sépharose a dii étre transféré graduellement
de 1'eau 3 1'acétone et enfin 3 1'hexane34. Le gel doit étre

complétement déshydraté.
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L 'adsorption des lipides sur la colonne se fait en éluant le dépdt de
lipides avec de 1'hexane. Par la suite la polarité de 1'€luant est
graduellemenc augmentée en ajoutant de 1'alcool isopropylique (AIP).
En ayant soin de ne pas dépasser un ratio 80:20 (hexane:AIP) (v/v),
nous réussissons a &luer presqu'entiérement les pigments. Par la
suite, lTorsque la colonne est débarrassée des pigments, nous augmen-
tons graduellement la polarité passant a 1'AIP et enfin d 1'acétone.
Pendant ce temps le MGDG élue puis le reste des lipides demeure dans

Ta colonne.

Afin d'obtenir 1'extrait 1lipidique partiel des membranes de fhy1a-
cofde tel qu'utilisé pour Tes expériences, nous éluions la colonne
avec du méthanol. L'analyse par chromatographie sur couche mince
(gel de silice) éluée avec du CHCI3:CH30H:Ho0 (65:25:4) puis
révélée a 1'jode, des diverses fractions obtenues nous montre une
séparation entre les pigments, le MGDG et le reste des lipides, i.e.
1'extrait 1ipidique partiel. Une purification supérieure était par-
fois nécessaire et nous repassions 1'extrait partiel sur le méme type
de colonne, suivant Ta méme technique. Les extraits lipidiques par-

tiels furent rassemblés puis utilisés tel quel.

Malheureusement on n'a pu déterminer la composition quantitative de

1'extrait 1ipidique partiel.

_Les solvants utilisés proviennent tous de la compagnie Anachemia et

sont classés dans la catégorie "distil1é sous verre",
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CHAPITRE III

CINETIQUE DE LA DIMERISATION

Que la coagulation des vésicules provienne de 1'agrégation ou de la
fusion des membranes, il faut, au pré§1ab1e qu'il y ait contact entre les
deux surfaces. Comme i1 s'agit de vésicules a majorité unilamellaires
(cf. au profil d'élution, fig. 6), la coagulation provient de la col’i-
sion entre'deux vésicules et non d'une réaction de réarrangement entre
les feuillets bilipidiques d'un systéme multilamellaire. Pour qu'il y
ait coagulation, i1 faut que la collision entre les surfaces soit effi-
cace, c'est-a-dire, énergétiquement favorable. Dans les cas des vésicu-
les chargées, la répulsion électrostatique et 1'hydrétation de 1'inter-
face peuvent nuire a 1'efficacité des collisions. Dans les cas des vési-
cules neutres, 1'hydratation des surfaces peut nuire au rapprochement des

surfaces et empécher 1'établissement des forces de van der Waals.

C'est ce que nous spécifierons dans ce chapitre en comparant les cinéti-
ques de la dimérisation des vésicules unilamellaires. Les lipides choi-
sis présentent la caractéristique d'étre soit chargés: PA; PS; PG ou

neutre: DGDG. De plus, dans la séquence des lipides chargés, on a
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diverses tétes polaires (fiqure 9, PA:PS:PG) qui peuvent interférer dif-

féremment lors des collisions.

Nous croyons que les renseignements fournis nous aideront a définir
davantage la cinétique de dimérisation obtenue en utilisant des vésicules
issues de Ta dispersion aqueuse des Tipides partiels des membranes des

thylacoides.

A) CONCENTRATION CATIONIQUE CRITIQUE DE LA COAGULATION

Afin de spécifier les conditions dans lesquelles les ciﬁétiques de 1la
dimérisation ont &té mesurées, &tablissons au préalable les concentra-
tions cationiques nécessaires pour provoquer la coagulation des vésicu-
les. A 1'aide de 1'appareil a injection rapide décrit précédemment, nous
mesurons la variation de 1'intensité de lumiére transmise des échantil-
lons aprés 1'addition de cation tel qu'indiqué. Un exemple des résultats
obtenus est présenté en figure 10. Les unités de la varjation de 1'in-
tensité de lumiére transmise sont arbitraires. Le temps de 25.6 s a été

déterminé par la capacité de 1'@chantillonneur temporaire.

Le Tableau 5 présente les résultats obtenus a partir des diverses prépa-

rations de vésicules.



47

ACIDE PHOSPHATIDIQUE

PHOSPHATIDYLSERINE
CH, CI:H NH,
CO0~

Ry = CHzC,?H ?Hz PHOSPHATIDYLGLYCEROL

OH OH

R, , Ry = CHAINES ALIPHATIQUES

Figure 9: Structure des lipides anioniques utiliseés.



Tableau 5

Seuil de ia coagulation des vésicules Tipidiques

A) Préparées dans du tampon tris 10 mM; pH 8,0; NaCl 100 mM.

Concentration finale: NaCl 50 mM.

Na* Mg 2+ Cal+ Mn 2+

(mM) (mM) (mM) (mM)
Extrait 1ipidique -- 20 8 2
partiel (pH 8,0)
DGDG -- 50 50 40
PG (pH 8,0) -- 25 7 8
PG (pH 3,0) -- 25 6 5
PS (pH 8,0) -- 1 1,5 1
PA (pH 8,0)* - 0,3 0,1 0,2

*  Turbidité mesurée aprés 2,5 s. Tous les autres lipides ont
€té mesurés apres 25 s.

B) Préparées dans du tampon tris 10 mM; pH 8,0.

Na*+ M92+ Ca 2+ an+
(mM) (mM) (mM) (mM)
Extrait lipidique 33 7,5 5 1
partiel (pH 8,0)
DGDG 50 13 10 12

PG (pH 8,0) 10 5 2 1
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Des trois cations divalents utilisés, Te M92+ se distingue des deux
autres. Dans la majorité des cas, le Ca2t et le Mn2t sont effi-
caces aux mémes concentrations pour provdquer la coagulation des vésicu-
les. C'est dans le cas des vésicules de PG que le Mg2* se distingue
Te plus des autres cations. Par contre, 1'absence du Na* (partie b)
dans les vésicules de PG, pH 8.0 raméne Tle Mg~2+ au méme ordre de
grandeur -que le Mn2*t et Calt, I1T en est de méme pour Te DGDG ol
1'absence du Na* raméne les concentrations critiques de coagulation a

des valeurs s'approchant des concentrations cationiques cytoplasmiques.

Dans le cas des vésicules de PA et de PS, on voit qu'il faut 3@ peu prés
dix fois moins de cétions pour faire coaguler la PA que Ta PS. On
retrouve a peu prés le méme écart avec la PG. Mais si on enléve Tle
Na*t, les valeurs obtenues pour la PG et la PS concordent. Mais Tles
vésicules de DGDG, que ce soit en Ta présence ou en 1]absence de_Na*,
nécessitent une forte concentration cationique pour coaguler. On distin-
gue dés lors une différence entre les systémes chargés PA, PS et PG et Te
DGDG, le systéme neutre. Dans les cas de 1'extrait lipidique partiel des
thylacoides, on aurait plutdt tendanée 5lcomparer ce systéme au PG plutodt

qu'au DGDG.

Pris a 1'inverse on en conclut donc que les vésicules de lipides prépa-
rées en présence de NaCl 100 mM sont stables jusqu'a une concentration

des cations divalents de 0.2 mM dans le cas de la PA, de 1 mM dans le cas

2+

de 1a PS, de 5 ou 25 mM dans le cas de la PG en présence du Ca et du
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Mn2t ou Mg2*. Les vésicules de DGDG peuvent pour leur part tolé-
rer une'concentration cationique de 40 mM., Le pH du tampon ne change pas

notablement la concentraiion cationique obtenue pour les vésicules de PG.

Lorsque les vésicules de DGDG et de PG sont préparées en absence de NaCl,
les concentrations des cations divalents nécessaires a leur coagulation
sont diminuées d'un facteur de prés de 5, témoignant d'un effet du Nat

sur la stabilité de ces systémes.

Sauf dans le cas du M92+, le Na* ne semble pas avoir un effet com-

pétitif aussi important pour le Calt et le Mn2t,

Un fait 3 relever toutefois est la concentration de Nat nécessaire 3 la
coagulation des systémes Tipidiques:PG, DGDG et extrajt lipidique partiel
est inférieure a la quantité de Na™ utilisé pour 1la préparation des
vésicules i.é. 100 mM. Sans doute sommes-nous en présence de vésicules

de taille différente, avec et sans NaCl.

On retrouve quelques-unes de ces valeurs dans la littérature (Tableau 6)
et, dans 1'ensemble les valeurs concorden;, malgré le fait que les temps
d'attente ne soient pas toujours les mémes. Cela est une indication que
le processus de Tla coagulation est rapide. Le plus grand écart se
retrouve au niveau du DGDG. Nous avons utilisé du DGDG provenant de la
compagnie Serdary et les résultats ne différent pas de ceux obtenus avec

celui que nous avons extrait.



Tableau 6

Seuil de Tla coagqulation des vésicules lipidiques

Mg2+ CaZ* ref.
mM mM mM
Extrait 1ipidique 10 10 38
des chloroplastes
DGDG 5 2 37
PG 20 10 35
PG 9 40
PS 1 36,39
PS 2,5 40
PS (Na*, 50 mM) 1 39
PS 1,8 0,8 41
PA pH 6,0 1,2 40
pH 7,4 0,15 40
pH 8,5 0,03 40

51
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B) CONSTANTE DE LA DIMERISATION

Deux mécanismes sont proposeés pour initialiser le processus de la diméri-
sation des vésicules. Celui proposé par Lansman et Haynes*2 postule
que les cations soient fixés sur les membranes avant qu'il y ait contact
tandis que pour Nir et Bentz43 1a présence des cations dans le milieu
entre les deux surfaces est essentielle mais pas nécessairement leur
fixation sur les membranes. Les deux mécanismes peuvent étre représentés
par les équations suivantes:

-1

k
vés. n cat. + vés. n cat “— (vés. n cat)p (1)
k
-1 1
k
. . : .
vés. + vés. + cat. (vés.)p + cat. (2)

ks
Nous reviendrons subséquemment sur ces mécanismes. NE&anmoins la phase
initiale de la réaction de la coagulation est une dimérisation et par la

méthode de la variation de la turbidité en fonction du temps, il est pos-

sible de suivre la progression de la réaction (figure 10).
Comme méthode de mesure, nous adopterons la technique utilisée par Day et
col1.44, Elle est essentiellement basée sur la théorie de Rayleigh-

Gans-Debye qui relie 1'absorbance aux dimensions des particules#>,

I = I, exp (- Bd)



"INTENSITE DE LA LUMIERE TRANSMISE

( PG + Mn2%)

TEMPS (s)

Figure 10: Courbe de cinétique.
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ol
I = intensité de la lumiére transmise
Io = intensité de la lumiére incidente
d = Tle trajet optique
B = absorbance
8ﬂ3 (eL - ew)z
B = 7 N2
312 e 2

ol € et €, sont les indices de refraction du lipide et de 1'eau.

A = est la longueur d'onde de .la lumiére incidente
N = Tle nombre de particules par unité de volume

V = 1le volume de la particule dispersante
On peut donc considérer que le volume des vésicules doublera Tlorsqu'il 'y
aura la dimérisation. Comme le dimére provient de 2 monoméres, N sera

réduit de moitié a chaque dimére forme.

L'expression de B pour le dimére devient alors N> N/2 et V> 2V,
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De la cinétique obtenue (fig. 10) seule 1la partie concernant Jla
dimérisation sera retenue. L'absorbance de départ B, est la valeur
maximale obtenue, tandis que la valeur finale, B , correspond a la valeur

obtenue Torsque la dimérisation a eu Tieu, i.e. 2 (Bg).

Reliant ces paramétres mesurés a la cinétique en cours selon les équa-

tions 1 et 2, nous exprimons la variation du nombre de vésicules
- 2 -
G - 2k V12 - 2k [vpd

qui devient, si 1'on néglige la réaction inverse,

dfv]
T @t = M VP

Comme 1'on suit 1'augmentation de la dispersion de la lumiére, la cons-
tante de la réaction, kj sera déterminée suivant ce paramétre mesura-
ble. Si 1'on définit o, comme etant le degré d'avancement de la réac-
tion?7, on le mesure par le ratio de la variation totale de 1'absor-

bance correspondant @ la formation du dimere:

(8, - B,)

alors a = —
(B,, - B,)
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En appliquant 1'équation cinétique générale d'une réaction d'ordre 2 au
phénoméne de la dimérisation, on trouve:

1 o 1
kl = L] L] f

2[V0] 1-a

oi [Vy] représente 1la concentration initiale de vésicules dont la
valeur est établie a partir de la concentration de lipides et du nombre
de molécules de lipides retrouvées par vésicule. Ce nombre est &valué a

environ 4 000 pour des vésicules unilamellaires de 125 A de rayon48.

L'évaluation de la pente de la portion 1inéaire de la courbe obtenue en

tracant = f(t) donnera la valeur de k1 2 [Vo] (fig. 11A).

La déviation de la 1inéarité de la relation a/(1 - a) = f(t) provient des
réactions suivant celle de la dimérisation. Un schéma (fig. 11B) i1lus-
tre ce phénoméne: 1la courbe n correspond a la courbe idéale s'il y avait
seulement des dimérisations, les courbes np et n3 représentent des
conditions oli le dimére n réagit avec un autre monomére pour former un
trimére, n3 est la réaction de np avec un monomére et ainsi de suite.
La courbe obtenue (fig. 10) est le reflet expérimental de la sommation de

toutes ces courbes et correspond a celle illustrée par n.

En choisissant la partie initiale de Tla réaction comme np et n3 et

npb 0, on est certain de mesurer uniquement Tla dimérisation. Le
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Figure 11A: Variation du paramétre de la progression de 1la réaction,

O(/(l -«) en fonction du temps.
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Figure 11B: Schéma représentant 1'incidence de la présence des "n" meres

sur la turbidité. (d'aprés la réf. 49).
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coefficient de corrélation fut utilisé pour déterminer la linéarité de la

courbe a/(1 - &) = f(temps).

Des exemples des cinétiques obtenues sont représentées a la figure 10 et
12. Les courbes obtenues avec la PA, la PS et la PG sont typiques (cf.
fig. 10), 1i.e. qu'elles correspondent a la In représentée en figure 11B.
ET1les ne comportent pas de variation comme celles obtenues avec 1'extrait
1ipidique partiel et 1le DGDG en présence de Mn2+ (fig. 12). = Nous

reviendrons sur 1'allure de ces courbes & la fin de cette section.

Le Tableau 7 nous donne 1¢s résultats obtenus pour les divers lipides

dans des conditions variables de concentrations et d'espéces cationiques.

Les résultats montrent une décroissance de la valeur de ki, en fonction
de la concentration d'une méme espéce cationique. Ce fait démontre que
le cation est bien 1'81ément déclencheur de cette réaction de la diméri-

sation.

Les conditions Timites étudiées ont été déterminées par les limites de
1'enregistreur temporaire pour ce qui est des temps de la réaction. Les
concentrations des vésicules ont été établies de fagon d pouvoir enregis-
trer une courbe de cinétique significative dans les cas des plus grandes
concentrations cationiques. La concentration cationique inférieure cor-

respond 3 une variation presque nulle de Ta turbidité des vésicules aprés
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A) Lipides partiels
+ Mn"'2

avec NaCl 5O0mM

+
B) PG + an

Ld

INTENSITE DE LA LUMIERE TRANSMISE

C) DG DG + Mn*2

0.0 0.4 0.8
TEMPS (s)

i

Figure 12: Variation de 1'intensité de la lumigre transmise des vésicules [

en fonction du temps d'incubation avec les cations. |
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1'addition des cations (cf. @ la figure 12A et B). La concentration des
lipides fut gardée @ 0.5 mg/ml et, comme les rayons de ces derniéres sont
a peu prés équivalents (cf. profil d'élution, figqure 7) on a donc une
concentration égale de vésicules d'une préparation @ 1'autre. Ainsi il
fut déterminé que la variation de 1'intensité de la lumiére transmise
pour la dimérisation correspondait @ 15 unités de valeur arbitraire de la
digitalisation. Cette variation est représentée @ la figure 10 par les
paramétres I,, intensité de la Tumiére mesurée Tnitialement, et Ip,
intensité de la lumiére mesurée aprés la dimérisation. Expérimentale-
ment, cette valeur s'établit par la différence d'intensité de lumiére
mesurée lorsqu'une solution de vésicules remplace une solution de tampon

dans la cellule de reaction.

Cette valeur de 15 unités s'est avérée répétitive pour la concentration

de vésicules utilisee.

L'analyse du Tableau 7 (parties A et B) nous renseigne sur le comporte-
ment des différents types de lipides lors du processus de la coagulation
en présence de diverses concentrations de chlorures de cations divalents.
Pour chacune des préparations de vésicules analysées on distingue nette-
ment les catégories de résultats de Ca2* et Mn2* de ceux obtenus

en présence du Mg2*,

Dans la majorité des cas les valeurs obtenues avec le M92+ sont plus
faibles que celles des autres, i1 en était aussi ainsi pour les concen-

trations 1limites de la coagulation ol le Mg2* semblait moins



Tableau 7

A) Constantes de la dimérisation
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Espéce lipidique

[Cat]

ky x 1076 4~ 5]

PA

PS

PG

(pH 8,0)
PG (s,Ss)
pH 8,0

PG

(pH 3,0)
DGDG (S,S)

Extrait 1ipidique partiel

Extrait 1ipidique partiel
(s,s)

0,1 mM< Mn2*< 5 mM
0,1 mM< Ca2t< 5 mM
0,1 mM

< Mg2t< 5 m

1,5 < Mn§+< 6 mM
1,5 < Calt< 5 mM
Mget: 5 mM

12 MM < Mn2+< 50 mM
12 mM < Ca2+< 50 mM
38 mM < Mg2*t< 50 mM
2 mM < Mn2t<10 mM
5mM < Calt< 8 mM
8 mM < Mg2+< 10 mM
8 mM < Mn2t< 50 mM
25 mM < Calt< 50 mM
38 mM < Mg2*< 50 Mm
25 mM < Mn2*< 50 mM
20 MM < Ca2t< 38 mM
20 mM < Mg2*< 38 -mM
2 mM < Mn2*<50 mM
20 mM < Cal*t<50 mM
38 MM < Mg2+t< 50 mM
8 mM < Mn2+<50 mM
10 mM < Calt<50 mM
10 MM < Mg2*t<50 md
Na*t : 50 mA

688 a
440 a
30 &

250
200
600

— N

a 7 500
1250 a 7 500

0,3 al,5
1,53 24
0,3 30,9

s,s le tampon ne contient pas de NaCl.

N.B. Les valeurs de ki sont nulles pour Tles concentrations cationiques
plus faibles que celles indiquées.



Tableau 7

B) Tableau résumé des écarts maximums mesurés

PA : 3x107 & 2x109 M1l
PS : 1x109 & 7,5 x109MmM1ls]
PG : 1x105 3 2x 107 Ml sl
DGDG  : 3 x 107 & 2 x 108 M1 571

6 x 107 m~1 -1

o314

Extrait: 2 x 100
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efficace que les Ca2t et Mn2t, Dans ce tableau-ci on remarque
que les valeurs pour Tle M92+ sont plus faibles que celles obtenues
avec les autres cations. Le Tableau 7B nous aidera pour 1e.reste de
1'analyse puisqu'on a regroupé les valeurs limites de la constante de
dimérisation obtenues pour une catégorie de 1ipides. La PS est le lipide
qui se coagule le plus rapidement avec des constantes mesurées Ssupérieu-
res a3 1 X 109 M-ls"l tandis que 1'acide phosphatidique malgré
des concentrations limites de coagulation inférieures d'un facteur de 10

a la PS, nous donne des valeurs limites de coagulation inférieures 3 cel-

les de 1a PS: 3 X 107 3 2 X 109 m-1s-1,

Dans Te cas des vésicules faites a partir dé Tla phosphatidy1g1ycero1, il
est impossible de mesurer des constantes de réaction aussi élevées, méme
si la concentration cationique est augmenfée jusqu'da 50 mM, Le Ca2*
nous donne Tles plus hautes séquences ol la valeur maximale approche
2.5 X 107 M-1ls-1, Les cations Mn2+ et M92+ nous don-
hent des valeurs plus faibles, a une concentration cationique de 50 mM,
i.e. 1.5 X 107 et 0.9 X 107 M1ls71, Par ailleurs, si 1'on
enléve le Na*, préparant les vésicules de PG dans du tahpon.Tris HC1
10 mM pH 8.0 1'ordre de grandeur de la constante de la réaction ne change
pas, sauf pour Tle M92+ qui montre une variation X 10 de Tla valeur de
k1. Dans ce cas 1'on observe aussi une variation dans la concentration
critique de la coagulation. I1 devient donc évident qu'il y a une compé-

tition entre le Nat et 1le Mg2+ pour un méme site de fixation ou
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d'action sur les vésicules de PG. Les valeurs obtenues pour le Cal*

et le Mn2t changent de fagon moins significative.

Le DGDG nous donne des valeurs de kj; supérieures a celles de la PG
(108 au Tlieu de 107 M-1ls"l) malgré 1e fait que la concentra-
tion cationique de la coagulation soit supérieure. 11 ne semble pas y
avoir de variations significatives entre les valeurs obtenues pour Tles
trois cations. L'effet du NaCl sur les vésicules de DGDG est important,
la concentration cationique critique de coagulation dépasse les concen-
trations initiales utilisées pour déterminer les cinétiques de réaction,

i.e. 50 mM en CaClp, MgClo et MnCls.

L'extrait Tlipidique partiel des membranes des thylacoides montre des
valeurs intermédiaires entre celles obtenues pour la PG et le DGDG. Nous
devons toutefois noter due nous n'avons pas réussi a obtenir de valeur

aussi faibles que celles obtenues avec des vésicules de PG.

L'allure des courbes obtenues est typique dans les cas des lipides anio-
niques, mais le DGDG et T1'extrait partiel des lipides des thylacoides

montrent la formation d'un plateau avant que la coagulation se produise.

Les lipides partiels montrent une anomalie aprés 2 secondes lorsque la
concentration cationique est faible. A notre avis cette anomalie est due

3 une compétition entre la PG et le DGDG puisque les temps d'agrégation
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sont nettement différents, de 1'ordre de prés de dix fois plus rapide
dans le cas de l1a DGDG comparativement au PG (Tableau 7B). L'effet est
moindre a forte concentration de cations puisque le temps de dimérisation
de Ta PG augmente pour rejoindre celui du DGDG. 1I1 nous est difficile de
tirer une conclusion certaine sur le lipide qui limite la réaction dans
le cas de 1'extrait partiel puisque les vésicules pures de DGDG montrent
un tracé de courbe semblable a faible concentration cationique tandis que

la PG semble déterminer le temps de la réaction. .

C) DISCUSSION

Dans les cas ou une faible quantité de cations peuvent induire la coagu-
lation, on note une constante de la dimérisation plus &levée, de 1'ordre
de 109 m~1ls-1, Dans les cas des 1lipides extraits des membranes
du thylacoide les valeurs obtenues autant pour Ta concentration limite de
Ta coagulation que pour les constantes de la dimérisation se comparent a
celles obtenues pour la PG et le DGDG. Pas surprenant puisqu'ils consti-
tuent la majeure partie de ces lipides. Ce qui est plutét surprenant
dans ce cas c'est 1'écart qui existe entre les deux groupes de constan-
tes. Les lipides anjoniques PA et PS montrent des valeurs s'approchant
de 109 M~1s~1 tandis que 1les 1lipides neutres tel 1le DGDG, 1'or-
dre de grandeur est de 108 Mls-1 et 1a PG, pourtant un lipide
anionique donne une valeur inférieure a 1 X 10/mM1ls71l, j.e.

cent fois moins que ses congénéres PA et PS.
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I1 est possible de distinguer au niveau cinétique si les valeurs de kj
sont déterminées seulement par la vitesse de diffusion de deux vésicules
ou ~i le processus est ralenti par une variation quelconque au niveau de
1'interface. Smoluchowski49 é&tablit une relation permettant d'éva-

luer une constante de réaction & partir d'une réaction bimoléculaire:
ki = 87 NRD
ou D est 1a relation de Stokes-Einstein:

D kT/6m™n R

N est le nombre d'Avogadro, 6.02 X 1023 moi-1l
n est la viscosité du milieu 0,0097 P

R est le rayon de la vésicule

k, la constante de Bdltzmann

et T, la température en Kelvin.

4KTN
3n

On évalue ainsi k; = = 3.36 X 109 M~1s71

On se rend donc compte que pour les lipides anioniques PA et PS, les
valeurs obtenues s'approchent de la valeur théorique et ce pouf la con-
centration catijonique maximale. Lorsqu'elle est plus faible, cette

valeur diminue et laisse supposer une diminution dans 1'efficacité des
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collisions. Nous devons mentionner que Tles valeurs obtenues pour la PA
et 1a PS sont approximativement 100 fois plus €levées que celles obtenues
par Lansman et Haynes42. Quoique 1'on ne puisse expliquer cette dif-
férence, on peut néanmoins se référer a Pryor et co11.%0 qui ont
obtenu une valeur cent fois plus élevée que celle de Kolber et
Haynes51 pour la constante de la dimérisation de vésicules consti-
tuées de dimyristoylphosphatidyléthanolamine. Ces auteurs ne parviennent
pas non plus a expliquer la différence si ce n'est qu'en de vagues spécu-
lations au sujet des dimensions et du nombre de l1ipides constituant la
vésicule, Mais la variation de ce paramétre ne peut expliquer des
valeurs qui différent par un facteur de 100. Tout au plus peut-il expli-
quer un facteur de 2 ou 3. Nous devons toutefois ajouter que dans Tes
mesures de Lansman et Haynes#0 au Tableau 1, ils indiquent une con-
centration cationique de 50 mM comme étant celle utilisée pour la majo-
rité des calculs. Les valeurs de concentration cationiques servant a
notre calcul sont inférieures a 5 mM pour la PA et la PS. Ces mémes
auteurs observent une diminution dans la cinétique de la dimérisation
lorsque la concentration cationique dépasse la concentration critique de
la coagu1at1§n, or, selon nos évaluations, ce seuil est a 0.1 mM pour la
PA et 1 mM pour la PS. I1 se peut donc que la trop forte concentration
cationique modifie les interfaces de facon a rendre la dimérisation plus
diff1c11e; peut-8tre par une répulsion électrostatique due a la fixation

des cations sur la surface.

Néanmoins nous constatons par ce calcul que les autres 1ipides utilisés

n'obéissent pas au patron de la diffusion et qu'une modification doit
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étre apportée pour expliquer les résultats. Comme la PA a une valeur de
ki1 plus caractéristique des lipides extraits et du DGDG, les forces qui
nuisent & la coagulation rapide sont sans doute les mémes. Rien ne nous
permet de présumer que le nombre de co111§10ns ait diminué. Comme TJes
vésicules ont approximativement le méme rayon il ne reste qu'a considérer
1'efficacité des collisjons: toutes les collisions ne ménent pas a la
dimérisation dans les cas des lipides extraits des thylacoides, de la PG
et du DGDG. Dans 1'ensemble, i1 est nécessaire de fournir une concentra-

tion cationique plus élevée afin d'augmenter 1'efficacité des collisions.

Les résultats nous permettent donc de classer les lipides utilisés en
deux catégories: PA et PS puis les lipides extraits des thylacoides
incluant la PG puis le DGDG, qui en sont deux représentants majeurs.
L'autre facteur a faire ressortir de cette &tude est la quantité de
cations divalents nécessaires pour induire la coagulation ou pour briser

la stabilité des systémes neutres.

Si 1'on reprend les hypothéses sur le mécanisme de la fusion, on demande
une déshydratation de 1'interfacel’. L'induction de 1la fusion par
les cations s'explique de cette facon lorsque les cations sont fixés sur
les membranes, comme dans les cas des lipides anioniques PA et PS. Ce
modéle a d'ailleurs &té largement discuté42,43 puis commentd 92593,
Selon ce dernier, la présence des ions divalents sur 1'interface, en plus

de neutraliser les charges de la surface pour enrayer la répulsion é&lec-

trostatique, doit induire un réarrangement des molécules d'eau de
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1'interface afin que 1'énergie a fournir pour déshydrater le site d'im-
pact soit plus faible. Pour les lipides neutres, i1 n'y a pas de modéle
expliquant la dimérisation, @ moins que 1~5 cations s'y fixent comme dans
les cas des l1ipides anioniques. C'est ce que nous avons vérifié. Les
isothermes d'adsorption des cations sur les lipides anioniques et neutres
font 1'objet du prochain chapitre. Si les cations ne se fixent pas sur
ces lipides, nous pourrions assister a une déstabilisation des couches
d'hydratation autour des vésicules neutres induite par la présence des
cations. Nous reviendrons alors aux systémes caractérisés par Rand et

c011.13,15,17 ot citds dars 1'Introduction (section 3).

Reprenant la structure du thylacoide et les effets des cations divalents
sur le degré d'empilement, nous constatons par ce résultat qu'il faut une
trés grande quantité de cations divalents pour briser la stabilité des
lipides extraits des membranes thylacoidiennes. L'effet du Mn2* sur
les extraits partiels de lipides est & souligner, n'étant peu ou pas
affecté par la neutralité du systéme. I1 semble pouvoir interagir aussi
facilement avec les lipides chargés que neutres. Attendons la fin du
prochain chapitre afin de tenter d'expliquer les différences entre les

cations.
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CHAPITRE IV

ISOTHERMES D'ADSORPTION DES CATIONS SUR LES VESICULES LIPIDIQUES

La mesure des paramétres de fixation des cations sur les lipides a un
double but. En plus de fournir des renseignements sur les interactions
cations-lipides, cette mesure nous permettra de caractériser davantage le
controle électrostatique que ces derniers peuvent avoir sur le phénoméne
d'agrégation. L'étude de la fixation des cations sur les lipides par-
tiels extraits des membranes des thylacoides nous fournira des renseigne-
ments trés intéressants sur le role que ces derniers peuvent "jouer" sur

1'empilement des membranes des thylacoides.

La méthode de désalage par dialyse telle qu'utilisée nous permet de rete-

nir principalement les cations qui sont en interaction avec les lipides.

La PA, 1a PS et la PG sont des Tipides anioniques et peuvent de ce fait
retenir, par attraction électrostatique, Tles cations mis en leur pré-
sence20, La dialyse contre un tampon sans sel inorganique auquel
nous soumettons les vésicules devrait mener @ un désalage complet des
vésicules puisque 1'8quilibre de concentration des différents cations est

a refaire lorsque nous changeons les tampons de dialyse. Nous croyons
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que Tles cations restant avec les lipides aprés la période de désalage ne
contribuent plus a Ta concentration cationique de la solution mais sont

en interaction forte avec Te lipide.

A) RESULTATS

Les Tableaux 8A, B et C présentent les résultats obtenus sur les ratios
(Cat/Pi) des dosages des cations (Cat) et dés phospholipides (Pi) qui
demeurent fixés sur Tes lipides aprés la dialyse. La concentration
cationique initiale [Cat]® est celle mise en présence des vésicules pré-
parées dans un NaCl 100 mM. La concentration des lipides se situe entre
200 et 300 uM. Les mesures de cations résiduels aprés la dialyse ont &té
faites par absorption atomique et Tes lipides furent dosés par le taux de
phosphate qu'ils contiennent. Les ratios Cat/Pi ont donc &té &tabli pour
chacun des sacs a dialyse. La quantité de cations résiduels aprés la
fixation fut évaluée par la soustraction entre la quantité initiale et la
quantité évaluée aprés la dialyse. L'utilisation du coefficient d'acti-
vité au lieu de Ta concentration cationique nous permet d'évaluer le nom-
bre d'ions effectifs dans la solution ce qui est trés important a notre
avis Torsque 1'on mesure les interactions qui peuvent se produire entre
une molécule de phospholipide et un ion. Comme 1'action des cations
divalents sur les vésicules se fait dans un tampon contenant du NaCl

100 mM, & cette force ionique, seulement 35-45% des ions sont présents
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"Tableau 8

Concentration cationique résiduelle aprés la dialyse

A) Acide phosphatidique

[%;Jgo' Mg+ Caﬁ£21 ca2t Nat Mg 2+ ﬁﬁ t Calt
0,05 0,12 (0,16;* 0,23 0,30 0,05 0,017 0,011 0,008
0,10 0,15 (0,25) 0,35 0,38 0,04 0,038 0,026 0,025
0,20 0,36 -- -- -- 0,074 - -
0,40 0,45 -- -- -- 0,160  -- --
0,50 0,54 0,51 0,79 0,02 0,200 0,18 0,168
2 0,74 0,64 0,88 0,01 0,868 0,776 0,764
5 0,75 0,65 0,91 0,01 2,20 1,81 1,81
10 0,76 0,75 0,93 0,01 4,16 3,46 3,46

* |es concentrations entre parenthéses soiut les valeurs corrigées pour
tenir compte de 1'imperméabilité des vésicules aux cations.

** |es valeurs de [A], les activités ioniques sont évaluées a partir du
Tableau retrouvé dans la référence 5. A noter que la présence du
NaCl 100 mM contribue pour la maJeure partie des ions dans le calcul
de la force ionique.



B)

Concentration cationique résiduelle aprés la dialyse

Tableau 8

Phosphatidyiglycérol

[Cat]® Cat/Pi [A

(mM) Mg2+ MnZ+  CcaZ+ Nat Mg2+ Mn<* Cat
0,1 0,03 0,05 0,05 ' 0,09 0,032 0,02 0,02
0,2 0,03 0,05 0,05 0,09 0,076 6,06 0,06
0,5 0,03 0,06 0,05 0,09 0,21 0,18 0,18
1 0,05 0,14 0,06 0,03 0,428 0,34 0,38
5 0,07 0,20 0,08 0,03 2,22 1,92 1,97
10 0,08 0,21 0,14 0,01 4,17 3,63 3,65
20 0,12 0,17 0,14 N.D. 7,96 6,93 6,96
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Tableau 8

Concentration cationique résiduelle aprés la dialyse

Phosphatidylsérine

74

c)
[Ccat]® _ Cat/Pi [
(mM) Mg2+ Mn2+ Calt Nat M@t Mﬁg+ Calt
0,1 0,048 .0,072) 0,10 (0,15) 0,07 (0,11) C,10 0,023 00 0,012
0,2 0,046 (0,069) 0,13 (0,20) 0,08 (0,12) 0,07 0,070 0,068 0,048
0,5 0,046 (0,069) 0,20 (0,30) 0,09 (0,14) 0,12 0,21 0,12 0,16
1 0,058 (0,087) 0,52 0,17 (0,26) 0,03 0,42 0,23 0,33
3 0,21 0,38 0,32 -~ 1,26 0,99 1,02
5 0,19 0,92 0,46 0,03 2,16 1,51 1,68
10 0,24 1,0 0,5 0,02 4,1 3,2 3,3
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sous forme monomérique57. Les concentrations cationiques initiales
sont donc évaluées en activité en tenant compte des coefficients d'acti-

vité déterminés auparavant.

Dans le tableau, au niveau des colonnes représentant la concentration
finale des cations fixés sur les lipides, les valeurs données entre
parenthéses sont des valeurs corrigées afin de tenir compte de 1'imper-
méabilité des membranes lipidiques aux cations®4.55, Les valeurs ont
donc été multipliées par 1.5 afin de tenir compte du ratio des lipides
retrouvés dans les vésicules unilamellaires4. Cette correction s'ap-
plique uniquement lorsque la concentration cationique est inférieure a 1a
concentration critique de 1la coagulation (Tableau 5). Nous supposons
qu'd cette concentration i1 y a lyse des vésicules et que les cations

peuvent accéder aux lipides situés sur la face interne des vésicules.

L'analyse du tableau ne nous renseigne pas tellement sur le comportement

de ces systémes en présence des cations.

L'expression de la fixation des cations (Cat/Pi) sur les vésicules 1ipi-
diques en fonction de la concentration initiale des cations est représen-
tée en figqure 13. La premiére observation a relever est qu'il ne pré-
sente que les valeurs obtenues pour les lipides PA, PS et PG tout simple-
ment parce que le désalage enléve complétement les cations des membranes

de DGDG et de 1'extrait 1lipidique partiel des thylacoides. Nous
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reviendrons sur cet aspect dans la partie B (Discussion) car il est trés

important dans le cas spécifique des membranes des thylacoides.

Au sujet des isothermes présentés, un aspect intéressant & noter est la
valeur de n, la quantité de cations retrouvés par lipide. Elle s'appro-
che de 1'unité pour la PA, dans le cas de la PS, on distingue deux com-
portements, 0.5 pour Ca2* et Mg2* tandis que Te Mn2* s'appro-
che du ratio idéal de 1. Les vésicules formées de PG retiennent peu de

cations, la valeur maximale trouvée est de 0.25.

Autre fait notable est 1a lente fixation du M92+ comparativement au

Calt et au Mn2t,

Nous retrouvons le méme comportement lorsque 1'on trace ce qu'il est con-

venu d'appeler la courbe des inverses tel que proposé par Scatchard>8

1 1 1
n nkA [A]

<l |

ol v est le nombre de cation 1ié par lipide ou dit communément, le ratio
Cat/Pj. Les autres paramétres sont n, le nombre maximal de cation
retrouveé pa} lipide et Kp, la constante d'association entre 1le cation
et le lipide. Le tracé de la courbe entre 1/v et 1/A (ol A est 1'acti-
vité cationique 3 1'8quilibre) nous permettra d'établir les paramétres n

et Kp.
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Toutefois une surprise nous attend puisque le tracé de ces courbes n'est
pas linéaire (fig. 14) majs plutot semble se stabiliser aux faibles acti-
vités cationiques. De deux choses 1'une, ou les valeurs aux faibles con-
centrations cationiques sont erronées suite aux capacités de 1'absorption
atomique ou il y a deux modes de fixations des cations sur les phospholi-
pides. Nous tenons a faire remarquer que ce phénoméne ne se produit pas
dans le cas de 1la PA. Nous tenons a rappeler que deux modes
d'association cation-PS ont déji &té mentionnés59,60 mais nous ne
pouvons expliquer ce comportement a moins qu'il y ait compétition avec un

autre site de fixation.

Si 1'on revient @ 1a méthode expérimentale de la formation des vésicules,
le tampon de dispersion contient du NaCl 100 mM. Or, le dosage du Na par
absorption atomique aprés la dialyse nous permet de constater qu'il y en
a encore de fixé sur les phospholipides. A forte concentration de
cations divalents ils sont déplacés (Tableau 8) presque complétement tan-
dis qu'd faible concentration ils demeurent fixés sauf dans le cas de la
PA ol les cations divalents parviennent 3 déplacer le Na¥t sur les sites
d'interaction. Cette possibilité fut d'ailleurs déja proposée par Kur-
land et col1.6l pour le cas de la fixation des cations sur la PS. Si
1'on enléve ces points oli la quantité de Na® sur les lipides est trop

grande, 1/A > 5 000 pour la PS et la PG, 1la courbe = f (%—) nous

1
v

permet alors d'obtenir les paramétres n et Kp (fig. 15). Alors nous
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pouvons considérer les paramétres de la fixation des cations sur les

phospholipides anioniques.

Au Tableau 9 nous retrouvons ces paramétres compilés pour les différents
lipides et 1les différents cations: Mg2+, Ca2t et Mnlt, Un
indice de la validité de ce calcul est la valeur de n obtenue par les
courbes des inverses., Cette valeur de n correspond au ratio maximal de
la fixation des cations sur les 1ipides tel qu'obtenu par le tracé des
isothermes (fig. 13). La signification de ces valeurs sera précisée a la
section 1 de la discussion de ce chapitre. Cette courbe nous permet
aussi d'évaluer les valeurs de Kp, la constante d'association entre le
cation et le Tipide. Cette valeur est trés importante car elle nous

indique la force de 1'interaction 1iant le cation et le lipide.

Avant de discuter de ces valeurs, comparons-les avec d'autres recueillies
dans la littérature, parce que les méthodes de mesure différent. Notons
aussi que cette méthode nous permet de démontrer qu'il n'y a pas de
cation divalent qui demeure fixé sur les vésicules aprés le désalage
lorsqu'elles sont fabriquées a partir du DGDG ou de 1'extrait partiel des
lipides des thylacoides. On retfouve ces valeurs de la littérature au
Tableau 10. IT est a remarquer que sont exclues de ce tableau Tles
valeurs de Kp obtenues par 1és auteurs qui wutilisent 1'équation de
Stern ol 1la fixation des cations est évaluée a partir de la variation du

potentiel de la surface.
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Tableau 9

Paramétres de la fixation des cations sur les phospholipides anioniques

Cation PA PG PS
n k(m-1) n K(m-T) n k(m=1)
Mg2* 0.75 12 800 0.12 3 000 0.25 1 700
(0.99) (0.99) (0.97)
calt 0.93 28 100 0.13 8 000 0.57 2 000
(0.99) (0.94) (0.99)
Mn2Y 0.65 50 200 0.23 3 900 1.15 3 100
(0.99) (0.98) (0.99)

Les valeurs entre parenthéses représentenﬁ les coefficients de corréla-
tion obtenus pour les courbes de fixation = = f (—).
v

A



Comparaison entre les constantes d'association Kp des cati-as

Tableau 10

divalents 1iés sur les phospholipides déterminées par ce

travail (A) et par d'autres travaux (B)
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A B
Lipide®  Cation Kp(M~T)D KatM=1) Ref.
PA Mg 2T 12 800 9 700 70
Calt 28 100 16 000 70
Mn 2* 50 200 58 000 190°¢ 74
. 35 000 290 74
PG Mn 2+ 3 900 1 200 250 87
PS Mg2* 1 700 1 600 100 59
- 18 000 100 67
Calt 2 000 3900 100 59
1 200 - 2 900 100 67
2 600 - 8 100°¢ 100 67
24 000 60
2 300 60
Mn 2+ 3 100 2 000 160 87
a) PA, acide phosphatidique; PG, phosphatidy1g1ycéfo1; PS, phosphatidyl-

sérine.

La concentration du NaCl dans le milieu d'incubation est de 100 mM.

La concentration du NaCl dans le milieu d'incubation.

Grandes vésicules.

Petites vésicules.
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Succintement, 1'évaluation de la constante d'association a partir de la
relation de Stern provient du méme déve]oppement de 1la neutraiisation
successive des sites d'adsorption sur une surface. L'emploi du dévelop-
pement de Stern provient dans certains cas de 1'évaluation du potentiel
au site de 1'adsorption de la molécule. Ce fait a été démontré par 1é
groupe de McLaughlin ol ils utilisérent les variations dans les mesures
de la conductance®? ou de la mobilité é&lectrophorétique®3 dues 3
1'adsorption de molécules sur des vésicules lipidiques anioniques afin

d'évaluer le potentiel au site d'occupation de 1'adsorbant.
L'application de la relation de Boltzmann

(A, = [A']exp(Zewo/kT) (1)
leur permet d'évaluer la concentration de 1'adsorbant @ la surface de la
membrane. L'@valuation du potentiel & la surface se fait, suite a 1'ap-

plication de la relation Poisson-Boltzmann:

£X

O =I5 Wo (2)

ou ¥ est la longueur de Debye.

L'application de la relation de Langmuir suite @ ce traitement des don-

nées permet d'évaluer la constante de dissociation:



¢ = (0™ - 5) [A-] (3)
X=0

1
Kp
ol 0 est le nombre de molécules adsorbées p~- unité de surface et

[A"]x = g est 1la concentration aqueuse de 1'espéce adsorbée a

1'interface.

La critique que nous pouvons faire de cette méthode d'évaluation des
paramétres d'association d'une molécule sur une surface chargée provient
de la méconnaissance des charges de surface d'une vésicule et de 1'effet

de la molécule adsorbée sur ces churges de surface.

Dans un article expliquant le principe de 1'évaluation, McLaughlin et
Harary84 devaient postuler des pKa de 1 pour le groupement phosphate
et de 10 pour le groupement amine. Ces @évaluations sont contraires aux
valeurs obtenues par divers auteurs et techniques (cf. discussion de ce

chapitre).

De plus, les valeurs qu'ils obtiennent par cette méthode de mesure con-
cernent la constante d'association des molécules a 1'1nterface‘aqueu3e.
Ce n'est pas nécessairement 3 cette positioh que se situent les cations
que nous mesurons, puisque par la dialyse nous laissons les cations qui

sont en interactions fortes avec la téte polaire des lipides.
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DISCUSSION

1) Discussion sur les valeurs de n

Les valeurs obtenues pour n sont importantes vu qu'elles représentent

le nombre de cation fixé par unité de phospholipide.

Dans 1eréas de Ta PA, le comportement n > 1 idéal est obtenu dans le
cas de la fixation du calcium sur 1'acide phosphatidique. Quant & la
PS, on remarque une valeur de n -+ 1 dans le cas de la fixation dy
Mn2* mais le Ca2* semble vouloir former  un complexe
Ca(PS),. Le Mg2* se lie faiblement & la PS. Son comportement

ressemble 3 celui des cations avec la PG, i.e. une valeur maximale

d'environ 0.20.

Comme les valeurs de n sont dispersées de 0.1 & 1, il est difficile
de généraliser un comportement des cations en présence des phospholi-

pides.

L'analyse de la littérature nous permettra de vérifier la concordance
de ces résultats. On ne trouve pas beaucoup d'études ol les valeurs
de n sont évaluées. Ainsi dans le cas de la PS, Newton et

c011.55 obtiennent le méme type d'isothermes avec CaZ* et
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M92+ et un plafonnement a n = 0,5. Portis®® arrive aussi 3
la conclusion qu'un complexe 2:1 est formé entre le lipide et Tles
cations, soit Ca2* et Mq2*, Plus récemment, la formation du
complexe Ca(PS), a &té confirméebd, Dans le cas du Mn2*,
Hauser66 trouva une valeur n = 0,87 donc se rapprochant de n = 1.
Rehfeld et col11.67 obtiennent des ratios qui varient entre 0,3 et

0,6 pour les fixations de Mg2t et Ca2t sur la PS.

Le cas de la PG demeure une énigme, mais Lau et c011.68 notérent
Te méme comportement envers le cobalt, i.e. un degré de fixation plus

faible que 20%.

L'interprétation de ces valeurs de n peut se faire de deux fagons.
L'une retrouvée dans Rehfeld et co11.67 consiste 3 supposer la
présence de complexes a indices stoéchiométriques variables dépendam
ment de la concentration initiale de cations. Mais i1 est difficile
de concevoir de tels complexes varjables a 1'intérieur de 1a monocou-

che 1ipidique.
L'autre hypothése provenant des premiers travaux sur la fixation des
cations®9,70 relie 1a fixation des cations sur les phospholipides

a une réaction de complexation:

Cat.2* + Pi~ > Cat. Pi + H*



88

ol le proton HY est délogé de Tla téte polaire des phospholipides.
Les travaux sur monocouches de Rojas et Tobias71, Papahadjopou-
los’2, Seimiya et Ohki’3 et Bulkin et Hauser’32 confir-
ment la dépendance au pH de la fixation des cations sur les phospho-
lipides. Néanmoins, nous avons vérifié cette hypothése de la libéra-
tion des ions HY lors de la fixation des cations en mesurant le pH
de la solution aqueuse ol la réaction avait lieu. Dans tous les cas
on observe une diminution du pH, plus importante dans les cas de Ta
PA et de 1a PS et faible dans le cas de la PG (Tableau 11), La dif-
férence dans le nombre de protons 1ibérés provient de la nature chi-
mique de la téte po1aﬁre et de la valeur n. _Pour le cas de la PA, on
y retrouve deux fonctions pouvant fournir des protons sur le groupe-
ment phosphate. Papahadjopou1os20 évalue les pKa de ces déux
fonctions acides @ 3.5 et @ une valeur située entre 6.5 et 9.5 pour
le second. Comme la mesure de la fixation des cations fut faite @ pH
8.0, la valeur du pH du tampon influence le degré d'ionisation des
phospholipides et peut perturber 1'interface lors de la fixation des
cations. Nous pouvons donc classer les cations Ca2*, Mg2* et
Mn2* comme ayant une plus ou moins grande facilité a déloger les
protons du groupement phosphate. Dans le cas de la PS, le probléme
est plus complexe puisque nous avons a faire a 3 groupements "dépro-
tonables". Papahadjopoulos’2 évalue les 3 pKa de la PS & moins
de 3.5, une valeur entre 3 et 5.5 et un troisiéme a 9.2. Seimiya et

Ohki2l aménent des valeurs plus faibles: 3.7, 4.0 et 7.5
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Tableau 11

VYariation du pH*

Lipide Cat pH
(mA)
PA 0 et 6 6,3 35,0
PS 0 eté6 . 5,738 3,7
PG 0 et6 7,6 3 6,5

Méthode: Conc. de lipides: 0,5 mM

Mesures de pH: - échantillon contenant le cation dans 1'eau.
" - @chantillon contenant le cation et le 1lipide dans
1'eau. '

* DEterminée avec un électrode combinée au calomel.
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respectivement pour les groupements phosphate carboxyle et amines.
On doit donc s'attendre & un ratio de fixation de 1:1 dans ce cas
aussi. Seul le Mn2* semble vouloir se conformer & cette régle.
Tel que déja mentionné, Tes complexes Ca(PS)o et Mg(PS), ont déja
fait 1'objet d'études. I1 est a noter que ces complexes se forment
différemment, le Ca2t formant un complexe dit "trans" entre deux
tétes polaires opposées®9,60 tandis que Tle -Mg2* préfére com-

plexer entre deux PS adjacents®9.

Le cas de la PG est plus simple, seule une fonction ionisable est
présente. Nous @évaluons la valeur du pKa a 4 puisqu'il s'agit
d'une fonction acide située sur le groupement phosphate. Ce faible
ratio de fixation tient probablement de 1'encombrement stérique pro-
voqué par le glycérol fixé sur 1e.phosphate. I1 masque les possibi-
1ités de 1jaisons entre le cation et le phospholipide. Le méme com
portement a &té rapporté par Puskin’4 sur 1la fixation du Mn2*
sur la cardiolipine. Je rappelle que ce Tlipide double posséde un
groupement glycérol qui fait un pont moléculaire 1liant les deux

acides phosphatidiques.

2) Discussion sur les valeurs de Kp

La valeur de Kp nous indique Ta stabilité relative du complexe
auquel nous référons. Ainsi une forte valeur de Kp montrera que le

complexe formé est favorisé:
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Pi + Cat % Pi Cat

[Pi Cat]
[Pil [Cat]

Selon le Tableau 9 on remarquera le grand écart qui se produit entre

Tes valeurs de Kj obtenues pour la PA (10 000 d& 50 000 M~l) 71a

PG (3 000 3 8 000 ML) et 1a PS (2 000 - 3 000 M~1),

Que les valeurs pour la PA soient si élevées, ne nous surprend pas
puisque le complexe se forme avec le groupement phosphate qui est
accessible a Tla surface des vésicules unilamellaires. Les valeurs
obtenues pour la PS sont inférijeures aux constantes d'association

mesurées pour la PG.

Ce fait nous surprend -puisque Tles groupements accessibles sont prés
de la surface pour la sérine, i.e. phosphate, carboxyle et amine tan-
dis que, dans Tle cas de la PG, 1'accessibi11té au groupement phos-

phate est masquée par le glycérol.

17 est difficile de concevoir un mode d'association semblable entre
lTes cations et la PA et les cations et les deux phospholipides, PS et
PG. Nous tenons 3 rappeler les conditions extrémes de désalage qui

ont 8té appliquées a ces vésicules.
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Trés peu d'études speﬁtroscopiques ont été faites afin d'expliquer
les Tiens faits entre les cations et les phospholipides. Dans le cas
du complexe Ca - (PS)p Holwerda et col11.60 mentio~ nt un fort
lien de coordination entre le Ca et le phosphate. I1s mentionnent
aussi la déprotonation des groupements carboxyles et amino avant

qu'ils puissent interagir avec le calcium.

Toutefois beaucoup d'hypothéses circulent sur les modes de fixation
entre les cations et les phospholipides. Retenons 1'hypothése de la
tormation de complexe entre le cation et le phospholipide qui impli-
que la relocalisation des molécules d'eau d'hydratation parce que le
réseau est perturbé par la venue du cation. D'ailleurs Casal! et
al.75:76  ont démontré récemment paf spectroscopie infra-rouge
qu'il y avait une déshydratation des groupements carboxyle et phos-
phate et qu'il s'établissait une liaison entre le groupement car-
boxyle et une molécule d'eau lors de la fixation du calt sur la

PS.

Un autre mode de fixation peut provenir de 1la fbrmation de paires-
d'ions & 1'interface cation phospholipide. Dans ce cas, il n'y a pas
de lien spécifique entre le cation et le phospholipide mais plutot
une attraction électrostatique entre les différentes charges. Cette
explication fut récemment donnée pour expliquer la faible fixation

que 1'on retrouve entre la PG et les cations’’.
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L'application de la technique de désalage aux galactolipides, DGDG,
puis aux extraits partiels des lipides de membranes de thylacoides a
démontré qu'il 'y avait pas de fixation de cation sur ce genre de
1ipides. Si 1'on compare ces résultats avec ceux de la PG, on n'a
pas d &tre surpris puisque les galactolipides n'ont pas de phosphate
et sont neutres. I1 y a bien le sulphoquinovosyle, mais la charge
portée par le sulfate est sans doute noyée dans le mélange de tétes
polaires. Quant & la PG, nous nqtons un faible taux de fixation de
cations sur des vésicules fabriquées seulement d partir de ce lipide.
Conc les sites d'attraction électrostatique des molécules de PG sont

noyés dans le réseau fait par les molécules de galactolipides.
Nous remarquons que du point de vue lipidique, 1'on ne peut établir

un contrdle électrostatique sur 1'écart entre les membranes des thy-

lacoides.

C) RETOUR SUR LES CINETIQUES DE DIMERISATION

Un point demeure en suspens au niveau des éva]uatioqs des constantes de
la dimérisation et surtout & 1'apport des cations divalents sur le méca-
nisme. On retrouve au Tableau 12 les ratios de fixation n des cations
sur les vésicules des divers lipides & la concentration correspondant au

seuil de la coagulation (Tableau 5). L'on remarque d'abord les faibles



Valeur de n 3@ la concentration catir ique critique

Tableau 12

Mg 2 T Mn 2+
(mi1) (mM) (mM)
PG (pH 8,0) 0,12 0,13 0,21
PA (pH 8,0) 0,47 0,50 0,52
PS (pH 8,0) 0,24 0,30 0, 40

Extrait lipidique partiel

DGDG

non-décelé

non-décelé

94
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quantités de cations fixés sur les vésicules de PG. De méme, sur 1'ex-
trait 1ipidique partiel et sur les vésicules de DGDG, on ne décéle aucun

cation aprés la dialyse.

Les faits sont toutefois différents pour la PA et 15 PS. L'on mesure
que 50% des sites de fixation sont occupés par les cations dans le cas
des vésicules fabriquées de PA. Pourtant on observe une grande variation
dans les constantes de dimérisation (Tableau 7), le Mg2*t &tant res-
ponsable de ce grand écart. Dans.1e cas de la PS, les valeurs différent
notablement au seuil de la coagulation. Si 1e§ cations ont un rdole a
jouer dans le mécanisme de la dimérisation, leurs effets devraient se
faire ressentir au niveau des constantes évaluées a partir des trois
cations. Effectivement, si 1'on se rapporte au Tableau 7, on note une
valeur plus faible pour e Mg2+ comparativement au Calt et
Mnlt, Malheureusement, 1'insuffisance des résultats a plus forte
concentration: nous empéche de savoir si, éventuellement, la constante de
la dimérisation plafonne ou augmente pour atteindre des valeurs identi-
ques 3 celles obtenues pour le Ca2* et le MnZt, Une é&tude plus
systématique de ce phénohéne devrait étre entreprise. Toutéfois 1'ana-
lyse des isothermes d'adsorption des cations nous montre, que passée
cette valeur limite du seuil de la coagulation n, les ratios de fixation
des cations sur les lipides, augmentent trés lentement suivant 1'augmen-

tation de la concentration cationique.
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Les résultats comparés de la PA, PS et PG ne nous permettent pas de dis-
cerner 1'importance de la fixation des cations sur Tla cinétique de 1la
dimérisation. Notons que la PA av~c 50% des sites de fixation occupés a
une constante de dimérisation plus faible que la PS. Similairement, les
vésicules de PG qui fixent des cations ont une constante de dimérisation

plus faible que le DGDG qui n'en fixe pas.

Nous croyons donc @ 1'importance de la présence des cations pour la dimé-
risation dans les failles qu'ils peuvent provoquer dans le réseau d'hy-
dratation 3@ 1'interface téte polaire:eau. Le cation qui a le plus de
facilité a briser ce réseau aura une plus grande efficacité dans 1'induc-
tion de la dimérisation. En second lieu, le role des cations dans la
postdimérisation est importante. Les résultats en ce sens ne sont pas
nombreux, mais il est mesuré par Rosenber985 que les vesicules de PG
fusionnent sans qu'il y ait perte du contenu interne, tandis que la PS
fusionne aussi, mais seulement en présence de Calt, Par ailleurs, 1l
est noté que la fusion des petites vésicules de PS est possible en pré-
sence de Mg2* mais qu'elle est limitée par les dimensions des vésicu-

les.86

I1 est bon de noter que la PA floccule en présence des cations lorsque la
" concentration dépasse le seuil de la coagulation. Le méme phénomene se
produisait avec la PS. Par contre, la PG, le DGDG et 1'extrait lipidique
partiel ne flocculaient pas en présence de cations divalents respective-

ment de concentrations de 20 mM et de 50 mM.
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I1 serait trés intéressant de faire des mesures avec deux marqueurs fluo-
rescents qui peuvent interférer entre eux afin d'y étudier les phénoménes

de post-dimérisation.

Les résultats obtenus ne permettent pas de répondre clairement @ la ques-
tion posée au début de la section B, Chapitre III, 3@ savoir si la fixa-
tion des cations sur les phospholipides ou la présence de ces derniers

dans le milieu est 1'é1ément activateur de la réaction de dimérisation.

Nous croyons que 1'agrégation des vésicules lipidiques est un processus
qui dépend de la nature du lipide, de ses interactions avec 1'eau et les
cations et aussi des processus qui suivent la dimérisation. Les systémes
Tipidiques, PA et PS qui flocculent en présence des cations divalents ont
des constantes de dimérisation attendues par 1'hypothése de Smoluchowski
tandis que les lipides qui ne précipitent pas sous 1'action des cations

ont des constantes de dimérisation plus faibles.
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CHAPITRE V

DISCUSSION ET CONCLUSION

Ce travail a mis en relief la ressemblance entre le comportement macros-
copiques des lipides anioniques et des lipides neutres quant a3 la stabi-
1ité des systémes. Les lipides anioniques fixent les cations divalents a
divers taux et cette fixation n'est pas sans les aider lors du processus
de la dimérisation puisqu'ils ob@issent 3 la théorie de Smoluchowski, ne
mettant peu ou pas d'écran a la dimérisation contr6lée tout simplement
par le processus de la diffusion. 11 s'agit bien d'un processus di aux
collisjons puisque 1'on observe une variation dans la dispersion de 1la
lTumiére suite d 1'action des cations divalents. S'il s'agissait unique-
ment d'un effet lytique di 4@ 1'effet des cations sur les membranes arti-
ficielles, 1'augmentation de la turbidité ne serait pas si forte. Nous
ne nions pas qu'il y ait effet lytique suivant le processus de la diméri-

sation. D'ailleurs, la linéarisation des courbes obtenues a partir des

isothermes d'adsorption implique que les cations pénétrent la bicouche.

Maintenant le cas des lipides neutres et de la PG est plus délicat puis-
qu'aucun cation ne demeure fixé sur les lipides neutres et seulement 20%

dans le cas de 1la PG. Néanmoins la déstabilisation des dispersions
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induite par les cations divalents se produit, mais a des concentrations
cationiques plus élevées que pour la PA et la PS. Un autre mécanisme
d'interaction cation-lipide se produit donc de fagon a induire le r® .
comportement. Des développements récents de la chimie-physique des sur-
faces88 nous permettent de proposer un mécanisme d'action des cations
sur les Tlipides neutres. Si 1'6n se rapporte a 1'introduction, sec-
tion 1, i1 est fait mention de§ forces structurales d'hydratation néces-
saires afin de déshydrater 1'interface de contact qu'elle soit ionique ou
polaire. Nous rappelons le schéma de la figure 4 ol 1'énergie d'hydrata-
tion est supérieure aux forces de van der Waals et enmpéche le contact
efficace entre les deux surfaces. I1 ne faut pas oublier les caractéris-
tiques énumérées concernant les surfaces neutres fixant ou non des
cations en y notant la possibilité que ces systémes forment des structu-

res stables @ des distances aussi grandes que 65 A.

Rappelons les structures des tétes polaires de la PG et du DGDG qui sont
les constituants majeurs de 1'extrait lipidique partiel des membranes des
thylacoides. Ce sont des structures trés polaires avec des groupements
hydroxyles qui peuvent trés bién former des 1liens hydrogéne avec Tles

molécules d'eau.

Quel role les cations peuvent-ils jouer dans la régu]ation des forces
d'hydratation? Une premiére réponse nous vient de Azfal et co11.78,

Ces auteurs reconnaissent qu'il y a une modification dans 1'agencement
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des molécules d'eau sur la surface des tétes polajres de la phosphatidyl-
choline (PC) et que les ions monovalents diminuent le taux d'hydratation
de ces surfaces. Un telle couche d'hydratation existe sur les surfaces
constitudes de DGDG/9. Les effets des ions n'y ont pas &té mesurés
mais 1'on peut s'aventurer a exprimer le méme comportement sur les mem-
branes de PC. Néanmoins, sans évidence expérimentale, de telles hypotheé-.
ses avaienf €té amenées pour expliquer la coagulation des colloides neu-
tres en présence des cations80, Les auteurs présument que les
cations aident & dissiper la barrfére d'hydratation entre les surfaces
opposées. L'efficacité relative des cations bien qu'inconnue dans son
origine est néanmoins reconnue puisque certains cations comme 1le M92+
et le Nat sont reconnus comme &tant de meilleurs cations structurants
avec les molécules d'eau que ne 1'est le Cal*. Je n'ai pas trouvé de
semblables remarques pour Tle Mn2+, mais nos résultats indiquent qu'il
est un briseur de structure puisqu'il en faut une plus faible concentra-
tion pour induire la déstabilisation des dispersions lipidiques. Sur ce
sujet on ne peut oublier 1'aspect synergique du Nat et du M92+ sur
la concentration 1imite de la coagulation de 1'extrait lipidique partiel

(cf. Tableau 5).

Le but de ce travail consistait & discerner le role des lipides dans le
maintien de la stabilité des membranes des thylacoides. Les résultats
obtenus pour les concentrations cationiques limites lors de 1'étude de 1la

stabilité des vésicules préparées des lipides extraits des membranes
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des thylacoides nous émena d les comparer avec les valeurs obtenues pour
les 1ipides anioniques. Le Targe écart entre les deux groupes de valeurs
puis les différences entre les constantes de la dimérisation des diverses
populations de vésicules nous amena 3 mesurer les taux de fixation des

cations divalents sur les lipides.

Les valeurs de la littérature ne permettaient pas un &chantillonnage com-
plet des lipides et des cations utilisés. De plus la diversité dans les
résultats puis dans les méthodes de mesure nous incita a8 n'utiliser

qu'une méthode de mesure qui puisse s'appliquer d@ tous les cas.

Les résultats de Ta fixation des cations sur les divers groupes de lipi-
des expliquent qualitativement les résultats de la concentration Timite

de la coagulation puis ceux de la cinétique de la dimérisation.

On ne peut, 3 ce stade de la recherche sur les interactions entre Tles
surfaces formées de lipides membranaires aller plus quantitativement sans
postuler plusieurs paramétres. On n'a qu'd se référer aux calculs effec-
tuds par Nir et Bentz43 ol ils ont complétement négligé les forces
d'hydratation. La quantification de ces derniéres et sa compréhension

par les théoriciens est sans doute sur le point de se réaliser8l.

Ce que ce travail a démontré, surtout au niveau des constantes de diméri-

sation est la différence dans les comportements des surfaces lorsqu'il
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s'agissait d'un contrdle électrostatique (cf. Introduction, section
C, la) ou d'un contréle di aux forces d'hydratation (cf. Introduction,
section C, 1b). Dans ces cas, les cations ne se lient pas aux membranes
et 1'effet est provoqué par la perturbation qu'ils produisent dans
1'agencement des molécules d'eau entre les surfaces. Les concentration§
cationiques nécessaires pour déstabiliser les systémes ainsi structurés
sont plus grandes que dans les cas ol un contrdle électrostatique stabi-
1ise les dispersions. Dans les cas ou les lipides fixent les cations par.
formation de complexe, i1 s'agit aussi d'un contréle de type électrosta-
tique puisque ces derniers neutralisent les charges de la surface, modi-
.fient les surfaces et possiblement Tles dééhydratent82 ou du moins
modifient 1'hydratation’® de facon 3 faciliter le contact entre les

surfaces lors des collisions.

Dans le cas des lipides des membranes des thylacoides, nous proposons le
premier mécanisme d'action des cations puisqu'ils ne s'quorbent pas sur
ces Tlipides. C'est 1'esprit du mécanisme proposé par Murakami et
Packer? qu'il faut retenir: ils proposent que le rapprochement entre
les surfaces est di 3 la protonation des charges puis a la déshydratation
des interfaces. On n'a pas vérifié 1'effet du pH, sauf sur le PG, mais
nous savons que la présence des cations peut engendrer 1'agrégation des
systémes neutres. La grande quantité de cations nécessaire pour provo-
quer le contact moléculaire entre les surfaces dépasse largement les con-

centrations habituellement trouvées dans cet environnement. Sur ce point



nous sommes en accord avec le modéle proposé par Duniec et coll. (cf.
Introduction, section B)83, sauf qu'au niveau 1ipidique, i1 n'y a pas
de fixation des cations, ni d'échange possible avec les protons. Puisque
le pH provoque le rapprochement entre les surfaces membranaires, et que
le seuil cationique de la coagulation des vésicu1es de PG ne varie que
1égérement avec le pH, i1 semble que les variations observées dans le
rapprochement entre les membranes puissent €tre dués a une modification
de la structure des protéines membranaires plutdt qu'a un échange proton-

cations sur les lipides.

Ces résultats bien que fractionnaires nous procurent des renseignements
supplémentaires sur le processus d'empilement et de désempilement des
membranes des thylacoides. Aussi nous nous permettons une simulation de

processus ‘de la régulation.

Nous croyons donc qu'un réseau de molécules d'eau et de cations s'é@tablit
entre les membranes des thylacoides. L'arrivée d'autres cations lors de
1'i1lumination force le systéme & se réarranger en tenant compte d'une
plus grande proportion de cations, ce qui provoque le rapprochement entre
les membranes puisque la présence des cations permet aux membranes neu-
tres de s'agréger. Comme ces cations ne sont pas retenus par les 1lipi-
des, lorsque 1'illumination diminue, une diminution de 1'activité du pho-
tosystéme II provoque une diminution de concentration du calcium dans Te
stroma (89). Comme i1 n'est pas retenu par les lipides, il est 1libre de

diffuser, sa concentration interfaciale diminue et le réseau de molécules
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d'eau se reconstruit. Si des 1lipides anioniques tels la PA et la PS
étaient présents dans ces systémes, il ne pourrait y avoir de réversibi-
1ité puisqu'ils complexent avec les cations @ des concentrations de 0.1 a

1 mM.

Alors le mécanisme de désempilement des membranes des thylacoides ne
pourrait se faire et Tle systéme aurait une faible production de

nucléotides.
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