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i, j et k forment un angle 0 flexible (6o a I’équilibre). (B) Profil de I'énergie E*" en fonction
de la déformation de I'angle formé par i, j et k.

Figure 11.7. Energie liée a la torsion des liaisons et a la déformation des angles impropres. (A)
4 particules i, j, k et | forment un angle diédre 1. (B) Profil d'énergie en fonction de . (C) 4
particules i, j, k et | forment un angle 6 flexible, | est alors plus ou moins en dehors du plan (i,
j, k). (D) Profil d’énergie E"™"P" en fonction de la déformation de I'angle formé par i, j, k et I.

Figure 11.8. Energie liée a l'interaction de Lennard-Jones. (A) 2 particules i et j sont distantes
d'un rayon rj;. (B) Profil d'énergie de l'interaction de Lennard-Jones en fonction de ri;. Ou R*i
est le rayon de van der Waals de I’atome et ¢; I’énergie de Lennard-Jones a la distance R*i.

Figure 11.9. Energie liée a l'interaction électrostatique. (A) 2 particules i et j, de charges
respectives g; et g, sont distantes d'un rayon r;; dans un milieu de permittivité électrostatique
er. (B) Profil d'energie de l'interaction électrostatique en fonction de r;; pour g; et g; de signe
oppose (e.g. i > 0 et g; < 0). Il est a noter que si g; et g; sont de méme signe, on obtient la
courbe opposée (symétrique par rapport a I’axe r).

Figure 11.10. Représentation bidimensionnelle des conditions périodiques utilisées en
dynamique moléculaire. La boite de simulation principale est représentée par un rectangle en
trait épais. Les boites et les particules-images sont représentées autours en gris. La particule i,
en noir, interagit avec ses voisines incluses dans un rayon représenté par la surface grise.
Cette derniere n’est donc pas censée interagir avec I’une de ses images. La particule j, en
rouge, subit les conditions périodiques aux limites du systeme. Lorsque qu'elle sortira de la
boite de simulation par la droite, son image rentrera par la gauche (adapté de [9]).
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Figure I1.11. Structure moléculaires des phospholipides POPC, PDPC, PPPC, PEPC et
PeDPC rentrant dans la composition du melange PC saumon.

Figure 11.12. Positionnement des différents lipides sur une monocouche de 64 lipides.

Figure 11.13. Photo instantanee d’une bicouche de PC saumon équilibrée et solvatée a 37
molécules d’eau par lipide. Les chaines lipidiques sont représentées en bleu et les molécules
d’eau entourant la membrane en rouge et blanc. A titre indicatif, un résidu PDPC est agrandi :
la chaine DHA est représentée en orange et la chaine palmitique en vert.

Figure 11.14. Photo instantanée d’une monocouche de PC saumon a I’interface aire/eau
lorsque I’aire par lipide vaut 70 A/lipide. Les atomes de phosphore (ocre) et d’azote (bleu)
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Figure 111.1 Chromatogrammes des différents standards de phospholipides selon la procédure
HPLC semi-préparative. Par souci de clarté, les profils ont été décalés sur I’axe des y. A titre
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Figure 111.2. Elution des standards de phospholipides par CCM dans un bain de
chloroforme/méthanol/ammoniaque (65/35/5 v/v) sur une plaque analytique.

Figure 111.3. Profil latroscan de la fraction PC purifiée par chromatographie sur colonne apres
élution dans un bain de chloroforme/méthanol/ammoniaque (65/35/5 v/v). n.i. correspond a la
fraction non identifiée.

Figure 111.4. Procédure de fragmentation MS? qui conduit & la perte du contre-ion formiate et
d’un groupement méthyle et permet I’identification de I’espece PC.

Figure 111.5. Spectres MS, MS? et MS>de I’adduit PC m/z 804,5 et détermination de I’espéce
moléculaire correspondante par LC-MS.

Figure 2. Observations au microscope polarisant des systemes PC saumon — eau a 10, 50 et
60% d’eau et a 22°C. Les cercles entourent les motifs caractéristiques observés en phase
lamellaire (x 40)

Figure 111.7. Spectres de pics de Bragg obtenus par diffraction des rayons X aux petits angles
sur I’échantillon de PC saumon en fonction du degré d’hydratation. Mesures réalisées a 25°C.
L’échantillon correspond a des multicouches non orientées.

Figure 111.8. Diagramme de phase du systeme PC saumon —eau déterminé a partir des résultats
expérimentaux. Légende : L,, phase lamellaire liquide cristal ; Lg:, phase lamellaire gel ; T,
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séparant la phase gel d’une dispersion colloidale en phase gel et I’eau.
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Figure 111.9. Distances de répétition pour des multicouches de PC mesurées par diffraction des
rayons X pour la PC de saumon, PC de soja et PC d’ceuf, en fonction du taux d’hydratation.
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partir de I’aire par lipide en fonction du taux d’hydratation pour la PC de saumon, ceuf et soja.
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Figure 111.12. Isothermes d’adsorption de vapeur d’eau pour la PC de saumon , ceuf et soja en
molécules d’eau adsorbée par lipide en fonction de I’humidité relative (H.R.) environnante.
Chague isotherme correspond a une moyenne de trois essais. Par souci de clarté, les écart-
types ne sont pas représentés.

Figure 111.13. Quantité de vapeur d’eau adsorbée par la matiére séche (M.S.) en fonction du
temps en mg eau/mg de PC anhydre pour la PC de saumon, ceuf et soja. Les mesures ont été
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en minutes/mg de PC pour la PC de saumon, ceuf et soja. Les résultats correspondent a une
moyenne de trois essais et sont présentés avec les écart-types.

Figure 111.14. Représentation schématique de la détermination des vitesses initiales a 0, 25, 50
et 95% d’hydratation au sein d’une méme étape.

Figure 111.15. Vitesses initiales d’hydratation en fonction de la progression d’hydratation dans
un méme palier (a 0, 25, 50 et 95% d’hydratation) pour la PC de saumon. Les résultats sont
présentés comme une moyenne de trois essais avec les écart-types. Chaque couleur
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Figure 111.16. Isothermes de pression de surface en fonction de I’aire par lipide pour la PC de
saumon, d’ceuf et de soja a I’interface air/eau.

Figure 111.17. Comparaison des résultats expérimentaux et de simulation pour la distance de
répétition de la PC saumon en fonction du taux d’hydratation. Les résultats de simulation sont
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Figure 111.18. Comparaison des résultats expérimentaux et de simulation pour I’aire par lipide
de la PC saumon en fonction du taux d’hydratation. Les résultats de simulation sont présentés
avec les écarts-types pour une analyse réalisée sur les derniéres 6 ns. Pour le systéme
expérimental a 4,6 molécules d’eau par lipide, la détermination de I’aire par lipide n’a pas été
effectuée puisque les spectres de rayons X ont montré que le systeme n’était pas en
multicouche.
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Figure 111.19. Profil de densité pour les systemes de PC saumon, POPC et PDPC en fonction
de la localisation au niveau de la normale de la bicouche, le 0 de I’axe z étant centré par
rapport au centre de la membrane. Profils présentés pour les différents groupes constitutifs de
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Figure 111.20. Profils de densité correspondant aux premiers et derniers atomes de carbone des
chaines acyles des systemes PC saumon, POPC et PDPC a 298K.

Figure 111.21. Résultats expérimentaux et de simulation des parametres d’ordre pour (A) les
chaines palmitoyl en sn-1 pour les systémes, PC saumon, POPC et PDPC ; (B) les chaines
oleyl en sn-2 pour les systemes POPC et PC saumon ; (C) les chaines docosahexaenoyl pour
les systemes PDPC et PC saumon. Les résultats expérimentaux sont représentés par des
symboles individuels : cercles vides pour la chaine sn-1 PDPC [12], carrés vides pour la
chaine sn-1 POPC [13], carrés pleins [14] et triangles pleins [15] pour la chaine sn-2 POPC,
cercles pleins pour la chaine sn-2 PDPC [12].

Figure 111.22. Probabilité de distribution des angles de torsion pour les chaines sn-1 acide
palmitique, sn-2 acide oléique et DHA du systéme PC saumon. Résultats pour le systéme
simulé a 298K et a 37 molécules d’eau par lipide. Les probabilités commencent pour les
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Figure 111.23. Fonctions de distribution radiale correspondant aux molécules d’eau entourant
(A) I’azote, (B) le phosphate et (C) I’oxygeéne des tétes polaires pour les systemes PC saumon,
POPC et PDPC a 298K.
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hydraté a 10 molécules d’eau par lipide. La fleche correspond au temps de simulation a partir
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répétition.

Figure 111.25. Profil de densité du systeme PC saumon hydraté a 6, 10 et 28 molécules d’eau
par lipides a 298K. Voir légende de la Fig. 19 pour le detail des groupements présentés. Par
souci de clarté, les profils du groupement choline ont été multipliés par 2. Les profils
représentés en brun a 6 et 10 molécules d’eau par lipide correspondent aux images des
bicouches obtenues grace aux conditions périodiques aux limites pour les groupements
choline et phosphate.

Figure 111.26. Paramétres d’ordre pour les systétmes PC saumon a 298K et a différentes
teneurs en eau : 6 (noir), 10 (rouge), 18 (vert), 28 (bleu) et 37 (cyan) molécules d’eau par
lipide. Les niveaux supérieurs correspondent aux chaines palmitiques (PALM) en sn-1 et les
graphes du dessous aux chaines oléiques (OLEI), DHA et EPA en sn-2.

Figure 111.27. Fonctions de distribution radiale correspondant aux molécules d’eau entourant

(A) I’azote, (B) le phosphate et (C) I’oxygéne des tétes polaires pour les systemes PC saumon
hydratés a 6, 10, 18, 28 et 37 molécules d’eau par lipide.
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Figure 111.28. Parametres d’ordre pour les systemes PC saumon a 263K et a différentes
teneurs en eau : 10 (rouge), 18 (vert), 28 (bleu) et 37 (cyan) molécules d’eau par lipide. Les
niveaux superieurs correspondent aux chaines palmitiques (PALM) en sn-1 et les graphes du
dessous aux chaines oléiques (OLEI), DHA et EPA en sn-2.

Figure 111.29. Photo instantanée d’une monocouche de PC saumon simulée a I’interface
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Figure 111.30. Comparaison entre les isothermes de pression-surface moléculaire obtenus par
simulation (symboles remplis) et par mesures expérimentales (symboles vides) pour la PC de
saumon (cercles) et DPPC (carrés). Pour DPPC, les résultats en simulation ont été repris de
[16] et les résultats expérimentaux de [17]. La température des systemes est de 298K pour la
PC de saumon et 323K pour DPPC.
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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

La production et le commerce halieutiques ont considérablement augmenté ces derniéres
décennies, a la faveur d’amélioration des technologies, des transports, des communications et
d’une demande soutenue. Une large part de la production halieutique est commercialisée dans
les réseaux internationaux. Le marché du saumon est en pleine expansion depuis ces trente
dernieres années avec une production excédant le million de tonnes selon la FAO
(Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et I’agriculture). Parmi les différentes
especes de saumon, le saumon d’Atlantique constitue plus de 90% du marché du saumon
d’élevage et plus de 50% du marché total.

Dans le cas de la filiere des produits de la mer et de I’aquaculture, les coproduits sont
principalement composés de visceres, tétes, arétes et peaux. lls sont traités dans les mémes
conditions que la partie comestible. La qualification de coproduit est due au fait qu’ils
peuvent représenter une valeur ajoutée pour celui qui les génere. A partir d’un coproduit
donné (visceres, tétes, peaux par exemple), il est possible d’obtenir différents produits
commerciaux qualifiés de produits dérivés et non de produits finis. Ces produits dérivés
peuvent trouver leur application dans trois grandes catégories d’utilisation : I’alimentation
humaine, I’alimentation animale et en cosmétique. Pour les tétes de saumon, il existe des
voies de valorisation a plus forte valeur ajoutée telles que I’extraction et la purification de
Iécithines marines, les acides gras essentiels et oméga 3, les peptones (substrats azotés pour
cultures bactériennes), et les substances bioactives. Les composés d’intérét peuvent ensuite
étre encapsulés sous forme de compléments alimentaires. De ce coté 1a, le marché est en
pleine expansion également. En effet, n’est-il pas question dans les médias de santé, de
« forme physique », d’aliments santé et de supplémentation en « bien-étre et confort » ?

Les saumons font partie de la famille dits des poissons gras. De ce fait, le saumon est une
source importante de lipides, particulierement riches en acides gras polyinsaturés a longues
chaines de la famille dite des oméga 3, dont les propriétés nutritionnelles sont aujourd’hui
bien connues. Ils participent notamment & la prévention de nombreuses pathologies telles que
les maladies cardiovasculaires, certaines formes de cancer, le développement du systeme
nerveux central et les maladies neurodégénératives. Ainsi, les huiles d’origine marine riches
en acides gras oméga 3 peuvent rentrer aussi bien dans le cadre des compléments alimentaires

que d’un point de vue thérapeutique.
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C’est dans ce contexte que nous avons cherché a mettre en valeur les lipides polaires issus des
tétes de saumon d’Atlantique (Salmo salar). Cette étude s’inscrit dans la continuité des
travaux de recherches menés au laboratoire ces derniéres années et notamment apres la mise
au point d’un protocole d’extraction des composés azotés et lipidiques grace a un procédé
relevant d’une extraction enzymatique utilisant des enzymes alimentaires. Cette technique a
permis de valoriser les protéines et les lipides issus de coproduits comme les tétes de saumon.
Elle a abouti a I’obtention de plusieurs fractions dont les compositions en matieres protéiques
et lipidiques varient. La fraction qui nous intéresse est notamment tres riche en lipides
polaires et en acides gras polyinsaturés a longues chaines.

Partant de la, le principal objectif de cette étude était d’acqueérir des connaissances sur les
propriétés d’auto-assemblage de ces lipides polaires. Le choix s’est porté sur la
phosphatidylcholine pour plusieurs raisons. D’une part, c’est le phospholipide majoritaire
dans la composition des membranes biologiques chez les mammiféres et un composant
majeur dans les membranes de cellules eucaryotes. C’est aussi un constituant critique du
surfactant pulmonaire, des lipoprotéines du sérum et de la bile. Cette omniprésence en fait le
phospholipide le plus utilisé dans les études sur les modéles de membranes et il existe a ce
sujet une littérature trés importante disponible sur ce lipide.

L’organisation des lipides polaires lorsqu’ils sont placés en milieu aqueux dépend
principalement du type de lipide, de sa concentration et de la température. Dans le cas de la
phosphatidylcholine, I’arrangement qui se forme spontanément et le plus communément est la
bicouche entourée d’eau. La structuration de la phosphatidylcholine en bicouches puis en
vésicules lorsque les bicouches se replient sur elles-mémes permet de stabiliser les
phospholipides dans I’eau. Il devient alors envisageable d’utiliser ces particules comme
vecteurs pour les acides gras polyinsaturés a longues chaines vers les organes cibles.
Cependant, il est nécessaire de connaitre les propriétes de ces bicouches afin d’optimiser les
parameétres d’élaboration des vésicules pour leur garantir une stabilité et une efficacité
maximales.

De plus, I’étude de ces lipides d’intéréts sous forme de bicouches permet d’obtenir un modele
de membranes biologiques enrichies en acides gras polyinsaturés. L’origine naturelle de cette
phosphatidylcholine lui confére une composition variée de différentes espéces moléculaires,
conditions qui se rapprochent le plus des conditions naturelles par rapport aux membranes
modeles composées de lipides purs. C’est pourquoi ces lipides représentent un modéle de

choix afin de mieux comprendre les mécanismes d’action des acides gras polyinsaturés dans
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les membranes biologiques. Or, I’une des préoccupations majeures qui survient dans la
biophysique des membranes concerne la diversité des lipides retrouvés dans la nature. Les
informations qui devraient étre nécessaires pour traiter cette question incluent les
caractéristiques structurales des bicouches lipidiques formées de différents types de lipides.
C’est toute la problematique liée a I’étude de phospholipides d’origine naturelle a laquelle

nous avons di faire face ici.

L approche méthodologique de cette étude a conduit a diviser le travail en plusieurs parties.
La premiére étape a consisté a extraire et purifier la phosphatidylcholine a partir d’un mélange
complexe de lipides. Les techniques de chromatographie ont permis d’obtenir une fraction
grandement purifiée dont la composition détaillée a ensuite été déterminée. Cette fraction de
phospholipides, appelée par la suite « PC de saumon », a été caractérisée en utilisant diverses
techniques. Ainsi, nous nous sommes intéressés aux conditions d’obtention des différentes
phases et plus particulierement a I’élaboration du diagramme de phase PC — eau. Par la suite,
nous avons étudié les parametres structuraux de la PC de saumon en phase lamellaire, mais
également sous forme de monocouche a I’interface air — eau. Enfin, la derniére partie a
consisté a étudier les propriétés d’hydratation de la PC de saumon par méthode gravimétrique,
en modelisant les données obtenues afin de faire ressortir certains parametres physiques liés a
I’hydratation des phospholipides. De maniére a évaluer le role des acides gras polyinsaturés a
longues chaines présents dans la PC de saumon, nous avons comparé les propriétés de celle-ci
avec deux autres phosphatidylcholines d’origine naturelle également, mais dépourvues
d’acides gras polyinsaturés a longues chaines, a savoir la PC d’ceuf et de soja.

La mise en évidence de caractéristiques propres a la PC de saumon qui ne pouvaient étre
expliquées avec les techniques expérimentales habituelles nous a poussés a compléter notre
étude par une approche théorique en utilisant les techniques de simulation par dynamique
moléculaire. La encore, la méthodologie a conduit a diviser I’étude en plusieurs parties. La
premiére étape nécessitait de reproduire les résultats expérimentaux de la PC de saumon en
bicouches lamellaires de fagon a valider les parametres choisis pour définir le systeme de
départ. Pour cette partie de I’étude, nous avons décidé de comparer les bicouches de PC de
saumon a d’autres bicouches de PC pures contenant une et six doubles liaisons en position sn-
2 du glycérol, afin de mettre en évidence I’influence de la diversité de composition de la PC
de saumon sur les propriétés physiques d’une membrane insaturée. L’influence du taux

d’hydratation des bicouches de PC saumon a également été étudiée et a permis d’établir des
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hypothéses expliquant le comportement particulier de I’hydratation de la PC de saumon et les

conséquences sur sa structuration.

Le présent document se compose de trois chapitres. Le premier regroupe une synthese
bibliographique de présentation des phospholipides et des acides gras polyinsaturés a longues
chaines ainsi que leurs effets sur les membranes. L’accent est notamment porté sur la
présentation de I’acide docosahexaénoique qui, avec ses 22 atomes de carbone et ses six
doubles liaisons, constitue I’acide gras le plus long, le plus insaturé et probablement le plus
influent des acide gras de la famille des Oméga 3. Le deuxiéme chapitre présente les
différentes méthodes et protocoles qui ont été employés pour cette étude avec également les
principes de base de la dynamique moléculaire. Enfin, le dernier chapitre s’articule autours de
la présentation des résultats, expérimentaux dans un premier temps et des simulations dans un
deuxieme temps. La conclusion regroupe I’ensemble des points marquants de cette étude et

s’ouvre sur les perspectives d’application d’un tel compose.
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CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Partie 1 : Les acides gras polyinsaturés a lonque chaine

I. Laclasse des lipides neutres

Les lipides neutres, au méme titre que les lipides polaires, sont une sous-catégorie de la
grande famille des lipides. 1l n’existe a ce jour aucune définition exacte du terme lipides. La
définition la plus globale serait qu’ils soient représentés par les acides gras et leurs dérives,
stéroides, terpénes, caroténoides et acides biliaires [19].

Contrairement a la plupart des familles de molécules de base du monde vivant qui sont
définies par leurs structures chimiques, les lipides sont donc caractérisés par une propriété
physique : la solubilité. Ce sont des composés a solubilité nulle ou faible dans I'eau mais en
revanche élevée dans les solvants organiques (méthanol, chloroforme, cyclohexane, éther
éthylique, acétone...). Des informations générales sur la chimie des molécules lipidiques
peuvent étre trouvées dans le « Lipid Handbook » [20]. La classification des lipides peut alors
se faire selon différents criteres : leurs propriétés physiques a température ambiante (les huiles
sont liquides alors que les graisses sont a I’état solide), leur polarité (lipides polaires et lipides
neutres), leur caractére essentiel pour I’homme (acides gras essentiels et non essentiels), ou
leur structure (simple ou complexe) [19]. Les lipides neutres incluent les acides gras, les
glycérides et les stérols alors que les lipides polaires incluent les glycérophospholipides et les

glycéroglycolipides.

2. Lesacides gras

Les acides gras sont des molécules organiques ne possédant qu’une seule fonction acide
organiqgue COOH (carboxyle) a une extrémité et un groupement méthyle CH; a I’autre
extrémité. lls sont formés d’une chaine carbonée a nombre de carbone généralement pair et
compris entre 4 et 30. La structure de la chaine carbonée peut comporter ou non une liaison
éthylénique permettant de classer les acides gras en :

- acides gras saturés (AGS) : ils ne comportent que de simples liaisons

- acides gras monoinsaturés (AGMI) : ils possedent une double liaison
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- acides gras polyinsaturés (AGPI) : ils possedent de deux a six doubles liaisons
Les acides gras sont rarement trouvés a I’état libre dans la nature. La plupart du temps, ils

sont associés a des alcools via des liaisons ester ou amide.

3. Lesacylglyceérols

Le glyceérol est un triol qui peut étre estérifié avec des acides gras et donner des monoesters
(monoacylglycérol ou encore monoglycéride), des diesters (diacylglycérol ou encore
diglycéride) et des triesters (triacylglycérol ou triglycérides).

Lorsque les molécules d’acides gras constituants le di ou triester sont identiques, on parlera de
diacylglycérol ou triacylglycérol homogenes, dans le cas contraire de diacylglycérol ou

triacylglycérol mixte.

II. Définition et structure des acides gras polyinsaturés a longue chaine

1. Nomenclature

Differentes nomenclatures sont employées pour désigner le nombre et la position des doubles
liaisons. La nomenclature chimique fait appel a une numérotation a partir du carboxyle
terminal (carbone 1) vers le groupement méthyle. La double liaison est indiquée par le
symbole A suivi d’un chiffre correspondant au premier carbone participant a la double liaison.
Dans la nomenclature biochimique (n-x) ou « oméga » en référence a une fonction biologique
et aux précurseurs, c’est la premiére double liaison en partant du groupement méthyle
terminal qui fait office de référence, les doubles liaisons supplémentaires se trouvant de
maniére conjuguée vis-a-vis de la premiere. Les doubles liaisons peuvent exister de maniére

cis, trans ou méme combinée [21].
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CH, 16 14 11 8 6 4 2 H H
V\A=/\=/\/\/\/\ \C=C/
17 15 13 12 10 9 7 5 3 COOH R/ \R.

X A
C18:2. A9 Configuration cis
CHsMM ™ <
c—cC
2 4 6 7 9 10 12 14 16 COOH R/ \H
® > Configuration trans
C18:2, w6

Figure 1.1. Différence de nomenclature et de configuration des doubles liaisons pour les
acides gras insaturés

Dans la nomenclature, on nomme les acides gras par leur nombre de carbone, puis par le
nombre de doubles liaisons avec la position de la premiére double liaison, on peut également
préciser le type de double liaison (cis ou trans). Dans la nature, la configuration prédominante
des doubles liaisons pour les acides gras insaturés est la cis. L’isomeére trans peut étre forme

durant les procédés d’hydrogénation [22].

2. Terminologie

On appelle acides gras indispensables les acides gras qui ne peuvent étre synthétisés ni par
I’homme ni par les animaux et qui doivent donc étre apportés par I’alimentation. Seuls deux
acides gras polyinsaturés ont cette denomination : I’acide linoléique AL, C18:2 n-6 que I’on
retrouve principalement dans I’huile de colza et I’huile de soja et I’acide a-linolénique ALA,
C18:3 n-3, que I’on peut trouver dans I’huile de lin ou de noix.

Ces deux acides gras sont les précurseurs métaboliques des deux familles d’acides gras
polyinsaturés des series n-6 et n-3, ayant 20 ou 22 atomes de carbone et contenant jusqu’a 6
doubles liaisons, notamment dans la série n-3 I’acide eicospentaénoique EPA, C20:5 et
I’acide docosahexaenoique, DHA C22:6 et dans la série n-6 I’acide arachidonique ARA,
C20:4. De part leur importance physiologique, ces trois acides gras, sont appelés également

acides gras indispensables.
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3. Voies de synthese

Il a été vu que les acides gras polyinsaturés a la longue chaine (AGPI-LC) peuvent étre
synthétisés par I’organisme a partir des deux acides gras essentiels AL et ALA selon plusieurs
séquences dont la principale est schématisée dans la Figure 1.2 [21]. Deux enzymes sont

limitantes dans cette cascade métabolique, il s’agit des A6 et A5-désaturases.

AGPI série n-6 AGPI série n-3
HSC\/\/W\/\/\/\COOH H3C/\=/\=/E/\/\/\/\COOH
C18:2n-6 C18:3n-3

Acide linoléique (AL) Acide a-linolénique (ALA)
| AB désaturase | AB désaturase
| A5 désaturase | A5 désaturase
élongase | élongase
v
_— — ) e N N N e
HC o NN N " co0H HsC COOH
C20:4n-6 C20:5n-3
Acide arachidonique (ARA) Acide eicosapentaénoique (EPA)
A6 désaturase ,
. i A6 désaturase
| clongase ;. élongase
v v
H3¢\/\/E/\=/\=/E/E/\/\COOH Hsc/\=/\=/\=/\=/w\/\coo|.|
C22:5n-6 C22:6n-3
Acide docosapentaénoique (DPA) Acide docosahexaénoigue (DHA)

Figure 1.2. Voies de synthéses des AGPI-LC a partir des acides gras indispensables.

I1l. Principales sources d’AGPI

1. Sources végétales

Les graines végétales

Les quatre sources principales d’huiles végétales en matiére de production a travers le monde
sont : le soja, le palme, le colza et le tournesol [23]. Parmi ces sources, le soja et le colza
contiennent respectivement 7,8% et 9,9% d’ALA, quantités non négligeables pour un acide
gras essentiel. Cependant, d’autres sources plus mineures contiennent des proportions

supérieures en cet acide gras comme la noix, le lin ou encore le chanvre.
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Malgré leurs proportions importantes en AGS et AGMI, certaines huiles telles que I’huile
d’onagre, de melon, de tabac, de carthame ou encore de graines de paprika contiennent une
forte teneur en AL avec des teneurs supérieures a 60%. Cependant, I’AL en trop grande
quantité étant associé a des risques pro-inflammatoires, il est nécessaire d’équilibrer les
apports en AL et ALA.

Le tableau 1.1 présente les teneurs en AGPI, AL et ALA des principales graines végeétales

ainsi que le rapport n-3/n-6.

Tableau 1.1. Composition en lipides des principales sources végétales d’AGPI classées selon
leur teneur en AGPI.

Source Espece % AGPI % LA %ALA rapport
n-3/n-6
Noix Juglans regia 84 74 10 0,1
Onagre Oenothera biennis 83 74 <1 <0,1
Sauge Salvia hispanica 81 20 61 3,1
Graines de Kiwi Actinidia chinensis 80 15 65 4,3
Chanvre Cannabis sativa 79 56 2 0,3
Carthame Carthamus tintorius 77 76 0.3 0,01
Cassis Ribes nigrum 75 48 12 0,2
Tabac Nicotiana tabacum 72 71 1 0,01
Shiso Perilla frutescens 70 15 55 3,7
Airelle rouge Vaccinium oxycoccos 68 44 22 0,5
Argousier Hippophae rhamnoides L. 67 38 29 0,7
Graines de pourpier  Portulaca oleracea 66 34 32 0,9
Raisin Vitis vinifere 65 64 <1 0,01
Graines de melon Cucumis melo 64 64 <1 <0,1
Soja Glycine max 60 52 <1 0,1
Lin Linum usitatissimum 54 17 55 3,3
Colza Brassica napus 31 21 10 0,4

Source : [23]

2. Sources animales

La conversion des acides gras essentiels (AL et ALA) en AGPI-LC est tres faible dans
I’organisme humain. Elle a été estimée a moins de 10% pour I’EPA et moins de 5% pour le
DHA [24]. Les sources marines telles que poissons et crustacés constituent les majeures
sources d’acide gras polyinsaturés oméga 3.

Le Tableau 1.2 présente les principales sources marines d’AGPI-LC. Le flétan, le hareng et le

maquereau roi sont les poissons ayant un taux de lipides le plus élevé mais des teneurs en
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EPA et DHA relativement faibles. Les ceufs de truite, la sardine, I’anchois et le krill ont des
teneurs en lipides totaux plus faibles (<10%) mais des teneurs en EPA et DHA supérieures a
30%.

Tableau 1.2. Composition en lipides et acides gras de diverses sources marines. Les teneurs en
lipides totaux (LT) sont donnés en % de matiéres seches et les teneurs en acides gras en %
relatifs.

Source Espece LT AGPI ALA EPA DHA
i Rheinhardtuis

dFlétan hippoglossoides 13,8 14 Tr. 0,5 0,4

#Hareng Clupea harengus 13,9 2,4 0,1 1 0,7
. Scomberomorus

 Maguereau roi cavalla 13 3,2 - 1 1,2

Onchorhynchus

& Saumon royal tshawytscha 10,4 2,1 0,1 0,8 0,6

¢ Eufs de truite Onchorynchus mykiss 9,6 46,4 - 115 24

® Pompanos Trachinotus carolinus 9,5 11 - 0,2 0,4

4 Sardine Sardina pilchardus 7.4 43,7 1,1 11,2 21,7

b Krill Euphausia superba 7,2 33,7 0,7 16,1 141

& Carpe Cyprinus encrasicolus 5,6 14 0,3 0,2 0,1

8 Thon albacore Thunnus albacores 4.9 1,8 0,2 0,3 1

¢ Anchois Engraulis encrasicolus 4,5 43,3 1,3 12,7 19,1

% Truite arc-en-ciel  onchorhynchus mykiss 3,4 1,2 0,1 0,1 0,4

d Maquereau batard Trachurus trachurus 2,2 35,4 0,4 8,3 16,6

Tr. : traces ( < 0.05%). Sources : (a) [25], (b) [26], (c) [27], (d) [28]. Pour (a), les données
correspondent & un % de matiere consommable (filets).

IV. Intéréts physiologiques des AGPI-LC

Les acides gras polyinsaturés a longue chaine des séries oméga 3 et 6 participent a une
multitude de processus physiologiques, autres qu'énergétiques. 1l est important de différencier
les AGPI-LC de la famille des oméga 3 de la famille des oméga 6. En effet, les mécanismes
d’action sont différents et donc leurs cibles dans le corps humain different egalement. Les
recherches sur les AGPI se sont accrues depuis la découverte de leurs actions préventives et
thérapeutiques sur de nombreuses pathologies il y a une trentaine d’années. On dénombre des
études a la fois expérimentales ou cliniques (tirées des conclusions sur I’effet d’une
consommation accrue en poissons gras ou en compléments alimentaires) montrant les

bienfaits de ces acides gras [29].
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1. Effets des oméga 3 sur la santé

Maladies cardiovasculaires

L’essentiel des recherches concerne I’effet des AGPI n-3 sur la prévention des maladies
cardio-vasculaires. Bien qu’il existe des centaines de références sur le sujet, une revue
compléte sur I’effet des AGPI oméga 3 et I’athérosclérose d’un point de vue nutritionnel est
sortie en 1994 [30]. L’athérosclérose est une perte d’élasticité des arteres due a la sclérose
provoquée par I’accumulation de corps gras (triacylglycérols et cholestérol LDL (low density
lipoprotein)). Or, il a été montré que les AGPI oméga 3 participent a la réduction du taux de
triacylglycérols dans le sang et augmentent le taux de cholestérol HDL (high density
lipoprotein) chez les patients atteints d”hypertriglycémie. lls sont associés ainsi a la réduction
du risque de mort subite par arythmie cardiaque [31], [32], [33].

Cancers

Les AGPI sont également associés dans la prévention de plusieurs types de cancers. L’un des
mécanismes proposeés de I’action de ces acides gras sur la modulation des cellules cancéreuses
et tumorales se rapporte a I’oxydation des lipides. Les AGPI-LC peuvent induire I’apoptose
de cellules tumorales [34]. Une revue de Das [35] traite des principaux événements
métaboliques répertoriés dans les cellules tumorales et qui sont relies au métabolisme des
AGPI. Ainsi, durant ces derniéres années, des études épidémiologiques ont suggéré une
diminution de I’incidence des cas de cancers du sein chez des populations consommant
beaucoup de poissons gras [36], [37]. Cependant, cet effet n’est attribué qu’aux AGPI oméga
3 ou lors d’une augmentation du ratio oméga 3/oméga 6, les AGPI oméga 6 étant associés a
une augmentation de la cancérogénése mammaire chez les rongeurs [38]. Les AGPI-LC
oméga 3 ont également des effets protecteurs contre le cancer du cdlon méme si d’autres
études contrastent sur les prémisses qui admettent que les omégas 3 diminuent le risque de ce
cancer [39]. Enfin, une revue de Astorg [40] regroupe les principaux résultats concernant
I’effet des AGPI (oméga 3 et 6) sur le cancer de la prostate mais les résultats a ce sujet sont
mitigés : la consommation d’AGPI-LC oméga 3 est associée a une diminution des risques
mais peu d’études épidémiologiques confirment cette tendance alors que I’ALA pourrait

augmenter le facteur de risque.
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Action contre le diabete et 'obésité

L’obésité tend a développer le risque de diabete de type 2. Or, le diabete de type 2 ainsi qu’un
taux éleve de glucose dans le sang augmentent le risque de mortalité par maladie
cardiovasculaire. Une alimentation riche en acides gras saturés et pauvre en AGPI et AGPI-
LC oméga 3 tend genéralement a augmenter I’adiposité entrainant un risque accru de diabete
de type 2 et a diminuer la sensibilit¢ a I’insuline [41]. Plusieurs revues recoupent les
informations disponibles concernant I’effet des AGPI omégas 3 sur la résistance a I’insuline
et le diabéte de type 2 sur des sujets humains [42], [43]. Les conclusions sont tirées d’études
épidémiologiques et cliniques et le potentiel de ces acides gras pour augmenter I’efficacité des
interventions actuelles sur la prévention et le traitement des diabétes de type 2.

2. Effet des AGPI oméga 6 sur la santé

Il est admis de nos jours que les régimes occidentaux sont trop riches en acides gras omega 6
par rapport aux oméga 3. Or des quantités excessives d’acides gras oméga 6 (et de ce fait, un
ratio oméga 6/omega 3 éleve) va influencer certaines pathologies telles que les maladies
cardiovasculaires, le cancer, et les maladies inflammatoires et auto-immunes [44].

Les acides gras oméga 6 sont principalement impliqués dans les mecanismes de réaction
inflammatoire puisque la métabolisation de I’acide arachidonique (ARA) donne lieu a la
production de prostaglandines (série 1 et 2), leucotriénes et thromboxanes [34]. Certaines
études ont montré qu’une augmentation de la consommation en C18:3 n-6 (acide vy-
linolénique) augmentait le taux de prostaglandine de type 1 (PGEL1) mais diminuait le taux de
prostaglandine de type 2 (PGE2) [34]. Or, les PGE2 sont responsables en partie de la
suppression de I’effet d’auto-immunité des cellules, ce qui englobe la prolifération des
lymphocytes et la production du facteur de croissance interleukine-2. De ce fait, une
augmentation de la consommation en acide y-linolénique peut influencer la fonction
immunitaire de par ces réactions interconnectées.

L’une des manifestations cliniques des maladies inflammatoires est la polyarthrite rhumatoide
(PR). Les éicosanoides dérivés de I’acide arachidonique jouent un rdle dans la PR et
I’efficacité des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens dans la PR montre
I’importance de la voie métabolique pro-inflammatoire de I’acide arachidonique dans la
pathophysiologie de la maladie [45].
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3. Recommandations pour les AGPI-LC

L’association américaine pour le ceeur (AHA) recommandait en 2003 les doses suivantes :
manger une variété de poissons gras au moins une fois par semaine pour les personnes ne
présentant pas de maladies cardiaques, consommer environ 1 g de EPA et DHA par jour (de
préférence provenant de poissons gras) pour les personnes présentant des maladies cardiaques
et consommer entre 2 et 4 g de EPA et DHA sous forme de complément alimentaire pour les
personnes nécessitant de diminuer le taux de triacylglycérols dans le sang [46].

En France, I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) recommande
également des apports nutritionnels pour I'ALA et le DHA variables selon les différents
groupes de population. Pour les adultes, I'apport nutritionnel conseillé de I'ALA est de 2
g/jour pour I'homme et 1,6 g/jour pour la femme. L'apport nutritionnel conseillé en DHA est
quant a Ilui de 120 mg/jour pour I'homme et 100mg/jour pour la femme

(http://www.afssa.fr/index.htm).

Il n’existe pas de consensus a I’heure actuelle sur la meilleure forme de supplémentation des
apports en AGPI-LC oméga 3.

La plupart des études sont basées sur une alimentation comportant une consommation accrue
en poissons gras, en huile de poisson ou juste en AGPI directement (principalement DHA).
Avec I’extension des études menées sur les bienfaits des oméga 3 sur la santé, on a assisté a
I’émergence de produits dits nutraceutiques ou aliments fonctionnels (selon que le
complément actif se trouve isolé ou mélangé a un aliment). L’apport par les phospholipides
sous forme de vésicules enrichies en AGPI-LC peut étre considéré comme une source
prometteuse puisqu’il a été montré qu’une fois la barriere intestinale passee, les AGPI oméga
3 étaient préférentiellement transportés jusqu’au cerveau [47], [48]. De plus, lorsque le DHA
est incorporé avec les PL, il se trouve étre plus résistant envers I’oxydation que lorsqu’il est
estérifié sur des triacylglycérols ou lorsqu’il est sous forme d’éthyl ester [49]. La
biodisponibilité des AGPI est également accrue lorsqu’ils sont vectorisés par les PL par
rapport a I’apport sous forme d’huile de poisson (correspondant donc & des AGPI estérifies
sur des TG) [50]. En effet, la structure des liposomes résiste a des variations de pH

rencontrées lors des processus digestifs [51].
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V. Le DHA, propriétés d’un acide gras unigue

1. Localisation

Les AGPI-LC particulierement I’EPA et le DHA, sont présents sur les membranes cellulaires
des vertebrés. Les AGPI-LC représentent 21 — 36% du pourcentage total d’acides gras dans
les membranes des cellules, mais la proportion d’EPA et de DHA varie énormément suivant
les tissus. Chez les mammiféres notamment, le DHA est trouvé en forte concentration
uniquement dans la rétine (19.5%), les testicules (8.7%) et le cerveau (7.2%) [52]. Ces
pourcentages sont donnés pour I’espece humaine mais cette tendance est générale pour
d’autres especes de mammiféres. Cette distribution particuliere du DHA indique une
implication fondamentale de celui-ci dans la membrane de ces tissus. Des especes
moléculaires de phospholipides contenant un DHA en sn-1 et sn-2 ont méme été retrouvées
dans certains tissus [53]. Dans ces tissus ou le taux de DHA est déja élevé, aucune
augmentation n’est visible avec un régime enrichi en DHA. De plus, une fois incorporé, le
DHA est plus facilement metabolise par les cellules aux dépens d’autres acides gras [54].
Pour contraster les quelques tissus qui contiennent du DHA en fortes proportions, on retrouve
souvent dans d’autres tissus du DHA en dessous de 5% du pourcentage total des acides gras
présents sur les phospholipides de membranes. Dans ces tissus, le pourcentage de DHA peut
étre enrichi entre 2 et 10 fois par des compléments d’aliments enrichis en AGPI oméga 3 [54].
Pour les tissus oculaires notamment ou le DHA est fortement présent, Anderson et al. ont
trouvé que la totalité du DHA était présente en position sn-2 du glycérol pour toutes les

classes de phospholipides [55].

2. Implication sur la santé

Dans une revue traitant des propriétés associées a I’incorporation du DHA dans les
membranes, Stillwell détaille les diverses pathologies dans lesquelles le DHA apporte une
action positive, parmi lesquelles les maladies neuro-dégénératives (dépression, schizophrénie,
scléroses), les maladies cardio-vasculaires, le cancer du colon, la polyarthrite rhumatoide,
I’asthme, le lupus, I’acuité visuelle, les maladies du foie et respiratoires, la maladie de la
fonction peroxyzomale (syndrome de Zellweger), les dermatites, le psoriasis, la fibrose

kystique et la malaria [56].
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Développement du cerveau

Le cerveau est le deuxiéme organe qui concentre la plus grosse quantité de lipides, aprés le
tissu adipeux. Le cerveau d’un adulte contient approximativement 50 — 60% de son poids sec
en lipides. Approximativement 35% des acides gras sont des AGPI dont la plupart sont des
AGPI-LC [52]. Parmi eux, le DHA et I’ARA sont les AGPI-LC qui jouent le role le plus
important dans la fonction nerveuse.

La quantité totale de DHA dans le cerveau augmente de maniére considérable durant la
croissance du cerveau, que ce soit par I’accroissement de la taille du cerveau mais aussi par la
proportion en DHA elle-méme qui augmente simultanément. En effet, durant la croissance du
cerveau, la teneur totale en DHA est multipliée d’un facteur 30, c’est pourquoi I’apport en
DHA se doit d’étre substantiel pour satisfaire la demande durant cette période [52].
Svennerholm a démontré que la composition en acides gras évolue pour chaque phospholipide
membranaire dans un cerveau humain normal, méme si cette évolution reste mineure apres
I’enfance [57]. La proportion en acides gras varie également considérablement d’une classe de
phospholipide a une autre. Ainsi, la teneur en DHA dans la matiére grise évolue au cours
d’une vie de 10,8 a 33,9% pour la phosphatidyléthanolamine alors qu’elle passe de 1,2 a 5,3%
pour le phosphatidylinositol et de 0,7 a 3,6% pour la phosphatidylcholine dans le cortex
cerébral.

Au cours du développement neuronal, I’action du DHA s’observe a différents niveaux : ajouté
au milieu de culture de neurones de I’hippocampe, il induit la croissance des dendrites [58].
De plus, chez les animaux soumis a un régime carencé, les neurones sont plus petits que ceux
des animaux soumis a un régime équilibré [59]. Contrairement a cela, des études cliniques
basées sur I’effet de compléments en DHA dans I’alimentation démontrent que les posologies
les plus fortes en oméga 3 (entre 2 et 4 g par jour) peuvent améliorer les symptémes des
troubles psychiatriques séveres [60]. Chez I’humain enfin, I’importance d’un apport suffisant
en AGPI-LC durant le développement mental de I’enfant a fait I’objet de recherches

intensives.

DHA et maladies neuro-dégénératives

Des études épidémiologiques suggerent que la consommation de DHA est associée a une
diminution de I’incidence de la maladie d’Alzheimer tandis que des études sur animaux ont
montré que la prise orale de DHA pouvait réduire des pathologies cérébrales de type
Alzheimer [61], [62]. Boudrault et ses collaborateurs ont décrit les mécanismes potentiels
d’action du DHA [63]. Actuellement, ces derniers ne semblent pas clairement élucidés. Tout
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d’abord, le DHA comme les AGPI n-3 agiraient sur la diminution du taux de cholestérol dans
le sang, et un taux élevé de cholestérol sanguin est associé a une forte production de peptide
B-amyloide qui s’agrége et forme par la suite des plaques. Par ailleurs, dans les cerveaux
atteints de maladie d’Alzheimer, des quantités élevées d’enzymes impliquées dans la
transformation de I’ARA en médiateurs pro-inflammatoires (cyclooxygénase COX-2) ont éte
retrouvées. Or, le DHA a des effets antagonistes a I’ARA concernant ses propriétés pro-
inflammatoires puisqu’il induirait une diminution du taux d’ARN messager de la COX-2. Il a
été suggéré également que le DHA pouvait agir comme une molécule neuro-protectrice qui
augmenterait la survie cellulaire gréce a la production de neuroprotectine D1, un médiateur
dérivé du DHA. En plus de la réduction du taux de cholestérol dans le plasma, le DHA serait
également directement impliqué dans la diminution du taux de p-amyloide dans le plasma. En
effet, le DHA exerce un effet antioxydant observé par une augmentation de I’activité de la
glutathion réductase. L’effet antioxydant s’observe également par une diminution de
I’accumulation de peroxydes dans le cortex et I’hippocampe de rats atteints de maladie
d’Alzheimer. Comme I’accumulation de peptide p-amyloide est associée a une augmentation
de I’oxydation dans le cerveau, le DHA pourrait permettre de ralentir le phénomeéne oxydatif
et donc, I’accumulation de f-amyloide.

Il a été également proposé que la perte de mémoire serait corrélée a une diminution des
synapses, méme si le mécanisme de dysfonctionnement synaptique dans la maladie
d’Alzheimer n’a pas clairement été élucidé [64]. Or, on sait que les synapses sont
naturellement enrichies en DHA.

Cependant, I’ingestion de DHA sous forme de complément n’a pas montré de diminution du
taux de déclin cognitif et fonctionnel chez une population de patients atteints légerement a

moderément de la maladie d’Alzheimer [61].

Propriétés anti-inflammatoires

Comme il I’a été dit auparavant, les AGPI-LC oméga 3 ont des effets antagonistes aux AGPI-
LC oméga 6 vis-a-vis du processus inflammatoire. La plupart des médiateurs derivés de
I’ARA sont principalement pro-inflammatoires alors que ceux formés a partir de I’EPA et du
DHA sont anti-inflammatoires [62]. En effet, I’ingestion d’EPA et de DHA a partir de
poissons gras a démontré les caractéristiques suivantes [25] : une diminution de la production
de la thromboxane A,, un composé potentiel favorisant I’agrégation plaquettaire et la

vasoconstriction, une diminution de la formation de leucotriéne B4 qui induit I’inflammation
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et une augmentation de la production de prostacycline, composé qui prévient de I’agrégation

plaquettaire et favorise la vasodilatation.

Maladies cardiovasculaires

L’ impact de la consommation réguliére (au moins une fois par semaine) de poissons riches en
oméga 3 sur la diminution du taux de mortalité par cardiopathies coronariennes (incluant la
mort subite par arrét cardiaque, I’infarctus du myocarde, le pontage aorto-coronarien et
I’angioplastie) est fortement documenté dans la littérature [65], [66]. La plupart des études
épidémiologiques ont éte realisees avec une supplémentation en huile de poisson (ou
consommation de poissons gras) mais la plupart des bénéfices ont été attribués a la présence
de ’EPA et du DHA [67]. En effet, ces deux acides gras abaissent la pression sanguine et
préviennent le développement de I’hypertension, I’un des facteurs critiques qui peuvent
résulter en une pathologie de type cardiovasculaire telle que I’athérosclérose ou en congestion
[68].

3. Influence du DHA sur les protéines membranaires

Les membranes contiennent entre 20 et 80% de protéines [3]. Ce sont elles qui sont les
composés biochimiquement actifs de la membrane. Elles peuvent avoir une fonction
enzymatique, de transporteur, de récepteur, de pores, etc. et permettent la distinction entre
chaque membrane de facon particuliere. 1l existe deux types de protéines membranaires :
celles qui sont immergées au cceur de la membrane (les protéines intégrées) et celles qui se
situent a I’interface, d’un c6té ou de I’autre. Il est évident que la conformation des chaines
hydrocarbonées et leur mobilité peuvent influencer la conformation des protéines
membranaires et, de ce fait, leur fonctionnalité [22].

Erickson décrit avec précision I’effet que peuvent avoir les phospholipides sur les protéines
membranaires [2]. En effet, le fonctionnement global d’une membrane biologique est contr6lé
a la fois par les protéines membranaires mais également par les composés lipidiques la
constituant (principalement les phospholipides). Dans une bicouche ayant une distribution
hétérogéne des protéines, a la fois a la périphérie et a I’intérieur de la bicouche, il y aura une
certaine proportion de phospholipides qui vont interagir avec les composes protéiques pour
donner a la membrane toute son intégrité, d’un point de vue structural et fonctionnel. Ainsi, la
proportion de protéine interagissant avec la protéine est dictée par les propriétes de la protéine

telles que sa densité, son type, sa taille et son état d’agrégation.
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De maniére générale, des interactions sélectives ou non entre les phospholipides et I’interface
de la protéine peuvent avoir lieu : en cas d’absence de sélectivité, les lipides agissent comme
un « solvant », conférant a la protéine une forme adéquate a son activité et sa mobilité. Dans
ces conditions, la fluidité membranaire peut altérer I’activité de la protéine membranaire,
puisque des membranes rigides peuvent réduire ou stopper la fonction de la protéine et
inversement. L’exemple le plus probant dans ce cas la est celui du fonctionnement de la
rhodopsine, un récepteur membranaire, couplée a la protéine G, et située dans les membranes
contenant un fort taux en DHA. La rhodopsine est une protéine avant tout responsable de la
sensibilité a la lumiere. Son milieu environnant est riche en AGPI et en cholestérol. Des
mesures en biophysique ont montré que les lipides insaturés et le cholestérol avaient des effets
significatifs sur la stabilité et le fonctionnement de la rhodopsine, et notamment le DHA qui
déstabilise la protéine et augmente la cinétique du photocycle, alors que le cholestérol a des
effets inverses [69]. Un de ces mécanismes non-spécifiques de modulation du fonctionnement
protéique par le DHA a été mis en évidence avec la gramicidine ou I’adsorption de DHA dans
la bicouche pouvait modifier I’énergie de déformation des membranes qui survient lors d’un
changement de conformation de la protéine a I’interface protéine/membrane [70]. D’autres
études se sont intéressees a I’effet des AGPI et notamment du DHA sur le fonctionnement des
protéines membranaires comme les canaux ioniques [70], ou les protéines de classe I issue de
complexe majeur d'histocompatibilité [4].

Si les protéines cellulaires sont déterminées par la génétique, la composition des membranes
cellulaires en AGPI dépend elle grandement de la consommation alimentaire. 1l devient alors
possible d’influer sur le fonctionnement des protéines membranaires de maniére indirecte en

contrélant I’alimentation.

VI. Lerisque d’oxydation

1. Mécanisme généraux de I’oxydation des lipides

Les deux composés majeurs impliqués dans I’oxydation des lipides sont les acides gras
polyinsaturés et I’oxygene. La température, la lumiere et les métaux sont des facteurs qui
contribuent a accélérer le processus d’oxydation. Dans ce procédé, I’oxygene de I’atmospheére
se greffe sur certains acides gras en créant des intermédiaires instables et qui peuvent ensuite
former des composés indésirables. L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies
réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs :
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- I’auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres
- la photo-oxydation, initiée par la lumiere en présence de photo-sensibilisateurs
- I’oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase
Le détail des différentes réactions impliquées dans le processus d’oxydation est largement
décrit par Erickson [1]. Bien que la photo-oxydation et I’oxydation enzymatique demeurent
des phénomenes non négligeables, le procedé prédominant par lesquels les acides gras
insaturés et I’oxygene interagissent est le mécanisme des radicaux libres caractérisés par trois
phases principales : initiation, propagation et terminaison (voir Fig. I. 3) :
- initiation : en présence d’un initiateur (1), les lipides insaturés (RH) perdent un atome
d’hydrogéne pour former un radical libre de lipide (R°) (radical lipoyle).

RH+1 — H°+R°
Ce mode d’initiation, favorisé par une élévation de température, peut étre produit par des
radiations ionisantes, des traces metalliques, des génerateurs chimiques, des systemes

enzymatiques ou chimiques produisant des especes activées de I’oxygeéne.

- propagation : les radicaux libres formés fixent I’oxygéne moléculaire et forment des
radicaux libres peroxyles instables qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide
gras pour former des hydroperoxydes.

R°+0, — ROO° réaction rapide

ROO°+R’H — ROOH + R’° réaction lente
- terminaison : Les radicaux formés réagissent entre eux pour conduire a un produit qui n’est
pas un radical libre.

ROO° + ROO®° — [ROOOOR] ROOR + 0,

R°+R° — RR

ROO° +R° — ROOR

Les hydroperoxydes peuvent également se décomposer par scission homolytique de la liaison
O-O pour former un radical alcoyle et un radical hydroxyle. Le radical alcoyle réagit avec
d’autres substrats et propage la réaction en chaine. Il peut également subir une scission
carbone-carbone de part et d’autre du radical pour former un radical alkyl et un radical vinyle.
Le radical alkyl peut réagir avec un hydrogéne, un radical hydroxyle ou une molécule
d’oxygéne générant ainsi des hydrocarbures, des alcools et d’autres hydroperoxydes. Le
radical vinyle peut réagir avec un radical hydroxyle, un radical hydrogene ou I’oxygene

moléculaire pour générer des aldéhydes et des hydrocarbures [1].
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Figure 1.3. Mécanisme d’auto-oxydation des lipides polyinsaturés d’apres [1].
1. Potentiel d’oxydation des lipides

Les AGPI contenant plusieurs insaturations, ce sont les composés principalement touchés par
I’oxydation des lipides puisque I’énergie de dissociation des liaisons C-H au niveau de la
position bis-allylique du groupement méthylene (position située entre deux doubles liaisons
adjacentes) est la plus faible. Ainsi, plus on augmente la longueur de chaine et le nombre
d’insaturations, plus le risque d’oxydation est grand [71]. Dans une étude impliquant
I’utilisation de solutions homogenes de lipides purifiés, une corrélation linéaire a été établie
entre le nombre de positions méthylene bis-allylique et I’oxydabilité des lipides [72].

Les études in vitro ont permis d’établir avec précision la contribution de chaque classe de

lipide (triacylglycérols, phospholipides et acides gras libres) vis-a-vis de la stabilité a
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I’oxydation. Les acides gras libres semblent étre le plus expose et, de ce fait, s’oxydent plus
rapidement que les triacylglycérols, surtout lorsqu’ils sont sous forme encapsulée [73]. La
stabilité face a I’oxydation est encore accrue pour les phospholipides sous forme de liposomes

comparée aux triacylglycérols sous forme d’émulsion [71], [74].
2. Stabilité des produits sensibles a I’oxydation

L’oxydation des AGPI entraine la dégradation de ces derniers par la perte progressive des
doubles liaisons et conduit a la formation de produits d’oxydation tels que les peroxydes et les
composés volatils (Fig. 1.3). L’apparition de produits secondaires volatils peut modifier les
propriétés physico-chimiques du milieu environnant. Ainsi, pour palier a ce probleme, le
moyen de protection le plus efficace est la présence d’antioxydants, qui peuvent retarder ou
ralentir la cinétique d’oxydation. L’inhibition peut prendre deux formes : une diminution de la
vitesse maximum d’oxydation ou une diminution du taux maximum d’oxydation [1]. Le
mécanisme d’action général des antioxydants repose sur une compeétition entre I’antioxydant
et le lipide pour céder un atome d’hydrogéne au radical peroxyle.

Les tocophérols sont les antioxydants typiques les plus importants chez les humains [75]. Les
tocophérols sont régénérés en présence d’un autre antioxydant tel que I’acide ascorbique. Il
existe d’autres composés ayant une fonction antioxydante similaire a I’a-tocophérol, en
agissant comme des récupérateurs de radicaux peroxyles et/ou d’anion d’oxygene superoxide.

Ce sont par exemple les caroténoides, les polyphénols et le glutathion [1].
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Partie 2 : Les phospholipides, structure et propriétés

I.  Structure et classification

1. Structure

Le squelette

Les phospholipides sont divisés en deux classes principales selon qu’ils contiennent un
squelette glycérol ou sphingosyl [2]. Chez les glycérophospholipides, une ou deux chaines
d’acide gras R; et R, sont estérifiées au glycérol et d’un acide phosphorique lié en position sn-
3 du glycérol, tandis que pour les sphingophospholipides, une chaine d’acide gras est ajoutée

au squelette (Fig. 1.4).

Figure 1.4. Structure des squelettes glycérophosphate et sphingosylphosphate auxquels sont
liés des radicaux acides gras R; et R,. Les cercles représentent les bases glycérol (a gauche) et
sphingosine (a droite) ; sn-1, sn-2 et sn-3 représentent la numérotation stéréo-spécifique au
niveau du glycérol, d’apres [2].

Les acides phosphatidiques n’existent que rarement a I’état naturel. Ce sont leurs dérivés ou
une fonction acide de I’acide phosphorique est estérifiée par un alcool que I’on retrouve.

Genéralement, on a tendance a classer également dans la catégorie des phospholipides la
sphingomyéline car elle contient aussi un acide phosphatidique. Cependant, son squelette est

composé d’une sphingosine auquel est lié un acide gras.
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L’alcool supplémentaire

L’acide phosphorique est estérifié par un alcool qui peut étre un alcool aminé ou un polyol
sans azote (Fig. 1.5) :

- les alcools aminés peuvent étre la sérine, I’éthanolamine (produit de décarboxylation de la
sérine) et la choline (dérivé N-triméthyle de I’éthanolamine).

- les polyols non azotés peuvent étre le glycérol ou I’inositol.

acide phosphatidique

l CH, NH3"
/
AP+—CH,—CH,—N'—CHj APT—CH,—CH,—NH;" APT—CH,—CH—cCo00"
CHs
phosphatidylcholine phosphatidyléthanolamine phosphatidylsérine
AP| OH CH,OH
GID G o
HO |
APT—CH,
OH
phosphatidylinositol phosphatidylglycérol

Figure 1.5. Résidus rattachés a I’acide phosphatidique de la téte polaire [3]

Les acides gras estérifiés

Dans la plupart des cellules animales, les phospholipides diacylés dont les deux chaines sont
structurellement différentes sont prédominants. Plus précisément, les deux acides gras sont
estérifiés en position sn-1 et sn-2 du squelette glycérol. Concernant la régio-selectivité, il a été
montré que les especes moléculaires les plus abondantes pour les phospholipides de
membranes sont constitués d’un acide gras saturé en sn-1 alors que les acides gras insaturés se
retrouvent en sn-2 [76], [55], [77]. En particulier, la chaine saturée en sn-1 contient un
nombre pair d’atomes de carbone allant de 14 a 22 mais ce sont principalement les chaines
palmitiques (16:0) et stéariques (18:0) qui sont les plus représentées. La chaine insaturée en

position sn-2 peut avoir de 16 a 22 atomes de carbone et contenir de 1 a 6 doubles liaisons cis.
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Certaines études ont montré que les phospholipides sont enrichis en AGPI-LC par rapport aux
triacylglycérols [78], [79]. Chez les organismes marins notamment, la teneur en EPA et DHA

dans les phospholipides peut atteindre jusqu’a 30 % des acides gras totaux. (Tableau 1.3).

Tableau 1.3. Composition des acides gras majoritaires issus des phospholipides de muscle
comestible de cabillaud (Gadus morhua) et saumon d’Atlantique (Salmo salar), comparée a
celle de corps éviscérés de capelan (Mallotus villosus) et a celle de muscle adducteur de
coquille Saint-Jacques (Placopecten magellanicus).

Acides . Saumqn Saumc_m Coquille
Cabillaud d'Atlantique  d'Atlantique Capelan .
gras > Saint-Jacques
sauvage d'élevage
14:0 1.4 1.6 1.1 2.1 2.1
16:0 19.6 17 18.7 20.9 19.8
16:1 3.8 2.7 5.2 2.6 4.2
18:0 3.5 2.3 2.7 6.5 2.6
18:1 13.8 8.3 9 114 4.7
20:1 3 2.5 0.4 3.1 2
22:1 1 0.7 0.1 2.7 -
18:2 n-6 0.7 3.7 1.7 1 0.5
18:3n-3 0.1 0.3 1.5 0.7 0.3
18:4 n-3 0.4 - - 0.6 2.3
20:4 n-6 2.5 1.6 10.4 0.5 1.2
20:5n-3 17 7.7 55 13.5 18.5
22:5n-3 1.3 1.9 3.4 2.1 1.1
22:6 n-3 29.8 35.1 21.8 26.5 22.9

Source : [46].

2. Classification

Les phospholipides sont genéralement classés en fonction du deuxieme alcool sur la téte

polaire qui leur confere leurs propriétés spécifiques.

La phosphatidylcholine

La phosphatidylcholine (PC) contient un groupement choline estérifie a [I’acide
phosphatidique (Fig. 1.5). C’est le phospholipide le plus abondant dans les membranes des
cellules animales [3], [80]. C’est egalement le phospholipide majoritairement présent sur la
couche externe des membranes cellulaires animales, ces derniéres présentant une asymeétrie de
composition entre la couche externe et interne [80]. La PC est également un constituant
critique des surfactants de poumons humains, des lipoprotéines du sérum, de la bile et

représente le phospholipide le plus utilisé dans les modeles d’étude de membranes [81]. En
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effet, depuis une vingtaine d’annees, on note en moyenne une fréquence de 400 études par an
sur la PC. Au pH physiologique, La PC posséde a la fois une charge négative portée par le
groupement phosphate et une charge positive portée par le groupement choline. De ce fait,
c’est un PL neutre a pH physiologique.

La phosphatidyléthanolamine

La phosphatidyléthanolamine (PE) contient un groupement éthanolamine estérifié a I’acide
phosphatidique (Fig. 1.5). La PE est généralement le deuxiéme phospholipide le plus abondant
dans les cellules eucaryotes mais également pour les phospholipides de cellules bactériennes.
Des dérivés mono- et di-méthyle de la PE sont également des composés communs de lipides
microbiens [82]. Parmi les sources naturelles enrichies en AGPI, la PE constitue la classe de
phospholipides contenant la plus grande quantité d’AGPI-LC [83]. La PE ayant une structure

similaire a la PC, c’est également un PL neutre a pH physiologique.

La phosphatidylsérine

La phosphatidylserine (PS) contient un groupement sérine estérifie a I’acide phosphatidique
(Fig. 1.5). La PS est un composé commun et prédominant des membranes des érythrocytes. La
PS est genéralement exclue du feuillet externe de la membrane plasmique, lorsque la PS est
exposée a la surface des cellules, c’est le témoin d’un collapse dans I’asymétrie des lipides et
qui peut étre a I’origine d’une augmentation de la coagulation du sang et du phénoméne de
reconnaissance des cellules apoptotiques [84]. Du fait d’une charge unique sur le groupement

phosphate, la PS est chargée négativement a pH physiologique.

Le phosphatidylinositol

Le phosphatidylinositol (PI) a un sucre estérifié a I’acide phosphorique (Fig. 1.5). Chaque
fonction alcool de I’inositol peut étre phosphorylée soit de maniere individuelle, soit en
combinaison afin de produire des seconds messagers lipidiques plus connus sous le nom de
phosphoinositides [85]. Ces derniers sont notamment impliqués dans le trafic membranaire et
la transduction du signal. De méme que pour la PS, le Pl est chargé négativement a pH

physiologique.

Le phosphatidylglycérol

Le phosphatidylglycérol (PG) a un groupement glycérol estérifie a I’acide phosphorique (Fig.
I.5). C’est un des composants principaux des membranes de cellules bactériennes mais il
apparait également dans les membranes animales et végétales a plus faibles concentrations

[86]. Tout comme le Pl et la PS, le PG est chargé négativement a pH physiologique.
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3. Les dérivés de phospholipides

Plasmalogeénes

Les plasmalogenes ou étherphosphoglycérides ont une structure similaire aux acides
phosphatidiques a I’exception de I’acide gras en position sn-1 du glycérol qui est lié par une
liaison vinyl-éther a la place d’une liaison ester (Fig 1.6). Le résidu estérifié peut étre un
résidu éthanolamine ou choline. Dans les muscles squelettiques de bovins, d’ovins, de porcins
et de poulets, entre 39 et 49% de la fraction totale PE était des plasmalogenes alors qu’elle
n’était que de 10 a 30% pour la fraction PC [77]. Les 1-alkenyl-2,3diacylglycérols sont
appelés plasmalogénes neutres tandis que les 2-acyl-1-(1-alkenyl)-sn-glycérophosphocholine

sont appelés plasmalogenes ou plasmenylcholines [2].

R,—C—0—CH
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|

Figure 1.6. Structure d’un plasmalogéne. Le cercle représente la liaison vinyl-éther en position
sn-1 du glycérol, d’apreés [2].

Lyso-phospholipides

Les phospholipases sont des enzymes qui hydrolysent les phospholipides. On distingue selon
le site d’action de I’enzyme : les phospholipases Al et A2 qui agissent respectivement au
niveau de la position sn-1let sn-2 du glycérol libérant un acide gras libre et un lyso-dérivé de
PL appelé lyso-phospholipide ; la phospholipase B libérant les deux acides gras et un
glycérophosphorylalcool ; la phospholipase C qui intervient sur la fonction ester liant le
glycérol et le phosphate, libérant un diglycéride et un phosphoalcool ; et la phospholipase D
qui lyse la fonction ester entre la fonction acide du phosphate et I'alcool, libérant un
phosphatidate et un alcool [86].

La lyso-phosphatidylcholine est le lyso-phospholipide majoritaire retrouvé dans les tissus

humains mais les quantités sont négligeables. Cette forme de phospholipides peut étre
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considérée comme un vecteur de choix pour vectoriser les AGPI-LC afin qu’il s’accumule
dans les organes cibles tels que le cerveau [87]. En effet, le DHA peut étre transporté dans le
sang sous différentes formes : lié aux lipoprotéines et provenant des TAG ou des PL, ou lié a
I’albumine sous forme estérifiee ou non au lyso-PC. De ces différents moyens de
vectorisation, il a été montré que le moyen le plus efficace pour franchir la barriere hémato-

encéphalique et s’accumuler dans le cerveau était estérifié au lyso-PC [88].

II. RObles des phospholipides

1. Constituants majeurs des membranes cellulaires

Les phospholipides ont la capacité de s’auto-assembler en bicouches fluides, structure
retrouvée notamment dans les membranes cellulaires. Cette structure permet de répondre aux
deux roles essentiels des membranes cellulaires : établir une barriére avec une perméabilité
sélective et servir de matrice pour les protéines membranaires. En effet, les lipides peuvent
s’empaqueter selon une configuration précise pour faciliter le fonctionnement de la protéine
[86].

La distribution des différentes classes de phospholipides au sein des membranes de cellules
mammiferes ne se fait pas de maniere aléatoire entre les deux feuillets. En effet, les
phospholipides contenant un groupement choline (PC et SM) se retrouvent principalement sur
le feuillet externe tandis que les amino-phospholipides (PE et PS) sont les composants
majeurs du feuillet interne [84].

En plus d’étre constituants principaux des membranes biologiques, les phospholipides sont
également des participants actifs dans le contréle de diverses fonctions cellulaires telles que la
régulation de I’activité enzymatique et de la transcription, la transduction des signaux et le
traitement de I’information, le repliement des protéines, la translocation et le trafic

intracellulaire [89].

2. Utilisation des phospholipides en industrie alimentaire

Dans le secteur de I’industrie alimentaire, le terme de lécithine est généralement préféré a
celui de phospholipides. Dans la littérature plus ancienne, la lécithine était le nom donné pour
qualifier la phosphatidylcholine. Depuis, la lécithine désigne principalement un mélange

complexe et naturel de composés obtenus par lavage a I’eau des huiles végétales (soja,
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tournesol, ou colza) lors des opérations de dégommage. Les phospholipides sont séparés de
I’huile et se retrouvent dans les gommes. Cependant, ce terme est abusif puisqu’environ 75%
des composés actifs de ces gommes sont des phospholipides [90]. De nos jours, ce terme est
également retrouvé dans la littérature et il caractérise généralement un mélange de
phospholipides issus d’une source naturelle.

Le role essentiel des phospholipides en industrie alimentaire est lié a leur pouvoir émulsifiant.
En effet, grace a leur caractere amphiphile, les phospholipides ont la capacité de pouvoir
diminuer la tension de surface en s’adsorbant aux interfaces dans les émulsions eau/huile [2].
Ainsi, les phospholipides entrent dans la composition des margarines, chocolats, patisseries,
produits instantanés, produits laitiers, produits cosmétiques et pharmaceutiques. Dans ce type
d’applications, les valeurs nutritionnelles des phospholipides sont négligeables du fait de leur
faible proportion dans la formulation des aliments (de 0,3 a 1%). La formation de liposomes
de phospholipides dans les dispersions aqueuses permet la solubilisation de composés
lipophiles. La disponibilité de certaines substances peut, de cette maniere, étre accrue (jusqu’a

un facteur 13) et ainsi entrer dans la composition de certains produits industriels [91].

3. Vecteurs de composeés actifs

Les vésicules composées a partir de phospholipides (ou liposomes) ont des temps de vie tres
courts une fois introduits dans la circulation. L’évacuation rapide du sang est due a leur
phagocytose par le systeme réticulo-endoplasmique du foie et de la bile [22]. En appliquant
des principes de stabilité colloidale, on a pu prolonger leur durée de vie dans I’organisme.
L utilisation de lipides comportant des groupements sucres (tels que les gangliosides) ou
ayant été modifiés synthétiquement avec des groupes polyoxyethylenes permet d’obtenir une

stabilisation stérique

I1l. Organisation des phospholipides

1. Hydratation des phospholipides

Lorsqu’une suspension de phospholipides est dispersée mécaniquement dans une solution
aqueuse, ils peuvent s’auto-organiser selon trois différents assemblages : micelle, feuillet de
bicouches et liposomes (Fig. 1.7). Le type de structure formé dépend des interactions
hydrophobes causées par les chaines d’acides gras qui tendent a s’agréger et exclure les
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molécules d’eau du « cceur » hydrophobe. Les micelles sont rarement formées par des
phospholipides naturels, leur concentration micellaire critique étant tres faible (de I’ordre de
la mmol/L) en raison des chaines acyles qui sont trop volumineuses pour intégrer

correctement I’intérieur d’une micelle.
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Figure 1.7. Représentation schématique des différentes organisations supramoléculaires
adoptées par des phospholipides plongés en milieu aqueux

Comme nous I’avons vu precédemment, les phospholipides sont des molécules formées d’une
partie hydrophile (téte polaire) et d’une partie hydrophobe (chaines aliphatiques), on peut
donc les qualifier de molécules amphiphiles. C’est la faible solubilité des chaines acyles dans
I’eau combinée a la forte interaction entre les molécules d’eau par un haut réseau tétraédrique
de liaisons hydrogeénes, qui fournit la force « attractive » qui maintient les phospholipides

assemblés en complexes supramoléculaires.

2. Polymorphisme des phospholipides

Comme nous I’avons vu précédemment, les molécules amphiphiles ont la propriété unique de
s’organiser en structures qui combinent une périodicité a grande échelle dans une, deux ou les
trois dimensions, avec un désordre a petite échelle. Luzzati et al. ont fourni les premiéres
études structurales de la diversité des phases formées par les composés amphiphiles anhydres
ou hydratés [92].
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L’ordre a longue distance est mentionné en lettre capitale, L pour un réseau
monodimensionnel lamellaire, H pour un réseau bidimensionnel hexagonal, P pour un réseau
bidimensionnel oblique ou centré (ridé) et Q pour un réseau cubique. Les indices I et Il sont
utilisés pour noter le type de phase, | pour la phase normale (huile dans eau), Il pour la phase
inverse (eau dans I’huile). Ainsi, la phase hexagonale H, est une phase dans laquelle les
lipides forment des cylindres avec les tétes polaires orientées vers I'extérieur au contact de
I'eau. Les cylindres sont empilés dans un motif hexagonal. La phase hexagonale H, est
également formée de cylindres mais ceux-ci ont la partie hydrophile a l'intérieur. L'intérieur
du cylindre recéle donc une colonne d'eau.

Des indices en lettres grecques sont utilisés pour décrire la conformation des chaines : B pour
des chaines partiellement ordonnées de type gel, o pour des chaines désordonnées de type
fluide, o pour une coexistence de chaines en phase liquide et en phase ordonnée, et & pour
une conformation de chaine structurée en hélice. De plus, I’indice c est fréquemment utilisé
pour un arrangement cristallin des chaines. Une liste des différentes mésophases est donnée

dans le Tableau 1.4 et leurs représentations schématiques sont visibles en Figures 1.8 et 1.9

Tableau 1.4. Récapitulatif des différentes mésophases [18]
Principales mésophases
L: Lamellaires - H : Hexagonales - P : Ridées - Q : Cubiques

type phase structure de la phase
lamellaires "type solide" 3D L cristal 3D

2D Pg gel ridé

1D Lg gel. dro.it,

Lg: gel incliné

phases fluides 3D Q cubique

2D H (type l et 1) hexagonale

1D Lo lamellaire fluide
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(a) Ly (b) L,

(c) Hi,
Figure 1.8. Représentation schématique des principales phases formées par un mélange eau-

phospholipides : (a) phase gel lamellaire, (b) phase lamellaire liquide cristal, (c) et (d) phases
hexagonales. Adaptee de la référence [3].

sl 111

Ly Py L,

Phosphatidyl .
ethanolamine W

L, L

Figure 1.9. Schéma des différentes phases lamellaires trouvées pour la phosphatidylcholine et
la phosphatidyléthanolamine en fonction de la temperature: Lg, phase gel, Pg:, phase gel ride,
L., phase cristal liquide. Le sens des fleches indique une augmentation de température.
Adaptée de la référence [3].
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La phase lamellaire L, est la phase que l'on trouve principalement dans les membranes
biologiques. Les chaines acyles sont tres désordonnées. La phase lamellaire L est obtenue
aprés refroidissement des lipides en phase lamellaire. Les molécules sont étroitement
empilées et les chaines acyles sont régulierement alignées (configuration all-trans trouvée
dans les cristaux lipidiques) et ne sont pas inclinées par rapport au plan de la bicouche.
Comme les chaines sont étirées au maximum, I'épaisseur de la bicouche en phase Lg est
supérieure a I'épaisseur en phase L,. La densité de la phase gel est Iégerement supérieure a la

densité de la phase cristal-liquide.

Quand les chaines acyles sont inclinées par rapport au plan de la bicouche, en phase Lg, c'est
parce que les tétes polaires sont plus volumineuses par rapport aux queues hydrophobes.
Lorsqu’on augmente la température, la phase Ly se transforme en Pp- dans laquelle la phase
lamellaire est conservée mais la bicouche présente des ondulations périodigques observables en

microscopie electronique.

3. Diagramme de phase de phospholipides

La longueur de chaine des acides gras et leur degré de saturation, la température, la
composition du milieu aqueux dispersant (pH, force ionique), la structure moléculaire des
phospholipides et leur concentration sont des parameétres qui vont déterminer la forme des
associations intermoléculaires. Néanmoins, la fagon de présenter le comportement de phase
des phospholipides la plus pratiqgue, sommaire et représentée dans la littérature reste le
diagramme de phase température — composition (T-C). On parle ainsi de polymorphisme
thermotropique lorsqu’un changement de température induit un changement de phase, et de
polymorphisme lyotropique lorsque c’est la concentration en phospholipides qui intervient.
Plusieurs méthodes expérimentales existent pour mesurer la transition entre deux phases d’un
phospholipide parmi lesquelles la RMN, la résonance paramagnétique électronique ou la
fluorescence. La méthode par analyse thermique différentielle, qui mesure la chaleur absorbée
(ou émise) lors d’un processus endothermique (ou exothermique), reste néanmoins la plus
répandue. Trois paramétres d’intéréts sont mesurés par cette méthode : I’aire du pic de
transition qui est proportionnelle a I’enthalpie de transition, la largeur de la transition qui
refléte la cohésion a I’intérieur de I’échantillon (elle renseigne sur le nombre de molécules qui

entreprennent une transition simultanément) et la température de transition elle-méme [86].
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Un grand nombre de travaux ont été menes sur I’étude du comportement de phase de
phospholipides comme I’indique les revues de Koynova et ses collaborateurs [81], [93] qui
ont regroupé une documentation conséquente sur les températures de transition et diagrammes
de phase de PC purs, a chaines mixtes, ou ayant subi des modifications au niveau de la téte
polaire ou des chaines. Un diagramme de phase typique est présenté en Figure 1.10 pour la
DPPC (1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine). En fonction de la composition et/ou de la
température, ce compose peut entreprendre plusieurs transitions de phase et a certains points

du diagramme, il arrive que plusieurs phases coexistent.
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Figure 1.10. Diagramme de phase de la DPPC dans I’eau. Sont indiquées la phase lamellaire
gel (L), la phase lamellaire fluide (L.) et la phase gel ride intermédiaire (Pp). A haute
température et faible hydratation, d’autres phases peuvent se former (la phase cubique Q, et la
phase hexagonale H,). La ligne en pointillés indique la quantité maximale d’eau qui peut étre
absorbée avant un déphasage. Adapté de la référence [3].

4. Thermodynamique du polymorphisme

Dans toutes les structures lipidiques, I’association des parties apolaires entre elles et
I’exclusion de ces derniéres par les molécules d’eau qui se retrouvent au niveau des tétes
polaires sont régies par les liaisons faibles : ce sont elles qui stabilisent la structure. Parmi
celles-ci, les interactions hydrophobes jouent un réle prédominant.

Quand une molécule non polaire est placée dans I'eau, elle modifie la distribution des liaisons
hydrogéne entre les molécules d'eau. La molécule hydrophobe provoque la formation d'une

cage d'eau (clathrate) autours des tétes polaires. Les molécules d'eau s'orientent de facon a
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maintenir des liaisons hydrogene intermoléculaires entre-elles mais comme le nombre de
molécules d'eau au contact de la molécule hydrophobe est limité cela génére des contraintes
importantes. Il en résulte une diminution d'entropie du systéeme plus ordonné. C'est une
interaction défavorable. Une deuxiéeme molécule non polaire aura tendance a s'associer avec
la premiere pour s'entourer de la méme cage d'eau (plutdt que de faire une deuxiéme cage). La
diminution d'entropie sera moins grande pour une grosse cage que pour deux petites. Cette

tendance a lI'association des deux molécules hydrophobes est appelée « effet hydrophobe ».

5. Auto-assemblage des phospholipides

Le mécanisme de conditionnement des phospholipides peut étre déduit en considérant la
forme des ces derniers. L’auto-assemblage dépend de la surface occupée au niveau de la téte
polaire et du rapport entre celle-ci et la surface occupée par les chaines carbonees.
Quantitativement, cela peut étre décrit par :

Pr= Ay /Ac Equation 1

ou Ay est I’aire au niveau de la téte polaire, Ac est I’aire de la région des chaines carboneées et
Pr est le packing ratio, c'est-a-dire le ratio entre ces deux valeurs permettant de définir les
propriétés d’empaquetage. Une bicouche lipidique devrait avoir un Pr ~ 1, significatif d’une
forme cylindrique alors que la surface occupée par la téte polaire serait approximativement
identique a celle occupée par la région hydrophobe. Lorsque Pr est différent de 1, le
conditionnement des lipides change donnant naissance a d’autres types de phases telles que

les phases hexagonales | ou Il, et la phase cubique [3].

IV. Systemes modeles de bicouches phospholipidiques

Les propriétés physiques et les réles fonctionnels de chaque lipide constituant la membrane
sont extrémement difficiles a déterminer dans une membrane biologique intacte du fait de la
complexité de la composition lipidique. Afin de mieux comprendre les roles des différents
composants, il est nécessaire de construire des systémes modeles de membranes qui

contiennent chaque lipide d’interét.

1. Les liposomes
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Définition

Les liposomes sont des vésicules constituées d'un volume interne aqueux entouré d'une
membrane phospholipidique. Ils se forment spontanément quand des phospholipides sont
dispersés dans un milieu aqueux. Leur dimension est trés variable selon la fagon dont ils sont
préparés. Ainsi, leur diametre peut aller de quelques dizaines de nanomeétres a quelques
dizaines de micrométres [94].

Les différents types de liposomes

Il a eté montré que dans le cas ou I’on a des lipides de forme cylindrique, I’hydratation de
films de phospholipides conduit spontanément a la formation de vésicules multilamellaires
(MLVs) [80]. A partir de ces MLVs, on peut former par extrusion ou sonication des vésicules
unilamellaires dont le diamétre varie de quelques dizaines de nm pour les SUV (Small
Unilamellar Vesicles) a quelques centaines de nm pour les LUV (Large Unilamellar Vesicles)
et jusqu’a quelques microns pour les GUV (Giant Unilamellar Vesicles). L’intérét de ces
derniers modeles réside dans la présence d’une seule bicouche de lipides séparant le milieu
intérieur du milieu extérieur, a I’image de la plupart des cellules. La formulation des vésicules
se compose généralement de phospholipides naturels ou synthétiques, avec parfois la présence

de cholestérol et plus occasionnellement de lipoprotéines [95].

Utilisation des liposomes

Les liposomes ont d’abord été testés et congus au debut des années 70 comme vecteurs de
molécules bioactives afin d’administrer des médicaments ou comme utilisation dans le
domaine de la cosmétique [96], [95]. Les vésicules lipidiques influencent grandement la
distribution des médicaments et permettent de diminuer les effets secondaires au cours du
traitement antibiotique. La stabilité des liposomes, qui peut étre divisée en stabilité physique,
chimique ou biologique, est I’un des principaux facteurs qui traduit I’efficacité de transport
des molécules dans I’organisme.

La capacité des liposomes a piéger des solutés pour lesquels ils sont sélectivement perméables
a fait de ces particules un formidable modele pour reproduire les membranes cellulaires, et a
abouti a une prolifération d’études sur la biophysique, la structure et le fonctionnement des

membranes cellulaires [8], [97].

2. Monocouches a I’interface air-eau
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Lorsqu’une solution contenant une molécule amphiphile dans un solvant hydrophobe est
placée a la surface d’une solution aqueuse avec une micro-seringue, la solution se répand
rapidement pour couvrir toute la surface disponible. Lorsque le solvant s’évapore, une
monocouche se forme. Lorsque la surface disponible est suffisamment grande, la distance
entre deux molécules adjacente est large et les interactions entre elles sont faibles. La
monocouche peut donc étre considérée comme un gaz en deux dimensions. Sous ces
conditions, la monocouche a peu d’effets sur la tension de surface de I’eau.

Si la surface disponible est réduite par le biais de barriéres, les molécules commencent a
exercer un effet répulsif entre elles. Cet analogue en deux dimensions d’une pression est
appelé pression de surface II, et est donné par la relation suivante :

II=Y-v
ou o est la tension de surface en I’absence de la monocouche et y la tension de surface en

présence de la monocouche.

3. Autres systemes modeles

Bicouches planes

Les bicouches planes appelées aussi « black lipid membranes » en anglais constituent le
modeéle d’intérét pour étudier I’électrophysiologie du courant circulant a travers une
membrane [86]. Ce type de bicouche est formé en déposant des phospholipides dissous dans
un solvant organique hydrophobe au niveau d’un orifice formé sur un matériau hydrophobe
plongé dans un compartiment aqueux. Le solvant se disperse dans I’eau et une bicouche se
forme au niveau de I’orifice séparant ainsi le compartiment aqueux en deux. Les propriétés
électriques de la barriere sont directement mesurables en plongeant des électrodes dans les
deux compartiments. Il est également possible d’intégrer des protéines membranaires dans le

film si celles-ci sont solubles dans le solvant organique.

Les bicelles

Les bicelles représentent un intermédiaire entre vésicules classiques et les micelles [98]. Ce
sont des mélanges de lipides a longues chaines (entre 12 et 18 atomes de carbone) et des
lipides a chaines courtes (entre 6 et 8 atomes de carbone). L’organisation la plus répandue qui
en découle est un nanodisque avec les lipides a chaines longues présents en majorité dans la
partie plane du disque et les lipides a chaines courtes étant distribués principalement sur les

bords du disque, de maniére a le cloisonner.
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Partie 3 : Influence des AGPI sur les propriétés physiques des

membranes

Puisque les AGPI n-3 et notamment le DHA ont révélé étre actifs sur de nombreux systémes
biologiques différents, on peut penser que ces molécules agissent a un niveau fondamental,
probablement commun a toutes les cellules. En effet, les AGPI influencent les propriétés
physiques des membranes biologiques telles que I’organisation générale de la membrane, la
perméabilité aux ions, I’élasticité et la formation de micro-domaines [99]. Dans cette partie,
on s’attardera sur les effets du DHA et par extension a d’autres AGPI n-3 sur la structure et

I’organisation des membranes.

I. Propriétés structurales

Un des objectifs principaux de la biophysique des membranes est d’acquérir une base de
données regroupant les parametres physiques des principales bicouches lipidiques dans la
phase fluide L, la phase correspondant a celle des lipides retrouvés dans les membranes
biologiques. Ces parameétres incluent I’aire par lipide et I’épaisseur de la bicouche. Ces
derniers sont nécessaires si I’on veut étudier les interactions lipides-protéine ou encore les
interactions entre les petites molécules et la bicouche. Ils sont également importants pour
tester et orienter la viabilité des systémes lors des simulations de bicouches lipidiques [100].

Plusieurs approches sont possibles pour obtenir les informations sur la structure des bicouches
en phase L. La méthode traditionnelle de Luzzati consiste en des mesures gravimétriques par
diffraction des rayons X et nécessite de connaitre les volumes molaires des lipides mis en jeu
ainsi que la quantité d’eau exacte hydratant les bicouches. Cependant, cette méthode manque
de précision pour les échantillons proches de I’état saturé en eau puisqu’il peut arriver qu’une
certaine quantité d’eau ne s’incorpore pas totalement dans les bicouches pouvant ainsi fausser
les résultats [101], [102]. A partir de la diffraction des rayons X, il est également possible
d’élaborer le profil de densité électronique des bicouches en phase fluide. La donnée
principale obtenue avec le profil de densité électronique est I’épaisseur de la bicouche mais il

est également possible d’en dériver la valeur de I’aire par lipide [103]. Enfin, il est également
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possible de déterminer I’aire par lipide par RMN [104] et par diffraction de neutrons [105].
Cependant, ces différentes méthodes utilisées pour estimer la surface moléculaire peuvent
conduire a une grande étendue de valeurs alors que le résultat ne dépend pas du degré de
pureté de I’échantillon. Pour le 1,2-dipalmitoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (DPPC) par
exemple, phospholipide synthétisé avec une forte pureté depuis plus de 25 ans, les valeurs de
I’aire par lipide s’étendent de 58 & 71 A2 [103]. Ce probléme se pose également dans les
études sur les phospholipides d’origine naturelle comme la PC d’ceuf (qui reste le
phospholipide naturel le plus étudié) ou la diversité de composition entraine une augmentation
du facteur de dispersion des valeurs (Tableau 1.5). Il en va de méme pour les phospholipides
contenant une chaine DHA, méme si peu de résultats expérimentaux sont disponibles dans la
littérature, ou on retrouve notamment pour le 1-stearoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (SDPC) une aire de 69,2 A2 en multicouches a 30°C a partir d’analyses
combinées en rayons X et RMN [101], et une valeur de 65 A2 par rayons X en multicouches
orientées a 25°C [4].

Tableau 1.5. Comparaison des valeurs de la littérature pour différents parametres structuraux
de la PC d’ceuf en bicouches fluides.

[106] [107] [10] [108]
d [A] 48,1 66,3 64,1 62,0
duc [A] 28,4 36,3 29,6 26,4
dum [A] 37,7 35,4 - 38,8
A [A?] 64,8 69,4 71,7 73,1
a [molécules
deau/lipide] 20 34,7 34,5 33,6
. diffusion de diffraction de diffraction de diffraction de
méthode neutrons aux
. rayons X rayons X rayons X
petits angles
\ liposomes dispersion de dispersion de multicouches
systéme . i . i L
unilamellaires multicouches multicouches orientees

d: distance de répétition des bicouches ; dyc : épaisseur hydrophobe ; dwy : €paisseur de la
membrane ; A : aire par lipide

De ce fait, il devient alors plus pertinent de comparer des valeurs d’aire par lipide déterminée
dans des conditions similaires ou de dégager des tendances générales si I’on souhaite
comparer différents systémes. On peut alors examiner I’effet global des chaines de DHA sur
la structure des bicouches. A cet égard, deux questions se posent: (1) comment la densité
latérale (et donc I’aire par lipide) est affectée par la présence du DHA ? (2) Quelle est la

variation de I’épaisseur de la bicouche ?
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Les premiéres éetudes sur I’influence des chaines polyinsaturées ont porté sur les parametres
globaux d’empaquetage des lipides dans les biomembranes. Des mesures en monocouche ont
montré que I’introduction d’une double liaison en position sn-2 sur la PC augmentait
considérablement Iaire occupée par un lipide [109], [110]. Cependant, des ajouts successifs
de doubles liaisons ménent seulement a une légére augmentation. En particulier, les

monocouches composées d’au moins 3 doubles liaisons cis varient peu en aire par lipide.

Des études comparatives sur la structure des bicouches de PC composees d’une chaine saturée
en sn-1 et une chaine insaturée en sn-2 ont montré que I’aire par lipide augmentait avec le
nombre de doubles liaisons [101], [111], [112]. En effet, la surface moléculaire dépend du
volume des chaines latérales qui composent le phospholipide. Or, le volume de la chaine de
DHA est bien supérieur au volume d’une chaine saturée comme le montre la Figure 1.11.
Holte et al. ont notamment estimé le volume de plusieurs chaines par calcul en fonction des
volumes respectifs des groupements CH, CH, et CHj et ont déterminé une valeur de 516 A®
pour la chaine de DHA et 486 A® pour la chaine d’acide stéarique en phase cristal-liquide
lorsque celles-ci sont situées en position sn-2 du glycérol [113]. Du fait d’une augmentation
de la surface moléculaire pour les lipides polyinsaturés, en conservant une épaisseur de
bicouche constante, la différence est compensée au niveau de la distance hydrophobe qui

diminue avec I’augmentation des insaturations des chaines.

A

Figure 1.11. (A) Représentation schématique des chaines acyles polyinsaturée (gauche) et
saturée (droite) partiellement désordonnée au sein d’une membrane. (B) Volume occupé par
les chaines de DHA et stearoyl, représenté par des cylindres de section A, et de longueur L.
Repris de la réf. [4].
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Il. Propriétés dynamiques des membranes polyinsaturées

1. Paramétre d’ordre des chaines acyles

Une partie des propriétés dynamiques des membranes peuvent étre déterminées a partir du
parametre d’ordre des chaines acyles. Ce critére permet d’évaluer I’organisation latérale des
lipides. Plusieurs études sur ce point ont été réalisées par ’H-RMN sur les membranes
contenant au moins une chaine DHA [114], [113], [111], [12], [115]. Holte et al. ont
notamment étudié I’influence des insaturations en comparant les lipides avec différents degrés
d’insaturation en position sn-2, pour une chaine sn-1 fixe (18:0) [113]. De cette perspective,
ils ont montré que les spectres RMN changeaient nettement en fonction de la nature de la
chaine sn-2, et que, par conséquent, le profil du parametre d’ordre changeait avec une
importante perturbation au niveau du milieu de la chaine caractérisée par une diminution de
I’ordre. La présence du DHA influe également sur le comportement de la chaine saturée en
sn-1 puisqu’il a été démontré que plus le nombre d’insaturations augmente, plus le paramétre
d’ordre en position sn-1 diminue [111], [114], [113]. De méme que pour la chaine sn-2, la
diminution de I’ordre de la chaine est plus importante dans la seconde moitié de la chaine,
vers le groupement méthyle terminal. Il ressort de ces résultats que les chaines AGPI

présentent une grande mobilité.

2. Flexibilité

Les premieres représentations des AGPI laissaient a penser intuitivement que les chaines
présentent une certaine rigidité due aux multiples doubles liaisons en configuration cis qui
conferent peu de degre de liberté pour les liaisons carbone-carbone. En effet, la présence des
doubles liaisons enleverait alors toute possibilité d’isomérisation autours de I’axe de la liaison
dans des conditions physiologiques [5]. Depuis, des études de modélisation du DHA ont
identifié une série de conforméres, dénommés « angle iron » et hélicoidale (Fig. 1.12) qui
apparaissaient en forte concentration [5], [116]. Les calculs ont démontré qu’il existait une
grande fluctuation dans I’aire moléculaire des chaines polyinsaturées comparée aux chaines
présentant moins d’insaturations. Bien que les conformations énergétiques minimales
correspondent a la conformation de type « épingle a cheveux », les conformations « angle

iron » et hélicoidale ont été jugées plus appropriées pour les conditions biologiques, dans
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lesquelles le DHA peut étre associé a une chaine saturée comme dans les membranes

biologiques typiques.

«angle—iron» «hélicoidale »

Figure 1.12. Représentation des conformations de plus basse énergie pour la molécule DHA
déterminées par Applegate et Glomset [5] dans lesquelles les doubles liaisons sont projetées
vers I’extérieur de I’axe méthyléne dans deux plans quasi perpendiculaires.

Depuis I’étude d’ Applegate et Glomset en 1986, plusieurs revues se sont axées sur la structure
atomique détaillée et la dynamique des chaines acyles DHA a partir de résultats de simulation
informatique [117], [69], [118]. On retrouve notamment des études en mécanique quantique a
partir d’une simplification de la molécule de DHA par le motif répétitif dans la chaine a
savoir le 2,5-heptadiene en le comparant a un alcane (motif représentatif de la chaine saturée).
Tout d’abord, ils different dans la nature de leurs surfaces d’énergie potentielle pour la
rotation autour de I’angle diédre avec le diéne présentant deux minimums énergétiques a +
120° la ou I’alcane présente les trois minima usuels a £ 60° et 180° (Fig. 1.13). De plus, les
largeurs des minima sont beaucoup plus étroites pour I’alcane ce qui indique que, pour une
certaine quantité d’énergie thermale donnée, le degré de liberté de rotation de la chaine
d’AGPI est plus grand que pour une chaine saturée. Enfin, bien que les conformations
hélicoidales et «angle-iron » représentent certains minima statiques énergétiques, elles
renseignent peu sur la vraie structure des AGPI dans un environnement dynamique qu’est la
matrice en phase cristal-liquide. Or, la Figure 1.13 démontre que la barriére d’isomérisation

pour le diene représente approximativement un tiers de celle du butane. Comme le taux
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d’isomérisation dépend exponentiellement de la barriére énergétique, les isomérisations pour
la chaine insaturée vont étre tres rapides comparées aux chaines saturees.
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Figure 1.13. Surface d’énergie de rotation autours de la liaison simple entre les unités voisines
des méthylenes (trait plein) et butane (trait haché) décrit par [6].

En conclusion d’une étude sur des calculs en mécanique quantique de I’énergie de rotation
des liaisons vinyle-méthylene, Feller et al. ont démontré que la présence des doubles liaisons
dans une chaine carbonée augmentait de maniére intrinséque la quantité d’espace
conformationnel accessible autours du groupe central méthyléene comparé aux chaines
saturées [6]. Lorsque ces données sont incorporées dans une fonction empirique d’énergie
(pour une utilisation ultérieure en simulation de dynamique moléculaire), il en résulte une

membrane extrémement désordonnée avec des interconversions trés rapides parmi les
différents conformeres.

3. Elasticité et compressibilité

Les propriétes mécaniques des bicouches lipidiques telles que la viscoélasticité et la
compressibilité conferent a la membrane des cellules leur forme en complémentarité avec le
cytosquelette. De plus, durant les changements de conformation des protéines membranaires,
les propriétés physiques de la membrane changent également. Cela entraine une forte

anisotropie au sein des propriétés viscoélastiques de la membrane et nécessite une approche
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des propriétés de la bicouche par le biais de divers modules : modules élastiques E et modules
de compressibilité K [119].

Des études sur les propriétés d’empaquetage et la viscoélasticité de bicouches composées de
phospholipides a chaines mixtes avec un nombre d’insaturations variable ont montré une plus
grande flexibilité des bicouches polyinsaturées permettant des fluctuations de courbure et de
surface plus importantes [120], [115]. Bruno et al. ont trouvé que la présence du DHA dans
des bicouches entrainait une diminution de la rigidité de la membrane caractérisé par une
diminution du module élastique. Ces résultats confortent I’idée d’un mécanisme général
permettant de moduler la fonctionnalité de la gramicidine (protéine membranaire) [70].

Lors de la compression latérale des bicouches de phospholipides a chaines mixtes sous I’effet
d’un stress osmotique, 75% de la réduction de I’aire latérale de la membrane est causée par la
contraction des chaines polyinsaturées, suggérant une modification dans les propriétés
élastiques de la membrane [101], [121].

Les isothermes de pression — surface moléculaire permettent de déterminer le module latéral
de compressibilité K. Il a été montré par une étude systématique de I’influence des
insaturations que celui-ci dépend fortement de la composition des chaines puisque que les
monocouches sont plus compressibles (module plus faible) lorsque le nombre d’insaturations
augmente [109].

I1l. Fluidité de la membrane

1. Transition de phase

Bien que les chaines insaturées soient importantes pour maintenir un environnement fluide
essentiel pour le fonctionnement des protéines membranaires, les chaines polyinsaturées ne
sont pas essentielles pour obtenir un état fluide. En effet, I’introduction d’une premiere double
liaison cis dans des bicouches PC a pour effet de diminuer la température de transition de la
phase gel a la phase cristal-liquide, Ty, d’un ordre de 60°C [7], [122] alors qu’une réduction
supplémentaire d’environ 20°C accompagne généralement I’introduction d’une deuxiéme
double liaison. Au-dela de deux doubles liaisons, la différence dans les températures de
transition de phase est sensiblement plus faible. La Figure 1.14 représente I’évolution de Tr, en
fonction du nombre de doubles liaisons pour des bicouches de PC ayant des chaines acyles
identiques ou un acide stéarique en position sn-1 et une chaine insaturée contenant de 0 a 6

(DHA) doubles liaisons en position sn-2. Le comportement est similaire pour les deux types
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de bicouches bien que les tempeératures de transition des PC homo-acides contenant des
chaines polyenes identiques soient largement plus basses que les PC hétéro-acides saturés-

polyinsaturés.

5 =
'—é B
—
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Nombre de doubles hiaisons Nombre de doubles iaisons par chaine

par chame

Figure 1.14. Dépendance de T, en fonction du nombre de doubles liaisons cis par chaine dans
des bicouches PC saturées en eau (A) homo-acides a 18 atomes de carbone; (B) hétéro-acides
composés d’une chaine 18:0 en sn-1 et contenant jusqu’a 6 doubles liaisons en sn-2. Les
valeurs ont été reprises d’apres [7].

2. Mouvement des lipides

La fluidité d’une membrane est liée a certaines caractéristiques des phospholipides telles que
la translation latérale et la diffusion. Elle reflete ainsi la capacité des phospholipides a pouvoir
se mouvoir au sein de la membrane. En phase lamellaire, les phospholipides dans les systéemes
membranaires sont animés de mouvements de translation dans le plan de la membrane et de
mouvements rotationnels rapides selon un axe privilégié, appelé normale a la bicouche. Cette
orientation privilégiée est a l'origine de l'anisotropie membranaire, c'est-a-dire que les
propriétés physiques des phospholipides different dans toutes les directions de I'espace. La
fluidité membranaire n’est donc pas un parameétre directement mesurable a défaut de la
réorganisation spatiale et temporelle de la membrane par des techniques micro-

spectroscopiques telles que la spectroscopie de corrélation de fluorescence et la spectroscopie
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de fluorescence résolue en temps [123]. En raison de cette anisotropie des mouvements
moléculaires, les valeurs de polarisation de fluorescence déterminées lors de mesures a I’état
d’équilibre de sondes fluorescentes extrinséques incorporées dans des membranes dépendent
a la fois de la vitesse du mouvement de la sonde et de son degré d’ordre qui sont tous deux
combines dans la notion de fluidité [56].

Les insaturations influencent fortement les propriétés dynamiques des membranes. Salem et
al. [124] ont introduit du cholestane marqué dans des fractions de PS provenant de lipides
neuronaux enrichis en DHA et trouverent que les insaturations diminuaient I’ordre dans la
région hydrocarbonée. D’autres études approfondies ont été menées avec des marqueurs
fluorescents. Stubs et al. [125] ont réalisé des mesures de spectroscopie en temps résolu avec
du 1,6 -diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) comme sonde fluorescente sur une serie de
phospholipides polyinsaturés a chaines mixtes. Les résultats ont montré que les insaturations
augmentaient la vitesse de mouvement des phospholipides comparé a un phospholipide saturé
(DPPC) mais que c’est I’introduction de la premiere double liaison qui marquait cette

différence de maniere la plus significative.

IV. Formation de domaines au sein de la membrane

Il est important de noter que le concept standard des membranes proposé par Singer et
Nicholson en 1972 [126, 127], dans lequel les lipides s’organisent en bicouches planes
suivant le modéle d’une mosaique fluide et homogene et ou les différentes protéines sont
incorporées, a été développé depuis quelques années. Les membranes sont actuellement
décrites comme un assemblage de régions hétérogénes avec des épaisseurs variables et
intégrant beaucoup plus de protéines [128]. La membrane est constituée ainsi par des régions
de fonctions et de structures différentes. Ces régions (micro-domaines) sont généralement
riches en cholestérol et sphingolipides [129], [130], [131-134], ce qui résulte en des régions
plus compactes et plus épaisses (dimension latérale de 4 a 700 nm) caractérisées par un plus
grand ordre des chaines aliphatiques que dans la membrane environnante [55], [135]. Ces
régions appelées rafts, jouent de nombreux roles dans les processus cellulaires comme la
fusion de la membrane, la transduction des signaux, etc.... Pour plus de détails sur les

membranes rafts voir les références [130], [55], [136].
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La membrane est donc un ensemble trés complexe, dont la composition est trés variable d’une
espece a I’autre, d’un feuillet a I’autre dans une méme bicouche, mais aussi d’une région a

I’autre dans un méme feuillet.
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Partie 1 : Méthodes expérimentales utilisées

.  Méthodes d’extraction et de purification

Il existe plusieurs « chemins » possibles de I’extraction de lipides a partir d’une matrice
naturelle jusqu’a la purification d’un composé unique. Le Tableau 1 répertorie quelques unes
des methodes les plus couramment citées dans la littérature permettant d’extraire les lipides,
de séparer les lipides neutres des lipides polaires et de purifier un type de phospholipide a
partir d’un mélange de lipides polaires. Il y présente également certains avantages et
inconvénients liés a chaque méthode. Outre les moyens dont nous disposons, le choix d’une

méthode d’extraction et de purification dépend essentiellement de I’application qui en suit.
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Tableau I1.1. Récapitulatif de quelques méthodes d’extraction et de purification des lipides, de I’extraction des lipides totaux a la récupération des
différentes classes de phospholipides

opération

méthode

avantage

inconvénient

réf.

extraction au solvant utilisant un

extraction a froid, séparation de

utilisation de grandes quantités

mélange de solvants polaires et grandes quantités d'échantillon, de solvant, temps d’extraction  [137]
apolaires (chloroforme, méthanol, permet I’extraction de longs pour atteindre de bons [138]
éthanol) composes polaires et apolaires  rendements
faible extraction des lipides
. . N polaires, temps de procédés
extraction semi ou entiérement S NPTR
. . longs, limitation des quantités a
. N automatisée, faible . N .
extraction au solvant a chaud . extraire du a la taille de
i il i consommation de solvant car Iéaui . ligs 2 [139]
1) extraction des utilisant un appareil de Soxhlet procédé de distillation du fequgment, risques fies a
linides solvant en continu I'¢bullition du solvant et
P possibilité de dégradation de
certains COmposes
utilisation de solvant,
extraction au solvant sous pression  procédé accéléré augmentation de | efflcamte [140]
avec une augmentation de
température
) . . alternative aux méthodes
SFE : extraction au fluide . , .
" employant des solvants colt de I’appareillage [141]
supercritique (CO,) .
organiques
2) séparation des fra,ct.lo_nne_ment au.sglvant o extraction a froid, facilité de la  utilisation de solvant, méthode
lipides précipitation des lipides polaires par . gy [142]
A o mise en ceuvre longue et non automatisée
polaires/lipides l'acétone
neutres . . pas de solvant organique utilisé, . . .. .
chroma_tqgraphle en fluide grande efficacité, méthode d,eblt Ilmlte, nettoyage de [143]
supercritique (SFC) . I’appareil
rapide
e . pureté des fractions obtenues,
: facilité de la mise en ceuvre, .
chromatographie sur colonne en gel . Y pertes de produits dans la [144]
1 choix des fractions a séparer en "
de silice colonne, grandes quantités de  [145]

fonction des solvants utilisés

solvant
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chromatographie sur couche mince

facilité de la mise en ceuvre,

faible sensibilité, risque
d’oxydation, pertes sur la

(CCM) faible codt, rapidité plaque, utilisée principalement [146]

pour I’analyse qualitative
. . e vitesse, précision, haute
Haila%‘fegiggst:j\éelstlSrer:?é:rteloonuuglr’ sensibilité, diminue les risques  codt, volume des quantités [147]
Fn dice de réfraction P d’oxydation, forte injectées [148]
reproductibilité

pureté des fractions obtenues,

chromatoaranhie sur colonne en ael facilité de la mise en ceuvre, pertes de produits dans la

silice & bagssep ression 98 choix des fractions a séparer en colonne due I’adsorption sur [149]

P fonction des solvants utilisés silice, grandes quantités de

solvant

SFC couplée a une détection par as de solvant utilisé. arande

spectroscopie de masse et diffraction pas de solvarn 9 co(t, faibles quantités séparées [150]

3) separation des de la lumiere efficacite, méthode rapide
différentes . - e
classes de CCM préparative a une ou deux utilisation de solvants
phospholipides dimensions : migration des PL facilité de la mise en ceuvre, organiques, pertes de produit [146]

déposés sur une plaque en gel de faible codt dans la silice, méthode longue, [151]

silice faible précision

HPLC préparative : détection UV, \s/elzfssi%ei’li?gegli%(?ﬂhga:g;eris ues codt, volume des quantités

par diffraction de la lumiere ou ’ g ’ a [152]

indice de réfraction

d’oxydation, forte
reproductibilité

injectées
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Il.  Structure de la bicouche par diffraction des rayons X

1. Bases théoriques

L’étude de la matiere condensée au niveau atomique et moléculaire s’appuie souvent sur les
résultats de I’interaction de celle-ci avec des particules (neutrons) ou un rayonnement
électromagnétique (rayons X). La diffusion de neutrons ou de rayons X sont des techniques
largement utilisées en biologie structurale depuis de nombreuses années. Pour plus de détails,
le lecteur est invité a s’orienter vers une revue récente de Kucerka (2007) [97] qui recoupe les
derniéres avancées réalisées dans le domaine de la diffraction et la diffusion de neutrons et

rayons X pour I’étude structurale des liposomes.

Interaction des rayons X avec la matiére

Les rayons X sont des rayonnements électromagnétiques de méme nature que la lumiére
visible, les UV ou I’infrarouge et la seule chose qui les distingue entre eux est leur longueur
d’onde. Les rayons X interagissent avec la matiére a travers le nuage électronique de chaque
atome, qui bouge a des vitesses bien plus faibles que celle de la lumiere. Lorsque le
rayonnement électromagnétique (les rayons X) atteint une particule chargée (un électron), il
devient alors une source secondaire de rayonnement électromagnétique qui est transmis (ou
diffusé) par rapport au rayon incident selon un angle de déviation 20. Les detections de

fluctuation de la densité se font sur une échelle de distance d, selon la loi de Bragg [8] :

L =2dsin® Equation 2

Si I’on tient compte des longueurs d’onde disponibles expérimentalement (de 0,5 & 2,5 A), les
angles diffusés 20 correspondants sont alors compris ente 0,01 et 180°. L’utilisation des
rayons X pour explorer I’organisation structurale de la matiere est également encouragée par
le fait que c’est une technique non destructive pour I’échantillon, leur degré élevé de
pénétration a I’intérieur de la matrice permet la détermination de caractéristiques précises, la
sensibilite vis-a-vis de faibles changements structuraux est grande avec un potentiel

d’application conséquent.
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1O

échantillon

Figure 11.1. Représentation schématique du principe général de diffusion ; %: représente le
a .,
rayon incident, %r le rayon diffusé et k- le rayon transmis, d’aprés [8].

La validité de la loi de Bragg (équation 1) se limite aux cas a la diffusion élastique c’est-a-dire

lorsque I’énergie des rayons X reste constante lors de la diffraction des rayons X (ou E =

hen) - el = el woir Fig. 11.0).

La diffusion peut étre avec ou sans perte d’énergie, on parle alors de diffusion élastique ou
inélastique (a I’origine de I’effet Compton) respectivement. Les radiations électromagnétiques
telles que les rayons X peuvent ainsi interagir de maniere différente avec la matiére et donner
lieu a une multitude de phénomeénes tels que la réflexion, la réfraction, la diffusion, la

diffraction, la polarisation...

Quelques applications

La diffraction des rayons X est utilisée principalement pour définir la structure des bicouches
d’apres les valeurs de distance de Bragg appelée également distance de répétition qui
correspond & I’épaisseur d’une bicouche et du film d’eau qui lui est associé. A partir de cette
valeur et en connaissant au préalable I’hydratation exacte des bicouches, il devient possible de
déterminer la surface moléculaire moyenne des lipides en utilisant la méthode de Luzzati
[103].

D’autres donnees peuvent cependant découler de I’étude de la diffraction des rayons X, aux
petits ou aux grands angles. En effet, du fait de la périodicité présente dans les multicouches

de lipides dans la direction de la normale aux bicouches, la méthode de diffusion des rayons X
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peut étre utilisée pour déterminer la distribution de la densité. La contribution des atomes est
associee a la densité des particules diffuses [12]. Ainsi, certaines distances caractéristiques
telles que la distance entre les tétes polaires ou la distance hydrophobe peuvent directement
étre mesurées d’apres le profil de densité électronique.

Les mesures s’effectuent en général a partir d’échantillons multilamellaires retrouvés sous
forme de larges objets sphériques (type vésicules multilamellaires) ou d’un empilement de
bicouches planes alignées. Ces deux types de structure présentent le méme type de réponse,
lorsqu’elles sont exposées a la diffraction de rayons X puisque les seuls effets qui peuvent étre
attribués au substrat sont limités aux premiéres bicouches uniquement. Cependant, bien que
les multicouches alignées soient faciles a élaborer, il reste délicat de pouvoir les hydrater de
maniere compléte a partir de vapeur d’eau [153]. Ainsi, il peut s’avérer difficile d’obtenir des
résultats constants lorsque les bicouches sont a I’état saturé en eau en mesurant le taux

d’hydratation par méthode gravimétrique classique.

2. Aspects expérimentaux

En fonction du type d’appareillage, deux techniques pour la diffusion élastiques sont a
distinguer : la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS, pour small angles X-ray
scattering) et la diffraction de rayons X aux grands angles. La seule différence entre ces deux
méthodes est le domaine de diffusion des angles 26. Pour la diffraction aux grands angles, la
distance entre I’échantillon et le détecteur est plus courte que pour les SAXS ce qui fait qu’ils

couvrent une gamme d’angles de 5 a 180° alors que la gamme est de 0,01 a 3° pour les SAXS.

I1l.  Etude des phospholipides en monocouche

1. Principe

L’indicateur le plus important pour les propriétés d’une monocouche d’un composé
amphiphile est donné par la mesure de la pression de surface en fonction de la surface d’eau
disponible pour chaque molécule. Cette mesure est réalisée a température constante et est
ainsi appelée isotherme de pression de surface — surface ou tout simplement isotherme de
compression. L’isotherme de compression est realisée par la compression du film en réduisant
la surface entre des barriéres a une vitesse constante tout en mesurant parallelement la

pression de surface. En fonction du composé étudié, des cycles répétés de
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compression/expansion peuvent étre nécessaires afin d’obtenir des résultats répétables. Une
représentation schématique d’isotherme de compression n-A est présentée en Fig. 11.2.

En observant I’isotherme de compression, certaines régions apparaissent clairement, ces
régions sont appelées phases [22]. Comme on peut I’observer, lorsque la monocouche subit
une compression, elle passe par différentes phases qui marquées par des changement de pente
dans I’isotherme : lorsque la surface par molécule est la plus large, la monocouche est a I’état
« gazeux », G. Elle entreprend une ou plusieurs transitions de phase avant d’atteindre I’état
« liquide », L. La phase liquide peut étre étendue (LE) puis apreés une compression plus
poussée condensee (LC). La nature de la structure different selon la phase LE ou LC, la phase
étendue présentant plus de conformations « gauche » pour les liaisons C-C le long des chaines
alkyles [154]. Pour les densités les plus hautes, la monocouche est dite en phase « solide », S.
Si la compression est poussée au-dela de I’état solide, la monocouche collapse en structures
tridimensionnelles. Le collapse est généralement observé par une diminution rapide de la
pression de surface ou par un plateau dans I’isotherme de compression si la monocouche est a

I’état liquide.

A (A2/molecule)

| 1 N < - L - __
Tosssssevel losseee o ol To—sewe ool
Phasesolide Phase liquide Phase gaz

Figure 11.2. (Haut) Représentation schématique d’une isotherme de compression n-A. (Bas)
Orientation des molécules amphiphiles lors des différentes phases.
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2. Instrumentation

La Fig. 1.3 présente une représentation schématique d’une balance de Langmuir
thermostatée. Les barrieres amovibles permettent de réduire la surface disponible en glissant
le long de la cuve. La pression de surface ainsi que la surface sont enregistrées
continuellement lors de la mesure de compression. La pression de surface est mesurée par la
méthode de la lame de Wilhelmy. Dans cette méthode, la mesure est déterminée par la force
due a la tension de surface d’une lame suspendue et partiellement immergée dans la phase
aqueuse. Cette force est ensuite convertie en tension de surface en connaissant les dimensions
de la lame. Les forces agissant sur la lame sont composées de la gravité et de la tension de

surface vers le bas, et la flottabilité due au déplacement des molécules d’eau vers le haut.

Balance

lame de
Wilhelmy

phase aqueuse

barrieres amovibles

Figure 11.3 : Hlustration schématique d’une balance de Langmuir avec une lame de Wilhelmy
mesurant la pression de surface.

3. Expérimentation

Lors d’une mesure standard, la molécule amphiphile naturellement insoluble en milieu
aqueux, est déposée sur la surface aqueuse via une solubilisation dans un solvant

(généralement du chloroforme), de maniere a disperser la molécule amphiphile a la surface.
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Une fois que le solvant s’est évaporé, un film monomoléculaire se forme. Il va étre par la suite

compressé et étendu a I’aide des barriéres.

IV. Caractéristiques du processus d’hydratation

1. Intérét et applications

L’eétude de I’hydratation des phospholipides a I’interface membrane/eau joue un role
important dans la compréhension de la perméabilité membranaire. On sait depuis longtemps
que I’eau située aux interfaces peut avoir différentes propriétés physiques comparé a I’eau dite
« libre », c’est-a-dire I’eau en solution. Par exemple, cette eau peut congeler a des
températures bien inférieures a 0°C [155]. Les propriétés électriques et la densité de cette eau

liée peuvent également étre différentes comparées a celles de I’eau environnante ou eau libre.

2. Meéthodes experimentales

Il existe plusieurs approches expérimentales permettant I’étude de I’hydratation des lipides.
Parmi elles, on compte les méthodes gravimétriques, électriques, la diffraction de rayons X, la
mesure des forces et la RMN (voir la revue détaillée de Jendrasiak [155] pour la présentation
et discussion de ces méthodes). Dans notre étude, nous avons opté pour une approche
gravimetrique avec la mesure de la quantité d’eau adsorbée en fonction du temps en

augmentant progressivement I’humidité relative environnante.
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Partie 2 : Protocoles expérimentaux

I. Extraction et purification de la phosphatidylcholine

1. Extraction des lipides par la méthode de Folch et al. (1957)

La matiére premiere utilisée est un complexe lipoprotéique obtenu aprés hydrolyse
enzymatique de téte de saumon. La phase lourde récupérée au niveau des culots de
centrifugation est lyophilisée et conservée sous azote a -18°C jusqu’a extraction de la matiére
grasse par la méthode de Folch et al. [137]. Cette méthode fait appel a une extraction des
lipides par un solvant organique, le chloroforme, en présence d’un alcool, le méthanol, qui
dissocie les interactions des lipides avec les autres constituants membranaires. Environ 50g de
culots de centrifugation lyophilisés sont mélangés avec 200 mL chloroforme et 100 mL
méthanol dans un bécher pendant 10 minutes et sous flux d’azote. Le mélange est filtré
ensuite sous aspiration sur un verre fritté n°3. On ajoute environ 400 mL de mélange de
solvant chloroforme/méthanol 2/1 (v/v) sur le résidu pour assurer I’extraction de la totalité des
lipides. Le filtrat est transféré dans un ballon taré puis le solvant est évaporé a I’aide d’un
évaporateur rotatif sous vide a 50°C pour obtenir la masse de lipides. La quantité de lipides
est exprimée en pourcentage (%) de la matiere lyophilisée et le mélange est appelé lipides
totaux (LT).

2. Fractionnement préliminaire des lipides par chromatographie sur colonne

Les LT sont constitués d’un mélange de lipides ayant des propriétés de solubilisation
différentes suivant la nature du solvant. Il devient alors possible de séparer les différentes
classes de lipides (lipides polaires et lipides neutres) selon leur solubilisation dans les
solvants, polaires ou apolaires, sur une colonne d’acide silicique.

La colonne (longueur : 38 cm, diamétre interne : 2,5 cm), garnie d’un filtre en verre fritté, est
remplie avec 30 g de gel de silice préalablement activee a 103°C pendant une demi-heure et
mélangée a 200 mL d’un mélange hexane/éther diéthylique 80/20 (v/v). L’échantillon de LT
(environ 3g) est dissout dans 5 mL de solvant (chloroforme/méthanol 2/1 (v/v)) puis est
déposé a I’aide d’une pipette Pasteur le long de la paroi en verre. Les lipides neutres (LN)
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sont élués par ajout de 200 mL du mélange hexane/éther diéthylique et sont récupérés sous
vide dans un ballon préalablement taré. Les glycolipides (GL) sont récupérés de la méme
maniere par ajout de 200 mL d’acétone. Enfin, les phospholipides (PL) peuvent étre élués en
une seule fraction aprés ajout de méthanol pur ou séparés par classes de phospholipides par
ajout de fractions successives de 100 mL d’un mélange présentant un gradient de chloroforme

avec des proportions croissantes en méthanol, suivant la méthode décrite ci-apres.

3. Purification de la fraction phosphatidylcholine

La purification de la PC a été réalisée par trois approches utilisant des techniques de
séparation par chromatographie: la chromatographie sur colonne, I'HPLC et la
chromatographie sur couche mince. Chaque méthode présente ses avantages et ses
inconvénients. Les trois méthodes ont été testées et au vue des résultats, il a été décidé de
procéder a une purification par chromatographie sur colonne. Les trois méthodes sont
néanmoins présentées en détail.

Par chromatographie sur couche mince (CCM) semi-préparative

Les lipides polaires (200mg), préalablement dissous dans un mélange chloroforme /méthanol
(2/1 vol/vol), sont déposés sous flux d’azote sur des plaques de silice (dimension 20x20 cm ;
épaisseur 2 mm ; Merck Allemagne).

Les PL sont déposés sur une ligne de base a I’aide d’une micro-seringue, sous un flux d’azote
pour prévenir de I’oxydation. La migration s’effectue dans un mélange de solvants polaires
(chloroforme/méthanol/ammoniaque 65/35/5 v/v). La révélation des différentes fractions se
fait par vaporisation d’une solution éthanolique contenant 0,5% de 2,7 dichlorofluorescéine et
mise sous lumiére UV (270 nm). Les différentes bandes sont grattées et redissoutes dans un
mélange chloroforme/méthanol 2/1 v/v. Plusieurs étapes de centrifugation successives sont
nécessaires (5 minutes a 2000 g) afin de séparer la silice des lipides et récupérer ces derniers
dans la phase organique.

Par chromatographie sur colonne basse pression

Une fois les fractions LN et GL éluées, la séparation des PL donne lieu a trois fractions : la
premiere fraction est obtenue par passage successif d’un mélange de chloroforme dont les
proportions en méthanol sont croissantes : 3/1, 2/1, 3/2 et 1/1 v/v avec 100 mL de chaque
mélange. Cette premiére fraction permet ainsi [I’élution de la totalité de Ila
phosphatidyléthanolamine (PE) et d’une partie du phosphatidylinositol (PI). La deuxiéme
fraction est récupérée avec 200 mL d’un mélange chloroforme/méthanol 1/2 v/v. Cette

79



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

fraction contient une grande partie de la PC ainsi que de la sphyngomyéline (SM) et du PI.
Enfin, la derniére fraction est obtenue par élution de 200 mL de méthanol pur. Cette derniere

fraction contient la majeure partie de la PC ainsi que du PI et de la SM.

Par HPLC semi-préparative

La séparation par HPLC semi-préparative est réalisée selon le protocole mis en place par
Ellingson et al. [152]. Jusqu’a 100 mg de LP peuvent étre injectés par cycle dans une colonne
en silice 5p Apollo Silica de dimensions 250 x 10 mm (Grace, Deerfield, E.-U.). Les
phospholipides sont ensuite séparés par une procédure gradient en passant progressivement
d’un melange A (hexane-propanol-eau 6:8:0,75 v/v) a un mélange B (hexane-propanol-eau
6:8:1,55 V/v).

Il. Caractérisation de la composition des lipides

1. Séparation des différentes classes de lipides

L analyseur IATROSCAN® MKYV est un systeme de mesure basé sur le couplage de la
chromatographie sur couche mince (CCM) et la détection par ionisation de flamme (DIF).
Cette technique permet de séparer, d'identifier et de quantifier des échantillons de quelques
nanogrammes, la limite de résolution de I’appareil étant fixée a 0,5 nanogramme. La CCM est
assurée par des chromarods® en quartz de 0,9 mm de diametre (SIII) sur lequel est déposee
une couche de silice de 75 a 100 um d’épaisseur.

Apres dépdt des échantillons sur les chromarods®, ces derniers sont plongés dans des
mélanges de solvants variés pour effectuer la migration. La détection se fait par brilage des
chromarods® dans laquelle les éluas sont vaporisés et ionisés. Les donnees sont ensuite

traitées par un logiciel Chromstar® (Fig. 11.4).
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Figure 11.4. Schéma du principe de fonctionnement du latroscan ®

Séparation des lipides neutres

Le premier mélange de solvants utilisé pour la migration est un mélange apolaire qui sépare
les lipides neutres des lipides polaires. Il est constitué d’un mélange d’hexane, d’éther
diéthylique et d’acide formique (80/20/0,2 v/v). Aprés dépot de I’échantillon (1 ou 2 pL,

concentration a 10 mg/mL), la migration dure 20 minutes a 20°C.

Des standards ont été utilisés afin d’identifier les composés présents :

- Pour les triacylglycérols : tripalmitine, 5 mg/mL, pureté 99%, Sigma

- Pour les diacylglycérols : 1,2-dipalmitoyl-sn-glycerol, 5 mg/mL, pureté 99%, Sigma

- Pour les monoacylglycérols : 1-monostéaroyl-glycérol, 5 mg/mL, pureté 99%, Sigma

- Pour les acides gras libres : acide steéarique, 5 mg/mL, pureté 99%, Sigma
Afin de détecter tous les composants du mélange, il est nécessaire de réaliser un brilage
complet du chromarod® afin de déterminer le ratio des différentes classes de lipides. En effet,
alors que les composés apolaires migrent sur le chromarod®, les composés polaires restent

sur la ligne de depét.
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Séparation des différents types de phospholipides
Outre le brilage complet des chromarods®, il est également possible d’effectuer un brllage
partiel. Apres migration dans un mélange de solvants apolaires et brilage partiel, il est
possible de faire migrer ces derniers dans un melange polaire compose de chloroforme, de
méthanol et d’ammoniac (65/35/5 v/v) pendant45 minutes. Les différents composés polaires
présents sont alors séparés par discrimination de leur temps de rétention. Tout comme pour les
lipides neutres, des standards de phospholipides ont été utilisés pour I’identification :

- Phosphatidyléhanolamine de cerveau caprin, pureté non précisée (Sigma)

- Phosphatidylcholine de jaune d’ceuf, pureté 99% (Sigma)

- Lyso-phosphatidylcholine

- Phosphatidylsérine de cerveau bovin, pureté 98% (Sigma)

- Sphyngomyéline de jaune d’ceuf, pureté 98% (Biochemika)

- Phosphatidylinositol d’origine non précisée, pureté 50% (Sigma)

Les pics d’élution sont déterminés pour les différents standards de PL sont les
suivants (I’appareil affiche le résultat sur I’axe des abscisses en minutes) :

- PC:0,25

- PE:0,05

- Pl1:0,44

- PS:0,32

- SM:0,32

- L-PC:0,30 min
D’apres ces résultats, I’ordre théorique d’élution des PL par CCM-DIF sera donc le suivant :
PE < PC < L-PC < SM - PS < PI. Cependant, la PC, L-PC, SM et PS ayant des temps de
rétention trés proches, il se peut que dans un échantillon contenant plusieurs classes de
phospholipides, des interactions interviennent entre les différents PL et que I’ordre d’élution

en soit ainsi modifié.
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2. Détermination de la composition en acides gras

Préparation des esters méthyliques par la potasse méthanolique

100 mg d’echantillon sont pesés dans un tube en verre fermé par un bouchon a vis et dissous
dans 5 mL d’hexane. On rajoute alors 0,2 mL de réactif de trans-estérification
potasse/méthanol 2 M. Le tube est mélangé vigoureusement pendant une minute a I’aide d’un
vortex apres avoir été mis sous azote au préalable. Aprés une phase de repos de 10 minutes,
deux phases se séparent. La phase supérieure est récupérée pour I’analyse CPG.

Cette méthode présente I’avantage d’étre rapide pour la préparation des esters méthyliques

mais s’avere cependant étre peu efficace pour les acides gras libres.

Programme d’analyse des acides gras par chromatographie en phase gaz

L analyse des esters méthyliques est réalisée sur un chromatographe Péri 2000 (Périchrom,
Saulx-les-Chartreux, France) équipé d’un détecteur a ionisation de flamme. Ils sont séparés
sur une colonne capillaire (25 m de longueur, 0,25 mm de diamétre, épaisseur du film de 0,5
um) garnie de polyéthylene glycol dopé a I’acide téréphtalique (Périchrom). Les températures
du détecteur et de I’injecteur sont fixées a 260°C. Le programme utilisé pour I’analyse est le
suivant : maintenue au départ a 120°C pendant 5 minutes, la colonne est portée a 180°C
(39,9°C/min) et maintenue durant 8 minutes a cette température. La colonne est ensuite portée
jusqu’a 220°C a une vitesse de 3°C/min, puis maintenue 20 minutes a 220°C. Le
refroidissement s’effectue a raison de 39,9 °C/min.

L’identification des pics est réalisée a I’aide de deux standards d’acides gras fournis par la
société Supelco (Bellefonte, USA) : PUFA 1 (source marine) et PUFA 2 (source animale). Le
logiciel Winlab 3 (Périchrom, Saulx-les-Chartreux, France) permet I’intégration des

chromatog rammes.

3. Détermination des espéces moléculaires

Principe de la spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse est une technique de détection extrémement sensible qui permet de
déterminer des structures moléculaires. Cette technique, rapide et spécifique, permet de

détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse mono-isotopique.
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Le spectrométre de masse est souvent couplé avec un systéeme de chromatographie en phase
liquide haute précision. L’association d'une methode séparative et d'une méthode
d'identification permet d'étudier des mélanges complexes a I'état de traces.

Le principe consiste a introduire un composé organique dans le spectrométre de masse qui est
ensuite ionisé par bombardement électronique a 70 eV. L'ion ainsi obtenu, appelé ion
moléculaire, permet la détermination de la masse molaire du composé. Il peut y avoir des
ruptures des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire, formant ainsi des ions fragments
caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait pas au hasard mais selon des
mécanismes bien déterminés. Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur
rapport masse/charge par I'application d'un champ magnétique et/ou électrique, puis collectés
par un détecteur. L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la
lecture permet I'identification de la structure moléculaire.

Un profil & la fois quantitatif et qualitatif a été élaboré a partir de cette méthode, et a permis
d’identifier les especes moléculaires les plus abondantes au sein de la fraction PC et de les

quantifier de maniére relative.

Conditions chromatographiques

Le systeme HPLC Surveyor Plus a été utilisé. Les phospholipides sont séparés sur une
colonne C18 Alltima, 150 x 2,1 mm (5 pum) avec une pré-colonne C18 Alltima, 7,5 x 2,1 mm
(5 um) (Alltech, USA) d’apres la méthode décrite par Uran et al. [156].

Le chloroforme a été utilisé comme phase mobile A. La phase mobile B consiste en un
mélange de méthanol avec 0,1% (v/v) d’acide formique, un ajout d’ammoniaque pour
rehausser le pH a 5,3 (env. 0,05% v/v) et 0,05% (v/v) de triéthylamine. La séparation a été
obtenue en utilisant un gradient commencant a 95% de la phase mobile A et 5% de la phase
mobile B, diminuant le gradient a 70% de la phase mobile A en 11 minutes et en le diminuant
encore jusqu’a 20% en 3 minutes supplémentaires. Cet équilibre a été maintenu pendant 4
minutes puis est revenu a 95% de la phase mobile A en 2 minutes. L’équilibre final est enfin
maintenu dans ces conditions pendant 5 minutes. La période totale de séparation
chromatographique dure 25 minutes. Le débit est de 0,2 mL/min et la température dans la

colonne est de 25°C.
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Spectrométrie de masse

Le systeme HPLC est couplé en ligne a un spectrométre de masse a trappe ionique linéaire
LTQ (ThermoElectron Corporation, USA) équipée d’une sonde électrospray a 60°C opérant
en mode ESI négatif. Comme la partie polaire de la PC contient une amine quaternaire, il est
difficile d’obtenir une haute sensibilité de la détection en mode négatif. Le fait d’ajouter de
I’acide formique dans le solvant d’élution permet de former des adduits anioniques [M-
CH3COQ] lors de I’ionisation de la PC.

Le spectrometre integre un pousse-seringue double pistons et une vanne d’injection/dérivation
activés électroniquement. L’effluent provenant du systeme HPLC entre dans le spectrometre
via un systeme de pompage différentiel assuré par une pompe hybride turbomoléculaire
Leibold & deux étages et deux pompes a palettes de type Edwards. La température du
capillaire de la sonde ESI est de 230°C et on applique sur ce capillaire une décharge de -5kV.
Le débit de gaz « sheath » est d’approximativement 40 unités.

Les données sont traitées avec le logiciel et I’ensemble du systeme LC-MS sont contrélés par
le logiciel Xcalibur (version 2.0).

Séparation des espéces moléculaires de la phosphatidylcholine

Une fragmentation MS" est effectuée afin de séparer et quantifier les différentes espéces
moléculaires présentes dans la fraction de PC purifiée. Les manipulations MS sont effectuées
avec une énergie de collision relative entre 35-40%. L’optimisation de la fragmentation est
faite en mode ESI négatif, les ions fragmentés sont sélectionnés pour une m/z comprise entre
500 et 1000 alors que les conditions chromatographiques sont a un mélange de 80% de

solvant A et 20% de solvant B.

I1l.  Etude structurale de la phosphatidylcholine

Le comportement de la PC anhydre et hydratée est étudié par le biais de méthodes croisées : la
microscopie a lumiére polarisée, la diffusion des rayons X aux petits angles et I’analyse
thermique différentielle. Le recoupement des informations issues de chaque méthode permet

d’élaborer le diagramme de phase binaire PC — eau.
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1. Préparation des systemes PC-eau

La masse moléculaire calculée de la fraction PC purifiée est de 780 g/mol. Les échantillons
dissous dans un mélange chloroforme/méthanol 2/1 (v/v) sont placés dans des tubes
Ependorff étanches. Le solvant est évaporé en le plagant sous un courant d’azote pendant une
heure puis sous vide jusqu’a totale eévaporation (environ 1h). Une quantité d’eau distillee
appropriée est ensuite ajoutée afin d’obtenir un pourcentage massique spécifique en eau.

Le mélange est d’abord centrifugé a 11000 rpm pendant 3 minutes pour obtenir une premiére
homogénéisation. 1l est ensuite placé dans un bain a ultrasons pendant 10 minutes, puis re-

centrifugé a 11000 rpm pendant 3 minutes.

2. Examen au microscope optique

Les tubes sont ouverts et une petite quantité de substrat est placée sur une lame en verre
préalablement nettoyée a I’alcool et recouverte d’une lamelle. L’observation est réalisée sur
un microscope a lumiere polarisée sur lequel est placée la lame. Il est équipé d’un systéeme
permettant le contr6le de la température a I’aide d’un bain-marie, la température de la lame
est donc régulée par la température du thermostat. Les observations sont réalisées a 25 et
65°C.

3. Etude structurale aux rayons X

La PC est étudiée a des fractions massiques d’eau allant de 0,10 a 0,60. L’échantillon est
placé dans un capillaire en verre de 1,5 mm de diamétre (Charles Supper Company, E.-U.) a
I’aide d’une seringue, puis le capillaire est scellé a la cire. Le capillaire est ensuite placé dans
un porte-capillaire en métal et circulaire qui permet la diffusion des rayons X au travers de
I’échantillon. Un systeme thermostaté permettant le contrle de la température du porte-
capillaire a permis de réaliser des mesures a 25 et 40°C. Les mesures ont été faites sur un
montage expérimental [157] composé d’un tube classique en cuivre (A = 1.54 A). La distance
entre I’échantillon et le détecteur est de 527 mm. Le temps d’exposition est variable mais

n’exceéde pas deux heures.

86



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

4. Analyse thermique différentielle

Les systemes PC — eau a différentes teneur en eau sont placés dans une capsule en aluminium
et pesés sur une microbalance. Une cellule en aluminium vide et scellée est utilisée comme
référence. Les mesures d’analyse thermique différentielle sont réalisées a I’aide d’un
calorimétre haute sensibilité (Netzche, DSC 204 F1, Allemagne). Les échantillons sont
soumis a un préchauffage a 60°C pour “effacer” le passé thermique des lipides. Ils sont
ensuite refroidis a -60°C puis réchauffés a 60°C a une vitesse de 5°C/min. Chaque mesure est
réalisée en triplicata. Les résultats sont analyses a I’aide du logiciel Proteus (Netzsch,

Allemagne).

5. Etude en monocouche

La détermination des isothermes de compression des phospholipides est réalisée par la
méthode des films de Langmuir. Un volume précis de fraction de PC dissout dans un mélange
de chloroforme/méthanol 2/1 (v/v) est déposé de maniere homogéne a I’aide d’une micro-
seringue a la surface d’une cuve de Langmuir KSV LB 5000 en Teflon (KSV, Finlande)
équipée de deux barriéres Delrin hydrophiles qui permettent une compression symétrique et
d’une plaque de Wilhelmy pour mesurer la tension a I’interface air/eau. Cette cuve est remplie
d’eau MilliQ dont la tension de surface est contr6lée au début de chaque expérience et égale a
72,5 mN/m a 20°C. La surface de I’eau est nettoyée méticuleusement a I’aide d’une pompe a
eau afin de garantir une surface exempte de poussiére et permettant de maintenir la tension de
surface de I’eau pure a 72,5 mN/m. Apres le dép6t, le systéme est laissé au repos 10 minutes
afin de permettre I’évaporation du solvant puis la compression est initiee par le
rapprochement des barriéres a une vitesse de 1 cm/min. La température est maintenue
constante a 20°C.

Connaissant la masse moléculaire de I’échantillon, I’aire de la cuve ainsi que le volume exacte
d’échantillon dépose, il est possible de déterminer I’aire moyenne par lipide en fonction de la

pression de surface appliquée.
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IV. Hydratation de la phosphatidylcholine

1. Protocole expérimental

La détermination des isothermes de sorption et I’étude des caractéristiques liées a
I’hydratation de I’eau qui en découlent est réalisée par la méthode DVS (Dynamic Vapor
Sorption). Cette méthode permet de mesurer I’absorption de vapeur d’eau par un produit
lorsque celui-ci est mis en équilibre a une certaine humidité relative (HR) par le biais d’une
microbalance.

La fraction PC dissoute dans un mélange chloroforme/méthanol 2/1 (v/v) est placée dans une
des cuves de la balance. La plus grosse fraction de solvant est évaporée sous un courant
d’azote. La cuve est ensuite replacée dans I’enceinte dont la température est contrdlée. Il a été
décide de realiser les manipulations a 25°C, température au dessus de la tempeérature de
transition de phase de la PC.

Le solvant restant est totalement évaporeé et I’échantillon de PC est maintenu & une humidité
relative de 0% jusqu’a stabilisation de la masse. De ce fait, I’échantillon est d’abord
totalement dépourvu de son eau et se retrouve a I’état « anhydre ». 1l subit ensuite une montée
en humidité relative de 0 a 95% par le biais de 10 paliers successifs. L appareil (Surface
Measurement Systems, London, UK) permet de mesurer la prise de poids de I’échantillon due
a I’adsorption d’eau en temps réel & 10™g prés et, de ces mesures, sont tirées plusieurs
informations : la détermination des isothermes de sorption, la cinétique d’hydratation et les
vitesses initiales d’hydratation a chaque palier d’humidité relative. La durée de chaque palier

varie de 1 a 16h selon le taux d’humidité.

2. Modélisation mathématique des données expérimentales

Plusieurs auteurs ont proposé des modeles mathématiques sous forme empirique pour décrire
la relation graphique entre la teneur en eau d’un produit, I’humidite relative et la température.
Dans notre cas, trois modeles mathématiques sont utilisés pour décrire les résultats
expérimentaux: le modéle BET (Brunauer-Emmett—Teller) (équation 2), le modele GAB
(Guggenheim—Andersen—de Boer) (équation 3), et le modele TSS (Third Stage Sorption)
(équation 4).
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"(1-a,.)(1+(C -1)a.) Equation 3
&= & CBay
~ ' (1-Ka, )1 +(C -1)Ka,) Equation 4
o = C Khygy 8y

= [T Ka X1 +(C hrss - DK&.) Equation 5

ou a est la quantité d’eau adsorbée donnée en molécules d’eau/lipide, oo est la monocouche
d’eau entourant les tétes polaires donnée en molécules d’eau/lipide, et C est une constante
d’énergie, K est une constante caractéristique corrigeant les propriétés des molécules d’eau en
multicouche comparées aux propriétés en solution, et Hrss est une constante spécifique pour
ce modele.

L application d’un modele par rapport a un autre dépend de I’humidité relative dans la zone
étudiée. En effet, le modéle BET est utilisé pour des faibles humidités relatives (0 < HR <
40%), le modéle GAB couvre une gamme d’humidité relative plus large (0 < HR < 80%),

enfin le modéle TSS permet d’approcher les valeurs proches de 100% [158].
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Partie 3 : Simulation en dynamique moléculaire

I. Introduction

Les processus et les fonctions des macromolécules biologiques dépendent toujours des
propriétés structurelles et dynamiques a I’échelle moléculaire de leurs composants. Les
informations sur ces processus obtenues par les techniques expérimentales conventionnelles
sont souvent trés limitées et insuffisantes pour mieux comprendre et mettre en évidence ces
fonctions avec une résolution atomique.

La dynamique moléculaire (DM) est une méthode appartenant au champ de la modélisation
numérique. Cette derniere indique I’utilisation des ressources informatiques pour la chimie en
partant de la mécanique quantique jusqu’a la dynamique de grands systemes moléculaires
complexes. Elle a pour but de comprendre et de prédire les propriétés mésoscopiques et

macroscopiques, basé sur la connaissance détaillée de I’échelle atomique.

Il.  Principe

La DM est une méthode déterministe qui consiste a décrire in silico I’évolution d’un systeme
moléculaire au cours du temps en intégrant les équations du mouvement pour chaque atome.
Elle permet de calculer les grandeurs macroscopiques du systéeme étudié, particulierement les
propriétés structurelles et thermodynamiques.

Chaqgue atome dans le systeme est considéré comme une masse ponctuelle avec ses propriétés
physiques et chimiques correspondantes comme la masse, la charge et le type d’atome. Le
déplacement de chaque atome est dirigé par sa propre énergie cinétique et par les forces que
I’entourage exerce sur lui. Les mouvements des atomes d’un systeme sont déterminés en
intégrant numeriquement les equations du mouvement avec un pas d’intégration defini. Les
nouvelles vitesses et les positions des atomes du systéme a I’instant t sont calculées en
fonction de leurs vitesses et leurs positions a I’instant t-1. En intégrant pas a pas les équations
du mouvement, on obtient les trajectoires de chaque atome en fonction du temps. Pour plus de
détails concernant les principes fondamentaux de la dynamique moléculaire et I’ensemble des

équations mises en jeu, le lecteur est invité a consulter les références [159], [160] et [9].
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Les équations engagées sont :

@ r(e)

€)= myay = my —= Equation 6.

ol m; et r; sont respectivement la masse et la position du i°™ atome du systéme, a; son
accelération et fi(t) la force microscopique agissant sur I’atome i a I’instant t, telle que :

i)
=——F . )
7o) ar, Equation 7
L’équation 5 représente I’équation du mouvement, donnée par la seconde loi de Newton. La
force agissant sur chaque atome est déterminée par la fonction d’énergie potentielle U donnée

par exemple par :

U = Zliaisons® [0a"0)f2 (rdf — riileg)® + Tiangles®® [0uUk'@/2 1 Gk — 60/kTeq)® + I,
Equation 8

Les trois premiers termes reflétent les interactions intramoléculaires entre les liaisons
covalentes et le dernier terme décrit les interactions non liées (van der Waals et
électrostatiques). Les constantes k°, k” et k? sont les constantes de force pour les liaisons
covalentes, les angles et les diedres respectivement. rj; correspond a la distance entre les
atome i et j, Ajj et Bjj sont les paramétres de Lennard-Jones et q est la charge partielle. Cette
fonction constitue la clé de volte des calculs moléculaires car son role est de reproduire les
interactions intra- et intermoléculaires du systeme aussi fidelement que possible (cf. détails ci-

dessous).

1. Limitations de la dynamique moléculaire

La DM comporte un certain nombre de limitations. La fonction potentielle U (équation 7)
nécessite un grand nombre de parametres pour les charges partielles, les interactions de Van
der Waals, les valeurs d’équilibre pour les liaisons, les angles et diedres et les constantes de
force. La plupart des ces valeurs peuvent étre obtenues par I’expérience ou par calculs
guantiques, mais du fait de la simplification de la fonction potentielle, aucune garantie ne
permet de prédire que ces paramétres donneront de bons résultats [161]. Cette incertitude dans
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la détermination des paramétres nécessite de tester ces parametres de maniére approfondie sur
des systemes simples et de comparer les résultats avec des resultats expérimentaux.

La seconde limitation est la durée maximum pour le pas de temps pour laquelle I’intégration
des équations de mouvement reste stable. De maniére générale, une durée de 2 fs (10 s) est
utilisée. De ce fait, cela limite le temps total pour une simulation, en fonction des
caractéristiques des machines de calcul. Finalement comme les forces sont calculées entre pair
d’atomes, cela impose une taille maximale du systéme qui ne peut excéder quelques centaines
de milliers d’atomes, correspondant a des systémes de quelques dizaines de nm pour effectuer
des calculs dans des temps raisonnables.

La troisieme limitation majeure de la dynamique moléculaire standard est le traitement
classique du systeme. De ce fait, il est impossible d’envisager des réactions chimiques par

DM sans décrire le systeme, au moins de fagon partielle, par mécanique quantique.

I1l.  Champs de force

La plupart des champs de forces de modélisation moléculaire utilisés de nos jours pour I’étude
de systemes moléculaires, décrivent les interactions présentées dans I’équation 7 et peuvent

étre présentés selon la simplification suivante :

y Termes non liés =

A
[ |

ET = EIiaison + Evalence + Etorsion + EVdW+ Ee-

” $ X

lermembre  2¢memembre  3¢me membre

ou Er est I’énergie totale du systéme, Ejisison I’€nergie dépendant des liaisons, Eyajence I’énergie
liee aux angles, Eiwrsion I’€nergie liee aux diedres, Evgw I’énergie des interactions de Van der

Waals et E..I’énergie des interactions électrostatiques.
Le champ de force contient des termes qui décrivent I’interaction de la partie non-liée du

systéme représentée par les interactions de Van der Waals et électrostatique (équation 7). Des

champs de force plus élaborés peuvent contenir de plus nombreux termes, mais ils possedent
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invariablement ces quatre composantes. Une liste plutot exhaustive des différents champs de

force existant peut étre trouvee dans la littérature [162].

Pour notre étude, nous avons utilisé les paramétres du champ de force CHARMM (Chemistry
at HARvard Macromolecular Mechanics ; CHARMM 27) [163]. Le développement et la
maintenance de CHARMM sont assurés par un réseau de collaborateurs a travers le monde
autour de Martin Karplus et de son groupe a Harvard. Ce champ de force a été amélioré a
partir d’un champ de force qui avait déja donné des résultats tres acceptables avec des lipides
présentant peu d’insaturations [100], [164].

1. Les interactions liées

Les interactions liées, ou forces intramoléculaires, sont des dérivées des fonctions d’énergie
empiriques qui déterminent les déformations géometriques (liaisons covalents, les angles,
diedres propres et diedres impropres). Ce ne sont pas exclusivement des interactions entre
paires, mais également des interactions a 3 et 4 membres puisque la liaison covalente
représente une interaction entre 2 membres, la déformation des angles concerne 3 membres et

les interactions d’angles diédres concernent 4 membres.

Liaisons covalentes entre atomes

La liaison covalente est généralement modélisée par un potentiel harmonique. Cette
approximation décrit le déplacement d’une paire d’atomes autour de sa position d’équilibre
(Fig. 11.5). Le potentiel d’énergie de la liaison covalente s’écrit :

Uz = ki (rij — 1) Equation 9

ol r est la longueur instantanée (en A) de liaison entre les atomes i et j, ro la valeur de la

longueur de liaison a I’équilibre et k;j; la constante de force (en kcal.mol™. A?).
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Figure I1.5. Energie liée a I'élongation des liaisons. (A) 2 particules i et j sont liées par une
liaison covalente de longueur rij équivalant a un ressort. (B) Profil de I'énergie E™" en
fonction de la longueur instantanée de la liaison entre les particules i et j (rij) ou ro est la
longueur de la liaison a I’équilibre.

Déformation des angles entre atomes liés

Ce potentiel est généralement représenté par une fonction harmonique qui prend en compte
les déformations angulaires entre deux liaisons covalentes autour d’angle d’équilibre (Fig.
11.6).

Il s’écrit :

U, = kijk (eijk - Bp)? Equation 10

ou Bjjk est I’angle forme par les atomes i, j, k (en degrés), 6¢ la valeur de I’angle a I’équilibre
et Kij« la constante de force La contribution de chaque angle est caractérisée par une constante

de force et une valeur de référence. Les angles sont exprimes en degres, Kijx en kJ.mol™.
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Figure 11.6. Energie liée a la déformation des angles et des angles impropres. (AP 3 particules
i, j et k forment un angle 0 flexible (6o a I’équilibre). (B) Profil de I'énergie E*"%* en fonction
de la déformation de I'angle formé par i, j et k.

Termes de torsions, diedres et impropres

Le terme énergétique de déformation des angles diedres ¢ concerne trois liaisons et donc
quatre atomes. Ce potentiel décrit les rotations possibles autour de I’angle diédre. Il peut étre
exprimé par une somme qui détermine tous les minima et les maxima du diedre formé par

quatre atomes. Cette énergie peut étre modélisée par une série de Fourier :

Us= (1 +cos (nt-t0) Equation 11

ou n (entier sans dimension) traduit la périodicite de la barriére rotationnelle de I’angle diedre
© (comprise entre 1 et 6), k sa hauteur (en kcal.mol™. rad™) et 1 I’angle du décalage par

rapport a I’état initial.

Un type spécial d’interactions d’angle diédre (appelé impropre diédre) est utilisé pour
contraindre les atomes a rester dans un plan ou pour prévenir de la transition d’une
configuration a une autre. Ce type de mouvement apparait surtout dans une structure cyclique
Dans le champ de force CHARMM, la déformation des angles impropres autour d’un angle
d’équilibre a pour expression :

Us =k (5 - 80)2 Equation 12

95



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

96



CHAPITRE II : Matériels et méthodes

C’est aussi un potentiel harmonique dans lequel k est exprimé en kJ.mol.rad.

Figure 11.7. Energie liée a la torsion des liaisons et a la déformation des angles impropres. (A)
4 particules i, j, k et | forment un angle diedre t. (B) Profil d'énergie en fonction de t. (C) 4
particules i, j, k et | forment un angle 6 flexible, | est alors plus ou moins en dehors du plan (i,
j, k). (D) Profil d’énergie E"™"P" en fonction de la déformation de I'angle formé par i, j, k et I.

2. Les interactions non liées

Les interactions non liées ne dépendent pas d’une relation de liaison particuliére entre atomes.
Ce sont des interactions qui s’effectuent a travers I’espace et qui sont souvent modélisées par
une fonction inversement proportionnelle a la distance. Les termes non liés dans un champ de
forces sont souvent considérés en deux groupes comprenant d’une part les interactions

électrostatiques et d’autre part les interactions de van der Waals.

Interaction de van der Waals

Les interactions de van der Waals traduisent la répulsion des atomes entre eux a courte
distance et leur attraction a longue distance. La modélisation de cette interaction a I’aide de la
mécanique quantique est connue, mais dans le cas d’un champ de forces une relation
empirique simple pouvant étre rapidement calculée est utilisée. La mieux connue est le
potentiel de Lennard-Jones (Fig. 11.8), U.j, qui prend la forme suivante dans le cas de deux

atomes équivalentsietj :
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12 _&
Uy, = e (ﬂf —?”)
Y AT Equation 13

ou gjj est le diamétre de collision relié aux rayons de van der Waals des atomes et &;; I’énergie

minimale d’interaction entre les deux atomes.

A Ri.
@ o
B My

ELennard-Jones

A
\ ! >
T »
1
1
1

R*,

Figure 11.8. Energie liée a Il'interaction de Lennard-Jones. (A) 2 particules i et j sont distantes
d'un rayon r;;. (B) Profil d'énergie de I'interaction de Lennard-Jones en fonction de rij. Ou R*i
est le rayon de van der Waals de I’atome et ¢; I’énergie de Lennard-Jones a la distance R*i.

Interaction électrostatique
L’interaction électrostatique entre deux molécules (ou entre différentes parties d’une méme
molécule) est alors calculée comme une somme d’interactions entre des paires de points de

charge q; et q; séparées d’une distance rij en utilisant les lois de Coulomb (Fig. 11.9) :

Gy

Uglr) = —— |
i) 4T aye.r Equation 14

ou & est la permittivité relative.
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Figure 11.9. Energie liée a l'interaction électrostatique. (A) 2 particules i et j, de charges
respectives g; et gj, sont distantes d'un rayon r;; dans un milieu de permittivité électrostatique
er. (B) Profil d'eénergie de l'interaction électrostatique en fonction de ri; pour g; et g; de signe
opposeé (e.g. gi > 0 et g; < 0). Il est & noter que si g; et g; sont de méme signe, on obtient la
courbe opposée (symetrique par rapport a I’axe r).

Traitement des interactions non liées

L approximation de I’image minimale et I’utilisation d’un rayon de troncature sont bien
adaptées aux calculs de force de van der Waals, qui diminuent tres rapidement quand la
distance augmente, mais pas dans le cas des interactions électrostatiques. En effet, le nombre
de particules et donc de charges a prendre en compte augmente en r3 quand la distance r
augmente, tandis que le potentiel électrostatique diminue en 1/r, il n’y a donc qu’une
convergence lente du potentiel. Sans rayon de troncature, les calculs sont tres lourds, voire
impossibles a mener et ce poids est augmenté par I’utilisation de conditions aux limites.

La méthode du rayon de coupure (cutoff) est tres largement employée en DM classique. Cette
méthode consiste a calculer seulement les interactions non-liées entre les atomes voisins se
trouvant a une distance inférieure a la distance R¢y. Le programme utilisé doit permettre de
construire des listes de paires non liées dans une sphére de rayon Rpair SUpérieur a Rey, qui
seront employées pour repérer tous les atomes voisins de I’atome i dans I’intervalle du rayon
de coupure. Ces listes sont regulierement remises a jour au cours de la dynamique
moléculaire.

Une autre méthode appelée sommation d’Ewald, ou PME (pour Particle Mesh Ewald),
consiste a diviser la somme d’énergie électrostatique en trois termes : la somme en réseau

directe, la somme en réseau reciproque (transformee de Fourier rapide) et un terme correction
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[165]. Elle a été proposée pour calculer les forces électrostatiques dans un environnement
soumis a des conditions périodiques aux limites. Dans notre étude, la sommation d’Ewald a
été utilisée, permettant d’obtenir des résultats réalistes avec un temps de calcul raisonnable
[166].

3. Choix de I’ensemble thermodynamique

Il existe différentes facons en simulation de traiter les conditions macroscopiques limites. En
effet, la température T et le nombre d’atomes N sont genéralement maintenus constants.
Cependant, il existe plusieurs options concernant le contréle du volume V et de la pression P.
Il est également important de distinguer les dimensions et pressions dans la direction latérale
et dans la direction perpendiculaire a la bicouche. Si on considére que | est la hauteur de la
boite de simulation, A la surface latérale des lipides, y la tension de surface et E I’énergie
totale du systeme on obtient alors plusieurs ensembles thermodynamiques d’étude dont les
plus traditionnellement utilisés sont : I’ensemble micro canonique (N, V, E) ou dans ce cas, le
nombre d’atomes, le volume et I’énergie restent constants ; I’ensemble canonique (N, V, T)
ou le nombre d’atomes, le volume et la température restent constants ; et I’ensemble isobare
isotherme (N, P, T) ou la nombre d’atomes, la pression et la température restent constants.

Pour les simulations dans I’ensemble NPAT ou I’aire par lipide est également constante, il est
nécessaire d’avoir au préalable une valeur précise de I’aire par lipide déterminée par
I’expérience or il a été vu que pour un méme lipide, I’estimation de sa surface moléculaire

peut varier fortement [103].

4. Modélisations des bords du systeme

Dans le but d’éliminer les effets de bords du systeme et de reproduire des systemes d’ordre
macroscopique, les simulations de bicouches lipidiques consistent a prendre en considération
un petit échantillon de lipides entourés de molécules d’eau confinés dans une cellule de
simulation centrale. Afin de reproduire des systemes plus grands on utilise les conditions
périodiques aux limites (PBC) dans les trois directions de I’espace cartésien [159], [160]. Pour
comprendre le principe de la méthode PBC, il faut imaginer une boite cubique de particules
qui serait répliquée dans toutes les directions pour donner un réseau périodique. Un objet qui
dépasse les limites de la cellule de simulation sur une face réapparait ensuite a la méme

vitesse ou il disparait de la face opposée (Fig. 11.10). Les coordonnées de la particule dans les
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boites images peuvent étre calculées simplement en ajoutant ou en soustrayant des multiples
entiers des dimensions de la boite. En agissant ainsi, le systeme de lipides simulé correspond a
un fragment soit d’un liposome multi-lamellaire soit d’un assemblage de bicouches orientées,

similaire a celles déposées sur un substrat.

8]

Figure 11.10. Représentation bidimensionnelle des conditions périodiques utilisées en
dynamique moléculaire. La boite de simulation principale est représentée par un rectangle en
trait épais. Les boites et les particules-images sont représentées autours en gris. La particule i,
en noir, interagit avec ses voisines incluses dans un rayon représenté par la surface grise.
Cette derniere n’est donc pas censée interagir avec I’une de ses images. La particule j, en
rouge, subit les conditions périodiques aux limites du systeme. Lorsque qu'elle sortira de la
boite de simulation par la droite, son image rentrera par la gauche (adapté de [9]).

IV. Données expérimentales nécessaires

Puisque les simulations en DM sont basées sur des modeles, il est primordial de valider les
résultats de ces modeles simulés avec des données expérimentales. Lorsque les résultats
expérimentaux tendent a s’accorder avec ceux obtenus par DM, on peut alors valider le
modele de départ et utiliser la simulation pour expliquer les résultats expérimentaux.

Comme il a eté vu précédemment, il existe une variété de techniques expérimentales qui
peuvent étre appliquées aux systemes lipidiques. Cependant, seules quelques propriétés

peuvent étre directement comparées aux résultats de simulation.
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1. Meéthodes de diffraction

A ce jour, la diffraction de neutrons et de rayons X demeure I’outil le plus pertinent pour
étudier la structure des bicouches lipidiques a I’échelle de I’atome [167]. Cependant, la phase
cristal-liquide L, des bicouches est faiblement ordonnée et leurs fluctuations entrainent un
nombre limité de pics observés [161]. L’une des informations la plus pertinente tirée des
résultats de diffraction est le profil de densité (électronique ou atomique), dont le traitement
du signal peut étre déconvolu afin de déterminer la position des différents groupes d’atomes
constituants la bicouche [103]. Les résultats de diffraction de rayons X haute-résolution tels
que la surface par lipide et la distance de répétition dans les multicouches permettent de servir

de référence pour comparer avec les résultats de simulation

2. RMN

La RMN est également utilisée de maniére considérable pour tenter d’explorer I’organisation
moléculaire des membranes lipidiques [167], [168]. Les résultats de RMN du proton sur des
multicouches de lipides orientées permettent de définir les parametres d’ordre des chaines
acyles que I’on peut ensuite comparer aux moyennes de parametres d’ordre calculées par
simulation [12].

La RMN du carbone permet de définir les temps de relaxation a plusieurs endroits du lipide
[161], [169]. En general, les mouvements rapides obtenus dans ces procédures peuvent étre
compares avec les mouvements rapides des simulations, qui sont eux-mémes obtenus des
fonctions de corrélation des vecteurs C-H (des chaines carbonées). Cette analyse permet de

valider la dynamique des simulations.

3. Autres méthodes

Alors que la diffraction de rayons X et de neutrons permet d’obtenir des informations
indispensable sur la structure des bicouches, la réflexion de neutrons apporte des données
uniques sur des bicouches simples au contact avec I’eau.

Rand et ses collaborateurs ont éenuméré un grand nombre de parametres pour toute une série
de lipides [170]. Cette liste a été utilisée pour déterminer en simulation des tailles de boite a

volume constant mais de nombreuses valeurs dans cette liste ont un écart-type assez
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conséquent. D’autres techniques ont également été employées afin de répondre a certaines
propriétés spécifiques : la spectroscopie a résonance de spin électronique et des mesures de
fluorescence utilisant des marqueurs fluorescents permettent de déterminer la perméabilité des
membranes ; la spectroscopie infrarouge et/ou de Raman permet de déterminer les
conformations des diédres et I’empaquetage des chaines carbonées [171] ; la DSC qui étudie
la transition de phase des systémes et enfin les données issues de diffusion quasi-élastique et
incohérente de neutrons renseigne sur des échelles de temps similaires a la DM (1 ps — 10 ns),
ce qui en fait un outil efficace pour comparer les résultats issus de cette technique avec ceux
de simulation [172].

Bien que ces résultats soient importants dans des eétudes spécifiques, ils manquent
généralement de précision pour représenter des moyens critiques pour la validité d’une

simulation.

V. Conditions expérimentales des simulations

1. Construction du systéme « PC saumon »

L’élaboration du systeme PC saumon a été réalisée a partir de la composition moléculaire
définie par spectrométrie de masse. Cette derniére a été volontairement simplifiée afin de ne
conserver que les espéces moléculaires principales: 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine  (POPC),  1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(PDPC), 1-palmitoyl-2-palmitoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PPPC), 1-palmitoyl-2-
eicosapentaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PEPC) et 1-pentadecanoyl-2-
docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (PeDPC). Leurs structures chimiques sont
présentées en Fig. 11.11. Ces cing lipides représentent 75% des especes totales présentes dans

I’échantillon de PC de saumon.
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Figure I1.11. Structure moléculaires des phospholipides POPC, PDPC, PPPC, PEPC et
PeDPC rentrant dans la composition du mélange PC saumon.

Le ratio entre les pourcentages relatifs de chaque lipide est respecté de maniére a obtenir des
un systeme composé de 128 lipides contenant 32 POPC, 14 PDPC, 8 PPPC, 6 PEPC et 4
PeDPC (Tableau I1.2). Dans le systeme considéré, chague monocouche est composée de 64
lipides et construite de maniére a ce que ces derniers soient distribués de facon aléatoire (Fig.
11.12).

Les structures initiales des lipides PDPC, PEPC, PeDPC et PPPC ont été créées puisque de
tels lipides n’existaient pas dans la base de données CHARMM, ou tout du moins, on pouvait
trouver leurs résidus constitutifs. Pour ce faire, les parametres des résidus préexistants tels que
ceux concernant I’acide palmitique, la téte polaire glycérophosphocholine et le DHA ont été
utilisés comme point de départ. Le modéle TIP3 a été utilise pour modéliser les molécules

d’eau.
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Tableau I1.2. Composition moléculaire du systeme PC saumon contenant 128 lipides.
Masse

molaire Es,pece_ Reésidus impliqués Nom % relatif Lipides par
moléculaire monocouche
(g/mol)
760 C16:0/C18:1 PALM/OLEI POPC 50 32
806 C16:0/C22:6 PALM/DHA PDPC 22 14
732 C16:0/C16:1 PALM/PLMO PPPC 12.5 8
780 C16:0/ C20:5 PALM/EPA PEPC 9.5 6
792 C15:0/C22:6 PENT/DHA PeDPC 6 4
o o o ®
POPC © ®
o o ®
PDPC @
PPPC ® o ®
PEPC o o ®
PeDPC PY Py
o o o [ )
o o

Figure 11.12. Positionnement des différents lipides sur une monocouche de 64 lipides.

Les bicouches sont ensuite solvatées a plusieurs taux d’hydratation pour reproduire les
conditions expérimentales de diffraction de rayons X, c’est-a-dire a 6, 10, 18, 28 et 37
molécules d’eau par lipide ce qui correspond respectivement a 775, 1325, 2376, 3633 et 4723

molécules d’eau dans chaque systeme (Figure 11.13).
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Figure 11.13. Photo instantanee d’une bicouche de PC saumon équilibrée et solvatée a 37
molécules d’eau par lipide. Les chaines lipidiques sont représentées en bleu et les molécules
d’eau entourant la membrane en rouge et blanc. A titre indicatif, un résidu PDPC est agrandi :
la chaine DHA est représentée en orange et la chaine palmitique en vert.

2. Construction des systemes purs

Plusieurs systemes purs ont été élaborés afin de comparer leurs propriétés avec celles du
systéeme de PC saumon. Pour cela, les deux lipides les plus représentatifs du melange ont été
retenus, a savoir le POPC et le PDPC. Ces derniers comportant des acides gras tres différents
(de par la longueur de chaine et le nombre d’insaturations), il devient alors possible d’étudier
I’influence de I’hétérogénéité de la composition du mélange PC saumon par rapport aux
systéemes purs. Des configurations initiales de membranes de lipides pures ont été construites
a partir de lipides isolés en utilisant le programme PACKMOL [173]. Chaque systéeme
consiste en une bicouche composée de 98 lipides (2 x 49), hydratée respectivement a 32 et

36 molécules d’eau par lipide pour le systeme POPC et PDPC.

3. Etude de monocouche
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Pour I’étude des monocouches en simulation, il a été décidé de tenter de reproduire les
résultats expérimentaux obtenus par le biais des isothermes de compression avec la balance de
Langmuir. Le systéeme de départ consiste au systétme PC saumon hydraté a 37 molécules
d’eau par lipide une fois ce dernier équilibré par simulation de dynamique moléculaire

(variation de I’aire par lipide minime).

Figure 11.14. Photo instantanée d’une monocouche de PC saumon simulée a I’interface
aire/eau lorsque I’aire par lipide vaut 70 A2/lipide. Les atomes de phosphore (ocre) et d’azote
(bleu) sont grossis de maniére a faire ressortir I’emplacement des tétes polaires.

A partir de la, une tension de surface est appliquée a la bicouche dans le but de compresser ou
étendre le systeme et ainsi diminuer ou augmenter la surface moléculaire des lipides. Des
tensions de surface comprises entre 20 et 30 mN/m ont été appliquées de maniére a obtenir
des aires par lipide comprises entre 40 et 120 AZlipide respectivement. Une fois la
configuration des bicouches obtenue (lorsque le systéeme atteint I’aire par lipide désirée), le
systeéme est transformé de facon a instaurer un film d’eau au centre de la cellule, entouré par
deux monocouches de lipides. La taille de la cellule de simulation est augmentée dans la
direction z pour créer de I’espace vide entre les monocouches de lipides et les bords de la
cellule. L épaisseur du film d’eau est également augmentée afin de prévenir toute interaction

entre les tétes polaires des surfaces opposées (Figure 11.14). Les simulations sont ensuite
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réalisées dans un ensemble NVT de maniére a garder I’aire par lipide constante, et avec les
mémes caractéristiques de simulation décrites plus haut.

La tension de surface des systemes simulés est calculée ainsi :

1
Ym= g = Fd% Lo g0 ati0n 15

ol Py = P est la pression normale, P = (Pxx + Pyy)/2 est la pression tangentielle et L est la
taille de boite dans la direction z. La détermination des tensions de surface calculées pour des
surfaces moléculaires données permet de retracer I’isotherme de compression. La pression de

surface a une aire est donnée par la relation suivante :

T=7Yw-ym Equation 16

ou yw est la tension a I’interface air/eau a 298K.

4. Minimisation de I’énergie du systeme

Pour tous les systemes, excepté les plus simples, I’énergie potentielle est une fonction
multidimensionnelle compliquée des coordonnées. La modélisation moléculaire s’intéresse
aux points d’énergie minimale sur la surface d’énergie potentielle en sachant que les
conformations engendrant ces points d’énergie minimale correspondent aux états stables du
systeme. A partir de la configuration initiale définie par I’expérimentateur, il devient ainsi
nécessaire d’instaurer une étape de minimisation de I’énergie globale du systéeme avant
d’effectuer les calculs de simulation a proprement parler. Cette étape permet, par exemple, de
refixer certaines distances entre deux atomes qui seraient soit trop éloignés, soit trop proches
par rapport a la valeur de la liaison instaurée dans le champ de force, ce qui aurait pour
conséquence dans un calcul de dynamique d’aboutir a une configuration non physique
(recouvrement des sphéres de van der Waals ou orientation de groupements incompatibles

avec I’environnement).

5. Equilibration des systemes

Les simulations ont été effectuées en utilisant le code NAMD [174]. Les systéemes ont été

modélisés dans I’ensemble NPT dans lequel les fluctuations des trois dimensions de la boite
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de simulation sont indépendantes. Les équations de mouvement sont intégrées par
I’algorithme de r-RESRA avec un pas d’intégrale de 1 fs pour les interactions
intramoléculaires, et un pas de 2 fs et 4 fs respectivement pour les forces a courte et longue
portée. La dynamique de Langevin a été utilisée pour maintenir la température et la pression
(1 atm) du systeme. Les contraintes de SHAKE ont été appliquées sur les liaisons entre les
atomes d’hydrogene et les atomes lourds. Les forces électrostatiques sont évaluées par
I’algorithme de PME avec une tolérance 10° A dans la somme en réseau direct avec un rayon
de coupure de 11 A.

Dans la plupart des cas, le systeme a été chauffé a 400 K pendant les premiers 2 ns de la
dynamique afin de désordonner des chaines aliphatiques. La simulation est ensuite poursuivie
a la température désirée (cf détails chapitre résultats) pendant plusieurs nanosecondes, jusqu’a

ce que la densité du systeme (ou taille de la boite) se soit stabilisée.
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CHAPITRE |1l : RESULTATS ET DISCUSSION

Partie 1: Extraction, purification et caractérisation de la

composition de la phosphatidylcholine issue du saumon

I.  Purification de la phosphatidylcholine

Il a été montré dans la partie Matériels et Méthodes que plusieurs techniques
chromatographiques avaient été testées afin de purifier la phosphatidylcholine. La partie qui
suit va présenter brievement les résultats obtenus par HPLC, chromatographie sur couche

mince et chromatographie sur colonne qui ont été mises en ceuvre.

1. Séparation des phospholipides par HPLC

La purification par HPLC a donné lieu au chromatogramme présenté en Figure I11.1. Par cette
procédure, la PC est bien isolée du reste des phospholipides et apparait distinctement dans
I’échantillon de lipides polaires (LP).L’ordre d’élution des phospholipides dans ces conditions
est le suivant : PS < PE <PI <PC < SM.

3000&)00 H SM
Fj ——— 7\ ____ _PC
—_ |
2000000 ||
2 N L L LN | | | L IPCsaumon
2 A Ly purifiée
S 1000900 || = \
3 el | LF ek PI
[ . A e ik e
= M ff |\ VCNIRD S N A Y R R A o =
o ||
—NT T T T — ~|PS
T B T e e s VN I e e LP

e e e e
00 25 50 7.5 10.0 125 150 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 325 min
Temps de rétention (min)

Figure I11.1. Chromatogrammes des différents standards de phospholipides selon la procédure
HPLC semi-préparative. Par souci de clarté, les profils ont été décalés sur I’axe des y. A titre
d’exemple, un échantillon de PC purifiée a partir de LT de saumon est également représenté.
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La séparation par HPLC présente I’avantage d’un plus grand degré de précision par rapport a
la chromatographie sur couche mince ou en colonne de gel de silice. De plus, elle présente
une plus grande protection des lipides vis-a-vis de I’oxydation. Cependant, les quantités de
lipides qui peuvent étre séparés sont tres limitées. Ainsi, du fait qu’une colonne semi-
préparative standard sera saturée avec 100 mg de LP, il faudra donc un nombre de cycles de
purification important avant d’obtenir des quantités suffisantes pour réaliser le reste des
manipulations. La durée d’un cycle étant de 40 minutes, il a été décidé de ne pas retenir cette

méthode pour purifier des quantités importantes de PC a partir de LT ou LP.

2. Séparation des phospholipides par chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode facile a mettre en ceuvre et en
utilisant des plaques semi-préparatives, il est possible de séparer jusqu’a 150 mg de LP avant
de saturer la plague. Cependant, cette méthode présente un risque majeur vis-a-vis de
I’oxydation, notamment au moment du dépét et de la récupération de la fraction PC par
grattage de la plaque. De plus, I’adsorption de la matiere sur la silice est importante et conduit
a des pertes de produit allant de 50 a 70%. Enfin, du fait également de la quantité limitée de
LP pouvant étre séparés par plaque, la CCM n’est pas la technique de séparation ayant été

retenue pour purifier la PC du reste des phospholipides.
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Figure 111.2. Elution des standards de phospholipides par CCM dans un mélange de
chloroforme/méthanol/ammoniaque (65/35/5 v/v) sur une plagque analytique.
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3. Séparation par chromatographie sur colonne

Rendement

Afin de limiter les pertes au maximum dans la colonne ainsi que minimiser le nombre
d’étapes, il a été décide de séparer les différents types de PL directement apres élution des LN
et des GL. Le calcul du rendement moyen de la méthode a été effectué sur 8 essais en prenant
en compte la masse théorique de PC dans I’échantillon de LT considéeré et la masse de PC
effectivement récupérée. 1l a été déterminé a 59,7 + 10,5 %. Bien que cette technique dénote
un rendement faible avec une grande variabilité dans les résultats, significatif d’une faible
reproductibilité dans le rendement, il n’en demeure pas moins qu’elle reste I’approche ou la
plus grande quantité de LT peut étre séparée en une fois. En effet, avec la méthode mise au
point, 3 g de LT sont déposés pour chaque colonne.

Vérification de la pureté de la fraction récupérée

Une fois la fraction de PC récupérée, celle-ci est analysée par CCM couplée a une détection
par ionisation de flamme (latroscan®) afin de contréler sa pureté (Figure I11.3). La
composition moyenne en phospholipides généralement présents dans la fraction 3 est la PC a
84,6 £ 3,5%, lalyso-PCa3,7+23,1aSMa3,4 +1,7%, le Pl a5,0 £ 3,0% et une fraction non
identifiée a 1,0 = 1,6%. La PC, la lyso-PC et la SM ont une structure chimique proche car
elles possedent toutes les trois un groupement phosphorylcholine. C’est pourquoi il est délicat

de les séparer en chromatographie en fonction de leur polarité.
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Figure 111.3. Profil latroscan de la fraction PC purifiée par chromatographie sur colonne apres
élution dans un bain de chloroforme/méthanol/ammoniaque (65/35/5 v/v). n.i. correspond a la
fraction non identifiée.

II. Analyse de la composition

1. Composition des lipides totaux issus des tétes de saumon

Les classes de lipides totaux (lipides neutres et polaires) issus de tétes de saumon a été
déterminée par CCM couplée a une detection par ionisation de flamme (latroscan®). Apres
chaque extraction des lipides totaux, un contrble de la composition en lipides était effectué
ainsi que la détermination de la composition en acides gras de la fraction LT afin de vérifier
I’état d’oxydation de la matiére. C’est pourquoi, le résultat présenté ici pour la composition en
lipides neutres (LN) et lipides polaires (LP) de la fraction LT provient d’une moyenne sur 5
extractions réalisées a plusieurs mois d’intervalle sur une période de 2 ans. On a ainsi obtenu
une moyenne de 44,8 £ 17,8 % de LN et 55,2 + 17,8% de LP. L’écart-type, assez élevé,
démontre une hétérogénéité dans le temps de la composition de la matiére premiére qui peut
étre le résultat du procédé, de la teneur initiale en huile mais également de la saisonnalité. Des
différences dans les parametres du procédé d’extraction enzymatique des tétes de saumon

peuvent également conduire a une hétérogénéité de la composition des échantillons. Cette
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derniére ne refléterait donc pas la composition réelle des lipides issus des tétes de saumon
mais de la fraction obtenue apres les différentes étapes du procédé enzymatique [175].

Les resultats de la composition détaillée des LN et LP sont présentés dans le Tableau Il1.1. La
composition en LN a été déterminée apres avoir isolé la fraction LN par chromatographie sur
colonne puis analysé par CCM-DIF dans un mélange d’hexane/éther diéthylique/acide
formique. Les teneurs en glycolipides et phospholipides ont été déterminées a partir des LT
analysés par CCM-DIF apres avoir éliminé les LN dans un premier temps puis fait migrer les
LP dans un second mélange de chloroforme/méthanol/ammoniaque. La moyenne a été

réalisée a partir de 6 échantillons sur une durée d’un an.

Tableau I11.1. Teneur en lipides totaux et polaires dans les tétes de saumon (% relatif par
rapport a la fraction LP uniguement)

Teneur en lipides (g/100g de matiére seche) 30,7+5,2
Glycolipides 8,820
Phosphatidylcholine 40,3+9,1
Phosphatidyléthanolamine 14,7+8,1
Phosphatidylinositol 52+04
Sphyngomyéline 3615
Phosphatidylsérine 36+22
Lyso-phosphatidylcholine 0,6+0,5
Non identifié 56%2,6

La PC est le phospholipide majoritaire des composés polaires issus des LT des tétes de
saumon (40,3 %). Viennent ensuite la PE, les glycolipides et a teneur équivalente, le PI, la SM
et la PS. La lyso-PC est tres peu présente. Ces résultats sont similaires a d’autres compositions
en classe de phospholipides a partir de LT de poissons ou la PC et la PE représentent plus de
la moitié de la composition en PL [27], [176]. Les écarts-types pour certains PL sont assez
importants et dénotent I’hétérogenéité de la composition des échantillons recus, montré dans
le paragraphe précédent.

2. Composition en acides gras des différentes fractions

La composition en acides gras des différentes classes (lipides totaux LT, lipides neutres LN,
phospholipides PL et phosphatidylcholine PC) issues de la matiére premiére a été déterminée
par CPG (Tableau I11.2).
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Tableau I11.2. Comparaison du profil des acides gras des différentes fractions extraites de tétes
de saumon. Les données correspondent au pourcentage relatif d’acides gras totaux sur une
moyenne de 5 échantillons avec leurs écart-type.

Acides gras LT LN PL PC

14:0 41+08 49+0,9 1,2+0,2 20+04
15:0 03+0,1 0,3+£0,0 0,1+0,1 0,3+0,2
16:0 16,0+19 13,9+0,8 16,4+ 3,8 253+3,2
16:1n-9 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,2 0,1+0,2
16:1 n-7 44+0,8 51+£0,2 15+04 2,3+0,8
16:2 n-6 05+04 0,3+0,3 1,3+0,5 04+04
16:2n-1 0,2+0,2 05+£0,0 0,2+0,1 0,1+0,1
16:4 n-1 0,2+£0,2 0,3+0,1 - -

18:0 39+04 31+04 82+23 2,3+0,5
18:1 n-9 23,3+2,7 28,7+18 147+34 159+1,6
18:1 n-7 05+13 - 1,3+15 -

18:2 n-6 57+13 7,7+0,5 29+0,8 15+0,2
18:3 n-3 22+0,6 30+0,1 1,4+0,5 09+0,3
20:1n-11 53+22 1,3+0,1 1,7+0,7 0,3+0,6
20:1n-9 16+24 52+25 06+04 09+0,7
20:2 n-6 0,2+0,3 06+0,1 0,3+0,3 -

20:4 n-6 14+04 08+0,1 44+09 2,1+0,2
20:5n-3 76+16 70+£1,6 92+1.2 11,2+15
22:1n-11 2,7+£22 3121 06+£0,2 09+04
22:1n-9 25+23 21+20 08+0,1 08+0,1
22:4 n-6 0,8+£0,2 04+0,1 08+0,1 1,7+0,3
22:5n-3 28+0,6 28+0,6 36+0,6 29+0,3
22:6 n-3 13,3+4,1 76+14 29,4 +5,2 27,9+5,0
X AGS 24,3 +2,7 22,3+1,3 25,9 +3,2 305+4,1
> AGMI 38,9+4,0 54,0+2,8 20,6 £ 3,0 21,1+26
> AGPI 351+5,7 280+1,6 53,4+5,3 48,5+ 6,4
> AGPI-LC 26,0 £6,8 18,6 £ 3,8 475%6,5 45,7+ 6,7
¥ n-3 27,4+6,3 23415 48,1 +6,2 45,0%6,5
X n-6 73+11 4,4+0,3 53+16 35+04
n-3/n-6 39+13 53+0,5 9,3+3,8 13,0+ 2,7

AGS : acide gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI: acides gras
polyinsaturés, AGPI-LC : acides gras polyinsaturés a longue chaine (de 20 a 22 atomes de
carbone et de 4 a 6 doubles liaisons).

Composition des lipides totaux
Les lipides totaux présentent une large gamme d’acides gras allant du C14:0 au C22:6 n-3.

Néanmoins, quatre acides gras se demarquent des autres de part leur proportions relatives :
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I’acide palmitique (16:0) compris entre 13,9 et 25,3% selon la fraction, I’acide oléique (18:1
n-9) compris entre 14,7 et 28,7%, I’EPA (20:5 n-3) compris entre 7,6 et 11,2% et le DHA
(22:6 n-3) compris entre 7,6 et 29,4%. Les résultats sont du méme ordre que ceux trouvés par
Gbogouri et al. [176] qui ont déterminé la composition en acides gras des lipides totaux,
lipides neutres et lipides polaires issus d’une extraction enzymatique de tétes de saumon. En
effet, concernant la fraction des lipides totaux, la composition globale est similaire puisqu’on
retrouve 24,3% d’acides gras saturés (AGS), 38,9% d’acides gras mono-insaturés (AGMI) et
35,1% d’acides gras polyinsaturés (AGPI), la ou Gbogouri et al. (2006) ont trouvé 23,6%
d’AGS, 31,3% d’AGMI et 451% d’AGPIl. Cependant, des différences importantes
surviennent pour certains acides gras en particulier, notamment concernant I’acide oléique qui
est de 23,3% dans le présent travail et de 15,6% selon Gbogouri et al. Le DHA quant a lui est
présent a 13,3% contre 18,2% chez Gbogouri et al. Cette différence peut étre le résultat de la

source des saumons qui différe dans les deux études.

A titre comparatif, le Tableau I11.3 présente les proportions en AGS, AGMI, AGPI et AGPI-
LC de différentes parties du saumon d’Atlantique. Les tétes, notamment grace aux yeux, et la
peau sont les organes les plus riches en lipides. En revanche, ce sont les érythrocytes qui
présentent la plus forte concentration en AGPI-LC méme si, globalement, toutes les parties du
saumon contiennent au minimum 20% d’AGPI-LC. Outre la saisonnalité, le mode de
croissance et le type d’alimentation influent grandement sur la composition en acides gras du
saumon.

Du fait de I’intérét croissant d’une augmentation du ratio n-3/n-6 [39], [33], [36], nous avons
également comparé les ratios n-3/n-6 pour les différentes parties du saumon. En effet, la
consommation d’huiles de poisson enrichies en AGPI n-3 permet de contrebalancer I’exceés
d’AGPI n-6 dénoté dans les régimes alimentaires des sociétés occidentales. Certains extraits
présentent des ratios élevés soulignant une forte teneur en n-3 et une faible teneur en n-6,
comme les muscles blancs ou dorsaux et les érythrocytes. Les lipides de tétes de saumon

présentent un ratio plus faible du fait de leur forte teneur en acide linoléique (18:2 n-6).
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Tableau 111.3. Comparaison de la teneur en lipides totaux et de la composition en acides gras
pour différentes parties du saumon d'Atlantique (Salmo salar). Les résultats pour la
composition en acides gras sont donnés en % relatif, ceux pour la teneur en lipide en %

massique.

Source LT AGS AGMI AGPI AGPI-LC n-3/n-6 Ref.
Tétes 32,3 24,3 389 35,1 26 3,9 @
Erythrocytes n.m. 29.3 124 41 55,4 13,2 [177]
Muscles blancs nm. 147 299 388 375 129

sauvage [178]
gf:\fgéees blancs nm. 139 448 277 25 13,8

Egi'fsr(‘f)e (huile nm 261 226 394 325 41 [179]
Leucocytes n.m. 41,2 31,7 7,4 19,4 2,6

Cerveau 7,1 19,5 39,1 41,4 33,7 5 [180]
Yeux 35,9 15,9 485 35,6 21,8 2,6

Peau dorsale 28 16,5* 16* 30,5* 26,5* 8,8

Peau ventrale 52 16* 17* 22,5* 20,1* 6,3 [181]
Muscles dorsaux 12 9.5* 6* 24 5* 21,9* 14,6

Chair (huile vég.) 12,8 17,9 49,9 32,2 1,7 1 [182]
Chair (huile poisson) 11,6 22,6 43,7 33,6 23,9 4,2

Légende : * valeurs sont données en pg/mg ; les précisions entre parenthéses correspondent
au type d’alimentation recu par les saumons (a base d’huile végétale ou huile de poisson) ;
n.m. : information non mentionnée ; ® : résultats déterminés dans la présente étude.

Composition des lipides neutres et polaires

La différence principale entre la composition en acides gras de la fraction neutre et de la
fraction polaire est le ratio AGMI/AGPI. En effet, pour la fraction des lipides neutres, plus de
la moitié des acides gras sont des AGMI (54%) et on dénote une teneur limitée en AGPI
(28%) alors que les lipides polaires sont eux enrichis en AGPI (53,4%) notamment en EPA et
en DHA qui comptent pour plus de 75% des AGPI. Cette tendance est généralement retrouvée
dans les phospholipides de sources marines ou on assiste a un enrichissement en AGPI par
rapport aux acylglycérols, plus riches en AGMI [183], [78], [184], [79].
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Tableau 111.4. Comparaison de composition en acides gras de plusieurs sources naturelles de
phosphatidylcholine et impact sur leur ratio n-3/n-6.

Source Espéece % AGPl % EPA % DHA n-3/n-6 Réf.
Tétes de saumon Salmo salar 48,5 11,2 27,9 13 a

Euf domestieus . 241 0 11 93 g

Soja Glycine max 73 0 0 13 a

Erythrocytes de saumon  Salmo salar L. 51,5 6,6 41,0 20,7 [177]
Leucocytes de saumon  Salmo salar L. 29,3 7,3 12,3 3,5 [177]
Cceur de saumon Salmo salar 34,9 6,4 242 11,5 [185]
Foie de saumon Salmo salar 30,5 4.8 21,2 10,7 [185]
Rétine de saumon Salmo salar 38,4 4.4 31,2 23,4 [185]
Cerveau de saumon Salmo salar 16,3 2,9 115 17,2 [185]
Eufs de truite et 4e4 71 271 66 [27]
Moule Perna viridis 46,3 20,0 17,2 72 [79]

Le manque de référence indique qu’il s’agit de résultats personnels obtenus dans cette étude ;

% résultats de la présente étude

Composition de la phosphatidylcholine

La composition en acides gras de la fraction PC est similaire a celle de la fraction PL si ce

n’est que I’acide palmitique y est retrouvé en plus forte proportion (25,3%) au détriment de

certains acides gras polyinsaturés. On en déduit donc qu’il existe des variations importantes

sur la répartition des acides gras selon le type de phospholipide. Le Tableau I11.4 répertorie

d’autres compositions de PC d’origine naturelle et leur teneur en AGPI, EPA et DHA. Parmi

ces sources, les tétes de saumon ont un pourcentage élevé en AGPI, EPA et DHA par rapport

au reste des sources. Les érythrocytes, rétine et cceur de saumon ont également des

proportions intéressantes pour ces acides gras, de méme que les ceufs de truite. Les

proportions ont également été données pour la PC d’ceuf et de soja. Ces deux sources ne

présentent pas des taux en EPA et DHA intéressants et la majeure partie des AGPI de la PC

de soja est constituee par I’acide linoléique (18:2 n-6).
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3. Détermination des espéces moléculaires

Le couplage chromatographie liquide — spectroscopie de masse (LC-MS) permet une
détermination a la fois qualitative et quantitative des espéces moléculaires d’un mélange de
phosphatidylcholines. La détection des espéces PC est faite en mode négatif. Elle est rendue
possible par la formation d’adduits anioniques [PC+formiate]” du fait de I’ajout d’acide
formique dans le solvant d’élution. La mise en évidence des especes moléculaires de la
famille PC est obtenue lors de I’acquisition en mode MS?, c’est-a-dire aprés une premiére
fragmentation. Il devient alors possible de détecter uniquement les especes PC qui, suite a la
collision, perdent un groupement methyle de la choline et le contre-ion formiate, soit une
perte m/z de 60 (Fig. 111.4).

o
@]

0 R o
oYY e
0 0

Ho—CF|>)—o MS? (-60) !
= . HO—P=0
0 o)
HCo0) /\Q,J/
[M + 45] - [M— 15] -

Figure 111.4. Procédure de fragmentation MS? qui conduit & la perte du contre-ion formiate et
d’un groupement méthyle et permet I’identification de espéce phosphatidylcholine.

Une seconde dissociation induite par collision sur un adduit PC permet I’obtention de
fragments anioniques correspondant a un acide gras libre et un (lyso-PC)-CHs. En
déterminant les masses de tous les acides gras trouvés par chromatographie ainsi que les

masses des lyso-PC, il devient possible d’identifier les anions isolés (Fig. 111.5).
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Figure 111.5. Spectres MS, MS? et MSde I’adduit PC m/z 804,5 et détermination de I’espéce
moléculaire correspondante par LC-MS.

Concernant la détermination quantitative des especes moléculaires, il est nécessaire
d’admettre que la dissociation induite par collision entraine la fragmentation totale d’un
adduit. Ainsi, I’aire du pic associee a une masse m/z représente 100% de I’ion fragmenté. 1l se
peut que pour certaines masses m/z, plusieurs isomeéres existent. La quantification de chaque
isomere devient alors relative au pourcentage que représente cette masse par rapport aux
autres masses. La composition a été déterminée pour la PC de saumon et, a titre comparatif,

pour la PC d’ceuf et de soja.

PC saumon

La composition moléculaire détaillée de la PC de saumon est présentée dans le Tableau I11.5.
Elle a été réalisée sur 3 échantillons de PC purifiée provenant de differents batch. L ordre des
acides gras n’implique pas de stéréospeécificité particuliére sur le glycérol. Cependant, il a été

démontré dans plusieurs études que les phospholipides contenant un acide gras saturé en
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position sn-1 et une chaine insaturée en position sn-2 du glycérol représentaient la classe de
lipides membranaires la plus abondante chez les mammiféres [76]. Ainsi, on peut admettre
d’apres les résultats obtenus que les espéces moléculaires majoritaires pour la PC de saumon
sont : 1-palmitoyl-2-oleoyl-PC, POPC (33,6%), 1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-PC, PDPC
(19,4%) et 1-palmitoyl-2-eicosapentaenoyl-PC, PEPC (10,7%). Les espéces combinant
AGS/AGPI et AGS/AGMI sont les principales composantes du mélange (40 et 43,5%
respectivement). Il est intéressant de noter que des espéces présentant des insaturations a la
fois en sn-1 et en sn-2 représentent 16,7% du total. Les especes impliquant un AGPI-LC
représentent également plus de la moitié de I’ensemble des especes moléculaires (54,4%), ce
qui tend a homogénéiser au maximum la répartition des AGPI-LC au sein du mélange de
phospholipides.

Tout comme pour les résultats de la composition en acide gras, certains écart-types importants
sont témoins de I’hétérogénéité de la composition initiale de la matiere dans le temps.

Tableau I11.5. Composition moléculaire de la PC de saumon.
lon précurseur

Couple d’acides gras % relatif
m/z
732 16:0/16:1 45+0,5
14:0/18:1 2,1+0,1
758 16:0/18:2 2,1£20
16:1/18:1 29+0,7
760 16:0/18:1 33,627
780 16:0/20:5 10,7+£2,7
792 15:0/22:6 6,2+1,3
804 16:1/22:6 0,8+£0,5
18:2/20:5 0,4+0,2
806 16:0/22:6 194+4,1
18:1/20:5 2,7£05
826 20:5/20:5 22+13
828 18:3/22:6 1,1+05
20:4/20:5 0504
832 18:1/22:6 3,2+05
18:2/22:5 0,3+0,1
834 18:0/22:6 1,1+£0,.2
18:1/22:5 0,8+0,2
852 20:5/22:6 3,2+£0,6
878 22:6/22:6 2,1+£172
¥ AGS/AGS 0£0
> AGS/AGPI 40,0+ 3,3
¥ AGS/AGMI 435+21
> AGMI/AGPI 8.0£0.9
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¥ di-AGPI 8.7+45

PC ceuf

Les compositions moléculaires pour la PC d’ceuf et de soja ont été réalisées a partir de
standards. Par rapport a la PC de saumon, la détermination de leur composition en acides gras
totaux a présenté un écart-type tres faible (& ©2% ), correspondant essentiellement a la
répétabilité de la méthode (la variabilité liée a la nature de I’échantillon étant considérée
comme nulle). On estime que la variabilité de I’appareil de mesure pour la LC-MS est
également quasi-nulle c’est pourquoi pour les deux standards, les résultats correspondent a un
seul essal.

Pour la PC d’ceuf, I’espéce moléculaire majoritaire est le POPC a 49,3% (Tableau I11.6). Sa
composition est simple puisque la quasi-totalité de ses espéces moléculaires implique un
couple AGS/AGMI ou AGS/AGPI.

Les résultats obtenus ici correspondent parfaitement avec ceux obtenus par Quinn et al. [186]
ou les espéces majoritaires sont le 16:0/18:1-PC a 52,4%, le 16:0/18:0-PC a 17%, le
18:0/18:2-PC a 11,3% et le 18:0/18:1-PC a 10,5%.

Tableau I11.6. Composition moléculaire de la PC d’ceuf.
lon précurseur

Couple d’acides gras % relatif
m/z
734 16:0/16:0 3.0
758 16:0/18:2 16.2
760 16:0/18:1 49.3
782 16:0/20:4 0.5
18:2/18:2 0.3
784 18:1/18:2 2.4
786 18:0/18:2 8.2
788 18:0/18:1 13.1
808 16:0/22:5 0.2
18:1/20:4 0.1
810 18:0/20:4 5.4
834 18:0/22:6 1.2
> AGS/AGS 3.0
> AGS/AGPI 73.3
> AGS/AGMI 24.4
> AGMI/AGPI 0.5
> di-AGPI 0.5
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PC soja
Comme il I’a été présenté dans le Tableau I11.5, la PC de soja ne contient pas d’EPA et de
DHA. Elle est composée au 2/3 d’acide linoléique (AL) ce qui se reflete dans sa composition
moléculaire ou 86% des especes totales contiennent au moins un AL (Tableau 111.7). Ainsi,
contrairement a la PC de saumon et PC d’ceuf, 25% des espéces moléculaires sont des di-
AGPI.

Tableau I11.7. Composition moléculaire de la PC de soja.

lon précurseur Couple d’acides gras % relatif
734 16:0/16:0 2,3
756 16:0/18:3 2,8
758 16:0/18:2 43,3
760 16:0/18:1 8,8
780 18:2/18:3 4,0
782 18:2/18:2 21,7
784 18:1/18:2 4,5
786 18:0/18:2 12,8
¥ AGS/AGS 2,3
> AGS/AGPI 46,1
> AGS/AGMI 8,8
¥ AGMI/AGPI 4,5
> di-AGPI 25,7
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Partie 2 : Propriétés physiqgues de la phosphatidylcholine extraite du

Saumon

I.  Equilibre de phase

1. Microscopie optique

Les systemes PC — eau contenant de 10 a 60% d’eau ont été observés par microscopie optique
avec lumiére polarisante a 25 et 65°C. Le principe du microscope a lumiére polarisant repose
sur la diffusion de la lumiére au travers d’un filtre particulier (polarisant) qui ne lui permet
alors de vibrer que dans une seule direction. En présence d’un cristal, la lumiere le traversant
n’aura pas la méme vitesse suivant la direction de I’observation. Le filtre analyseur placé
apres I'échantillon sélectionne a nouveau les rayons lumineux selon leur polarisation. En
fonction de la nature des cristaux (le changement de vitesse de la lumiere a la rencontre des
cristaux), ceux-ci apparaissent plus ou moins lumineux. Ainsi, des structures différentes
peuvent étre différenciées par microscopie polarisante puisque chaque phase sera associée a

un « motif » caractéristique apparaissant au microscope [187].

Figure 3111.6. Observations au microscope polarisant des systemes PC saumon — eau a 10, 50
et 60% d’eau et a 22°C. Les cercles entourent les motifs caractéristiques observés en phase
lamellaire (x 40)

A 25°C et a 10% d’eau, aucun motif particulier n’est observé ce qui sous-entend que le
systeme ne présente pas de structure ordonnée particuliere. A partir de 20% d’eau, des
structures dites «en tréfles a quatre feuilles » apparaissent, caractéristiques de la phase

lamellaire. Celles-ci restent présentes avec I’augmentation de la teneur en eau dans les
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systemes et sont présentées pour les échantillons & 50 et 60% d’eau (Fig. 111.6). Aucun autre
motif particulier n’est observé ce qui nous laisse supposer que les échantillons ne présentent
pas une autre phase qui coexisterait avec la phase lamellaire.

A 65°C, les mémes résultats ont été observes a savoir, une structure lamellaire a partir de 20%

d’eau.

2. Diffraction des rayons X

La structure des systemes PC saumon — eau a différentes concentrations a été étudiee par
diffraction des rayons X aux petits angles. Les spectres de Bragg présentant jusqu’a deux pics
de réfraction espacés périodiquement sont caractéristiques d’une structure lamellaire décrivant
une succession de bicouches séparées par un film d’eau (Fig. I11.7). Seul le systeme a 10%
d’eau ne présente qu’un seul pic large dont la position et la forme peuvent étre le reflet d’une
organisation en micelles inverses pour laquelle la distance de répétition représenterait la
distance entre deux cceurs de micelles. La distance de répétition d est déterminée a partir du
premier pic qo selon la formule d = 2r/qo développée de la loi de Bragg, puisque qo = (4n
sinB) / A [97]. Celle-ci varie en fonction de la concentration du systeme. Au fur et mesure que
la teneur en eau augmente dans le systeme, des distances de plus en plus grandes sont
observées pour des g de plus en plus faibles. Avec I’augmentation de I’hydratation du
systeme, on observe également un élargissement des pics de Bragg et une disparition
progressive du second pic qui, a partir de 50% d’eau, ne se manifeste plus que par un
épaulement. Ce phénomene est caractéristique d’une diminution de I’organisation du systéme
aux grandes distances. En effet, lorsque les bicouches en phase L, sont saturées en eau, celles-
ci sont soumises a de fortes fluctuations. Ces fluctuations dégradent I’intensité des pics de
diffraction d’ordre élevé, ce qui peut compliquer I’analyse [102], [103]. De plus, il a été
suggeré par des études antérieures sur des PC en phase L, que seules les 15 premieres
molécules d’eau étaient incorporées de maniére homogene [101]. Lorsque de I’eau est ensuite
ajoutée, celle-ci aurait tendance a former des poches d’eau autour et au centre des vésicules

multilamellaires.

Peu de résultats récents sont disponibles dans la littérature concernant I’influence du taux
d’hydratation sur la détermination des spectres de diffraction de rayons X d’échantillons de
PC d’origine naturelle, ou contenant plusieurs especes PC. A notre connaissance, il n’existe

aucune mesure similaire pour un PC naturel enrichis en AGPI-LC. Cependant, pour la PC
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extraite d’ceuf, on retrouve des études structurales en fonction de la concentration en lipides
[10], [188], [189], [107]. Balgavy et ses collaborateurs [106] ont étudié la structure de
liposomes uni- et multilamellaires, ou deux spectres SAXS de pics de Bragg en fonction du
taux d’hydratation sont donnés : le premier a faible taux (3,5 molécules d’eau par lipide) et le
second a saturation d’eau (31 molécules d’eau par lipide). Contrairement a ce qui est obtenu
ici, le spectre a faible taux d’hydratation présente une multitude de pics pointus, dont I’allure

est caractéristique d’une structure ordonnée de type lamellaire.

10% m/m eau 40% m/m eau

| . | . | | . | . |
20% m/m eau 50% m/m eau

Intensité [a.u.]

| . | . | )
30% m/m eau 60% m/m eau

0.1 0.2 0.3 01 02 03
-1
q[A™]

Figure I11.7. Spectres de pics de Bragg obtenus par diffraction des rayons X aux petits angles
sur I’échantillon de PC saumon en fonction du degré d’hydratation. Mesures réalisées a 25°C.
L’echantillon correspond a des multicouches non orientées.

3. Analyse thermique différentielle

L analyse thermique différentielle (ou DSC pour Differential Scanning Calorimetry) est une
méthode pouvant mesurer les échanges de chaleur apparaissant lors d’altérations structurales
comme la consommation de chaleur durant le processus de fusion ou la libération de chaleur

durant la cristallisation. Il devient alors possible de tirer des conclusions sur les propriétés
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physiques d’un échantillon [8]. Cependant, il est important de garder a I’esprit que bien que la
DSC puisse identifier et quantifier des événements thermiques mémes mineurs dans un
échantillon en fonction de la sensibilité de I’appareil de mesure bien sur, cette technique
n’explique pas directement la cause de I’évenement. C’est pourquoi, il est nécessaire d’utiliser
des méthodes complémentaires telles que les observations microscopiques et la diffraction de

rayons X afin d’expliquer la nature exactes des transitions thermiques.

L’étude de I’état physique des systémes PC — eau par la transformation des endothermes lors
du chauffage des échantillons a été réalisée pour la PC de saumon, d’ceuf et de soja pour
différentes teneurs en eau. Les données dérivant des endothermes pour les trois PC sont
présentées dans les Tableau I11.8. La température de transition de phase, Tn, dépend de
plusieurs facteurs tels que la charge électrique des tétes polaires, la longueur et la quantité
d’insaturations des chaines hydrocarbonées, le degré d’hydratation ainsi que d’autres facteurs
environnementaux [155]. Dans notre cas, la composition des chaines hydrocarbonées et le
degré d’hydratation varient entre les échantillons. C’est donc sur ces points que portera

I’analyse des résultats.

Effet de I'hydratation des bicouches sur Tm

Pour la PC de saumon, la température de fusion des chaines acyles varie de 3,8°C en
conditions anhydre a -3,1°C pour un taux d’hydratation de 28 molécules d’eau par lipide. I
semble que les premiéres molécules d’eau ajoutées au systeme tendent d’abord a diminuer T,
avant de I’augmenter progressivement avec I’hydratation. Un comportement similaire est
observé pour les deux autres PC avec une diminution de T, qui atteint sa valeur la plus basse
a 4,5 et 10 molécules d’eau par lipide pour la PC de soja et d’ceuf respectivement. A faible
teneur en eau (a < 5), il a été difficile pour les trois PC étudiees ici de localiser précisément le
pic de transition de phase et I’enthalpie correspondante. Lorsque les systémes arrivent a I’état
pleinement hydraté (a« = 25 molécules d’eau par lipide), il n’y a pas de différence
significative pour T, entre les trois PC.

Concernant la PC d’ceuf, un comportement particulier apparait. En effet, au-dela de 10
molécules d’eau par lipide, la fusion des chaines acyles atteint son minimum a ~ -4°C et
I’addition d’eau supplémentaire dans le milieu n’a plus de conséquence sur Tn,. Au contraire,
il semble qu’a des hydratations plus élevées, un deuxiéme pic de fusion apparaisse, tout

d’abord sous I’aspect d’un épaulement, avant de devenir plus prononcé. Ce dernier
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correspond a une seconde transition qui est due a la fusion des cristaux d’eau. Nous pouvons
d’autre part émettre I’hypothese que les pics de transitions causés par la fusion des cristaux
d’eau et du pic de fusion des chaines acyles pour la PC de saumon et de soja soient si proches
que les deux événements apparaissent fusionnés. Cette seconde hypothése semble raisonnable
puisqu’un léger épaulement est observé pour la PC de saumon autour de -18°C pour o > 22
molécules d’eau par lipide. Des comportements similaires de transition de phase multiples de
systéemes PL-eau ont été observés que ce soit pour des PC d’origine synthétique [190], [191]
ou d’origine naturelle [192]. Pour la PC d’ceuf, on peut méme émettre I’hypothése que lorsque
o < 10 molécules d’eau par lipide, seuil correspondant a I’apparition du pic de fusion des
cristaux d’eau, les molécules d’eau entourant la PC constituent la monocouche d’eau
empéchant cette derniére de geler. Cette hypothése est soutenue par Wang et al. qui ont
correlé la variation d’enthalpie totale lors du processus de fusion de bicouches de DMPC (1,2-
dimiristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) a la teneur en eau des bicouches et ont montré que
le DMPC était entouré de 7 molécules d’eau par lipide formant une monocouche d’eau qui ne
peut pas geler [193].

La transition de phase pour les phospholipides en exces d’eau, c’est-a-dire a I’état de
dispersion de multicouches dans I’eau, a été étudiée de maniere considérable (voir [81] pour
une revue exhaustive). De méme que pour le présent travail, des équipes de chercheurs se sont
intéressés a I’influence du taux d’hydratation sur les transitions de phase par DSC, que ce soit
pour des PC d’origine synthétique tels que le DMPC et DLPC (1,2-dilaureoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) [194], ou le SPDC et le POPC [121], [195]. Toutes les PC étudiées semblent
se comporter de la méme maniere, a savoir qu’une diminution de T, est observée avec
I’augmentation de I’hydratation. Cependant, la différence principale entre ces PC synthétiques
et la PC de saumon ou de soja semble étre une température de transition de phase tres élevee
pour les premiéres lorsqu’elles sont a I’état anhydre. En effet, pour le cas de POPC par
exemple, la température de début de transition (Tgeput) passe de 62°C I’état anhydre pour se
stabiliser a -2°C a partir de 15 molécules d’eau par lipide [195]. Ainsi, lorsque les PC sont en
présence d’un exces d’eau, elles adoptent un comportement similaire ou T, se rapproche de
0°C.

Effet de la composition hétérogéne des PC naturels sur Tp
Les PC d’origine naturelle sont composees de mélange de molécules avec des acides gras aux

longueurs de chaine et insaturations pouvant fortement varier (voir Tableaux I11.5, 111.6 et
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I11.7). De ce fait, I’étude de la transition de phase d’une PC naturelle donne lieu a des plages
de transition faiblement definies. O’Neill a notamment étudié la transition de phase de
plusieurs vésicules de phospholipides issus de membranes mitochondriales de soja et n’est pas
parvenu a distinguer un pic de transition bien défini [196].

Des études antérieures sur I’effet des insaturations en position sn-2 de plusieurs
phospholipides en excés d’eau sur leur tempeérature de transition a démontré que T, atteint
son minimum lorsque le nombre de double liaison est de 2 [7]. Une augmentation du nombre
d’insaturations de 2 a 6 doubles liaisons entraine une légére augmentation de Ty C’est
pourquoi en exces d’eau, la composition spécifique de la PC de saumon riche en AGPI-LC
n’influe pas de maniere significative sur Ty, en comparaison avec les PC d’ceuf et de soja
présentant également des teneurs élevées en AGPI.

Contrairement a la PC d’ceuf, les PC de saumon et de soja ne présentent qu’un pic de fusion,
significatif d’une seule transition de phase méme aux taux d’hydratation les plus élevés. On
en déduit qu’il n’y a donc pas de séparation de phase en domaines a I’intérieur des bicouches
dans la PC de saumon malgreé la présence des AGPI-LC. Or, il a été montré que des mélanges
de phospholipides ayant des T, bien différentes n’existent pas sous la forme d’une phase bien
homogene mais se présentent plus sous la forme d’un mélange ou coexistent une phase gel et
une phase cristal-liquide [197]. On retrouve notamment I’exemple avec un mélange de DPPC
et SDPC a plusieurs ratios differents ou I’on retrouve I’existence de micro-domaines ou

coexistent des phases gel et cristal-liquide [17].
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Tableau 111.8. Influence de la teneur en eau sur la température de transition de phase et
I’enthalpie associée pour différentes muticouches de PC.
o

PC (molécules -l(-f,’%‘)“ T(Tg)” T(Tg)cz (-!,_g‘) AH (J/g)
d’eau/lip)
saumon 0 -0.2 3.8 - n.d. n.d.
4.5 -43.4 -24.9 - -20.0 4.6
10 -37.7 -18.0 - -14.4 8.9
15 -36.5 -17.3 - -13.5 15.1
22 -20.7 -11 - -8.1 13.0
28 -9.8 -3.1 - -0.5 28.1
soja 0 n.d. -7.3 8 n.d. n.d.
45 -19.7 -26.2 - -14.9 2.4
10 -17.2 -6.7 - -3.5 11.6
15 -19.5 -9.0 - -5.2 7.3
22 -0.3 2.5 - 4.3 10.3
28 0.8 4.4 - 6.8 32.3
ceuf 0 26.2 33.9 - 38.2 8.3
45 -3.1 7.7 - -3.1 9.0
10 -16.2 -7.3 - -3.4 6.8
15 -11.1 -4.2 1.0 3.0 27.3
22 -16.7 -4.7 1.7 3.2 40.0
28 -17.1 -4.1 3.9 5.8 40.0

Approche thermodynamique de la transition de phase

L’évolution de I’enthalpie AH de transition de phase en fonction de la teneur en eau est
similaire pour les trois PC : elle augmente avec I’hydratation. Il est bon de noter que AH
résulte de la contribution apportée par la transition de phase des phospholipides et de I’eau et

peut donc s’écrire :

Te ¥y
L n'w FPW dT + L ILL EFLdT ) , .
AH = 1 Equation 17

ou Ti, T7, Ty, T’¢sont les températures de transition, ny, et n. sont les nombres de moles et cyw
et coL sont les chaleurs spécifiques de I’eau et des phospholipides respectivement.

Lorsque la teneur en eau dans le systéeme est faible, on peut s’attendre a ne pas trouver de pic
résultant de la transition de phase de I’eau. Ainsi, AH est principalement liée de la variation
d’enthalpie de la transition de phase de la PC. La contribution de la fusion de I’eau pour AH
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apparait seulement a partir de 10 molécules d’eau par lipide pour le DOPC (1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine) [191]. Dans notre étude, ce phénoméne apparait a partir de 15
molécules d’eau par lipides pour la PC d’ceuf. De plus, plus la proportion d’eau augmente
dans le systeme, plus AH augmente également. Pour les fortes teneurs en eau (quand ny
>>n, ), ceci implique que la contribution de I’eau est plus importante que celle de la PC
puisque Cpw = Cp (4,18 J.K™.g™ pour I’eau et 2,22 J.K™.g™ pour le DPPC [198]) et AH =

NwCpw AT.

4. Diagramme de phase binaire PC-eau

Pour décrire la structure d’un systéeme lipide-eau, il est commode de se référer a un
diagramme ou les domaines d’existence des différentes phases sont repérés en fonction de la
température et de la concentration. Cette représentation permet d’indiquer clairement le
nombre et la nature de ces phases. Les observations au microscope polarisant, les résultats de
I’étude calorimétrique de la transition de phase et la diffraction des rayons X ont été utilisés
pour réaliser ce diagramme de phase PC de saumon —eau (Fig. 111.8).

Le but n’était pas de déterminer avec précision la position des limites exactes entres les
différentes phases ni d’explorer avec détail les régions ou plusieurs phases coexistent mais de
définir le type de phase obtenu dans le domaine d’étude et d’application — c’est-a-dire en
exces d’eau et entre 25 et 40°C. Dans ce domaine, la PC de saumon est en phase lamellaire L,
avec les chaines hydrocarbonées fluides.

La diffraction des rayons X a permis de fixer la limite entre la phase micellaire et la phase
lamellaire, ainsi qu’entre la phase lamellaire pure et la phase lamellaire dispersée. Les
résultats de DSC ont permis de tracer la limite de T, en fonction du taux d’hydratation et
ainsi confirmer qu’en phase lamellaire, aucun déphasage n’était observé jusqu’a 60°C
indépendamment du taux d’hydratation. Cependant, la microscopie optique et la diffraction
des rayons n’ont pas été appliquées pour les températures négatives.

La limite entre la phase lamellaire gel et la dispersion de multicouches en excés d’eau n’a pas
pu étre fixée expérimentalement. Or, il a été montré que la quantité d’eau maximale que peut
absorber un phospholipide avant le déphasage dépend de plusieurs parametres comme le type
de téte polaire, I’hétérogénéité des chaines et le mélange des especes moléculaires mais
également de I’état physique des chaines carbonées [170]. Une étude similaire sur I’influence

de I’hydratation de bicouches POPC sur la température de transition de phase a permis de
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démontrer que lorsque la PC est en phase gel, la quantité d’eau maximale qui peut étre
intégrée avant saturation est plus faible que lorsque la PC est en phase liquide crystal (Lg- o ~

9et L, a~ 20 molécules d’eau par lipide) [191].
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Figure 111.8. Diagramme de phase du systeme PC saumon —eau déterminé a partir des résultats
expérimentaux. Légende : L,, phase lamellaire liquide cristalline ; Ly, phase lamellaire gel ;

Tm, température de transition de phase. La zone hachurée correspond a la limite théorique
séparant la phase gel d’une dispersion colloidale en phase gel et I’eau.

Il. Etude structurale des multicouches

1. Evolution de la lamellarité en fonction de I’hydratation

Une fois la structure des phases déterminée dans le domaine d’hydratation d’étude, il est
possible de mesurer I’évolution de la lamellarité (la distance de répétition) en fonction du taux
d’hydratation et ainsi de déterminer les parametres structuraux de la PC de saumon.

Comme le montre la Figure 111.9, d varie de 46,9 A 4 80 A pour des teneurs en eau a évoluant
de 4,6 a 63,5 molécules d’eau par lipide. Cette évolution linéaire de d en fonction de a est
caractéristique d’un gonflement des multicouches. Un déphasage, caractérise par un plateau
ou d reste constante malgré une augmentation de I’hydratation, est obtenu a partir de 42
molécules d’eau par lipide. Passé ce stade, les molécules d’eau rajoutées par la suite ne
viennent plus s’insérer dans le film d’eau entre deux bicouches mais augmentent la phase

aqueuse.
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Figure 111.9. Distances de répétition pour des multicouches de PC mesurées par diffraction des
rayons X pour la PC de saumon, PC de soja et PC d’ceuf, en fonction du taux d’hydratation.
Les résultats pour la PC d’ceuf et de soja proviennent des références [10] et [11]
respectivement.

A titre comparatif, la Figure 111.9 répertorie également I’évolution de d en fonction de a pour
les PC d’ceuf et de soja, étudiees par Small et al. [10] et Bergenstahl et al. [11]
respectivement. Les deux PC présentent un comportement similaire avec une augmentation de
d avec I’hydratation. Cependant, le gonflement est plus important pour la PC de saumon que
pour la PC d’ceuf et de soja avec une pente nettement plus importante. Il est également
intéressant de noter que le déphasage apparait plus tot pour la PC d’ceuf a 34,5 molécules

d’eau par lipide.

2. Surface disponible par téte polaire

Avant le déphasage, la distance de Bragg d déterminée expérimentalement permet de calculer
la surface par téte polaire selon la formule suivante proposée par Luzatti [92] :

2 * ¥Vpe

A=——"F
& % $p¢  Equation 18

134



CHAPITRE III : Résultats et discussion

ol d est la distance de répétition en A, Vpc est le volume molaire du PC en A% par molécule et
dpc est la fraction volumique du PC. Pour les calculs, il est impératif d’avoir la valeur de la
masse moléculaire M de la PC en g/mol ainsi que la densité p en g/cm®. M, estimée & partir de
la composition relative en especes moléculaires donnée dans le Tableau 111.6, est établie & 780
g/mol. pn’a pas été déterminé expérimentalement, il a été décidé d’utiliser la valeur de la
densité anhydre de la PC d’ceuf qui est de 1,02g/cm® [10] car c’est également un mélange de
plusieurs especes moléculaires PC. Nous considérons que la composition moléculaire
spécifique de la PC saumon n’affecte que trés peu la valeur de la densité. Le volume

moléculaire moyen a été calculé comme suit :

Vec = 1/px MIN x 10*  Equation 19

avec N comme étant le nombre d’Avogadro et 10* le nombre de molécules dans un cm?®. Pour
la PC de saumon, il a été déterminé & 1275 A¥/lipide. La fraction volumique de PC dépend de

la teneur en eau et est déterminée par :

GPC = (100 - mw))/100)/g

Equation 20

avec my, étant le pourcentage massique en eau dans le systéme.

L’évolution de la surface par téte polaire, A, en fonction de la teneur en eau, o, est présentée
en Figure 111.10 pour les PC de saumon, d’ceuf et de soja. D’emblée on remarque que
contrairement a la PC de soja ou d’ceuf qui présentent une nette augmentation de la surface
par téte polaire avec une augmentation de I’hydratation, la PC de saumon offre une légere
variation mais reste globalement constante autours de 64 A2/lipide. Ce résultat semble
contraster avec ceux trouvés dans la littérature pour d’autres PC ou une augmentation de I’aire
par lipide est observée avec I’hydratation [102],[121] mais également lorsque le nombre
d’insaturations augmente en position sn-2 [4]. Ainsi, on s’attendrait & trouver en exceés d’eau
une aire moyenne par lipide bien supérieure pour la PC de saumon comparée a la PC d’ceuf ou

de soja.
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Figure 111.10. (A) Aire par lipide calculée a partir des distances de répétitions en fonction du
taux d’hydratation pour les PC de saumon, ceuf et soja. (B) Distance hydrophobe déterminée a
partir de I’aire par lipide en fonction du taux d’hydratation pour les PC de saumon, ceuf et
soja.

Il a été montré que I’approche de Luzatti manquait de précision dans le calcul de I’aire
moléculaire puisqu’il est nécessaire de connaitre précisément la concentration en eau dans
I’empilement des bicouches. Comme il a été expliqué précédemment, pour des concentrations
proches de I’exces en eau, des poches d’eau peuvent se former dans le centre des bicouches et
entre les vésicules multilamellaires [101] ce qui tend a surestimer A. Cependant, on s’apercoit
dans la Figure 111.10 que la pente de d est bien plus accentuée pour la PC de saumon que pour
les deux autres PC. Ceci démontre que la plupart des molécules d’eau ajoutées durant
I’hydratation viennent s’ajouter a I’eau « libre » présente entre les bicouches et, de ce fait, ne

participe pas a I’hydratation de la téte polaire.

3. Parametres structuraux de la PC en multicouches

La structure lamellaire des molécules amphiphiles peut étre divisée en deux parties : la couche
lipidique et le couche aqueuse. L’eau est généralement situee complétement a I’extérieur de la
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couche lipidique et se retrouve donc dans les tétes polaires des molécules amphiphiles. On
distingue alors deux zones dans la partie hydrophile ou I’eau est située, la zone
phosphorylcholine des tétes polaires et la zone dite d’eau libre. 1l a été montré que la longueur
de la zone phosphorylcholine lorsque ce groupement est complétement étendu est de 8 A [10].
En prenant en compte d’autres valeurs données par la littérature comme le volume d’une
molécule d’eau estimé & 29,9 A3 et le volume de la téte polaire de la phosphatidylcholine Vpy
a 204 A®[10], il devient alors possible de calculer d’autres paramétres structuraux de la PC de
saumon en fonction du taux d’hydratation, qui pourraient ensuite aider a la compréhension de
ses propriétés physiques.

Le volume hydrophobe (Vc), de 934 A3, est déterminé par la relation suivante :

Vuc = Vpc — VpH Equation 21

La distance du cceur hydrophobe (dyc), donné en A, est déterminée a partir de la surface par

téte polaire A et le volume hydrophobe V¢ par la relation suivante :

dhc =2 x Vuc/ A Equation 22

La distance hydrophile (dw), en A, est donnée par la relation suivante :

dw=d-dyc Equation 23

L’épaisseur de I’eau dite libre (dwr), en A, s’obtient & partir de la distance hydrophile et de la

longueur du groupement phosphorylcholine par :

dwr = dw—2x8 Equation 24

Le nombre de molécules d’eau présentes au niveau de chaque téte polaire (apy) est obtenu a

partir du volume d’eau au niveau de la téte polaire par :

opH = (A x 8 —341)/29,9  Equation 25

Le volume d’eau pour chaque lipide (Vw), en A® nécessite de connaitre en premier lieu le

volume total d’un lipide et de I’eau qui I’entoure (V7):
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V1 =Vpc/ dpc  Equation 26

Vw est ensuite donné par la relation suivante :

Vw =V71-Vpc Equation 27

Le nombre de molécules d’eau par lipide dans la zone d’eau libre (o) dépend du volume
d’eau total pour chaque lipide et du volume d’eau au niveau de la téte polaire. 1l est obtenu

comme suit :

of = (Vw — (A x 8 —204))/29,9 Equation 28

Une représentation schématique de I’ensemble de ces données est donnée en Figure 111.11 les

données sont regroupées dans le Tableau 111.9. Les résultats sont comparés avec la PC d’ceuf,

étudiée par Small [10].
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Figure 111.11. Représentation schématique montrant I’organisation de deux phospholipides
assemblés dans une bicouche illustrant les différents parametres structuraux : d est la distance
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de Bragg, dyw la distance hydrophile, dws la couche d’eau libre, dyc la distance hydrophobe,
Vi le volume hydrophobe, Vey le volume de la téte polaire et Vpc le volume molaire.
Tableau 111.9. Parametres structuraux pour la PC de saumon et d’ceuf

% d A dhe
o eau a
saumon ceuf saumon ceuf saumon  ceuf
10 4,8 46,9
15 8,3 51,0 59,3 35,8
20 10,7 50,0 52,5 64,8 61,3 33,1 34,7
30 18,2 56,3 56,4 65,7 65,2 32,6 32,6
40 28,4 68,1 60,6 63,4 68,5 33,8 31,0
45 35,1 73,4 64,1 64,2 71,7 33,4 29,6
50 429 80,0 64,8 33,1
60 63,5 79,5
" dw Cwr OpH Of
saumon ceuf saumon ceuf saumon ceuf | saumon  ceuf
8,3 15,2 0 9,1 0
10,7 16,9 17,8 0,9 1,8 10,5 9,6 1,0 1,9
18,2 23,7 23,6 7,7 7,8 10,7 10,6 8,5 8,5
28,4 34,3 29,6 18,3 13,6 10,1 11,5 19,4 15,6
35,1 40,0 34,5 24,0 18,5 10,3 12,4 25,8 22,2
429 46,9 30,9 10,5 33,5

Les zones grisées n’ont pas été déterminées car les calculs ne sont pas possibles, les systémes
ne se trouvant pas en phase lamellaire.

Tout comme [I’évolution de I’aire par lipide en fonction de I’hydratation, la distance
hydrophobe duc ne subit pas de variation sous I’effet de I’hydratation et reste constante
autours de 33 A. Comparé a la PC d’ceuf, on remarque que cette derniére subit une
compression des chaines acyles sous I’effet de I’hydratation qui se traduit par une diminution
de dyc (de 35,8 2 29,6 A). Cette particularité de la PC de saumon est confirmée par le fait que
la quantité de molécules d’eau au niveau des tétes polaires, apy, demeure constante malgré
I’hydratation (~10,8) alors que pour la PC d’ceuf, dans la méme gamme d’hydratation, apy
augmente de 9,1 a 12,4 molécules d’eau par téte polaire. C’est pourquoi pour la PC de
saumon, I’aire par lipide reste constante et I’augmentation de I’hydratation est directement

observable dans I’augmentation du film d’eau entre les bicouches.
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I1l.  Etude de I’hydratation de la phosphatidylcholine

Les caractéristiques d’hydratation de la PC de saumon ont été étudiées par méthode
gravimétrique. A titre comparatif, la PC de soja et la PC d’ceuf ont également été étudiées par
cette méthode. Les résultats de cette étude seront présentés en trois parties : tout d’abord, la
capacité des difféerentes PC a adsorber de la vapeur d’eau sera mise en avant avec
détermination des isothermes de sorption. Puis la modélisation mathématique de ces
isothermes va permettre de faire ressortir les paramétres physiques liés a I’hydratation. Enfin,
une étude de la cinétique d’adsorption sera réalisée et comparée aux résultats de la littérature

en rapport avec les processus de diffusion des molécules d’eau au travers des membranes.

1. Courbes isothermes d’adsorption de vapeur d’eau

A 25°C, les mesures de DSC ont démontré que les PC de saumon, d’ceuf et de soja se trouvent
au dessus de leur température de transition gel — liquide-cristal et ce, indépendamment de la
teneur en eau dans le systeme. De ce fait, les mesures gravimétriques réalisées a cette
température permettent de déterminer les isothermes de sorption a I’état liquide-cristal. Les
courbes isothermes de sorption d’eau sont présentées en Figure 111.12 et présentent la forme
sigmoidale classique des composés alimentaires partiellement ou totalement amorphes. Une
comparaison de ces isothermes montre que lorsque I’humidité relative est inférieure a 60%,
I’adsorption des molécules d’eau est relativement faible (< 6 molécules d’eau par lipide),
méme sur une large plage d’humidité relative pour les trois PC. Lorsque I’humidité relative
est élevée (HR > 80%), la PC de saumon adsorbe plus d’eau que les PC d’ceuf et de soja. Des
travaux antérieurs ont également souligné la différence de quantité d’eau adsorbée pour des
phospholipides portant la méme téte polaire mais dont le nombre d’insaturations entre les
chaines acyles variait, avec une augmentation de I’adsorption de I’eau quand le nombre
d’insaturations augmente [199]. Les conclusions de cette étude font apparaitre la relation entre
le nombre d’insaturations et la surface disponible par téte polaire, celle-ci s’accroissant avec
I’insaturation des chaines, augmentant ainsi le volume disponible pour I’adsorption des

molécules d’eau.
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Figure 111.12. Isothermes d’adsorption de vapeur d’eau pour les PC de saumon, ceuf et soja en
molécules d’eau adsorbée par lipide en fonction de I’humidité relative (H.R.) environnante.
Chague isotherme correspond a une moyenne de trois essais. Par souci de clarte, les écart-

types ne sont pas représentés.
2. Modélisation mathématique des isothermes

Les isothermes d’adsorption ont été modélisées a I’aide de plusieurs modéles mathématiques :
le BET, GAB et TSS. Chaque modele a été utiliseé dans une gamme d’humidité relative lui
correspondant : le BET pour HR comprise entre 0 et 40%, le GAB pour HR comprise entre 0
et 80% et le TSS pour HR comprise entre 0 et 99%. Les modeles mathématiques ont
beaucoup été utilisés pour modéliser les isothermes de sorption dans le domaine alimentaire
ou on en rapporte plus de 200 [158]

Les paramétres obtenus par chaque modeéle pour les PC de saumon, ceuf et soja sont donnés
dans le Tableau I11.10. On peut noter en premier lieu que les trois modéles ont des coefficients
de corrélation proches de 1, quel que soit I’échantillon testé. On en déduit que dans la gamme
dans laquelle ils ont été utilisés, ils parviennent parfaitement a modéliser les isothermes.
Cependant, si on prend en compte les parametres physiques qui se dégagent des différents

modeles et notamment les valeurs de la monocouche d’eau au niveau des tétes polaires ay, le
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modele GAB donnent des valeurs peu pertinentes puisque trés différentes des 2 autres
modeles. Il est donc préférable de ne pas utiliser ce modele pour la description de nos résultats

expérimentaux.

Le modele BET a déja été utilisé auparavant pour I’étude de I’hydratation des phospholipides
[155], [200]. Une valeur de 2 molécules d’eau par lipide avait alors été trouvée pour oo pour
la PC d’ceuf [199], ce qui est similaire au résultat trouvé ici (2,44). Avec ce modele, des
différences significatives apparaissent au niveau de ag en fonction du type d’échantillon. En
effet, on note un o pour la PC de saumon plus élevée que pour la PC de soja et d’ceuf. Etant
donné que les trois types de phospholipides présentent la méme téte polaire, cette différence
de comportement observée ne peut étre le résultat que de la composition en acides gras, plus
particulierement des AGPI-LC de la PC de saumon. En effet, Jendrasiak [155] a montré que le
groupement choline dans la phosphatidylcholine peut contréler la force et la quantité de I’eau
liée aux PC (comparé a la PE ou la monométhyle PE d’ceuf) alors que les insaturations des
chaines acyles modulent la quantité mais pas nécessairement la nature de I’eau liée.

Le modele BET permet également, selon le type d’isotherme obtenu et la forme que celui-ci
adopte pour HR < 50%, de déterminer le type d’interaction entre les molécules d’eau et les
tétes polaires [200]. Ici, les trois PC montrent un comportement de type isotherme Il, avec une
forte adhésion des molécules d’eau aux tétes polaires. Ces résultats sont en accord avec ceux
de Jendrasiak et al. qui laissent a supposer que la forte interaction se fait au niveau des atomes
d’oxygéne du squelette glycérol puisqu’il compare les isothermes de PC et de SM et
démontre que la SM présente une faible interaction avec les molécules d’eau.

Tableau I11.10. Paramétres obtenus apres modélisation des isothermes de sorption pour les PC
de saumon, d’ceuf et de soja en utilisant les modeles BET, GAB et TSS. Les résultats
correspondent a une moyenne sur 3 essais présentés avec leurs écarts-types.

Modeéle PC oo C K hTSS R?
BET saumon  3,09+0,4 1,43+0,4 - - 0,993
soja 2,26+0,1 9,14+23 - - 0,992
ceuf 2,44+04 3,13+16 - - 0,967
GAB saumon  0,09+0,1 11,1+0,3 1,6+0.1 - 0,998
soja 0,83+0,1 9,02+0,2 1,4+0.1 - 0,998
ceuf 0,50+0,5 8,41+0,8 1,4+0.3 - 0,978

TSS saumon  3,03+0,3 1,51+0,1 0,87+0,0 1,51+0.4 0,998
soja 3,09+0,1 2,53+0,3 0,79+0,0 2,93+0.2 0,998
ceuf 3,06£04 2,24+05 0,77+0,0 1,84+0.8 0,995
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Afin de prédire les valeurs d’adsorption d’eau pour des HR proches de 100%, le modéle TSS
a été utilisé. En effet, de maniere expérimentale il n’est pas possible de dépasser des valeurs
d’HR de 95% puisque le systeme ne peut plus se stabiliser et atteindre I’équilibre, étant donné
qu’on se rapproche des conditions de I’eau liquide (HR proche de 100% correspondant a I’eau
pure). Or la détermination de la quantité d’eau maximale que peut adsorber un composé
amphiphile représente la mesure de la force d’hydratation des bicouches [170]. Ainsi, pour
HR = 99%, le modele TSS indique les valeurs maximales que peuvent adsorber chaque PC,
soit 26,3, 13,8 et 14 molécules d’eau par lipide, pour les PC de saumon, d’ceuf et de soja
respectivement. Pour la PC d’ceuf, cette valeur est similaire a celle obtenue par Jendrasiak et
Smith [200] qui ont utilisé le modele BET et ont trouvé 14,3 molécules d’eau par lipide.

Similairement aux résultats trouvés en diffraction des rayons X ou les multicouches de PC de
saumon pouvaient absorber des quantités d’eau supérieures a celles de PC d’ceuf avant le
déphasage, la PC de saumon peut également adsorber des quantités de vapeur d’eau
supérieures aux PC de soja et d’ceuf. Les valeurs retrouvées dans ce cas la sont nettement
inférieures lorsqu’on est en condition d’eau liquide, c’est pourquoi il n’est pas possible de

comparer directement les valeurs entre les deux méthodes de mesure.

3. Cinétique d’hydratation

La Fig. 111.12 représente les cinétiques d’adsorption pour la PC de saumon, de soja et d’ceuf.
Les valeurs sont rapportées en mg de vapeur d’eau adsorbée par rapport a la PC anhydre en
fonction du temps. Pour les premieres molécules d’eau, la cinétique d’adsorption dépend
essentiellement de la facon dont a été déposé I’échantillon, notamment I’épaisseur et
I’homogénéité du film de phospholipides dans la cuve, plus que des caractéristiques
intrinséques de I’échantillon. C’est pourquoi il peut étre délicat de dégager des conclusions
quant a la durée des premiéres étapes avant d’atteindre I’équilibre ou on remarque que les
écarts-types sont assez importants (insert Fig. 111.13). En revanche, la PC de saumon se
démarque des deux autres échantillons lors de la derniére étape (entre 84 et 95% d’humidité
relative) ou, du fait des quantités d’eau adsorbées bien supérieures aux deux autres PC, la

durée de I’etape est significativement supérieure.
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Figure 111.13. Quantité de vapeur d’eau adsorbée par la matiére séche (M.S.) en fonction du
temps en mg eau/mg de PC anhydre pour les PC de saumon, ceuf et soja. Les mesures ont été
réalisées a 25°C et correspondent a un profil standard pour chaque échantillon. Insert en haut
a gauche : Temps nécessaires pour atteindre I’équilibre a chaque palier d’hydratation ramené
en minutes/mg de PC pour les PC de saumon, ceuf et soja. Les résultats correspondent a une
moyenne de trois essais et sont présentés avec les écart-types.

La détermination des vitesses initiales a différents stades dans un méme palier d’hydratation a
été réalisée en prenant les tangentes aux courbes d’hydratation a 0, 25, 50 et 95%
d’hydratation (Fig. 111.14). La vitesse initiale a 0% correspond a la vitesse de sorption en
surface, les vitesses initiales entre 10 et 80% correspondent aux vitesses de capillarité et la

vitesse initiale & 95% a la vitesse de diffusion a travers un film.
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Figure 111.14. Représentation schématique de la détermination des vitesses initiales a 0, 25, 50
et 95% d’hydratation au sein d’une méme étape.

Les résultats pour la PC de saumon sont présentés en Figure 111.15 et la comparaison avec la
PC d’ceuf et de soja dans le Tableau I11.11. Plusieurs commentaires ressortent de I’analyse des
vitesses initiales ou les trois PC abordent un comportement similaire.

Tout d’abord, on remarque que les écarts-types importants ne permettent pas de différencier
les vitesses initiales pour des paliers d’hydratation successifs. En revanche, on dénote une
augmentation progressive des vitesses lorsque I’hygrométrie augmente, significatif de la
facilité avec laquelle les molécules d’eau peuvent s’adsorber a I’intérieur des multicouches.
Ainsi, la vitesse a initiale a 0% au palier 1 (0 < HR 10,6%) est nettement inférieure a celle du
dernier palier (84,4 < HR < 95%).

Par ailleurs, les vitesses initiales décroissent au fur et a mesure que I’échantillon arrive a
I’équilibre. Ainsi, pour la PC de saumon, les vitesses de sorption vont de 2,7 a 10,3 molécules
d’eaul/lipide/heure a ~0,3 molécules d’eau/lipide/heure pour les vitesses de diffusion. Pour les
faibles hygromeétries, les vitesses initiales sont élevées car il se produit un phénomene de
convection ou les échanges entre les molécules d’eau de I’air a I’interface sont rapides. Une
saturation de la monocouche d’eau se produit puis de nouveaux sites d’attraction se créent au
fur et @ mesure de I’hydratation. Lorsqu’on approche de I’équilibre, les molécules d’eau
doivent diffuser dans toute la structure afin de trouver des sites disponibles, d’ou des vitesses

tres faibles.
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Figure 111.15. Vitesses initiales d’hydratation en fonction de la progression d’hydratation dans
un méme palier (a 0, 25, 50 et 95% d’hydratation) pour la PC de saumon. Les résultats sont
présentés comme une moyenne de trois essais avec les écart-types. Chaque couleur
correspond a une étape d’hydratation.

Enfin, la derniére remarque concerne la vitesse a 95% qui, indépendamment de I’hygrométrie
environnante, tend vers une valeur unique, dite vitesse de diffusion. On parle effectivement de
vitesse de diffusion lorsqu’on s’approche de I’équilibre puisque tous les sites d’eau qui étaient
accessibles au niveau des bicouches sont saturés et que, de ce fait, la vitesse représente le
passage d’eau a travers les multicouches. De maniére géenérale, il existe deux types de
diffusion : la premiére est appelée mouvement Brownien ou auto-diffusion puisqu’aléatoire et
non coordonnee ; la deuxiéme est conduite par un courant et est appelée flux [201]. Pour les
produits alimentaires, le coefficient de diffusion, D (en m#/s), peut étre obtenu des données
cinétiques a partir de trois procédes : le séchage, la sorption et la perméation [201]. Dans le
cas des phospholipides, D peut étre déterminé a partir de la 2°™ loi de Fick en utilisant le

gradient de concentration en eau comme seule force agissant sur le transfert de masse.

146



CHAPITRE III : Résultats et discussion

gc a°C
5= Domx
Equation 29

ou C la concentration en eau, x I’épaisseur du film et ot la variation de temps pendant laquelle
le flux de matiere est mesuré.

La méthode DVS a déja été utilisée a plusieurs reprises pour déterminer D dans I’amidon de
mais [201], ou pour la pomme de terre [202] mais a notre connaissance, il n’existe pas de
données dans le cas des films de phospholipides. Ici, la mesure de do/dt correspond au 0C/ét.
La détermination de D repose donc sur la résolution de I’équation 29 qui a été réalisée par
Crank [203]. Cependant, la 2°™ loi de Fick s’applique lorsque I’épaisseur du film est
constante et homogene. Or, dans notre cas, la longueur du film x de phospholipides ne peut
étre déterminée puisque la géométrie de I’appareil de mesure ne permet pas d’assurer une
répartition parfaitement homogeéne des phospholipides sur I’ensemble de la cuve, entrainant
une variation de I’épaisseur du film. C’est pourquoi concernant les phospholipides, le
coefficient de diffusion des molécules d’eau a travers des multicouches est généralement
déterminé par simulation en dynamique moléculaire et estimé entre 1,9 et 3,4x10° cm/s [204].
Une perspective de cette etude serait de faire évoluer I’équipement actuel et de remplacer la
cuve par une coupelle a fond plat permettant le dép6t du film de phospholipide de facon
homogene. Il deviendrait alors possible de déterminer D en utilisant les solutions des

équations déterminées par Crank et comparer ces valeurs aux valeurs obtenues par simulation.

Dans cette étude, on s’est donc intéressé principalement aux propriétés des phospholipides
d’absorber des molécules d’eau et nous avons Vérifié si la composition moléculaire des PC
influait sur cette capacité. Une moyenne sur les neuf paliers a donné respectivement une
vitesse de 0,24, 0,29 et 0,49 molécules d’eau/lipide/heure pour les PC de saumon, ceuf et soja
respectivement. Du fait de I’unité de temps choisi (heure), on peut considérer que les trois PC
ont des valeurs similaires et que la composition spécifique de la PC de saumon n’influe pas

sur la vitesse d’adsorption des molécules d’eau.
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PC de saumon, d’ceuf et de soja.

palier - HR (%)

stade d'hydratation (%)

do/dt (molécules d’eau/lipide/heure)

saumon ceuf soja

0 2,57+0,5 2,75+0,3 2,65+0,5

1 25 2,29+0,8 2,75+ 0,84 2,65+0,5
0-10,6 50 0,74+0,3 2,27+0,1 1,53+0,4
95 0,10+0,0 0,67 +0,4 0,15+ 0,0

0 3,66 +0,7 3,46 + 0,4 2,81+0,1

2 25 1,22 +0,3 1,44 + 0,4 1,29+ 0,4
10,6-21,1 50 0,36 £ 0,0 0,7+0,3 2,58+1,0
95 0,10+0,0 0,13+0,0 0,35+0,1

0 433+0,9 417+0,6 4,09 +0,4

3 25 1,01+0,8 2,29+1,2 1,10+ 0,3
21,1-31,7 50 0,49 +0,1 1,02 +0,7 05+0,3
95 0,10 +0,0 0,14+0,0 0,11+0,1

0 537+1,2 4,70 £ 0,7 559 +1,1

4 25 2,33+0,3 320+15 2,41+0,8
31,7-42,2 50 0,88+0,0 1,41+ 1,0 1,88+ 0,9
95 0,15+ 0,0 0,16 +0,1 0,39 +0,1

0 6,41+1,5 529+0,9 6,41+1,5

5 25 3,66 +0,7 3,80+ 01,7 3,38+0,2
42,2-52,8 50 1,63+0,2 1,79+ 1.2 2,08+0,8
95 0,21+0,0 0,20+ 0,1 0,61+0,0

0 755+1,8 595+1,1 6,70 +1,2

6 25 4,60+0,8 431+21 451+0,9
52,8-63,3 50 2,38+0,3 2,10+ 1,4 2,73+0,6
95 0,31+0,0 0,26 +0,1 0,72+0,1

0 8,65+ 2,1 6,80+ 1,3 7.83+1,6

7 25 565+1,1 4,65+ 2,0 5,69+ 0,6
63,3-73,9 50 3,22+0,5 2,36 +1,4 2,81+0,2
95 0,33+0,1 0,24+0,1 0,74+ 0,0

0 9,45+ 2,5 725+1,3 8,07 +3,4

8 25 587 +1,2 4,84 +2,0 534+1,3
73,9-84,4 50 3,48+ 0,7 2,66+ 1,5 3,76 + 0,8
95 0,42 +0,1 0,33+0,2 0,69 +0,2

0 10,28 £ 2,9 5,02 + 4,45 7.23+4.4

9 25 559+1,0 5,06 +1,9 5,48+ 2,0
84,4-95 50 3,11+0,5 287+172 2,83+172
95 0,44 +0,0 0,44 +0,2 0,66 +0,1
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IVV. Etude des monocouches a I’interface air/eau

Les isothermes de compression pour les PC de saumon, d’ceuf et de soja ont été réalisées a
22°C. Les isothermes présentées en Figure 111.16 correspondent a un résultat moyen de 3
essais minimum pour chaque PC. Les monocouches de PC présentent un comportement
similaire sous I’effet de la compression, a savoir une augmentation progressive de la pression
de surface partant d’une valeur nulle, jusqu’a I’état de collapse la pression atteint une valeur
plateau d’environ 45 mN/m (similaire pour les trois PC). Cependant, il apparait que les AGPI-
LC de la PC de saumon conférent une plus grande compressibilité de la monocouche puisque
I’aire moléculaire minimum atteinte est de 51 A2/ lipide alors qu’elle est de 61 et 71 A2/ lipide
pour la PC d’ceuf et de soja respectivement.

Il a été démontré que les propriétés d’empaquetage des monocouches devenaient comparables
a celles des bicouches de lipides lorsque les monocouches atteignent une pression de surface
de 35 mN/m [205]. A cette pression de surface, I’aire par lipide pour les différentes PC est de
62, 74 et 83 A2/ lipide pour les PC de saumon, d’ceuf et de soja respectivement. L’aire
moyenne déterminée par diffraction des rayons X était proche pour les PC de saumon (64,8
A2/ lipide) et d’ceuf (71,7 A% lipide) en excés d’eau. Pour la PC de soja en revanche, il semble
que I’isotherme de compression soit décalé vers des aires moléculaires plus importantes
puisque la valeur puisque la valeur & 35mN/m est surestimée a 83 A% lipide alors qu’en
bicouches, les rayons X donnent une aire allant de 63 a 72 A% lipide [11], [2086].

On en revient au probleme que pose la détermination de I’aire moléculaire des phospholipides
et ainsi de la difficulté a pouvoir comparer les résultats en monocouches et en bicouches. Par
ailleurs, il est également délicat de comparer les résultats obtenus dans la présente étude avec
des valeurs de la littérature puisque les résultats en monocouche sont fortement dépendants
des conditions expérimentales telles que la température, la composition de la phase aqueuse et
la vitesse de compression. Pour des monocouches de SDPC par exemple, les valeurs de la
pression et de I’aire au collapse ainsi que I’aire a 35mN/m vont de 37 a 45,4 mN/m, de 50,2 a
57,5 et de 56 & 70,6 A2/ lipide respectivement [109], [110], [148].

Une trés bonne étude de Duncan et al. [16] sur I’effet des conditions expérimentales qui
agissent sur la comparaison des isothermes de DPPC a permis de relever les points suivants :
la dynamique de compression a un faible effet tandis que le type d’appareil va influer sur la
forme de I’isotherme. La nature du solvant est également importante puisqu’un faible pH va
entrainer des pressions de surfaces maximales plus grandes. Méme le type de solvant dans
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lequel est dissout le composé peut influer sur la position de I’isotherme le long de I’axe

surface/molécule.
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Figure 111.16. Isothermes de pression de surface en fonction de I’aire par lipide pour les PC de
saumon, d’ceuf et de soja a I’interface air/eau.

Par ailleurs, on remarque que malgré la présence des AGPI-LC de la PC de saumon, celle-ci
ne suive pas la tendance générale des monocouches enrichies en AGPI qui trouvent leurs
isothermes de compression décalés vers des aires moléculaires plus importantes au fur et a
mesure que les insaturations augmentent en position sn-2 [109], [110]. De méme que pour
I’évolution de I’aire moléculaire en fonction de I’hydratation déterminée par la distance de
répétition, on retrouve ici pour la PC de saumon un comportement particulier puisque les
monocouches présentent des aires moléculaires plus faibles comparées a celles de la PC
d’ceuf, indépendamment de la pression de surface appliquée. Cependant, il n’est néanmoins
pas surprenant de retrouver la PC de soja avec les aires moléculaires les plus élevées étant
donné que sa composition moléculaire révele une forte proportion en especes contenant deux
AGPI en sn-1 et sn-2 (21% de DLPC). Or un isotherme de compression d’une monocouche de
DLPC présente des aires moléculaires supérieures a un isotherme de compression d’une
monocouche de PDPC (1-palmitoyl-2-docosahexaenoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine)
[207].
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V. Discussion

Dans cette partie, les résultats sur la description de certaines propriétés physico-chimiques de
la phosphatidylcholine extraite et purifiée & partir de tétes de saumon ont été présentés. La
caractérisation detaillée de la composition de la PC de saumon a montré sa teneur élevée en
acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI-LC) puisqu’ils représentent jusqu’a 47% des
acides gras totaux du mélange. De plus, presque 50% des acides gras totaux sont de la famille
des oméga 3 ce qui fait des tétes de saumon une source naturelle non négligeable pour les
phospholipides enrichis en AGPI-LC. La composition moléculaire du mélange indique que les
especes majoritaires sont représentées par une combinaison d’un AGS avec un AGPI ou d’un
AGS avec un AGMI ce qui laissent supposer que la majorité des AGPI se retrouvent en
position sn-2, comme il est de coutume dans les phospholipides naturels.

Les propriétés de la PC de saumon ont été comparées a celle d’autres PC d’origine naturelle
également (PC de soja et PC d’ceuf) mais dépourvus en AGPI-LC dans le but de montrer
I’influence de ces acides gras sur le comportement des phospholipides. Tout d’abord, I’étude
structurale de la PC de saumon a plusieurs taux d’hydratation et plusieurs temperatures a
réveélé que celle-ci adopte majoritairement la forme de multicouches en phase L. De plus, elle
ne présente pas de déphasage au sein des multicouches. L’étude simultanée par diffraction des
rayons X, par DSC par microscopie optique a lumiere polarisante a permis d’élaborer le
diagramme de phase PC de saumon — eau entre -25°C et 60°C. Un fait non usuel que I’on peut
noter dans le comportement de phase de ce phospholipide est I’augmentation de la
température de transition de phase T, lorsqu’on augmente la teneur en eau. Cette
caractéristique est également observée pour la PC de soja mais pas pour la PC d’ceuf. L’étude
thermodynamique de la transition de ces PC a différents taux d’hydratation permet de mettre
en évidence la fusion séparée des chaines carbonées des phospholipides et des cristaux d’eau.

Les capacités d’hydratation de la PC de saumon sont fortement influencées par la présence
des AGPI-LC, ces derniers provoquant une plus grande absorbance de I’eau par les bicouches.
Ce phénomeéne est observeé a la fois pour la sorption de vapeur d’eau mais aussi quant elle est
a I’était liquide. Pour les multicouches, ce phénomeéne se caractérise essentiellement au niveau
du film d’eau séparant deux multicouches successives. Par ailleurs, la modélisation

mathématique des résultats des isothermes de sorption en utilisant le modéle TSS a permis
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d’extrapoler les valeurs d’absorption de vapeur d’eau lorsque I’humidité relative (HR) se
rapproche de 100% . On remarque que les différences entre la PC de saumon et les deux
autres PC se font sentir seulement lorsque HR est la plus élevée. Enfin, I’utilisation du modele
BET a été préferée par rapport au modele TSS pour la détermination des valeurs de
monocouche d’eau au niveau des tétes polaires parce que ce modéle est plus adapté pour les
HR inférieures a 40%. Celles-ci montrent que ce paramétre est également influencable par la
nature des acides gras présents sur les PC avec une valeur significativement plus élevée pour
la PC de saumon comparé aux PC d’ceuf et de soja. La mesure précise de I’hydratation des
phospholipides en fonction du temps par le DVS a permis d’obtenir les vitesses initiales a
divers stades de chaque palier. Plusieurs remarques se dégagent de cette analyse. La premiére
est que ces vitesses décroissent lorsque I’échantillon se rapproche de I’équilibre et ce
phénomeéne s’applique a chaque palier. De plus, plus on augmente I’HR, plus les vitesses
initiales a 0% augmente. Cependant, quelle que soit la zone d’HR dans laquelle se trouve
I’échantillon, les vitesses initiales convergent toutes vers une valeur unique lorsqu’on atteint
95% d’hydratation au sein d’un méme palier. Si on pourrait d’abord penser que cette vitesse
s’apparente a une vitesse de diffusion du fait des propriétés des multicouches a ce stade
d’hydratation, cette valeur ne peut étre comparé au coefficient de diffusion D du fait de la

répartition inégale de pression au sein des multicouches.

Les propriétés structurales, déterminées par diffraction des rayons X en utilisant la méthode
de Luzatti, ont permis de démontrer une caractéristique spécifique de I’hydratation de la PC
de saumon. En effet, si on a déja vu que la présence des AGPI-LC permettait d’augmenter les
capacités d’hydratation de la PC de saumon, il semble que les molécules d’eau ajoutées ne se
positionnent pas au niveau de la téte polaire mais permettent le gonflement du film d’eau. Ce
phénomeéne entraine une surface moléculaire quasi constante malgré I’augmentation de
I’hydratation. 1l n’est pas le résultat de la présence des AGPI-LC puisqu’un systéeme de PDPC
pur ne présente pas cette caractéristique, ni le résultat de I’hétérogénéite de la composition de
la PC saumon puisque la PC d’ceuf et la PC de soja présentent elles une augmentation de

I’aire par lipide avec I’hydratation.

Une autre caractéristique spéciale de la PC de saumon mise en exergue concerne ses
propriétés d’empaquetage des chaines acyles et qui ont été étudiées par compression de film a
I’interface air — eau. Alors que les résultats trouvés dans la littérature présentent les PC
enrichis en AGPI comme ayant la plus large surface moléculaire, du fait de la présence des
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insaturations en position sn-2 dans la conformation des chaines, la PC de saumon adopte un
comportement différent. En effet, comparée aux PC d’ceuf et de soja, la PC de saumon

présente I’aire par lipide la plus faible quel que soit le taux de compression du film.
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Partie 3 : Simulation in silico de bicouches de phosphatidylcholine

de saumon

Les résultats expérimentaux sur la PC de saumon ont démontré des propriétés spécifiques
pour cette derniére comparé a d’autres PC d’origine naturelle également mais dépourvues
d’acides gras polyinsaturés a longue chaine. Cependant, les techniques utilisées ne permettent
gu’une observation des effets globaux et de I’évolution du comportement de la PC de saumon
sous différentes conditions et ne permettent pas d’expliquer les mécanismes moléculaires mis
en jeu lors de ces processus. C’est pourquoi une étude complémentaire de ces systéemes par
dynamique moléculaire a été réalisée afin d’obtenir des informations a un niveau atomique
des aspects structuraux et dynamiques.

La PC de saumon extraite est un ensemble de différentes structures composées de 20 especes
moléculaires différentes comportant des acides gras aux longueurs de chaines et nombre
d’insaturations variables. Cette derniére étant composée de 20 espéces moléculaires
différentes, présentes a des taux trés variables. Il est tres difficile de toutes les représenter en
simulation. Comme nous I’avons mentionné dans la partie Matériels et Méthodes, seules les 5
especes les plus représentatives ont été conservées pour I’élaboration du systeme modele. 1l
était d’abord nécessaire de Vérifier la validité du modele choisi pour représenter le mélange
d’origine et, pour ce faire, nous avons comparé les résultats avec ceux obtenus
experimentalement. Nous avons ensuite étudié plus amplement les caractéristiques des

bicouches lipidiques du mélange.

I.  Comparaison aux résultats expérimentaux

1. Evolution de la distance de répétition des bicouches

La Figure 111.17 présente I’évolution de la distance de repétition pour le modele de bicouches
lipidiques de PC saumon a 298K. Ces résultats concordent bien avec les distances de
répétition obtenues par diffraction des rayons X. lls montrent notamment que la distance de
répétition des bicouches est fortement liée a leurs taux d’hydratation et qu’elle augmente
constamment pour des taux compris entre 5 et 35 molécules d’eau par lipide. Rappelons que

pour le systeme a 5 molécules d’eau par lipide, le spectre expérimental de distance de Bragg

154



CHAPITRE III : Résultats et discussion

ne présente pas de structure lamellaire mais est plus représentatif d’une structure en micelle
inverse avec la distance de répétition correspondant a la distance entre deux cceurs de micelle.
Cependant, il semble que cette distance corresponde également a la distance de répétition
pour le systeme simulé en multicouches avec le méme taux d’hydratation. Le fait que les
résultats de simulation soient en tres bon accord avec les résultats expérimentaux démontre
que les parametres du champ de force choisis ainsi que le modele simplifié permettent de

reproduire de fagon correcte les résultats expérimentaux a n’importe quel taux d’hydratation.
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Figure 111.17. Comparaison des résultats expérimentaux et de simulation pour la distance de
répétition de la PC saumon en fonction du taux d’hydratation. Les résultats de simulation sont
présentés avec les écarts-types pour une analyse réalisée sur les derniéres 6 ns.

2. Evolution de I"aire par lipide

La Figure 111.18 présente I’évolution de I’aire moyenne occupée par un lipide en fonction du
taux d’hydratation pour les bicouches de PC saumon obtenue par simulation et par diffraction
des rayons X. Nous avons verifié que I’aire par lipide des systémes se stabilise a la fin de
chaque simulation (durée moyenne des trajectoires ~ 20 ns) et nous avons reporté les valeurs
correspondant aux 6 derniéres ns de chaque trajectoire. Les valeurs s’étendent de 56,6+0,4 A2
pour le systéme le moins hydraté a 59,5+0,8A2 pour le systéme saturé en eau. On remarque
que les résultats obtenus par simulation sont toujours inférieurs aux résultats expérimentaux.
Cependant, la méme tendance est observée, a savoir une aire par téte polaire constante malgré

I’augmentation de la teneur en eau. Ce phénoméne semble étre spécifique a la PC de saumon
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puisqu’il a été montré expérimentalement avec une molécule de SDPC contenant du DHA en
sn-2 [121], de la PC d’ceuf [10], ainsi qu’en simulation avec une molécule de DPPC [208],
que l'augmentation de I’hydratation induit toujours un accroissement de I’aire par lipide.
Cette particularité ne semble pas étre liée a la présence de doubles liaisons multiples dans les
chaines carbonées puis que le systéme SDPC ne présente pas la méme tendance. Ce n’est pas
non plus le résultat de la pluri-composante du systeme due a son origine naturelle, la PC

d’ceuf ayant démontré un comportement oppose.
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Figure 111.18. Comparaison des résultats expérimentaux et de simulation pour I’aire par lipide
de la PC saumon en fonction du taux d’hydratation. Les résultats de simulation sont présentés
avec les écarts-types pour une analyse réalisée sur les derniéres 6 ns. Pour le systéme
expérimental a 4,6 molécules d’eau par lipide, la détermination de I’aire par lipide n’a pas été
effectuée puisque les spectres de rayons X ont montré que le systéeme n’était pas en
multicouche.

Le systeme simulé de PC saumon au plus large taux d’hydratation (37 molécules d’eau par
lipide) a été comparé aux systemes purs de POPC et PDPC a une méme temperature.
L’essentiel des donnees structurales relatives a I’étude de ces trois systemes est reporté dans
le Tableau 13. L’influence du degré d’insaturation des chaines carbonées sur le comportement
de bicouches de phospholipides a déja été étudiée dans la littérature que ce soit par une
approche expérimentale [4] ou par simulation en dynamique moléculaire [209]. L’un des
effets observes se rapporte a I’aire par lipide ou celle-ci tend a augmenter avec le nombre
d’insaturations. Dans notre étude, si une légere différence est observée entre POPC et PDPC
avec des surfaces moléculaires de 58,5+0,6 A2 et 60,6+0,8 A2 respectivement, le systéme de

PC saumon s’inscrit entre ces deux valeurs. Ces résultats sont similaires & ceux trouvés dans
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la littérature dans les mémes conditions de température, de degré d’hydratation et avec des
simulations ayant utilis¢ un champ de force identique [210]. Notons ici que lors de cette
derniere étude par simulations, les auteurs ont trouvé des valeurs nettement supérieures avec
des champs de force différents : 68 A2 pour POPC et 71 A2 pour PDPC avec le champ de
force GROMOS, et 71,2+1,1 A2 pour POPC et 69,1+0,9 A2 pour PDPC avec un champ de
force modifié par I’auteur. Une autre étude a reporté dernierement une sous-estimation
similaire de 10% de I’aire par lipide obtenue par simulation sur des systemes hautement
insaturés et conduites avec le champ de force CHARMM [116].

Expérimentalement, les valeurs sont également supérieures avec 68,3+1,5 A2 pour POPC
[211] et 69,2 A2 pour PDPC [101]. Ainsi, que ce soit pour le systéme PC saumon ou pour les
systemes purs de POPC et PDPC, I’écart de I’aire par lipide par rapport aux résultats
expérimentaux peut étre attribué a I’incertitude des parametres du champ de force. Notons
cependant qu’étant donné que les simulations des trois systémes ont été réalisées dans les
mémes conditions, on peut poursuivre I’étude comparative des systémes et caractériser I’effet

des insaturations sur les autres propriétés structurales.

Tableau I11.12. Récapitulatif des résultats de simulation des bicouches lipidiques pour les
différents systemes a 298K.

PC saumon POPC PDPC
a (H.O/lip) 37 32 36
d (A) 786+11 74,4 +0,8 78,0+1,1
Aire par lipide, A (A2 59,5+0,8 58,5+ 0,6 60,6 £ 0,8
Epaisseur bicouche, dym (Z’\) 41,1 41,1 37,1
Epaisseur hydrophobe, dyc (A) 27,1 26,7 27,3
Onow(r) (molécules d'eau/téte
polaire) 15,5 15,2 15,3
grow(r) (molécules d'eaul/téte
polaire) 58 58 58
Joow(r) (molécules d'eau/téte
polaire) 2,3 2,3 2,3
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3. Détermination des profils de densité

Description globale des différents profils

La distribution spatiale des différents composants des lipides le long de I'axe z
perpendiculaire a la membrane est présentée en Figure 111.19 pour la PC de saumon, le POPC
et le PDPC. La longueur totale de la bicouche et des couches d’eau qui I’entourent est divisée
en plusieurs tranches de taille identique. Les résultats correspondent au nombre d’atomes par
unité de volume pour chaque groupe, en considérant tous les atomes du groupe excepté les
atomes d’hydrogéne. Ces densités sont ensuite moyennées dans le temps (analyse sur les 4
derniéres ns). Tout d’abord, la symétrie des profils entre les couches supérieures (z > 0) et
inférieures (z < 0) démontre que les systemes sont bien équilibrés. Comme on peut I’observer,
la distribution des différents segments de la téte polaire (choline, glycérol et phosphate) est
virtuellement identique pour les trois systéemes. La principale différence entre les bicouches
POPC et PDPC se retrouve au niveau du profil de densité des doubles liaisons (groupe
alcénes). Pour le POPC, un pic est observé a 9 A du centre de la bicouche, correspondant &
I’unique double liaison présente entre le Cq et Cyo de la chaine oléique. Pour PDPC, le profil
alcene est bien plus étendu puisque le lipide présente six doubles liaisons allant du C4 au Cy
de la chaine docosahexaénoique. La distribution du groupe alcene pour la PC de saumon est
similaire a celle de PDPC ce qui sous-entend que les chaines insaturées adoptent une
conformation similaire dans le mélange que dans un systeme membranaire insaturé pur. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Hyvonen et al. ou la distribution des doubles
liaisons le long des bicouches devenait naturellement plus large lorsque le nombre

d’insaturations augmentait par chaine [209].
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Figure 111.19. Profil de densité pour les systémes de PC saumon, POPC et PDPC en fonction
de la localisation au niveau de la normale de la bicouche, le 0 de I’axe z étant centré par
rapport au centre de la membrane. Profils présentés pour les différents groupes constitutifs de
la bicouche : I’eau (trait plein), le groupement choline qui, par souci de clarté, a été multiplié
par 2 (tirets), le groupement phosphate (tiret — point — point), le groupement glycérol
(pointillés), les chaines acyles (tiret — point) et les doubles liaisons dans les chaines acyles (en
gris). Chaque profil est montré & 298K et a pour un état saturé en eau.

Concernant les autres profils de densité partiels, on remarque que I’eau pénetre profondément
dans la bicouche et atteint les doubles liaisons, méme pour le systeme POPC. Ollila et al.
[112] ont trouveé des résultats similaires et ont observé que la probabilité de contact entre I’eau
et les doubles liaisons augmentait avec le nombre d’insaturation des chaines carbonées,
phénoméne qu’ils ont corrélé avec I’augmentation de la probabilité de peroxydation des

chaines consécutive a une introduction d’oxydants solubles dans I’eau.
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Figure 111.20. Profils de densité correspondant aux premiers et derniers atomes de carbone des
chaines acyles des systemes PC saumon, POPC et PDPC a 298K.

Données structurales dérivées des profils de densité

Plusieurs facteurs de structure peuvent étre obtenus a partir des profils de densité tels que
I’épaisseur de la bicouche, dym, qui correspond & la distance entre les tétes polaires, et la
distance hydrophobe, dyc, qui correspond a la distance a 90% du profil de densité maximum
des chaines acyles (cette valeur est choisie de maniere arbitraire afin d’éviter de prendre en
compte la pénétration de I’eau dans la membrane). Ces différentes données sont reportées
dans le Tableau I11.12. Une différence significative est observée pour dyy entre les trois
systémes : la PC de saumon et le POPC ont une valeur identique de 41,1 A tandis que le
PDPC présente une épaisseur bien plus faible de 37,1 A. Comme la distance hydrophobe est
similaire pour les trois systemes, ceci implique que pour le systeme PDPC, les tétes polaires
doivent étre plus compactées (inclinées) que dans les deux autres systemes.

Tout comme pour la distance de répétition et I’aire par lipide, il est possible de comparer les
résultats obtenus par simulation avec les données expérimentales tirées des méthodes de

diffraction de neutrons et de rayons X. Pour la PC de saumon, la mesure du profil de densité
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électronique n’a pas été réalisée. Cependant, avec les résultats de diffraction de rayons X, il a
été possible d’estimer I’épaisseur de la bicouche et la distance hydrophobe. Pour les systemes
POPC et PDPC, ces mémes valeurs ont été trouvees dans la littérature.

Concernant POPC, il apparait que I’épaisseur de la bicouche trouvée dans la présente étude
soit surestimée comparée a la valeur expérimentale obtenue par Kucerka et al. [211]
puisqu’ils obtiennent une valeur de 37 A (comparé & 41,1 A). Pour la distance hydrophobe, le
résultat de 26,7 A obtenu ici est en accord avec la valeur expérimentale obtenue par Kucerka
et al. (27,1 A). On en déduit que pour ce systéme, les interactions entre les molécules d’eau et
les tétes polaires conduisent a une extension de ces derniéres mais ce qui n’est pas retrouvé en
conditions expérimentales.

Concernant le PDPC, les résultats de simulation sont tres en accord avec les résultats
expérimentaux puisqu’on retrouve une épaisseur de bicouche de 37,1 A alors que les données
expérimentales donnent des valeurs de 36 [115] et 38,1 A [111]. La distance hydrophobe est
de 27,3 A, Iégérement inférieure a la valeur trouvée par Petrache et al. qui est de 28 A.

On retrouve une distance dy significativement plus importante pour POPC comparé a PDPC
tout comme dans I’étude menée par Rajamoorthi et al. avec une comparaison entre PDPC et
la PC d’ceuf (la PC d’ceuf étant principalement composée de POPC) sur la détermination du
profil de densité électronique sur ces deux systemes [115].

La PC de saumon adopte un comportement particulier du fait que I’aire par lipide moyenne
dans la bicouche reste constante malgré I’augmentation de I’hydratation. A 35 molécules
d’eau par lipide, I’épaisseur de la membrane estimée expérimentalement est de 40 A et dyc est
de 33 A. Les valeurs expérimentales et de simulation correspondent parfaitement dans ce cas

pour dyy alors que dyc expérimentale est [égerement supérieure.

Vérification des données estimées expérimentalement

Dans la partie expérimentale, la détermination de I’aire par lipide a partir des distances de
répétition nécessitait au prealable de connaitre, ou d’estimer, le volume moléculaire moyen,
Ve, et la densité, p, de la PC de saumon. Ces valeurs n’ayant pas eté déterminées
expérimentalement, il avait été décidé de prendre la valeur de la PC d’ceuf pour la densité,
c’est-a-dire 1,02 g.cm™ [10], ce qui a conduit & un volume moléculaire de 1275 A¥/lipide. Il
est possible cependant d’évaluer et donc de vérifier ces valeurs a partir des résultats de

simulation :
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X Hv X dy

H
Vp = —2
P n

Equation 30

ou x et y sont les dimensions de la boite de simulation et n le nombre de lipides dans un
systéeme. La densité est ensuite obtenue selon I’équation 18.

En prenant la valeur de 770 g.mol™ pour M (déterminée & partir de la composition
moléculaire du systeme donnée dans le Tableau I1.2 (cf Chapitre 1) a 298K et pour le systéeme
le plus hydraté, on trouve un volume moléculaire moyen Vpc de 1226 A¥/lipide et une densité
p de 1,04 gcm?® Ces valeurs sont trés proches de celles utilisées pour les calculs

expérimentaux.

II. Etude de la conformation des chaines acyles

1. Détermination des parametres d’ordre

Définition du paramétre d’ordre

Un paramétre d’ordre est une mesure qui permet de définir le degré d’ordre dans un systeme.
C’est une donnée qui indique I’ordre d’orientation des chaines carbonées du systeme. Il est
déterminé de maniére expérimentale via la RMN du proton sur des échantillons de bicouches
orientées. A partir des trajectoires de dynamique moléculaire, il est également possible de

déterminer le paramétre d’ordre, Scp, selon la formule suivante [112] :

el = %{EQW Co-1] Equation 31

ou O est I’angle entre le vecteur orienté le long de la liaison C — H du niéme carbone
provenant de la chaine acyle sn-1 ou sn-2 et la normale a la bicouche. Les crochets ( )
signifient que le résultat est moyenné pour I’ensemble des lipides et dans le temps puisque
I’analyse a été réalisée sur les 3 derniéres ns toutes les 10 ps. Lorsque les liaisons C — H sont
distribuées de facon uniforme, c’est-a-dire lorsque le désordre des chaines est au maximum,
Sco = 0. Lorsque les chaines sont a I’état all-trans, c’est-a-dire parfaitement ordonnées,
|SCD| =0.5.

162



CHAPITRE III : Résultats et discussion

Description des résultats

Les profils de paramétres d’ordre en fonction de la position du carbone pour les chaines sn-1
et sn-2 des systemes PC saumon, POPC et PDPC sont présentés en Figure I11.21. Pour
comparaison on reporte les résultats expérimentaux obtenus dans la littérature pour POPC et
PDPC. Pour la chaine palmitique en sn-1, les résultats expérimentaux proviennent de [13] et
[12]. Pour la chaine oléique en sn-2, les résultats expérimentaux proviennent de [14] et [15].
Enfin pour la chaine DHA en sn-2, les résultats expérimentaux proviennent de [12]. Pour le
systéeme PC saumon, seuls les résultats obtenus par DM sont présentés et uniquement pour la
chaine palmitique en sn-1, oléique et DHA en sn-2. En effet, on estime que la chaine
palmitoléique (16 :1 n-9) va adopter un comportement similaire a la chaine oléique puisque sa
double liaison est située au niveau des mémes carbones et la chaine EPA aura un
comportement similaire a la chaine DHA du fait de ses nombreuses insaturations et sa
longueur de chaine. De plus, il a été démontré que I’introduction de la premiére insaturation
dans I’une des deux chaines carbonées entrainait le changement de comportement le plus
conséquent vis-a-vis du parameétre d’ordre et que les I’ajout d’autres doubles liaisons

n’influence que faiblement la variation du parametre d’ordre [117].

Pour la chaine sn-1, les résultats expérimentaux présentent des valeurs bien plus faibles que
les résultats de simulation, méme si I’allure générale du profil est similaire, avec une
diminution progressive des valeurs jusqu’au carbone terminal qui tend vers 0. En effet, que ce
soit en sn-1 ou en sn-2, on observe une diminution progressive de I’ordre dans les chaines
vers le centre de la bicouche, c’est-a-dire au niveau du carbone du groupement méthyle
terminal. Le dernier carbone étant trés mobile (flexible) en raison de la seule liaison avec le
reste de la chaine, on retrouve un degré de liberté trés élevé avec un parametre d’ordre qui
tend vers 0.

La différence provient tres probablement du manque de précision dans le champ de force. En
effet, Taylor et al. [210] ont démontré qu’une amelioration du champ de force aboutissait a
une meilleure concordance des résultats entre expeérience et simulation, laissant de légeres

différences pour les 4 premiers atomes de carbone de la chaine.

Influence de l'insaturation sur l'ordre des chaines
On observe a partir des résultats expérimentaux et ceux de simulation que I’ajout des doubles

liaisons sur la chaine sn-2 entraine une diminution de I’ordre global en sn-1. Cette différence
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reste néanmoins négligeable pour les résultats de simulation, surtout si on considére la
variabilite liée a I’écart-type qui vaut en moyenne 0,02 (non présenté sur le graphe par souci
de lisibilité). Ce phénomeéne a également été decrit par Holte et al. qui ont étudié I’influence
du nombre d’insaturation en sn-2 sur les paramétres d’ordre de plusieurs PC [113].

Les parametres d’ordre en sn-2 sont affectés par I’augmentation de I’insaturation sur les
chaines et cela se traduit par une diminution des valeurs, comme il I’a été explique
précédemment. Contrairement aux résultats pour sn-1, les résultats de simulation sont
conformes aux résultats expérimentaux obtenus avec PDPC et POPC [12], [13],[14]. Dans le
cas de la chaine de DHA, méme les carbones proches de la téte polaire qui ne sont pas
impliqués dans une double liaison présentent une diminution du parametre d’ordre puisque les
premiers carbones ont une valeur ~ 0,2 dans le cas des chaines saturées, alors que le DHA
présente des valeurs proches de 0,1. Dans la région des trois premiéres doubles liaisons, on
observe un enchainement de pics de diminution et augmentation successives, qui sont
corrélées a la position des insaturations. Aprés la troisieme double liaison (entre Cyo et Cy1),
SCD diminue jusqu’a ~ 0,5 pour les carbones situés plus a I’intérieur de la bicouche mais le
comportement n’est alors plus affecté par la position des doubles liaisons comme c’est le cas
en début de chaine.

Enfin, il est important de remarquer qu’aucune différence significative n’est observée entre
les chaines sn-2 oléique et DHA du systeme PC saumon et les chaine oléique et DHA de
POPC et PDPC respectivement. Ce comportement indique que les propriétés de mouvements
des chaines acyles pour les lipides individuels dans le mélange de PC saumon sont les mémes
que lorsque ces derniers sont dans des membranes pures. Il n’y a donc pas d’influence
observée de la présence de lipides différents se trouvant juxtaposés. Néanmoins, du fait de la
présence des insaturations en sn-2, le systeme PC saumon présente un degré de mouvement de

ses chaines plus élevé que des systémes moins insaturés comme le POPC.
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Figure 111.21. Résultats expérimentaux et de simulation des parametres d’ordre pour (A) les
chaines palmitoyl en sn-1 pour les systémes, PC saumon, POPC et PDPC ; (B) les chaines
oleyl en sn-2 pour les systéemes POPC et PC saumon ; (C) les chaines docosahexaenoy! pour
les systemes PDPC et PC saumon. Les résultats expérimentaux sont représentés par des
symboles individuels : cercles vides pour la chaine sn-1 PDPC [12], carrés vides pour la
chaine sn-1 POPC [13], carrés pleins [14] et triangles pleins [15] pour la chaine sn-2 POPC,
cercles pleins pour la chaine sn-2 PDPC [12].

2. Etude de la répartition des diédres dans les chaines hydrocarbonées

Les parametres d’ordre sont corrélés a la distribution trans-gauche des diedres des chaines
acyles, méme si cette relation est indirecte. C’est pourquoi I’étude simultanée de ces deux

parametres renseigne sur I’organisation globale des chaines.

Description de la mesure d’un angle diedre

Les angles diédres sont définis par quatre atomes de carbone consécutifs dans une des chaines
acyles et décrivent la rotation existant entre les deux atomes de carbone au milieu. Les
différentes conformations adoptées par les angles de torsion sont désignées par les termes
suivants : cis (0°), gauche® (60°), skew"™ (120°), trans (180°), skew™ (240°) et gauche™ (300°).
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Cette description arbitraire suit la méme que celle présentée par Hubert et al. [12]. De maniere
géneérale, on observe que les angles diédres entourant un groupement methylene (double
liaison) sont préférentiellement de type gauche®, gauche™ ou trans. Les doubles liaisons sont a
I’état cis ou trans, méme si a I’état naturel, elles apparaissent plus sous la conformation cis
[22]. Comme il peut é&tre extrémement rare de trouver les valeurs exactes pour les angles, le
calcul de la moyenne a pris en compte une fluctuation de + 30° autours de la valeur correcte
(par exemple, la conformation gauche® s’étend pour des valeurs d’angle comprises entre 30 et
90°). Enfin, les liaisons C-C situées autours d’une double liaison ont leur énergie la plus basse
dans la conformation skew” ou skew. Les résultats sont une moyenne déterminée a partir des

probabilités de distribution réalisée sur les 4 dernieres ns et toutes les 10 ps.

Description des résultats

La Figure 111.22 présente les résultats des différentes distributions des angles diedres obtenus
pour trois chaines du systeme PC saumon a 298K et hydratées a 37 molécules d’eau par
lipide : acide palmitique, acide oléique et DHA. L’analyse a également été réalisee sur les
systemes POPC et PDPC ainsi que pour les autres systemes PC saumon a différents taux
d’hydratation et a 263K. Les résultats pour tous les systémes sont présentés dans le Tableau
I11.13. La symétrie dans les courbes obtenues démontre qu’un état d’équilibre a été atteint
méme pour les chaines polyinsaturées. En effet, on retrouve une proportion d’angles compris
entre 0 et 180° (désigné par (+)) similaire a celle compris entre 180 et 360° (désigné par (-)).
Les distributions pour les angles diedres dans la chaine palmitique (sn-1) adoptent un
comportement typique de chaine saturée en bicouche. Les courbes présentent un maximum a
60° et 300° pour la conformation gauchez. Celle-ci atteint les 20% environ, peut importe le
systeme considéré. Dans le cas des chaines contenant des insaturations (sn-2), la proportion de
conformations trans et de skew dépend du nombre de doubles liaisons a I’intérieur de la
chaine. Pour une seule insaturation comme dans la chaine oléique, on retrouve 15% en
conformation skew et 54% en conformation trans. Avec une augmentation du nombre de
doubles liaisons, la proportion de conformation skew augmente a 60% au détriment de la
proportion de conformation trans qui tombe a 16%.

De précédentes études en DM sur la conformation du DHA ont défini une nomenclature pour
différentes conformations d’un bout de chaine du DHA correspondant a un fragment
contenant trois doubles liaisons et deux paires de segments méthyléne associés. Les

166



CHAPITRE III : Résultats et discussion

différentes séquences et conformations associées sont: hélicoidal (=skew® skew*=skew*
skew™=), “angle-iron” correspondant a une conformation de la chaine trés étendue (=skew*
skew*=skew” skew=) et « en épingle a cheveux » (=skew" skew =skew" skew'=) mais aussi
(=skew" skew =skew" skew*=) [12], [117]. Durant la période sur laquelle est définie I’analyse,
le DHA semble avoir une prédisposition pour la configuration hélicoidale, que ce soit dans le
mélange de PC saumon ou dans PDPC ce qui est cohérent avec des résultats obtenus d’autres
études [12]. Ces configurations représentent des états énergétiques minima et les angles
diedres transitent d’un état a un autre par des échanges plus ou moins rapides, en fonction de
la hauteur de la barriere énergétique a franchir entre deux états différents [6]. Les résultats
concernant le calcul des potentiels de force moyenne sur le DHA ont révéle que la barriere de
rotation d’une conformation a I’autre était la plus faible a 180° entrainant ainsi une grande
flexibilité dans la chaine [6]. De plus, il a été montré que la barriere énergétique couvrant une
gamme de = 30°qui inclut les conformations skew™ était nulle [117]. De ce fait, les angles
diédres compris dans cette région permettent un vaste choix de conformations différentes.

Contrairement a cela, les chaines saturées ont des barrieres de plusieurs kilocalories/mole a
120° (skew™), 180° (trans) et 240° (skew) [118]. C’est pourquoi ces trois conformations sont
celles que I’on retrouve en grande majorité dans la chaine palmitique. La présence des
nombreuses insaturations dans la chaine carbonée augmente la flexibilité de cette derniére en

lui conférant un grand nombre de conformations différentes.
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Figure 111.22. Probabilité de distribution des angles de torsion pour les chaines sn-1 acide
palmitique, sn-2 acide oléique et DHA du systeme PC saumon. Résultats pour le systéeme
simulé a 298K et a 37 molécules d’eau par lipide. Les probabilités commencent pour les
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Tableau 111.13. Pourcentage moyen de conformations gauche®, skew®, trans, skew™ gauche
dans les chaines palmitique, oléique et DHA des systemes PC saumon, POPC et PDPC et

298K.

Chaine conformation PC saumon POPC PDPC

PALM gauche + 10,3 9,4 9,3
trans 75,2 76,4 75,1
gauche - 10,6 10,4 10,9

DHA gauche + 12,9 - 13,1
skew + 29 - 30
trans 16,3 - 16,1
skew - 30,2 - 28,3
gauche - 13 - 12,9

OLElI gauche + 11,9 12,4 -
skew + 7,3 7,7 -
trans 53 54,5 -
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skew - 7,5 7,1 -
gauche - 12,4 11,6 -
3. Hydratation des tétes polaires

Présentation de la méthode

L’etude de I’hydratation des tétes polaires a été réalisée en déterminant la fonction de
distribution radiale (ou RDF pour Radial Distribution Function), g(r), qui décrit la variation de
la densité atomique en fonction de la distance par rapport a un atome particulier. La
détermination de g(r) est similaire a la détermination des profils de densité. Elle consiste a
comptabiliser les atomes d’oxygeéne des molécules d’eau les plus prés des tétes polaires tout
en segmentant le résultat obtenu de maniere a avoir une distribution radiale en distance. Les
résultats sont moyennés pour chaque lipide et dans le temps (I’analyse est réalisée sur les 3
dernieres ns et toutes les 20 ps). Les résultats sont également normalisés de maniére a ce que

I’intégrale de la RDF sur tout le systeme donne le nombre total de molécule d’eau.

Description des résultats

La Figure 111.23 présente les RDF des molécules d’eau (représentées ici par leur atome
d’oxygéne) autour des atomes d’azote, de phosphore et d’oxygéne des tétes polaires des
lipides, notés ici gnow(r) , Grow () €t goow(r) respectivement, pour les systemes PC saumon,
POPC et PDPC a 298K. La premiere observation qui ressort est qu’aucune différence notable
n’est a constater entre les profils des différents systemes, les pics se trouvent a la méme
position que ce soit pour les trois g(r).

Par ailleurs, chaque profil présente un double pic, révélateur de la présence de deux couches
d’eau successives au niveau de la région interfaciale. Concernant gnow(r), le premier pic est
observé a r = 45 A et I’intégration de la courbe pour la premiére couche d’hydratation
(distance r < 5,75 A) donne 15,2 molécules d’eau par groupement choline. Pour gpou(r), le
premier pic observé a r = 4 A est plus fin et donne lieu & une couche d’hydratation de 5,8
molécules d’eau par atome de phosphore. Enfin, pour goow(r), I’atome d’oxygéne du
groupement phosphate considéré correspond a un des deux atomes d’oxygene « libre », c’est-
a-dire, non engagé dans une liaison. Dans ce cas, le premier pic atteint son maximumar = 2,7
A et I’intégration de la courbe pour r < 3,31 A donne 2,29 molécules d’eau par atome
d’oxygéne. On peut déduire de ces résultats que I’atome N interagit faiblement avec les
molécules d’eau puisque le premier pic se situe & un rayon de 4 A tandis que pour les atomes
d’oxygene libre, le pic étant mieux défini et plus proche, on peut supposer la formation d’une

premiére couche d’eau.
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Ces résultats sont cohérents avec ceux trouvés par Saiz et al. sur SDPC avec 16 molécules
d’eau pour la premiére couche d’hydratation du groupement choline et 6,2 molécules d’eau
pour le groupement phosphate [116] mais aussi avec les résultats de Belohorcova et al. sur

DMPC [212].
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Figure 111.23. Fonctions de distribution radiale correspondant aux molécules d’eau entourant
(A) I’azote, (B) le phosphate et (C) I’oxygéne des tétes polaires pour les systemes PC saumon,
POPC et PDPC a298K.

Signification de la monocouche d’eau

Du fait de la quasi-superposition des profils entre les systémes, aucune différence n’est
observée quant a la valeur du taux d’hydratation des tétes polaires. Ce résultat peut paraitre
surprenant puisque la modélisation mathématique des résultats expérimentaux (en utilisant la
méthode DVS) a démontré que la PC de saumon avait une monocouche d’eau plus importante
que la PC d’ceuf et la PC de soja (respectivement 3,09, 2,44 et 2,26 molécules d’eau par
lipide). Selon que I’on considere la premiére couche d’eau entourant I’atome d’azote, de

phosphore ou d’oxygene, on obtient des valeurs de monocouche différant quelque peu de

170



CHAPITRE III : Résultats et discussion

celles obtenues par DVS. Ainsi, on peut se demander quelle est la signification physique des
valeurs de monocouche d’eau déterminées expérimentalement et par simulation ?

Une autre approche expérimentale pour I’évaluation de la monocouche d’eau a été réalisée par
Hristova et al. [213]. Ils ont mené une étude sur des bicouches de DOPC a différents taux
d’hydratation par diffraction des rayons X et ont trouvé une « cassure » dans I’évolution de la
distance de Bragg en fonction de I’hydratation. Ils ont suggéré que cette cassure, apparaissant
a 12 molécules d’eau par lipide, représentait la couche d’hydratation du DOPC. Cette valeur
se rapproche donc plus des valeurs pour la premiere couche d’hydratation entourant le
groupement choline trouvees en simulation pour les trois systémes.

Une autre étude en DM de Murzyn et al. sur I’hydratation de POPC a montré qu’il existe
différentes couches d’eau entourant les tétes polaires [214]. Cette étude révele que le nombre
moyen de molécules d’eau constituant la premiére couche autour des atomes d’oxygene de la
téte polaire était d’environ 5, ces molécules étant liées avec les atomes d’oxygene par des
liaisons hydrogéne. On peut donc supposer que la monocouche d’eau déterminée
experimentalement se rapproche plus de cette signification. Par ailleurs, le nombre moyen de
molécules d’eau entourant le groupement choline est de 12, ces molécules formant cette fois

ci une structure de type clathrate autours du groupement choline.

Enfin, il a clairement été montré dans les résultats expérimentaux que la présence des
nombreuses insaturations dans la PC de saumon induisait une plus forte capacité
d’hydratation pour cette derniére ce qui laisse a supposer que I’effet des doubles liaisons sur
I’hydratation ne se ressent pas au niveau de la région interfaciale mais plus dans le film d’eau

au niveau des couches les plus externes.

I1l. Influence de I’hydratation sur les propriétés structurales des multicouches

de phosphatidylcholine de saumon

1. Objectifs de I’étude

La plupart des études sur les simulations en DM de bicouches lipidiques sont realisées pour
des systemes dont le taux d’hydratation est compris entre 20 et 30 molécules d’eau, ce qui
correspond a un état d’hydratation compléte ou « full hydration ». Cependant, certaines

propriétés membranaires telles que les propriétés structurales, dynamiques et
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thermodynamiques [121], [208] sont dépendantes du taux d’hydratation, c’est ce qu’on
appelle la méthode du stress osmotique. Un changement dans le taux d’hydratation influence
également les propriétés mécaniques des membranes ainsi que leur comportement de phase.
[191].

Les résultats expérimentaux de cette étude ont montré une propriété particuliere de la part de
la PC de saumon. En effet, il semble que pour ce systeme, une élévation du taux d’hydratation
n’entraine pas de changement dans I’aire par lipide alors que d’autres études sur des PC ont
montré qu’une augmentation de la teneur en eau résultait en une augmentation de la surface
moléculaire. Dans le cas de la PC de saumon, il semble que I’addition des molécules d’eau
dans le systeme se ressente essentiellement dans I’augmentation de I’épaisseur du film d’eau
aux dépens d’un gonflement des lipides ce qui se traduit par une surface relativement
constante. Ne pouvant expliquer ce phénomene en se basant uniquement sur les résultats
expérimentaux, il a été décidé de simuler le systtme PC saumon a différents taux
d’hydratation et d’examiner les mémes propriétés que lorsqu’il est a I’état saturé en eau afin

de comprendre les mécanismes d’influence de I’hydratation sur ce systeme.

2. Modification de I’aire par lipide

Les configurations initiales des systemes a taux d’hydratation réduits ont été élaborées a partir
du systeme a 37 molécules d’eau par lipide dont on a supprimé des molécules d’eau afin
d’obtenir les taux désirés. Chaque systéme a ensuite nécessité une période d’équilibration ou
la distance de répétition finit par se stabiliser (Fig. 111.24). Les résultats des distances de
répétition et aire par lipide en fonction de I’hydratation sont présentés en Figure 111.17 et
Figure 111.18, et comparés aux résultats expérimentaux. Les valeurs exactes sont reprises dans
le Tableau I11.14. Comme il I’a été mentionneé précédemment, on remarque que l’aire par
lipide reste plus ou moins constante autours de 60 A2/lipide pour les systémes hydratés entre
10 et 37 molécules d’eau par lipide. En revanche, le systéeme le moins hydraté a 6 molécules
d’eau par lipide présente une diminution significative de sa surface moléculaire moyenne a
56,6 + 0,4 A?/lipide. D’autres études en DM ont montré une diminution progressive de I’aire
par lipide avec une diminution de I’hydratation notamment pour DMPC qui passe de 65,4 A2
a 60,7 A2 pour une hydratation de 29 et 5 molécules d’eau par lipide respectivement [208].
Pour DOPC, la diminution de la surface est également progressive et va de 67,6 A2 4 56,9 A2
pour des hydratations de 30 a 5 molécules d’eau par lipide respectivement [215].

172



CHAPITRE III : Résultats et discussion

25

X
Y
Z
70 Allip _|
oz L i
%)
S
% 60 — M"'e ‘um —]
=
()] - stabilisation 1
50+ —
1 I 1 I 1 1
0 5 15 20
Temps[ns]

Figure 111.24. Evolution des dimensions d’une cellule de simulation du systéme PC saumon
hydraté a 10 molécules d’eau par lipide. La fleche correspond au temps de simulation a partir
duquel on considére que le systeme est stable au niveau de I’évolution de la distance de

répétition.

Tableau I11.14. Récapitulatif des différents résultats de simulation pour le systeme PC saumon

a différents taux d’hydratation et a 298K.

a (H,O/lip) 10 18 28 37
d(A) 546+03 62604 71,2+0,5 81,2+0,6
Aire par lipide, A (A2 55,3+0,3 55,8+0,3 56,9+04 56,004
Epaisseur bicouche, 419 41,2 41,1 411
drm (A)

Epaisoseur hydrophobe, 27.4 27.1 26,1 26
dic (A)

On-ow (1) (molécules

d’eau/téte polaire) 15.1 15,9 16 16
gp-ow (1) (Molécules

d’eaul/téte polaire) 57 5.8 5.8 5.8
Jo-ow () (molécules 20 23 23 23

d’eau/téte polaire)
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3. Modification de la structure des bicouches

La Figure 111.25 présente les différents profils de densité pour les différents composées des
bicouches des systemes PC saumon a 6, 10 et 28 molécules d’eau par lipide et a 298K. La
déshydratation de 28 a 10 molécules d’eau entraine principalement I’élimination des
molécules d’eau provenant du film aqueux entre les bicouches. Au plus faible taux
d’hydratation, il ny a plus assez de molécules d’eau pour hydrater les tétes polaires. Pour les
systemes a 6 et 10 molécules d’eau, les profils des groupements de la téte polaire et de I’eau
ont également été présentés pour les bicouches images obtenues grdce aux conditions
périodiques aux limites. Ceci pour observer que déshydratation poussée entraine un
chevauchement des tétes polaires au niveau des groupements choline notamment puisque les
molécules d’eau ne peuvent plus séparer les bicouches adjacentes.

De plus, pour les systemes a 6 et 10, les molécules d’eau présentent une densité maximale
plus faible que pour I’eau dite libre qui affiche une densité de 0,033 molécules d’eau/A3. 11
semble que la déshydratation affecte principalement I’organisation des tétes polaires
puisqu’une augmentation de dyyy est observée (de ~ 40,8 A & 42,6 A) alors que la distance
hydrophobe dyc reste inchangée (autours de 26,9 A). Tout comme pour I’aire par lipide, dyc
demeure constante malgré I’augmentation de la teneur en eau, comme observé avec les
résultats expérimentaux.

A la lumiére de ces résultats, on peut penser que lorsque le systeme PC saumon est fortement
déshydraté (jusqu’a 6 molécules d’eau par lipide), il se produit un changement d’état de la
phase L, a la phase gel L. En effet, la diminution brusque de I’aire par lipide ainsi que
I’augmentation de la longueur des bicouches (Tableau 111.16) sont caractéristiques d’une
évolution du systéeme en phase gel. De plus, il a déja été montré qu’une telle transition de
phase est possible, on parle alors de transition de phase lyotropique. Ce phénomene a été
observé expérimentalement avec des membranes PC contenant des insaturations en sn-2 par la
méthode de stress osmotique. C’est le cas de Binder et al. qui ont montré une diminution de
I’aire par lipide pour des bicouches SDPC de 62 A2 a 49 A2 lorsque o. décroit respectivement
de 12 a 3 molécules d’eau par lipide [121]. Pour le systtme DMPC, la déshydratation des
bicouches a causé une diminution de I’aire par lipide de 63,1 A2 a4 57,9 A2 pour des teneurs en
eau allant respectivement de I’état saturé a 5 molécules d’eau par lipide [208]. Or, les résultats

expérimentaux pour DMPC de surfaces moléculaires en phase L, et Lg sont respectivement de
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62,6 A2 [153] et 47 A [216]. Dans ce cas, on peut supposer que les bicouches de DMPC & 5
molécules d’eau par lipide ne sont pas encore a I’état de gel puisque I’aire par lipide retrouvee
est nettement supérieure a I’aire par lipide en phase Lg expérimentale. La diminution de la
surface moléculaire sous I’influence de la déshydratation est nettement plus prononcée pour
SDPC que pour DMPC, probablement a cause de la présence des chaines insaturées qui, en
état fluide, se développent plus et occupent un espace plus important. C’est pourquoi on peut
penser que les bicouches de PC saumon, composées de chaines mixtes saturées/mono- ou
polyinsaturées, devraient aborder un comportement similaire et donc une diminution de I’aire

par lipide plus prononcée en phase gel.
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Figure 111.25. Profil de densité du systeme PC saumon hydraté a 6, 10 et 28 molécules d’eau
par lipides a 298K. Voir légende de la Fig. 111.19 pour le détail des groupements présentés.
Par souci de clarté, les profils du groupement choline ont été multipliés par 2. Les profils
représentés en brun a 6 et 10 molécules d’eau par lipide correspondent aux images des
bicouches obtenues grace aux conditions périodiques aux limites pour les groupements
choline et phosphate.
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4. Effet sur I’organisation des chaines carbonées

Parametres d’ordre

La Figure 111.26 présente I’influence du taux d’hydratation sur la structure des chaines
carbonees pour le systtme PC saumon. Seuls les résultats pour les chaines les plus
représentatives sont reportés, c’est-a-dire pour I’acide palmitique, I’acide oléique, I’EPA et le
DHA. Il semble d’aprés les résultats que la déshydratation des bicouches n’ait pas d’effet sur
I’ordre moyen des chaines puisque si I’on prend en compte la variabilité des résultats (ces
derniers sont moyennés sur une periode de 3 ns et la fréquence d’analyse est de 20 ps), on
peut considérer que les profils sont superposables. Or, dans son étude sur DMPC, Hogberg et
al. ont observé un effet significatif de la déshydratation sur I’ordre des chaines saturées
caractérisé par une augmentation des valeurs, ce qui traduit une augmentation dans I’ordre
global [208]. Les chaines insaturées en sn-2 n’apparaissent pas étre affectées non plus par le
taux d’hydratation des systemes. En effet, les profils ne sont pas superposables pour la chaine
EPA mais aucune tendance particuliere semble se dégager des différents profils tandis que
pour les chaines DHA et oléique, les profils sont quasi superposables entre les différents taux
d’hydratation.

Si I’on maintient I’hypothése d’un début de transition lyotropique pour le systeme a 6
molécules d’eau par lipide, on devrait observer une différence dans les paramétres d’ordre
avec une augmentation des valeurs, au moins pour les chaines saturées. Ceci suggere
I’hypothese d’une forte relation existant entre la présence des AGPI-LC dans le systeme PC
saumon et I’influence sur I’ordre global des chaines et que, méme lorsque I’aire par lipide

moyenne diminue, le désordre dans les chaines reste inchange.
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Figure 111.26. Parametres d’ordre pour les systemes PC saumon a 298K et a différentes
teneurs en eau : 6 (noir), 10 (rouge), 18 (vert), 28 (bleu) et 37 (cyan) molécules d’eau par
lipide. Les niveaux supérieurs correspondent aux chaines palmitiques (PALM) en sn-1 et les
graphes du dessous aux chaines oléiques (OLEI), DHA et EPA en sn-2.

Angles de torsion

Tout comme pour le degré d’ordre des chaines, la déshydratation ne semble pas affecter la
conformation des chaines puisque les proportions entre les différentes conformations restent
du méme ordre et ce, quel que soit le taux d’hydratation. En effet, dans cette analyse, I’état de
gélification observé devrait se caractériser par une augmentation de la conformation trans

dans les angles diedres mais ce n’est pas le cas ici.
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Au final, on peut se demander quelle est la nature de la phase obtenue aprés la transition de
phase lyotropique. Car les lipides n’adoptent clairement pas une conformation gel Lg mais
plus une phase similaire a la phase cristal Lc. Or, la distinction majeure entre une phase gel Lg
et une phase cristal L. réside principalement dans la dynamique des lipides. Alors que les
lipides sont essentiellement gelés en phase L., la phase Lgest caractérisee par des taux rapides
de diffusion latérale, qui sont seulement d’ordre 1 voire 2 fois inférieurs a ceux de la phase
cristal liquide [217]. Dans notre étude, la dynamique des lipides n’a pas été étudiée, que ce
soit expérimentalement ou par simulation ce qui fait qu’on ne peut qu’émettre I’hypothese
d’une transition a faible taux d’hydratation.

Tableau 111.15. Pourcentage moyen de conformations gauche®, skew®, trans, skew’, gauche
dans les chaines palmitique, oléique et DHA des systéemes PC saumon a 6, 10, 28 et 37
molécules d’eau par lipide et 298K.

o (H,O/lipide)

Chaine Conformation

6 10 28 37
PALM gauche” 9,7 10 10,2 10,3
trans 76,5 75,7 75,4 75,2
gauche 10 10,4 10,6 10,6
DHA gauche” 12,8 13 13 12,9
skew” 30,1 29,8 28,8 29
trans 16,4 16,3 16,2 16,3
skew 29,1 29,2 30,3 30,2

gauche 13,1 13,2 13,1 13
OLEI gauche” 12,5 12,7 12,5 11,9
skew" 7,6 7,6 17,7 7,3
trans 54,2 54,1 54,5 54,3

skew 7,2 7,3 7,1 7,5
gauche 11,8 11,7 11,6 12,4

5. Hydratation des tétes polaires

La Figure 111.27 présente I’influence du taux d’hydratation des membranes de PC saumon sur
I’hydratation des tétes polaires. Le degré d’hydratation moyen de la bicouche n’influence pas
I’organisation des molécules d’eau a I’interface puisqu’aucun décalage dans les pics n’est a
observer malgré la déshydratation. A partir de 10 molécules d’eau par lipide, une diminution

dans la hauteur des pics concernant les premiéres couches d’hydratation sont observées, que

178



CHAPITRE III : Résultats et discussion

ce soit pour la choline et pour le groupement phosphate. Il en ressort une légére diminution du
nombre moyen de molécules d’eau entourant ces différents groupements qui est de 15,2
molécules d’eau a 14,7 puis 11,9 molécules d’eau autours de chaque choline pour des
systemes hydratés respectivement a 28, 10 et 6 molécules d’eau par lipide. Pour la premiére
couche de solvatation du phosphate, la déshydratation se ressent principalement pour le plus
faible taux d’hydratation ou le nombre de molécules d’eau par phosphate décroit de 5,7 pour
les systemes saturés en eau a 4,9 molécules d’eau pour le systeme a 6 molécules d’eau par
lipide. Ce dernier a donc la majorité des molécules d’eau disponible pour chaque lipide qui
sont présentes autours du phosphate laissant I’extrémité choline non hydratée ou hydratée via
les molécules d’eau des membranes adjacentes. Ce phénomeéne implique que pour le systeme
dont le taux d’hydratation est tres faible, les distances de répétitions sont fortement réduites et
il existe une corrélation trés forte entre les tétes polaires des bicouches voisines.
Physiquement, ces corrélations sont causées par des interactions électrostatiques fortes dues a
des plus faibles séparations entre les bicouches. Cette théorie a également été proposée dans
I’étude de la distribution spatiale de bicouches DMPC hydratées a 5 molécules d’eau par

lipide [208].
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Figure 111.27. Fonctions de distribution radiale correspondant aux molécules d’eau entourant
(A) I'azote, (B) le phosphate et (C) I’oxygene des tétes polaires pour les systemes PC saumon
hydratés a 6, 10, 18, 28 et 37 molécules d’eau par lipide.
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IV. Etude de la phosphatidylcholine de saumon a 263K, vers un état de gel ?

Dans les résultats expérimentaux, il a été montré que la température de transition de phase Tn,
était dépendante du taux d’hydratation et que, dans le cas de la PC de saumon, T, augmentait
avec le taux d’hydratation. Pour les simulations réalisees a 263K, en se référant aux résultats
du Tableau I11.8, seuls les systémes ayant un taux d’hydratation supérieur a 20 molécules
d’eau par lipide se trouvent en théorie a I’état de gel. Les autres devraient toujours étre en
phase liquide cristal.

Or, les quatre systemes de PC saumon simulés a 263K présentent une aire par lipide tres
similaire & celle obtenue par déshydratation poussée. En effet, on passe de 55,3 + 0,3 A2 a 10
molécules d’eau par lipide & 56,0 + 0,3 A2 & 37 molécules d’eau par lipide (Tableau I11.16).
La méme caractéristique d’une surface moléculaire constante malgré la variation du taux
d‘hydratation est obtenue a 263K ce qui indique que ce phénomene s’applique a la fois en
phase gel et phase liquide cristal. Cependant, il semble que le degré d’hydratation des
bicouches influe sur I’épaisseur hydrophobe ou la diminution de o entraine une augmentation
de I’épaisseur. De plus, la distance de répétition des bicouches est également légérement
supérieure a celle obtenue a 298K ce qui peut laisser penser que les quatre systemes ont
débuté une réorganisation a I’intérieur des bicouches similaire a une transition vers la phase
Lg.

Afin de vérifier si la transition est effective, il est nécessaire de s’intéresser a I’organisation
des chaines carbonées. Pour cela, les paramétres d’ordre ainsi que la détermination des angles
diédres ont également été effectués pour les systemes de PC saumon a 10, 18, 28 et 37
molécules d’eau par lipide a 263K. Le systéme a 6 molécules d’eau par lipide présentant déja
une réorganisation a 298K due a la déshydratation poussée, il n’a pas été simulé et analysé a
263K.

La Figure 111.28 présente les résultats des différents parameétres d’ordre des chaines
palmitique, oléique, EPA et DHA a 263K et pour différents taux d’hydratation. La méme
observation qu’a 298K peut étre faite ici a savoir que pour les chaines palmitique et oléique,
ni la diminution de température, ni le taux d’hydratation ne semblent affecter les parametres

d’ordre. Pour des PC contenant des chaines saturées cependant, il apparait qu’une baisse de
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température provoque une augmentation du paramétre d’ordre liée a une baisse de la mobilité
des chaines dd a la transition en phase gel [208]. En revanche, les chaines insaturées
présentent un désordre plus faible avec la baisse de température, notamment pour la chaine de
DHA puisque les variations de Scp pour les premiers carbones sont plus importantes qu’a
298K et s’éloignent ainsi de 0. Ce phénomeéne concerne les carbones impliqués dans une
double liaison et peut donc étre le résultat d’une différence d’orientation des atomes
d’hydrogéne des deux cotés d’un segment méthylene. Pour la chaine EPA, les résultats
different considérablement suivant le degré d’hydratation des systémes principalement pour

les carbones situés en milieu de chaine. Cependant, il semble qu’aucune tendance générale ne

se dégage.
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Figure 111.28. Parametres d’ordre pour les systemes PC saumon a 263K et a différentes

teneurs en eau : 10 (rouge), 18 (vert), 28 (bleu) et 37 (cyan) molécules d’eau par lipide. Les

niveaux supérieurs correspondent aux chaines palmitiques (PALM) en sn-1 et les graphes du
dessous aux chaines oléiques (OLEI), DHA et EPA en sn-2.
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Dans une éetude expérimentale de bicouches contenant du DHA en sn-2 et un acide gras saturé
en sn-1 de longueur variable, Petrache et al. ont démontré I’influence de la température sur
I’organisation des chaines ou une diminution de la température entraine une augmentation de
Sco pour la chaine saturée et ce, quelle que soit la longueur de la chaine en sn-1 [111]. Une
étude systématique de la baisse de température sur le systeme PC saumon permettrait de

vérifier si ce phénomene s’applique également pour ce systeme.

L’influence principale de la baisse de température sur I’hydratation des tétes polaires réside en
une légere augmentation de la solvatation au niveau du groupement choline (Tableau 111.17).
Le premier et le second pic du grow® ont des hauteurs similaires qu’a 298K et aucun
changement n’est a observer pour I’hydratation du groupement phosphate. Sum et al. ont
trouvé des caracteéristiques similaires sur des systemes DPPC a différentes températures et ont
suggéré que ces résultats étaient le témoin d’une transition de phase naissante [218]. Malgré la
diminution marquée de la surface moléculaire des différents systemes a 263K, I’hydratation
des tétes polaires est légérement accrue ce qui peut étre le résultat d’une réorganisation des
molécules d’eau autours des tétes polaires qui adoptent une structure de type cristal dont la

conformation nécessite moins d’espace.

Tableau 111.16. Récapitulatif des différents résultats de simulation pour le systeme PC saumon
a différents taux d’hydratation et a 263K.

o (H,O/lipide) 10 18 28 37

Gy e cerePon 56203 626404 712205 812:06

Aire par lipide, A (A?) 55,3+0,3 55,8 +0,3 56,9+04 56,0+04
I(f&p)aisseur bicouche, dyn 41.9 41,2 41.1 41.1
Epaisoseur hydrophobe, 27.4 27,1 26,1 26
drc (A)

Onow® (molécules

d’eau/téte polaire) 15,1 15,9 16 16
Jrow® (Molécules 57 58 58 58

d’eau/téte polaire)

En conclusion, de maniére générale la phase gel Ly differe de la phase liquide cristal L, par
plusieurs points clé [103], [81] : (1) I’aire par lipide diminue, (2) les chaines d’acides gras

sont complétement étendues avec seulement quelques conformations gauche restantes, (3) les
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lipides sont ordonnés de fagcon hexagonal et (4) la mobilité latérale des lipides est fortement
réduite. Dans cette étude, seuls les deux premiers points ont été étudiés pour les systemes PC
saumon a différents taux d’hydratation et a 263K. Il semble que malgré une diminution
marquée de I’aire par lipide et ce, quelle que soit I’hydratation des systémes, les bicouches
soient toujours en phase L, comme I’indique les résultats sur I’étude de I’organisation des
chaines acyles puisque I’ordre global des chaines n’a pas varié et que les proportions de
conformation trans n’ont que légérement augmenté par rapport aux résultats obtenus a 298K,
avec +5% de conformations trans observés pour les systemes a 263K (Tableau 111.17). On ne
peut donc pas conclure que les bicouches de PC saumon étudiés a 263K pendant ce laps de
temps sont en état de gel mais plutdt en phase L, tres refroidie. De plus, on ne dispose pas de
résultats expérimentaux sur la structure de la phase gel de la PC de saumon c’est pourquoi
d’un point de vue simulation, on ne sait pas comment agencer les lipides de taille différente
(lorsqu’ils sont en configuration all-trans) dans une méme bicouche. La dynamique
moléculaire n’est pas I’outil idéal pour déterminer la structure de phase gel lorsque celle-ci est
inconnue, en revanche, elle peut apporter des informations complémentaires sur les
mécanismes thermodynamiques impliqués dans la transition de phase.

Peu d’études en dynamique moléculaire (DM) sont a recenser sur la transition de phase cristal
liquide — gel. La phase gel a été étudiée pour quelques systemes en DM mais dans des
configurations de départ préétablies [219], [197]. En se basant sur des résultats précédents
d’étude de transition de phase obtenus en modéle gros grain (taille des systemes et temps de
simulations accrus par rapport a des études tout atome), on peut penser qu’il serait plus
efficace de diminuer encore la température de simulation (pour étre au minimum 15°C en
dessous de Tp,) et d’augmenter les temps de simulation, la formation des premiers domaines
en phase gel étant observés a partir de 60 ns [217]. L’évaluation de T, par simulation en DM
reste delicate en raison d’une faible cinétique associée a la transition de phase, notamment
pour des températures proches de Tp, ainsi qu’aux limites du champ de force capable de
reproduire la thermodynamique de processus de transition [220]. Or, les résultats a 298K pour
I’étude des parametres d’ordre des chaines ont montré une Iégere faiblesse du champ de force
pour reproduire les résultats expérimentaux. On peut penser que pour un systéeme composé de
plusieurs lipides différents ayant chacun des T, variable, la détermination de la température

exacte de transition de phase par DM peut s’avérer encore plus difficile.
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Tableau 111.17. Pourcentage moyen de conformations gauche®, skew®, trans, skew’, gauche’
dans les chaines palmitique, oléique et DHA des systemes PC saumon a 10, 28 et 37
molécules d’eau par lipide et 263K.

o (H,O/lipide)

Chaine Conformation

10 28 37

PALM gauche” 7.9 7,5 7.8
trans 81,6 81,8 80,9

gauche’ 8,1 8,3 8,8
DHA gauche” 11,5 13,5 11,5
skew” 28,1 31,2 26,7

trans 14,6 15,4 15
skew 32,2 28,8 33,6
gauche’ 15,2 12,5 14,9
OLEI gauche” 11,7 11,6
skew” 7.2 6,4
trans 57,7 57,1

skew’ 6,9 7,6
gauche’ 10 10,7

V. Etude de la phosphatidylcholine en monocouche

L’eétude de la PC de saumon en monocouche a été realisée par le biais de plusieurs
simulations du systeme PC saumon se différenciant par les configurations initiales qui
présentaient des surfaces moleculaires différentes. En effet, le but était de reproduire
I’isotherme de pression obtenu expérimentalement par compression d’un film
monomoléculaire de PC saumon. Pour ce faire, le systéeme initial de PC saumon a été soumis
a plusieurs tensions de surface (positives et négatives) afin d’augmenter ou de diminuer la
surface moléculaire moyenne.

La tension de surface a été déterminée par la relation suivante :

T=7vw—7Ym Equation 32

ou yw est la tension de surface a I’interface air/eau et vy, la tension de surface de la
monocouche (voir partie Méthodes).

Chague systeme a ensuite été simulé a température et volume constants de maniere a ne pas
faire varier I’aire par lipide mais adapter la pression du systéme. On estime qu’a la fin de

chaque trajectoire de 8 ns, la pression est stabilisée.
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1. Choix du modeéle de I’eau

La tension a I’interface air/eau y,, a été calculée a partir de la simulation d’une boite d’eau
composée de 826 molécules d’eau a 298K. Un premier essai a été réalisé avec le modéle TIP3
et la tension trouvée était de 54,8+8,1 mN/m, ce qui difféere de la valeur expérimentale a
méme température qui est de 72,0 mN/m. D’autres auteurs ont eu le méme probléme en
tentant de determiner une valeur de y, & partir d’une simulation de boite d’eau TIP3 et ont
décidé pour leur étude de prendre la valeur expérimentale pour ne pas sous-estimer les valeurs
de pression de surface [16],[221]. Cependant, un deuxieme essai avec le modéle SPCE a
donné une tension de surface de 65,0+10,3 mN/m. Cette valeur est toujours plus faible que la
valeur experimentale mais en meilleur accord avec cette derniére. Nous avons estimé qu’il
était plus raisonnable d’utiliser cette valeur plut6t que la valeur expérimentale puisqu’on peut
souligner un manque de pertinence a utiliser deux valeurs de tension obtenues dans des

conditions totalement différentes.

2. Comparaison des isothermes de compression

Une comparaison de la pression de surface en fonction de la surface moléculaire déterminée
expérimentalement et par simulation est présentée en Figure 111.29 pour la PC de saumon a
298K et, a titre comparatif, pour DPPC a 323K. Pour la PC de saumon, trois régions sont
observées. Pour des surfaces moléculaires comprises entre 120 et 70 A2, les monocouches
sont a I’état expansé et donnent lieu a des pressions négatives puisque les tensions de surface
des monocouches sont plus grandes que y.. Pour les surfaces comprises entre 60 et 53 A2, les
pressions de surface obtenues par simulation sont en accord avec les données expérimentales,
celles-ci étant Iégerement supérieures puisque vy, expérimental étant également Iégerement
supérieur y,, obtenue avec le modeéle SPCE. Pour les simulations aux surfaces les plus faibles
(40 et 45 A?), les monocouches sont & I’état condensé ol on peut observer un chevauchement
partiel des lipides (Figure 111.29).
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Figure 111.29. Photo instantanée d’une monocouche de PC saumon simulée a I’interface
air/eau et dont I’aire par lipide est de 45 A?/lipide.

Dans cette région, les tensions de surface des monocouches changent de signe et atteignent
des valeurs trées négatives ce qui conduit a des pressions de surface tres élevées. Les
monocouches avec des tensions de surface négative sont trés instables. Dans les simulations,
les monocouches sont piégées a I’interface dans une géométrie écrasée et ne peuvent pas
collapser puisque le volume de la boite de simulation reste constant. Cependant, la taille des
systéemes est trop petite pour donner lieu a des déplacements de lipides hors-du-plan
(recourbement de la monocouche) entrainant une instabilité du systeme.

La taille limitée des monocouches modélisées peut également étre la cause des valeurs
fortement positives et fortement négatives, se traduisant par une pente de courbe tres elevée
de part et d’autre de la zone 40-60 A2. En effet, il a été démontré que la pente de I’isotherme,
et donc la vitesse de changement de configuration sous I’effet d’une compression, était
proportionnelle au module de compressibilité de la monocouche [222]. Ce dernier est plus
important pour les petits systémes du fait des ondulations qui ne sont plus présentes et de

I’augmentation de la symétrie avec les conditions périodiques aux limites.
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Figure 111.30. Comparaison entre les isothermes de pression-surface moléculaire obtenus par
simulation (symboles remplis) et par mesures expérimentales (symboles vides) pour la PC de
saumon (cercles) et DPPC (carrés). Pour DPPC, les résultats en simulation ont été repris de
[16] et les résultats expérimentaux de [17]. La température des systemes est de 298K pour la
PC de saumon et 323K pour DPPC.

Il a été montré que les propriétés d’assemblage des lipides en bicouche L, peuvent étre
compareées a celles des monocouches lorsque ces derniéres atteignent une pression de surface
de 35 mN/m [205]. On retrouve cette spécificité dans le cas de la PC de saumon pour la
monocouche ol I’aire par lipide est de 57 A?lipide a = = 32,5 mN/m. Or, cette aire
correspond a celle occupée par un lipide dans la bicouche a 37 molécules d’eau par lipide

avec le modele d’eau SPCE.

D’un point de vue expérimental, I’isotherme de compression de la PC de saumon présente des
surfaces moléculaires plus élevées que pour DPPC. Contrairement aux résultats
expérimentaux obtenus dans cette étude avec la PC d’ceuf et la PC de soja, ici on retrouve les
caracteéristiques observée par Dumaual et al. [17] ou une augmentation de la teneur en SDPC
dans la composition molaire de membranes DPPC resulte en un élargissement du plateau
avant le collapse et un décalage vers des valeurs de surfaces moléculaires plus élevées pour

les membranes les plus riches en SDPC.

187



CHAPITRE III : Résultats et discussion

Il a été montré dans les résultats expérimentaux qu’il peut étre hasardeux de vouloir comparer
des isothermes de compression provenant de différentes études puisque les résultats sont
fortement dépendants des conditions expérimentales. Et les difficultés pour trouver dans la
littérature des isothermes obtenus dans des conditions similaires a déja été noté auparavant
[223]. 1l en va de méme en simulation ou les reésultats vont dépendre du champ de force
utilisé, de la valeur de vy, de la méthode de détermination de la pression de surface et du type
méme de simulation. Ici, I’isotherme de DPPC a été obtenu par simulation en gros grain avec
le champ de force GROMACS. La valeur de y,, utilisée est de 67,9 mN/m, valeur trouvée dans

le CRC Handbook of Chemistry and Physics pour la tension de surface air/eau a 323K.

VI. Discussion

Dans cette partie, le but était d’étudier a I’échelle moléculaire le comportement de la PC de
saumon. Plusieurs approches ont été envisagées : tout d’abord, en comparant ses propriétés
intrinséques a celle de systemes purs contenant en sn-2 soit une insaturation (POPC) ou un
acide gras polyinsaturé (PDPC). Dans un deuxieme temps, I’influence du taux d’hydratation
sur le systeme PC saumon a été étudiée afin de tenter de comprendre les mécanismes
d’hydratation menant a des propriétés spécifiques découvertes avec les résultats
expérimentaux (notamment la surface moléculaire constante malgré une augmentation de
I’hydratation). Enfin, les systemes PC saumon hydratés a différents taux ont été étudiés a

263K pour avoir une idée de la formation de la phase gel.

La premiére étape a consisté a vérifier les paramétres du champ de force et les conditions
initiales du systeme PC saumon en confrontant les résultats experimentaux obtenus avec la PC
de saumon et les mémes résultats obtenus en dynamique moléculaire. Les résultats ont montré
qu’il était possible de reproduire avec précision certaines propriétés des bicouches de la PC de
saumon, telles que I’évolution de la distance de répétition en fonction de I’hydratation des
systémes ainsi que I’évolution de I’aire par lipide. Bien que les valeurs de simulation soient
legérement supérieures aux valeurs expérimentales, on retrouve néanmoins la caractéristique
de la PC de saumon a savoir une aire par lipide constante malgré I’augmentation de
I’hydratation. Cependant, on dénote quelques faiblesses dans le champ de force notamment
avec les systemes purs ou I’aire par lipide des systemes POPC et PDPC est sous-estimée par

rapport aux résultats expérimentaux. De plus, concernant ces deux systemes, les résultats sur
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les parametres d’ordre pour les chaines saturées en sn-1 sont Ia surestimeés par rapport aux
valeurs expérimentales. Ce phénomene avait déja été mis en évidence par Feller sur une
simulation de DPPC ou il constata également que la fraction gauche dans les chaines

aliphatiques était sous-estimée par rapport aux résultats expérimentaux [118].

Du fait de la composition hétéroclite de la PC de saumon avec un mélange de chaines mono et
polyinsaturées, son comportement differe des systemes purs tels que POPC et PDPC.
Plusieurs propriétés ont été étudiées dans cette étude. De maniere générale, les
caractéristiques des chaines acyles peuvent étre catégorisées comme statiques ou dynamiques.
Les proprietés dynamiques incluent les vitesses de transition des diedres et les fonctions de
corrélation dans le temps de I’orientation des différentes liaisons. En principe, ces fonctions
de corrélation révélent une quantité d’informations sur les mouvements dans les lipides [161].
Les propriétés statiques obtenues a partir des simulations sont les profils de densité, la
conformation des chaines carbonées via la détermination des paramétres d’ordre et la
détermination des angles de torsion, et la capacité d’hydratation des tétes polaires. Dans notre
cas, seules les propriétés statiques des chaines ont été étudiées pour la PC de saumon et ces
derniéres ont été comparées a celles de POPC et PDPC.

La surface moléculaire de la PC de saumon se retrouve moyennée entre celle de POPC et
celle de PDPC. Comme le systeme PC saumon est composé a 50% de POPC, il n’est pas
surprenant de retrouver une valeur de I’aire par lipide moyenne. Les résultats des parametres
d’ordre montrent une augmentation du désordre observé dans les chaines sn-2 comparé au
systeme POPC méme si le comportement individuel de chaque chaine d’acide gras différe peu
de celui des systémes purs.

L’étude de I’influence du taux d’hydratation des membranes sur les propriétés structurales a
montré que, lorsqu’ils en sont affectés, les parameétres ne sont influencés par I’hydratation que
lorsque celui-ci est inférieur & 10 molécules d’eau par lipide. A 18 molécules d’eau par lipide,
les propriétés sont les mémes que lorsque le systéme est saturé en eau, c’est-a-dire a 37
molécules d’eau par lipide. Les résultats expérimentaux ont montré que pour la PC de
saumon, I’hydratation des tétes polaires était maximum autours de 10 molécules d’eau par
lipide et que ce résultat restait constant méme en augmentant le ratio eau/lipide. Cette
caractéristique est retrouvée ici avec la détermination de I’hydratation du groupement choline
qui reste constante a ~15 molécules d’eau par lipide.

La diminution du taux d’hydratation en dessous de 10 molécules d’eau par lipide laisse a

penser tout d’abord que le systeme PC saumon a entrepris une transition de phase lyotropique
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et se retrouve a I’état de gel, caractérise par une diminution de I’aire par lipide et une
augmentation de la distance hydrophobe (caractéristique d’une élongation des chaines).
Cependant, ces différents changements ne résultent pas d’un changement de conformation des
chaines acyles puisque la déshydratation n’affecte pas la répartition des angles diédres ou le
parametre d’ordre des chaines. On n’observe donc aucune transformation des chaines en
conformation trans, caractéristique de la phase gel. 1l semble au contraire que la phase cristal
de la PC de saumon obtenue par stress osmotique soit caractérisée par un certain désordre et
maintienne une fluidité dans les chaines acyles. Les effets de la déshydratation sont bien sQr
visibles au niveau de I’hydratation des tétes polaires et diminuent progressivement la teneur
en eau libre. Seules les molécules d’eau fortement associées a la téte polaire (celles liées par
liaison hydrogene aux atomes d’oxygéne libre) restent insensible a la déshydratation. Lorsque
le taux d’hydratation atteint 6 molécules d’eau par lipide, il n’y a plus de molécules d’eau non
associées séparant les tétes polaires des bicouches opposées ce qui conduit a une
interdigitation entre les tétes polaires des bicouches voisines.

L’étude de la PC de saumon a 263K donne des résultats similaires aux systemes faiblement
hydratés a 298K. En effet, les principaux effets observés lors de la diminution de température
sont une réduction de la surface moléculaire et une augmentation de la distance de répétition
due a une élongation de I’épaisseur des bicouches. Cependant, on observe également une
legére augmentation dans I’ordre des chaines caractérisé par une augmentation de la
proportion de conformation trans pour les angles diédres, que ce soit pour la chaine saturée en
sn-1 ou les chaines insaturées en sn-2. Ces effets s’observent quel que soit le taux
d’hydratation des systemes. En tenant compte des résultats expérimentaux, seuls les systemes
les moins hydratés (o < 28 molécules par lipide) devraient étre en phase gel tandis que les
plus hydratés se présenteraient en phase fluide. Or, les résultats de simulation ne permettent
pas de conclure sur un effet de la déshydratation a cette température.

Il semble que malgré les quelques transformations structurales observées a 263K, les systémes
soient encore en phase fluide L, de type trés ordonné. La transition de phase liquide cristal-
gel en simulation est difficile a déterminer par simulation car la cinétique des processus de
transformation est faible. Ainsi, il serait bon de poursuivre I’étude en prolongeant les temps
de simulation, d’augmenter la taille des systemes pour voir I’influence du taux d’hydratation
sur la transition mais également I’influence de la composition mixte du systeme (et
notamment la proximité des chaines saturées et insaturées) sur la formation des noyaux gel et
leur propagation dans la bicouche.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les objectifs de cette thése étaient de définir les caractéristiques physico-chimiques d’une
phosphatidylcholine (PC) d’origine naturelle enrichie en acides gras polyinsaturés a longue
chaine (AGPI-LC) et de définir ses propriétés d’auto-assemblage en milieux aqueux. Notre
choix de matériau de départ s’est porté sur les tétes de saumon puisque ce dernier fait partie
de la classe des poissons dits gras et qu’il est une source réputée AGPI-LC tels que I’EPA et
le DHA notamment dans les membranes cellulaires des cerveaux et des yeux. Parmi les
différents phospholipides présents, la stratégie a été de ne retenir que la PC pour ne pas avoir
un mélange trop héterogéne et parce qu’il existe une littérature abondante sur ce composé ce

qui permet de faciliter la comparaison et I’explication de nos résultats.

La méthode d’extraction de I’huile des tétes de saumon qui a été élaborée dans des études
précedentes au sein du laboratoire a permis de concentrer la fraction obtenue en lipides
polaires. Dans ce travail, nous avons utilisé des outils adéquats et complémentaires pour la
caractérisation du composé étudié. Ainsi, I’utilisation de méthodes chromatographiques a
permis d’aboutir & la purification de la fraction PC a 85%, les 15% restants étant composes
d’un mélange de phospholipides, et a I’obtention d’un profil détailleé de la composition en
acide gras de cette fraction. Il apparait que la fraction PC est composée de presque de moitié
d’AGPI-LC, dans lesquels on retrouve 45% d’oméga 3 (30% de DHA et 11% d’EPA). La
fraction PC est largement enrichie en EPA et DHA par rapport au mélange de lipides totaux
obtenus directement apres I’extraction de I’huile mais également par rapport a la fraction des
lipides neutres. L’extraction et la purification de PC a partir d’huile de tétes de saumon
semble donc constituer une source précieuse d’AGPI-LC en particulier en DHA. Ces
phospholipides peuvent étre considérés comme vecteurs potentiels d’AGPI-LC, sous forme de
liposomes, afin d’atteindre les cellules neuronales pour des applications de prévention et/ou
guérison de maladies neurodégénératives. Le but principal de cette étude était de déterminer

les caractéristiques d’un tel composé en phase lamellaire.

La connaissance des propriétés structurales permet d’approfondir la compréhension des
mécanismes d’interaction a I’échelle moléculaire existant a la fois entre les molécules
lipidiques elles-mémes mais également entre les lipides et les protéines, puisque ces

interactions sont le reflet de la maniere dont les lipides sont empaquetés au sein de la
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membrane cellulaire. Les propriétés structurales et dynamiques de la PC de saumon ont été
déterminées et comparées avec des bicouches d’autres PC d’origine naturelle mais
dépourvues d’AGPI-LC, telles que la PC d’ceuf et la PC de soja. Dans cette étude, nous nous
sommes focalisés sur le détail des propriétés structurales de la PC de saumon en phase cristal-
liquide (L.). Ces résultats représentent une expansion naturelle aux études de bicouches
composées de phospholipides a chaines mixtes (saturées — polyinsaturées), dans lesquels
I’influence des insaturations sur les propriétés a été explorée de fagcon systématique. Nous
avons notamment étudié I’influence de I’hydratation des bicouches sur les parametres
structuraux tels que la distance de répétition des bicouches hydratées, I’aire par lipide, la
distance hydrophobe et I’épaisseur de la membrane. Cependant, compte tenu des incertitudes
liées au champ de force malgré les corrections qui lui sont apportées continuellement, et les
restrictions découlant de I’échelle de temps (de I’ordre de la nanoseconde), il ne faut pas
attendre des simulations d’obtenir des résultats de valeurs précises sur des quantités d’intérét.

Au lieu de cela, les résultats viennent confirmer les tendances décelées expérimentalement.

En procédant ainsi, nous avons pu mettre en évidence quelques aspects intéressants.
L’evolution de lamellarité des bicouches en fonction de I’hydratation a notamment montré
une particularité de la PC de saumon : la distance de répétition augmente fortement lorsque
I’hydratation augmente laissant a penser que les molécules d’eau rajoutées viennent gonfler le
film d’eau séparant les bicouches et ne participent pas a I’accroissement de I’aire par lipide.
Les résultats expérimentaux obtenus par diffraction des rayons X sont confirmés par les
résultats de simulation en dynamique moléculaire ou, dans les deux cas, la surface
moléculaire des lipides reste constante malgré I’augmentation de I’hydratation. L’étude de
I’hydratation de la PC de saumon par méthode gravimétrique a montré I’influence des acides
gras polyinsaturés a longues chaines sur la capacité de la PC a adsorber des molécules d’eau
par rapport & la PC d’ceuf et la PC de soja. La modélisation des isothermes de sorption a
indiqué que cette capacité se manifestait a la fois au niveau de la monocouche d’eau entourant
les tétes polaires mais également au niveau de la quantité totale de molécules d’eau qui
peuvent étre adsorbées par phospholipide. Le mécanisme par lequel les acides gras
polyinsaturés influent sur cette adsorption n’est pas résolu. En combinant les résultats
gravimétriques avec ceux de simulation, on peut néanmoins proposer un modéle de
structuration des molécules d’eau autours d’un phospholipide. Ce qu’on appelle monocouche
d’eau serait représenté par les molecules fortement liées aux atomes d’oxygene du

groupement phosphate par des liaisons hydrogéne. Ces molécules d’eau seraient comprises
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entre 3 et 5 par lipide et formeraient une cage entourant la téte polaire. Les molécules d’eau
de la couche suivante ne sont plus fortement liées a la téte polaire, celles-ci seraient orientées
vers la surface de la bicouche. Les parameétres structuraux de la PC de saumon déterminés a
partir de la diffraction des rayons X en fonction du taux d’hydratation des bicouches indique
que la téte polaire devient saturée en eau a partir de 10 molécules par lipide. L’étude du
positionnement des molécules d’eau autour des tétes polaires déterminée par simulation
indique une monocouche de 15 molécules d’eau entourant chaque groupement choline et ce,
quel que soit également le taux d’hydratation. On en déduit que la deuxiéme couche d’eau se
compose de 10 a 15 molécules d’eau par lipide. Enfin la derniére couche d’eau est appelée
eau libre. Elle correspond au nombre de molécules d’eau capables d’étre associees a un
phospholipide en multicouches avant que le systeme ne subisse un déphasage. D’apres les
résultats gravimétriques et les distances de répétition des bicouches de PC de saumon
comparé aux bicouches de PC d’ceuf et de soja, c’est sur la premiére et derniére couche d’eau
que I’influence des acides gras polyinsaturés a longues chaines se ferait sentir. Or,
I’interaction des molécules d’eau avec les phospholipides constitue un intérét majeur puisque
de nombreux processus biologiques ont lieu au niveau de I’interface des cellules, que ce soit a
I’intérieur ou a I’extérieur. La dynamique moléculaire a montré que les bicouches de PC
saumon présentent une fluidité plus importante qu’une bicouche composée uniquement de
lipides monoinsaturées, caractérisée par un désordre des chaines latérales accru et par la

présence de nombreux « défauts » dans la conformation globale des chaines.

Par rapport a d’autres systemes de bicouches composées de lipides purs ou d’un mélange de
lipides qui présentent une augmentation de I’aire par lipide lorsque les conditions de
solvatation des bicouches augmentent, les résultats actuels n’ont pas permis d’expliquer
pourquoi les bicouches de la PC de saumon présentent une aire par lipide constante quel que
soit leur taux d’hydratation. Les bicouches présentent également une surface moléculaire plus
faible contrairement a ce qui pourrait étre attendu. Ces deux points n’ont pas trouvé de
réponse et nécessitent une investigation approfondie.

Dans la continuité de I’étude des propriétés fondamentales de la PC de saumon, il serait
intéressant d’étudier la dynamique des bicouches, a la fois par des mesures expérimentales
comme I’étude de la fusion de liposomes de PC de saumon puis la diffusion de ces liposomes
au sein de membranes biologiques par le biais de microscopie de fluorescence mais également

par les mesures des temps de corrélation, temps moyens correspondants aux différents
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mouvements des lipides. Ces temps peuvent étre déterminés par résonnance magnétique

nucléaire mais également par dynamique moléculaire.

Il a été montré que I’influence sur la santé des acides gras polyinsaturés pouvait résulter de
trois mecanismes d’action fondamentaux : la modification des propriétés biophysiques des
membranes, I’interaction spécifique entre les lipides insaturés et les protéines membranaires
et la synthése de molécules a partir des acides gras comme signaux de transduction. Dans
cette étude, nous nous sommes principalement intéressés au premier mécanisme en évaluant
certaines propriétés de multicouches enrichies en acides gras polyinsaturés a longues chaines.
Il serait intéressant d’étudier les deux autres points en utilisant la PC de saumon comme
modeéle de membrane insaturée. Du fait de la présence en grandes quantités des acides gras
polyinsaturés, la PC de saumon présente un risque important vis-a-vis de I’oxydation. C’est
un point qui n’a pas été abordé dans cette étude mais qui mérite une attention particuliere
notamment dans le but de garantir une stabilité maximale des liposomes s’ils doivent étre

utilisés a des fins thérapeutiques.

D’un point de vue application, il serait intéressant d’étudier les propriétés fonctionnelles des
différentes entités structurales formées, c’est-a-dire des liposomes de PC de saumon en vue de
leur utilisation dans différentes applications nutritionnelles. En effet, les oméga 3 ayant été
associés dans la prévention de nombreuses pathologies, la vectorisation de ces acides gras par
I’élaboration de vésicules reste un moyen tres efficace pour supplémenter I’apport actuel trop

faible dans notre alimentation.
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Propriétés d'auto-assemblage de phospholipides riches en acides gras
polyinsaturés : caractérisation physico-chimique et simulation de bicouches par

dynamique moléculaire

La littérature des derniéres décennies regorge de références concernant les bienfaits des acides
gras oméga 3, tels que I’EPA (C20:5 n-3) et le DHA (C22:6 n-3) qui jouent un rdle essentiel
dans la prévention de nombreuses pathologies comme les maladies neurodégénératives (type
Alzheimer). Les sources majeures d’EPA et DHA sont celles d’origine marine. C’est dans ce
contexte que cette étude a choisi de s’intéresser aux phospholipides provenant de tétes de
saumon. L’objectif était de les extraire, de purifier la phosphatidylcholine (PC) issue du
mélange de lipides et d’en déterminer ses propriétés d’auto-assemblage en bicouches. Une
approche expérimentale par la caractérisation physico-chimique de ce PC a été complétée par
une étude théorique du méme composé en utilisant les techniques de simulation par
dynamique moléculaire qui a permis une caractérisation a I’échelle moléculaire des bicouches
lipidiques. La caractérisation a permis d’aboutir au profil détaillé de la composition du
mélange PC saumon, d’élaborer le diagramme de phase PC —eau, de déterminer les propriétés
d’empaquetage d’hydratation de ce lipide. Les parametres choisis pour I’étude en dynamique
moléculaire ont permis de reproduire de maniere fidele les résultats expérimentaux, validant
ainsi le modéle et les conditions de simulations déterminés au préalable. La caractérisation
des propriétés structurales de la PC de saumon sous forme de multicouches a permis
d’approfondir la compréhension des mécanismes d’interactions a I’échelle moléculaire
existant entre les lipides insaturés eux-mémes.

Mots-clés : monocouche lipidique / AGPI longue chaine / structure membranaire / Transition
de phase / Phosphatidylcholine / Hydratation des phospholipides / Saumon



Properties of self-assembled phospholipids enriched in long chain
polyunsaturated fatty acids: physico-chemical characterization and simulation of

bilayers using molecular dynamics

The literature of recent decades is replete with references regarding the benefits of omega 3
fatty acids such as EPA (C20:5 n-3) and DHA (C22:6 n-3) which play an essential role in
preventing many diseases such as neurodegenerative diseases (Alzheimer's type). The major
sources of EPA and DHA are those of marine origin. It is within this context that this study
chose to deal with phospholipids from salmon heads. The objective was to extract, purify
phosphatidylcholine (PC) derived from the mixture of lipids and determine its properties of
self-assembly into bilayers. An experimental approach by the physicochemical
characterization of this PC was supplemented by a theoretical study of the same compound
using the techniques of molecular dynamics simulation that allowed a molecular-scale
characterization of lipid bilayers. The characterization resulted in detailed profile of the
mixture composition of salmon PC, to draw up the phase diagram of PC-water, to determine
the packing and hydration properties of this lipid. The parameters chosen for the study of
molecular dynamics have faithfully reproduced the experimental results, thus validating the
model and simulation conditions determined in advance. The characterization of structural
properties of the PC as a multilayer salmon has deepened the understanding of interaction
mechanisms at the molecular level between unsaturated lipids themselves.

Keywords: Lipid monolayer / Long-chain PUFA / Membrane structure / Phase transition /
Phosphatidylcholine / Phospholipids hydration / Salmon
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