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AVANT-PROPOS 

L'activité de recherche a été effectuée dans deux laboratoires nancéens, qui sont: 

-le Centre du Médicament (CNRS, Faculté de Phannacie de Nancy, Université 

de Nancy n dirigé par le Professeur Gérard SIEST, et, 

- le Groupe de Recherches et Applications en Photophysique et 

Photochimie (GRAPP-DCPR-CNRS, à l'Ecole Nationale Supérieure des Industries 

Chimiques de Nancy, INPL), dirigé par Jean-Claude ANDRE, DR CNRS. 

Au Centre du Médicament, de 1985 à 1986, j'ai étudié sous la direction de Jacques 

MAGDALOU et en collaboration avec le Professeur TRUCHOT, à Dijon, les interactions 

des hormones thyroïdiennes et analogues avec les membranes microsomales de rat. Pour 

cette étude, nous avons mis à profit, via la collaboration déjà très efficace entre le centre du 

médicament et le GRAPP, la potentialité des méthodologies photophysiques pour 

appréhender la fluidité membranaire dans des systèmes biologiques. 

Ensuite, au GRAPP, de 1986 à 1990, avec Marie-Laure VIRIOT et Francis BAROS, 

en utilisant les méthodes photophysiques et des systèmes modèles (liposomes, micelles) j'ai 

développé des études qui peuvent avoir de l'intérêt pour les biochimistes. Ces travaux 

concernent essentiellement les interactions entre diverses substances (protéines, 

drogues, ... ) et les lipides qui constituent pour une part importante les membranes 

biologiques. 
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C'est maintenant un lieu commun de signaler l'intérêt d'une connaissance fine du 

quatrième état de la matière, celui correspondant aux systèmes organisés. En effet, ces 

organisations supramoléculaires jouent un rôle essentiel dans les cellules vivantes 

(membranes biologiques), dans des systèmes modèles (vésicules, micelles), etc ... , utilisés 

soit pour la recherche fondamentale, soit pour des applications (peintures, comestiques, 

médicaments, ... ). 

C'est un domaine scientifique et applicatif très vaste qui implique une approche 

méthodologique à l'echelle moléculaire ou supramoléculaire. C'est ainsi, qu'existent 

différentes méthodes de mesure comme la RMN, la RPE, les spectroscopies d'émission 

moléculaire, etc .... 

A Nancy, j'ai par ma formation de biochimiste, pu démarrer un travail au Centre du 

Médicament en biologie. Profitant d'une nécessité de mesure photophysique, j'ai développé 

des activités interdisciplinaires au GRAPP en utilisant mon savoir faire initial pour 

développer des applications des spectroscopies de fluorescence à l'étude de systèmes 

organisés. 

En fait, à l'échelle moléculaire, les techniques photophysiques utilisables sont les 

suivantes: 

* réactions intermoléculaires d'inhibition de fluorescence, 

* réactions intramoléculaires de formation d'excimères, 

* polarisation de fluorescence. 

De même, les systèmes organisés sur lesquels on peut travailler peuvent avoir des 

organisations diverses : 

* les liquides, systèmes pratiquement homogènes, 

* les micelles, de faible organisation, 

* les vésicules ou liposomes, systèmes à bicouches, 

* les microsomes, membranes naturelles complexes. 

Comme le montre le tableau 1., j'ai été, durant ce travail, amené à consacrer une partie 

de mon temps à des études spectroscopiques sur différentes cibles organisées. Le but 

essentiel de mon étude ne doit toutefois pas être considéré comme un ensemble d'études 

réalisées au hasard (choix de la technique et du support), mais au contraire comme un 

faisceau d'actions permettant de montrer en partant du simple pour expliquer le plus 

compliqué, comment, par exemple, les protéines peuvent jouer un rôle sur le transport ou 

l'organisation lipidique. Dans cet esprit, j'ai plus précisément étudié l'influence de deux 

protéines, la (Na+,K+)-ATPase et la y-glutamyltransférase, sur le coefficient de diffusion 

du pyrène, sonde moléculaire émissive, dans des liposomes de 

dipalmitoylphosphatidylcholine. 
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Pour présenter l'ensemble de mes études, et pour respecter leur évolution temporelle, 

j'ai choisi de décrire mes travaux en considérant la rédaction (Partie 3. Résultats et 

Discussion) selon l'ordre décroissant de la complexité des systèmes utilisés (avec ou sans 

additif) et en développant pour chacun le (ou les types) de méthode(s) photophysique(s) 

utilisée(s). 

Cette présentation est faite selon l'ordre suivant: 

* interactions (in vivo) hormones thyroïdiennes et composés thyromimétiques 

apparentés/membranes microsomales de foie de rat, 

* interactions protéines/liposomes, 

* interactions cyc1osporine A/liposomes, 

* étude de solutions aqueuses de tensio-actifs non ioniques. 

Relativement aux additifs considérés, il est aussi possible de souligner un ordre 

croissant de leur complexité moléculaire: 

* les hormones thyroïdiennes, qui sont des analogues d'amino-acides, 

* la cyc1osporine A, qui consiste en l'enchaînement cyclique de onze amino-acides, 

* les protéines qui sont constituées d'un nombre élevé d'amino-acides. 

TI est certain, que cette thèse, qui repose sur une action interdisciplinaire, ne peut être 

présenté qu'après avoir rappelé quelques notions sur la membrane biologique, en 

considérant aussi bien ses propriétés structurelles que dynamiques (Partie 1.1.), et sur les 

spectroscopies d'émission moléculaires (Partie 1.2.). 

De plus, afin de pouvoir établir des comparaisons entre mes résultats et les 

observations précédemment décrites, j'ai fait, pour plusieurs domaines d'intérêt, l'analyse 

des données de la littérature en les regroupant sous forme synthétique dans des tableaux. 

Enfin, les matériels et méthodes utilisés durant ce travail sont décrits d'une part, dans 

la partie 2. et d'autre part, spécifiquement pour chaque type d'étude dans le paragraphe 

correspondant de la partie 3 .. 
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Additifs 

-

Hormones 
thyroïdiennes 

Cyclosporine A 

Protéines 

Tableau 1. 
Les systèmes étudiés avec ou sans additif 
et les méthodes photophysiques utilisées*. 

Microsomes Liposomes Micelles 
(non ioniques) 

- Pol. fluo. : - Pol. fluo. : 
Pol. fluo. : DPH DPH, TMA-DPH DPH, TMA-DPH 
(c+p) (c+p) (c+p) 

- Pyrène (c +p) - Pyrène (P) 
- P3P (c) - P3P (c) 

Pol. fluo. : DPH 
(c+p) 

- Pol. fluo. : 
DPH, TMA-DPH 
(c+p) 
- P3P (c) 

- Pyrène (c+p) 
- Pol. fluo. : 
DPH (c) 

solvants 

P3P (c) 

Pyrène (c) 

<:---------------------------------------------------------------------------------------------
ordre de complexité des systèmes étudiés 

'" Pol. fluo., polarisation de fluorescence; P3P, dipyrénylpropane; 

(c), excitation continue; (p), excitation pulsée. 
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1.1.1. STRUCTURE ET ORGANISATION 

Notre but n'est pas de faire une description détaillée des propriétés structurelles et 

dynamiques de la membrane biologique. En effet, en raison de la collaboration existant 

entre le Centre du Médicament et le GRAPP portant sur des études par des méthodes 

photophysiques du transport moléculaire dans des milieux organisés, les propriétés de la 

membrane biologique ont déjà été décrites [GARCIN, 1989; KAUFFMANN, 1985]. 

Nous n'en rappellerons que l'essentiel, en adoptant le plan suivant: 

- structure et organisation de la membrane biologique, 

- dynamique des constituants membranaires, 

- notion d'ordre moléculaire, de fluidité et de microviscosité membranaires, 

- interactions avec les phospholipides (autres lipides, protéines, drogues). 

1.1.1.1. LA MEMBRANE BIOLOGIQUE 

Les cellules, comme les organites qu'elles contiennent, sont limitées par une couche 

extrêmement mince, mais très stable, constituée de lipides, de protéines et de 

polysaccharides constituant la membrane biologique. Cette membrane fonctionne 

essentiellement comme une barrière sélectivement perméable délimitant des compartiments 

distincts dont elle empêche les contenus de se mélanger [FINEAN, 1981; 

SHECHTER, 1984 et références citées]. 

Les diverses fonctions des cellules sont en relation avec la structure et la composition 

de leur membrane. 

1.1.1.1.1. Composition chimique de la membrane biologique 

Les membranes biologiques sont des édifices composites, comprenant des lipides, qui 

forment la structure de base, des protéines et des glucides. 

a) Les lipides 

Les membranes contiennent principalement deux sortes de lipides : le cholestérol et 

des phospholipides. Nous décrirons plus en détail dans le § 1.1.1.2. le mode 

d'auto-assemblage des lipides et leur organisation en liposomes et dans le § 1.1.3.5.1. le 

rôle spécifique du cholestérol sur les propriétés de la membrane. 

Les phospholipides sont présents dans toutes les membranes. Ce sont des molécules 

amphiphiles, constituées d'un pôle hydrophobe comprenant deux chaînes d'acides gras, lié 

à un pôle hydrophile comprenant un groupement phosphate souvent chargé négativement 

(P04-). Cependant, les principaux phospholipides, la phosphatidylcholine, la 

phosphatidyléthanolamine, possèdent une charge positive compensatrice apportée par un 
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autre groupement chimique tel que, le groupement aminé (-NH3 +). L'ensemble de ces 

substances, ainsi que le cholestérol n'ont pas de charges nettes au pH physiologique. 

Par contre, 5 à 20 % des phospholipides, tels que le phosphatidylinositol, la 

phosphatidylsérine et le phosphatidylglycérol, portent une charge globale négative. Ces 

lipides sont principalement responsables d'interactions avec les protéines (cf. § 1.1.4.2. et 

§ 3.1.2.). 

Ainsi, la composition lipidique conditionne un certain nombre de paramètres 

physiques de la membrane: fluidité ou rigidité, charge électrique, potentiel membranaire, 

etc ... et surtout l'interaction appropriée avec les protéines. 

b) Les protéines 

Une protéine est un enchaînement d'acides aminés reliés entre eux par des liaisons 

peptidiques. 

Les chaînes ainsi formées se replient sur elles-mêmes de façon spécifique, déterminée 

par la séquence d'amino-acides, lesquels imposent aux protéines leurs structures 

tridimensionnelles. 

Ainsi, 40 à 60 % des protéines sont sous forme d'hélice n, alors que la structure ~ 

(chaînes parallèles) est plus rarement trouvée. Dans les deux cas, les structures sont 

stabilisées par des liaisons hydrogène entre les groupements (-NH-) et (-CO-). 

A côté du rôle important que jouent les protéines dans la structure des membranes, 

elles assurent des fonctions vitales très variées : perméabilité sélective, récepteurs 

moléculaires, catalyseurs enzymatiques, etc .... 

c) Les glucides 

Des sucres simples tels que le D-galactose, le D-mannose, le D-glucose, ou la 

N-acétylglucosamine s'enchaînent en une structure linéaire ou ramifiée que l'on appelle 

oligosaccharide. Cette structure peut être liée aux lipides ou aux protéines membranaires 

pour former des glycolipides ou des glycoprotéines, lesquels ne sont présents que sur la 

face externe des membranes. 

Ces complexes glycolipidiques et glycoprotéiques sont impliqués dans de nombreuses 

fonctions de reconnaissance, telles que la spécificité des groupes sanguins. 

1.1.1.1.2. Structure de la membrane biologique 

a) Historique 

La figure 1.1.1. montre l'évolution des modèles structuraux de la membrane proposés 

depuis le début du siècle [BROWN, 1968]. 
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Figure 1.1.1. 

Evolution des modèles structuraux de la membrane biologique. 

Le caractère lipophile de la membrane a été indiqué dès 1899 par OVERTON. 

En 1925, GORTER et GRENDEL furent les premiers à décrire la structure 

fondamentale de toutes les membranes, c'est-à-dire une double couche de molécules 

lipidiques, avant que DANIELLI et DAVSON aient proposé en 1935 l'existence d'une 

monocouche de protéines globulaires hydratées surmontant chaque monocouche lipidique. 

Ce modèle a été confirmé par les travaux de FERNANDEZ-MORAN et FENEAN, grâce à 

l'application de la microscopie électronique à l'étude des membranes, vers les années 1950. 
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En 1955, ROBERTSON a postulé l'hypothèse de "la membrane unitaire". Pour tenir 

compte de la perméabilité élevée de la membrane à l'eau et à certaines molécules hydrophiles 

de petite taille, il a suggéré que la couche protéique s'invagine et traverse la membrane, 

formant ainsi des pores hydrophiles. Le problème de la structure de la membrane biologique 

semblait alors comme définitivement résolu. 

Cependant, le développement des techniques biochimiques a montré que cette 

structure ne répondait plus aux données nouvelles, et c'est en 1972 que SINGER et 

NICHOLSON ont proposé "le modèle de membrane en mosaïque fluide". 

b) Structure en "mosafque fluide" 

A présent, il est admis que la membrane cellulaire est une structure bidimensionnelle 

fermée, d'une épaisseur de 60 à 150 A, constituée d'une matrice de phospholipides 

organisés en bicouche, perturbée par des protéines qui s'y enfoncent plus ou moins 

(cf. figure 1.1.2.). 

Figure 1.1.2. 

Structure en "mosaïque fluide" de la membrane biologique. 

Les protéines traversant la membrane de part et d'autre, appelées protéines intégrales 

ou intrinsèques établissent des interactions hydrophobes avec les parties apolaires des 

lipides. Alors que les protéines périphériques ou extrinsèques disposées de part et d'autre 

de la membrane établissent des interactions électrostatiques, soit avec les parties polaires des 

lipides, soit avec les parties polaires exposées des protéines intrinsèques. 
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A ce modèle membranaire est lié un concept important, celui de la fluidité (les 

notions de fluidité membranaire, de viscosité, de microviscosité, d'ordre moléculaire seront 

définies dans le § 1.1.3.). En effet, les différents constituants lipidiques et protéiques ne 

sont pas figés et les différentes interactions, lipide-lipide, lipide-protéine ou 

protéine-protéine ne correspondent pas à des liaisons covalentes. TI en résulte ainsi un 

mouvement continu et une diffusion des constituants membranaires dans le plan et à travers 

la membrane. 

c) Asymétrie membranaire 

L'une des caractéristiques essentielles de l'organisation moléculaire de la membrane 

biologique est son asymétrie. Ainsi, les faces interne et externe de la membrane ont des 

activités fonctionnelles différentes, cette asymétrie fonctionnelle reflète, en effet une 

asymétrie structurale [KREBS, 1982]. 

Les protéines membranaires possèdent une orientation déterminée, certaines 

n'apparaissent qu'à la surface interne, d'autres seulement sur la surface externe, d'autres 

encore traversent l'épaisseur de la membrane. Alors que l'asymétrie lipidique est plus 

partielle que totale (cf. figure 1.1.3.). 

TPL 
50 

externe 

25 Sph. PC PE PS 
CIl 
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"C 

'#.. 

25 

interne 

50 

Figure 1.1.3. 

Représentation schématique de la distribution des phospholipides dans la membrane 

d'érythrocyte humain [VERKLEU et al., 1973]. 

TPL : phospholipides totaux; Sph : sphingomyéline; PC : phosphatidylcholine; 

PE : phosphatidyléthanolamine; PS : phosphatidylsérine. 
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Le rôle fonctionnel de l'asymétrie lipidique n'est pas clairement établi. Cette dernière 

conduit à une asymétrie de charges des deux faces de la membrane: 

* elle pourrait servir de support à des activités protéiques, elles-mêmes distribuées de 

manière asymétrique dans la membrane ou, 

* elle pourrait conférer une fluidité différente aux deux monocouches de la membrane, 

et par là-même, contrôler différemment les activités enzymatiques localisées dans chacune 

des monocouches. 

Les glucides membranaires possèdent eux aussi une distribution asymétrique, 

puisqu'ils n'apparaissent que sur la face externe de la membrane. 

1.1.1.1.3. Fonction de la membrane biologique 

La fonction de barrière est dévolue aux lipides. En effet, la membrane fonctionne 

essentiellement comme une barrière sélectivement perméable. Elle compartimente d'une 

part, les organites cellulaires et isole le contenu cellulaire du milieu environnant d'autre part. 

La fonction d'échange est, quant à elle, assurée par les protéines membranaires. Les 

fonctions remplies par ces protéines sont en effet extrêmement variées: 

* la perméabilité des membranes est très sélective, en raison des protéines 

particulières qui forment des canaux ou des pompes qui font traverser la membrane à 

certains ions ou certaines molécules, même quand des gradients de concentrations tendraient 

à des échanges en sens contraire, 

* les réponses des cellules cibles à l'action des neurotransmetteurs, des hormones ou 

des antigènes étrangers dépendent des protéines membranaires qui agissent comme des 

récepteurs, 

* des protéines enzymatiques ou des antigènes sont ancrés dans la membrane pour y 

localiser certaines réactions. 

1.1.1.2. LES PHOSPHOLIPIDES COMME MODELE DE LA MEMBRANE 

BIOLOGIQUE 

L'étude des membranes biologiques par les techniques d'analyse physicochimique, 

telles que les méthodes spectroscopiques, s'avère difficile, sinon impossible car le nombre 

de variables à maîtriser est considérable. Ce qui compromet l'interprétation des résultats. 

Pour cette raison, des assemblages simples ont été réalisés pour aborder l'étude 

physicochirnique des membranes dans leur diversité. 

Nous traitons dans ce chapitre, essentiellement les liposomes. Par ailleurs, notons 

que nous avons utilisé des liposomes unilarnellaires au cours de notre étude. 
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1.1.1.2.1. Auto-assemblage des phospholipides 

En suspension dans l'eau, les phospholipides s'organisent spontanément, de façon à 

minimiser le contact entre les parties apolaires et le milieu aqueux. En effet, les chaînes 

aliphatiques peu polaires s'excluent de la phase aqueuse et s'auto-associent pour former un 

réseau de chaînes; à l'opposé les groupes polaires s'hydratent et restent en interaction 

favorable avec l'eau. L'auto-assemblage ne peut être produit que si la concentration en 

phospholipides est supérieure à une concentration de l'ordre de 10-10 M, appelée 

concentration micellaire critique (CMC). Le type d'agrégation résultant ne dépend pas 

uniquement de la structure chimique du lipide, mais aussi de paramètres physiques, tels que 

la charge de surface, la température, la pression et l'environnement ionique. Cependant, le 

rapport des surfaces des parties apolaires et polaires (a/p) des molécules considérées permet 

de faire des prédictions sur le type d'agrégation [BIBL, 1984] (cf. figure 1.1.4.). 
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Figure 1.1.4. 
Organisation des phospholipides dans l'eau [BillL, 1984]. 

L, bicouche lamellaire; V, vésicule; H, structure hexagonale; M, micelle; 

a, apolaire; p, polaire; a/p, rapport des surfaces des régions 

apolaires et polaires de la molécule. 

1.1.1.2.2. Description des liposomes 

On définit les liposomes comme des structures en bicouches lipidiques closes, 

sphériques dans lesquelles l'eau est intégrée [MACHY et LESERMAN, 1987] 

(cf. figure 1.1.5.). L'organisation en liposomes est favorisée quand le rapport a/p est 

voisin de 1 (cas des phosphatidylcholines ou lécithines). 
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Figure 1.1.5. 
Architecture moléculaire d'un liposome [BRETSCHER, 1985]. 

Les liposomes peuvent être de nature : 

* multilamellaire (ML V pour "multilamellar vesicles"). Ils sont caractérisés par la 

présence de plusieurs bicouches lipidiques concentriques, séparées les unes des autres par 

des couches aqueuses. Ils sont obtenus simplement par l'addition des phospholipides à 

l'eau. Leur diamètre varie de 400 à 3 500 nm suivant le nombre de lamelles. 

* unilamellaire de petite taille (SUV pour "small unilamellar vesicles"), contenant une 

seule bicouche lipidique dont le diamètre varie de 25 à 50 nm. Ils sont obtenus à partir des 

liposomes multilamellaires par divers traitements (ultra-sons, cholate, ... ). 

* unilamellaire de grande taille (LUV pour "large unilamellar vesicles"), contenant un 

seul compartiment aqueux de grande taille et de diamètre variant de 200 à 1 000 nm. Ils sont 

obtenus par diverses méthodes (méthodes à l'éther, à l'alcool, fusion, ... ). 

Pour l'obtention de chacun des types de liposomes, la température doit être supérieure 

à la température de transition des phospholipides. 

Les liposomes ont fait l'objet d'un très grand nombre d'études, car ils ont servi de 

modèle pour l'étude de la structure membranaire, de sa perméabilité, des interactions 

lipides-drogues (cf. § 1.1.4.3., § 3.1.1. et § 3.1.3.) et surtout des interactions 

lipides-protéines, puisqu'actuellement, on arrive à insérer des protéines dans la bicouche 

lipidique d'une façon contrôlée (cf. § 1.1.4.2. et § 3.1.2.). Enfin, les liposomes trouvent 

actuellement de nombreuses applications en servant de systèmes vecteurs de substances 

variées (médicaments, acides nucléiques, substances cosmétiques, ... ) vers les tissus 

[GABRIJELCIC et al., 1990; PUISIEUX, 1985; SHEW et DEAMER, 1985]. 
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1.1.1.2.3. Polymorphisme thermotropique des lipides 

D'une manière générale, les lipides subissent un changement d'état pour une 

température particulière, appelée température de transition (TM, pour "main transition"). 

Une phase "gel" se transforme à la température de transition en une nouvelle phase de type 

"cristal-liquide", cette transition correspond essentiellement à la fusion des chaînes 

aliphatiques des acides gras qui sont ordonnées en configuration totalement trans dans la 

phase gel (T < TM), et qui deviennent désordonnées, avec des conformations gauches dans 

la phase cristal-liquide (T > TM)' 

La température de transition, TM' est caractéristique d'un phospholipide donné 

(cf. § 3.2.4.2.2.), elle varie avec la longueur et le taux d'in saturation des chaînes 

(cf. § 1.1.3.5.2.), la nature et la charge des groupes polaires à l'interface, les conditions 

d'environnement: pH, force ionique, pression et interaction avec d'autres molécules (autres 

phospholipides, cholestérol, protéines, médicaments, anesthésiques, ... ). 

Il faut ajouter que certains lipides purs, organisés en liposomes multilamellaires, 

présentent une phase de prétransition (à une température Tp < TM) qui précède la transition 

principale, résultant de la fusion des seules chaînes hydrocarbonées, les groupements 

polaires restant rigidement organisés [DUFOUR et al., 1981; HUANG et al., 1982]. 

1.1.2. DYNAMIQUE DES CONSTITUANTS MEMBRANAIRES 

Pour connaître les propriétés physiques de la membrane et en particulier ses propriétés 

dynamiques, des techniques physiques sont nécessaires, et particulièrement des méthodes 

spectroscopiques; nous en rappellerons l'essentiel dans le § 1.1.2.l.. 

1.1.2.1. LES TECHNIQUES PHYSIQUES D'INVESTIGATION 

1.1.2.1.1. Les méthodes spectroscopiques 

Les méthodes spectroscopiques mettent en jeu les phénomènes d'interactions des 

rayonnements électromagnétiques avec la matière (cf. tableau 1.1.1.) [LETERRIER et 

GARY-BOBO, 1989].l.es plus utilisées en biologie font intervenir: 

* soit les rayonnements ultraviolets et visibles : absorption, fluorescence et 

phosphorescence, diffusion Raman, dispersion optique rotatoire et dichroïsme circulaire, 

* soit les ondes hertziennes : résonance paramagnétique électronique (RPE) et 

résonance magnétique nucléaire (RMN). 
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Tableau 1.1.1. 

Les ondes électromagnétiques et les différentes méthodes spectroscopiques 

correspondantes [LETERRIER et GARY-BOBO, 1989]. 
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Les méthodes précédemment citées n'apportent pas toutes les informations souhaitées 

sur l'organisation spatio-temporelle d'un ensemble moléculaire. En effet, pour l'étude des 

membranes, il est particulièrement important de déterminer l'emplacement et les 

mouvements de ses constituants. En pratique, seules les spectroscopies de fluorescence 

(dans certains cas de phosphorescence) en lumière polarisée, et les résonances magnétiques 

(eL principalement la RPE) sont utilisées dans ce but. En effet, les distances qu'elles sont 

capables d'explorer sont de l'ordre de 0,5 à 1 nm en RPE et en RMN, et atteignent 5 à 

10 nm en fluorescence. De plus, le repérage des molécules dans l'espace s'effectue avec 

une grande précision par référence au plan de polarisation de la lumière en fluorescence et à 

la direction du champ magnétique statique indispensable pour observer les phénomènes de 

résonance. 

L'ordre de grandeur de la discrimination temporelle est le même que celui qui 

caractérise les transitions spectroscopiques : durée de vie des états électroniques excités en 

fluorescence ou phosphorescence, fréquence de LARMOR et temps de relaxation en RMN 

et RPE. Ces temps caractéristiques sont indiqués dans le tableau 1.1.2. qui montre la très 

large gamme couverte en associant les différentes méthodes. La dynamique moléculaire est 

en effet décrite par des temps caractéristiques appelés temps de corrélation, eux-mêmes liés 

aux phénomènes de diffusion. On distingue en particulier le temps de corrélation de rotation 

et ceux liés à la diffusion latérale, lesquels sont en relation avec la fluidité membranaire. 
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Tableau 1.1.2. 
Temps caractéristiques et types de mouvements évalués par les principales méthodes 

spectroscopiques appliquées à l'étude des membranes. 
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Nous définirons plus en détail dans le chapitre 1.2. les méthodes spectroscopiques 

d'émission moléculaire que nous avons utilisées au cours de ce travail. 

1.1.2.1.2. Les méthodes autres que spectroscopiques 

A côté des techniques spectroscopiques, d'autres méthodes sont souvent utilisées 

pour l'étude des membranes, telles que: 

* la calorimétrie différentielle en balayage de température (OSC, pour "differential 

scanning calorimetry") [pEHOWICH et al., 1988; MCELHANEY, 1986; MARBREY et 

STURTEVANT, 1976; JANlAK, 1976], 

* la diffraction des rayons X [CAMPBELL et DWEK, 1984; LAZA TTI, 1968], 

* la microscopie électronique [SEVERS et ROBENEK, 1983] et enfin, 

* les techniques biochimiques [CHRISTON et al., 1989; VANCE et VANCE, 1984; 

VERKLEU et al., 1973]. 

1.1.2.2. LES MOUVEMENTS DES LIPIDES ET DES PROTEINES 

Les mouvements des constituants membranaires doivent être envisagés selon deux 

aspects qui se commandent l'un l'autre. En premier lieu, ils doivent être considérés comme 

des phénomènes aléatoires régis par les lois de la diffusion. En second lieu, on considère 

qu'il existe des phénomènes de régulation de ces mouvements (ancrage, métabolisme, ... ). 
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1.1.2.2.1. Les mouvements moléculaires des lipides 

Les mouvements des phospholipides peuvent être classés en deux types, schématisés 

sur la figure 1.1.6. : 
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Figure 1.1.6. 

Représentation des différents mouvements des lipides 

[LETERRIER et GARY -BOBO, 1989]. 

l, rotation; 2, mouvement d'oscillation; 3, mouvement de balancier; 

4, diffusion latérale; 5, diffusion transverse. 

a) Les mouvements "locaux" 

Ces mouvements regroupent: 

* ceux de rotations locales effectués par les différents atomes de carbone autour d'un 
axe moyen de chaque chaîne d'acide gras; mouvements très rapides (fréquence =:: 1011 s-l) 

et localisés, 

* ceux d'oscillation ou de rotation de l'ensemble des chaînes d'acides gras. Ce sont 

principalement ces mouvements qui déterminent l'ordre de la bicouche lipidique. Leurs 

amplitudes sont fonction de la nature chimique des lipides (charges, longueur des chaînes 

aliphatiques, insaturation) et des critères d'environnement (température, pH, pression, ... ). 

Ces mouvements locaux sont à l'origine de la notion de microviscosité et de celle 

d'ordre moléculaire (cf. § 1.1.3.5.). Ils sont facilement détectables et mesurables par des 

techniques spectroscopiques. 

23 



b) Les mouvements de déplacement 

Ces mouvements concernent chaque molécule lipidique prise dans son ensemble. On 

distingue: 

* les mouvements de diffusion latérale (DÛ, les plus importants sont relatifs au 

déplacement dans le plan de la bicouche de l'ensemble des phospholipides. C'est un 

phénomène de diffusion parfaitement aléatoire, pouvant être responsable de la formation de 

lacunes dans la bicouche ou d'échanges directs entre molécules identiques. 

* les mouvements de diffusion transverse ("flip-flop"), concernent le passage de 

lipides d'une couche à l'autre de la bicouche. TI s'agit de mouvements lents, dont la période 

varie de 20 min à 40 heures [NICOLS ON et al., 1977] et qui ne contribuent en rien au 

phénomène de la microviscosité membranaire. 

La détermination des valeurs des mouvements de déplacement est difficile, en 

particulier pour la diffusion latérale, car elle nécessite un équipement sophistiqué et coûteux. 

1.1.2.2.2. Les mouvements moléculaires des protéines 

TI est possible de défmir trois types de mouvements des protéines et de les schématiser 

selon la figure 1.1.7. : 

a) Les mouvements de diffusion latérale 

Ceux-ci sont exprimés en terme de mobilité lipidique [SACKMANN et al., 1973]. La 

rapidité de la diffusion latérale de la protéine dépend du taux de déplacement des lipides et 

de l'apparition de volumes libres dans le périmètre de la protéine. Par conséquent, elle est 

fonction de la fluidité de la bicouche lipidique et, à un moindre degré, de la taille de la 

protéine ou de l'agrégation. 

En fait, l'examen des résultats sur la diffusion des protéines révèle une large étendue 

des valeurs de~, allant de la diffusion rapide à une immobilité apparente. Ceci n'est pas 

surprenant en raison de la diversité des fonctions associées aux protéines membranaires et il 

est certain que la diffusion protéique est contrôlée non seulement par la fluidité lipidique 

mais par des interactions entre composants membranaires (cf. § 1.1.4.). 

Des contraintes peuvent être imposées aux molécules exposées à la surface, soit par 

interaction avec d'autres molécules présentes sur la même face de la membrane 

("cis-membrane interaction"), soit par des interactions survenant à travers la bicouche avec 

les molécules présentes sur la face interne de la membrane ou avec des structures 

cytoplasmiques ("trans-membrane interaction"). 

Ces contraintes peuvent être transitoires ou permanentes. Celles qui sont permanentes 

sont probablement impliquées dans la formation de structures de surfaces spécialisées dans 
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la fonction cellulaire, tandis que celles qui sont temporaires peuvent être imposées aux 

molécules normalement mobiles dans la membrane <DL = 6 10-8 à 3 10-8 cm2/s pour la 

gramicidine A dans du DMPC entre 25 et 40 oC, DL = 1 à 2 10-8 cm2/s pour la 

glycophorine dans du DMPC au-dessus de 15 oC [V AZ et al., 1982]). 

b) Les phénomènes de "patching" et "capping" 

L'interaction des macromolécules de surface avec d'autres structures peut restreindre 

le mouvement des molécules. Mais avec beaucoup de systèmes, elle peut avoir l'effet 

opposé en augmentant leur déplacement par des mécanismes non diffusionnels ("patching" 

ou "capping"). Ces mouvements des protéines de membrane sont observés lorsque des 

macromolécules de surface sont l'objet d'une "cross"·liaison par l'intermédiaire d'autres 

molécules situées dans l'espace extra-cellulaire. Deux types différents de redistribution 

peuvent être observés: les molécules forment des "patches" (qui correspondent à des 

microprécipités dans le plan de la membrane). Ces "patches" peuvent migrer rapidement 

pour former un "cap" à un pôle de la cellule. Le phénomène de "capping" survient 

probablement par l'intermédiaire d'un système contractile qui nécessite de l'énergie. Il 

dépend de la fluidité du milieu lipides-protéines, des caractéristiques physiques (forme, 

taille) des macromolécules mobiles et de l'existence de contraintes imposées aux molécules 

diffusantes par d'autres protéines. 

c) Les mouvements de diffusion de rotation 

Certaines protéines membranaires peuvent tourner rapidement autour d'un axe normal 

au plan de la membrane. Dans le cas des protéines intrinsèques, cette diffusion de rotation 

peut être liée à la fréquence de "hopping" nL des molécules lipidiques, toujours selon le 

modèle de SACKMANN. Dans ce modèle, une protéine tourne autour d'un axe 

perpendiculaire à la membrane. Le périmètre de la protéine n'est pas parfaitement 

cylindrique et porte au moins une excroissance de quelques A (due à des chaînes latérales 

d'acides aminés, par exemple). La protéine peut tourner seulement lorsqu'un volume libre 

lipidique se produit au voisinage de l'excroissance. En ce qui concerne la rotation des 

protéines autour d'un plan parallèle au plan de la membrane, cette possibilité de rotation 

pose un certain nombre de problèmes. Il est clair que les protéines qui contiennent une 

partie carbohydrate située à l'extérieur de la surface devraient avoir un taux de rotation 

particulièrement faible. Néanmoins, il est concevable que les protéines de membranes 

puissent adopter une structure dans laquelle la surface est largement hydrophobique. 

Quoiqu'il en soit, le transport au travers des membranes est un processus dans lequel la 

diffusion de rotation des protéines pourrait avoir un rôle fonctionnel important. 

Les mouvements des constituants membranaires, ainsi présentés nous permettent de 

remarquer que la notion de microviscosité membranaire est ambigüe. En effet, comme nous 
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le soulignons dans le chapitre suivant, la viscosité est une propriété caractéristique des 

fluides en écoulement, la diffusion caractérise aussi le déplacement des molécules, mais 

n'implique pas la notion d'écoulement. Néanmoins, il est important de rappeler que la 

diffusion est d'autant plus facile que la microviscosité est plus faible. 

~=================:::::; Translation de protéine 

.": 

' . 

. ~ 

;::=================~ Rotation de protéine 

L _________________ -.J Bascule de protéine 

Figure 1.1.7. 
Représentation des mouvements des protéines. 
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1.1.3. NOTION D'ORDRE MOLECULAIRE, DE FLUIDITE ET 
DE MICRO VISCOSITE MEMBRANAIRES 

Pour se rendre compte des propriétés physiques des systèmes organisés, des 

paramètres physiques accessibles par l'expérience peuvent être déterminés: 

* la microviscosité membranaire, 

* le paramètre d'ordre, 

* les coefficients de diffusion moyens. 

Depuis l'introduction du modèle en "mosaïque fluide", les spécialistes de la 

membrane essaient de quantifier la fluidité membranaire dans le but d'une meilleure 

compréhension de sa signification biologique. Cependant, cette tâche apparaît très difficile 

car la bicouche lipidique est un type de fluide spécial pour lequel la fluidité est difficile à 

définir. 

1.1.3.1. NOTION GENERALE DE FLUIDITE ET DE VISCOSITE 

Sont dits "fluides" les corps, gaz et liquides qui, n'ayant pas de forme propre, sont 

déformables sans effort. Ainsi, pour un liquide ordinaire, tel que l'eau, la fluidité est définie 

comme étant l'inverse de la viscosité. Cependant, la bic ouche lipidique diffère du fluide 

macroscopique par les aspects suivants: 

* c'est un fluide microscopique strictement limité, 

* il est essentiellement de nature bidimensionnelle, 

* il est anisotrope; ainsi, ses propriétés physiques, telles que la conductivité ou la 

microviscosité ont des valeurs différentes suivant la direction parallèle ou perpendiculaire à 

la membrane, 

* la variation de la température du système lipide-eau montre l'existence de plusieurs 

phases (cf. § 1.1.1.2.3.). 

Cependant à l'intérieur des limites qui lui sont imposées par les forces de cohésion 

intermoléculaires, les constituants de la membrane sont mobiles. Ainsi, le déplacement des 

constituants implique un écoulement, donc des frottements caractérisés par un coefficient de 

friction. Par conséquent, il est indispensable de toujours considérer simultanément les 

mouvements moléculaires (fluidité, microviscosité) et l'ordre moléculaire (disposition 

spatiale des constituants et de leurs éléments). Pour tenir compte du fait que l'on considère 

des phénomènes qui ont lieu à l'échelle moléculaire, on parle de microviscosité. 

Par ailleurs, ANDRE et al., 1983, ont montré que ni la définition macroscopique de la 

viscosité (expérience de COUETTE) ni une approche thermodynamique (théorie de 

EYRING) ne permettent de définir sainement la microviscosité, et en particulier celle des 

milieux complexes constitués de phospholipides différents, de protéines, de cholestérol, 

etc .... 
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1.1.3.2. DEFINITION MACROSCOPIQUE DE LA VISCOSITE 

Si l'on considère le montage pseudo-expérimental représenté sur la figure 1.1.8., il 

est possible, par la pensée, de remplir l'espace annulaire à l'aide de phospholipides placés 

parallèlement à l'axe de rotation du cylindre extérieur (montage de COUETIE) ou au 

contraire perpendiculairement à cet axe. 

-P 

-- ---

unmmnt Un~HnUrU 
kUW»U!»Jl ~nUYR1iJ~! 

w 

Figure 1.1.8. 

Montage théorique autorisant la mesure de 11a et 11b' 

En faisant tourner le cylindre extérieur, comme on le ferait pour un fluide newtonien, 

on devrait observer une rotation partielle d'un angle (la (ou (lb) du cylindre intérieur, 

correspondant à l'équilibre du couple et des forces tangentielles impliquées, et dépendant 

d'un coefficient de viscosité 11a (ou 11b)' 

Dans le cas a, pour une membrane artificielle constituée des mêmes phospholipides, 

on obtiendrait une mesure des forces moyennes de friction qui existent entre ces molécules. 

Dans le cas b, il s'agirait des forces de friction qui agissent sur les extrémités des chaînes 

phospholipidiques. 

En tenant compte, d'une part, de la nature viscoélastique des membranes et de leur 

dimension, d'autre part, de l'existence de forces de friction dépendant de la zone 

d'observation considérée (têtes polaires, régions hydrophobes) ce type d'expérience, même 

s'il était possible, ne pourrait conduire à une mesure satisfaisante. En effet, la question qui 

se pose est la suivante: la cohésion du système provient-elle des têtes polaires, des queues 

hydrophobes ou des deux parties de ces molécules ? Pour essayer de comprendre le 

problème ainsi posé, nous avons tenté de prendre en considération les potentiels 

d'interaction locaux qui peuvent intervenir dans des membranes constituées de 

phospholipides identiques (ce qui représente déjà une hypothèse simplificatrice, par rapport 

à une membrane réelle). 
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1.1.3.3. DEFINITION THERMODYNAMIQUE DE LA VISCOSITE 

Pour décrire les modes de transport visqueux, on peut considérer le modèle liquide 

décrit par la figure 1.1.9 .. 

Figure 1.1.9. 

Représentation schématique du processus diffusionnel 

dans un liquide servant à illustrer la théorie de EYRING. 

Si l'on admet par souci de simplicité que la distance entre la position d'une molécule 

et celle d'un site à occuper est a, que la distance entre deux plans contenant les 

phospholipides est Ô et que n est le nombre de molécules par unité de volume, on peut 

essayer de décrire le mouvement d'une molécule, qui doit passer schématiquement par un 

étranglement pour atteindre son site d'accueil. Dans de telles conditions, le transfert 

s'effectue quand la molécule peut surmonter un potentiel de répulsion lié à la grande 

proximité entre les moléctùes. 

La théorie de EYRING qui repose sur ces concepts conduit à l'expression suivante de 

la microviscosité TI définie par : 

TI = (ô/a)2 n h exp ~/RT exp ASe/R 

où ~ correspond à la variation d'énergie potentielle et ASe à la variation d'entropie, h étant 

la constante de PLANCK. 

Cette expression définit la viscosité en terme d'énergie d'activation : or, les liaisons 

entre molécules voisines qui doivent être rompues pour former un trou sont les mêmes que 

celles que l'on doit rompre dans le procédé de vaporisation. S'il en est ainsi, on devrait 

avoir : 

~ "'" Â V vaporisation 
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Expérimentalement EYRING a trouvé pour un grand nombre de molécules que: 

IJ. V # V vap. / 2,45 

ce qui conduit à modifier les hypothèses concernant les déplacements d'une molécule dans 

une lacune qui ne devrait plus posséder un volume identique à celui occupé par l'espèce 

diffusante mais un volume plus restreint. Ceci est possible s'il existe une certaine 

coopérativité entre l'espèce qui migre et le milieu dans lequel elle se déplace. 

Si l'on admet, en accord avec d'autres auteurs, cette équation qui définit en terme 

d'énergie d'activation la microviscosité, la question qui se pose à ce niveau est la suivante : 

y a-t-il modification du paramètre d'ordre (cf. § 1.1.3.4.) lors du déplacement moléculaire? 

Si la réponse à cette question est non, IJ.Se est défini par la relation suivante: 

T IJ.Se = n S2 !J.E 

demême: 

Ainsi, la microviscosité doit-elle être une fonction complexe des potentiels 

d'interaction mis en jeu et du paramètre d'ordre S (cf. § 1.1.3.4.) qui joue un rôle important 

puisqu'intervenant aux puissances 2 et 3 dans un terme exponentiel: 

Tl =' (o/a)2 n h exp [(n S2!J.FJRT) (1 + S)] 

Si la réponse est oui, il doit y avoir une certaine modification du milieu pour que 

l'énergie d'activation soit inférieure à celle que l'on calcule ici. 

On conçoit donc la difficulté que l'on a pour définir la viscosité moyenne. n apparaît 

donc, que le concept de microviscosité membranaire n'a pas de signification précise. n 
recouvre en effet un ensemble de faits étroitement liés les uns aux autres, ayant pour 

dénominateur commun de concerner les phénomènes dynamiques, à l'échelle moléculaire, 

dont les constituants moléculaires sont le siège. 

Malgré leurs caractères flous, les concepts de fluidité et de microviscosité 

membranaires sont d'une grande utilité, à condition que les conditions expérimentales de la 

détermination des paramètres qui les caractérisent soient clairement précisées. 
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1.1.3.4. NOTION DE PARAMETRE D'ORDRE 

La bicouche lipidique est un fluide ordonné, où l'orientation perpendiculaire des 

lipides au plan de la membrane est la plus probable. Ainsi, le paramètre d'ordre est un 

paramètre statistique à but descriptif exprimant sous la forme d'un coefficient le rapport 

entre une organisation théorique maximale (chaînes acyles perpendiculaires au plan de la 

membrane) et l'organisation réelle de la membrane. 

Comme nous le verrons dans le § 1.1.2.2.1., la description des mouvements 

moléculaires dans une membrane constituée de phospholipides purs et identiques ne peut 

être obtenue qu'à la suite d'approches semi-quantitatives à cause de la complexité du 

problème. 

Pour essayer toutefois d'atteindre des renseignements qui rendent compte à la fois des 

forces de liaison interphospholipidiques et des effets de leurs orientations relatives, on peut 

défmir le potentiel intermoléculaire comme le produit d'une fonction de la distance entre les 

centres de gravité des molécules supposées proches de la forme d'un bâtonnet, à partir de la 

relation de MAIER et de SAUPE, 1958: 

Y12 = u(r) . (3 cos2 q12 - 1) 1/2 

où u(r) est liée aux forces de dispersion de LONDON et q12 étant l'angle que font deux 

molécules entre elles. 

En faisant la moyenne sur les différentes orientations possibles, on définit le 

paramètre d'ordre ou paramètre de ZWETKOFF par l'expression: 

S = < 3 cos2 q12 - 1 > 12 

avec les deux cas limites suivants: 

S = 1, pour des orientations parfaitement parallèles, 

S = 0, pour des orientations aléatoires (isotropie). 

De plus, il est possible d'affiner cette notion et de déterminer le paramètre d'ordre en 

fonction de la distance par rapport à l'interface. En effet, en raison des fortes contraintes 

imposées par le squelette carboné du glycérol et la cohésion des têtes polaires, les 

mouvements des atomes proches de la périphérie de la bicouche sont très limités, alors que 

ceux-ci sont moins limités quand on se rapproche de la région hydrophobe centrale. 

Lorsqu'on arrive dans la région centrale hydrophobe de la bicouche, il devient très 

difficile d'en déterminer l'ordre [VIRET et LETERRIER, 1986]. Seule reste accessible la 

mesure de fréquences moyennes des mouvements moléculaires (fréquences de corrélation 

de rotation: n = KT/TtV), par la polarisation de fluorescence ou le marquage de spin. Ces 

méthodes font appel à des sondes extrinsèques (supposées sphériques), dont la mobilité 

rotationnelle est supposée rendre compte des mouvements au sein de la bicouche. 
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Le paramètre d'ordre n'est donc qu'une évaluation statistique de la position relative 

moyenne des éléments moléculaires constitutifs des systèmes organisés. En pratique, 

cependant, la diminution du paramètre d'ordre correspond à une augmentation de la mobilité 

moléculaire. 

Ces résultats, (tout comme ceux qui impliquent d'autres méthodes physiques), ne 

sont valables que si la bicouche est assimilée à une surface plane infinie. Cette propriété a 

été mise en doute; en effet, des ruptures dans la bicouche pourraient intervenir en 

introduisant des coupures, en particulier dans les zones proches des phases de transition 

[CHARVOLIN,1985]. 

1.1.3.5. RELATIONS ENTRE LA FLUIDITE ET LA COMPOSITION DE 
LA MEMBRANE 

La fluidité membranaire est une propriété associée aux lipides. Elle est souvent utilisée 

pour décrire le degré de désordre des chaînes hydrocarbonées (informations structurales) 

et/ou le degré de facilité de leurs mouvements (informations dynamiques). Un seul 

paramètre physique n'est pas suffisant pour caractériser à la fois la structure et la dynamique 

des lipides. La fluidité membranaire représente ainsi, une série de paramètres: le "packing", 

la diffusion de rotation et de translation, la perméabilité et l'ordre. Les relations entre ces 

paramètres et les différents mouvements des constituants membranaires ne sont pas encore 

clairement définies et leur signification biologique n'est pas toujours bien comprise. 

Dans ce paragraphe, nous rappellerons des études concernant des modulateurs 

naturels et essentiels de la fluidité membranaire, dans l'ordre croissant d'importance. 

1.1.3.5.1. Le cholestérol 

Le cholestérol est le facteur essentiel de diminution de la fluidité membranaire 

[KAUFFMANN, 1985; SHINITZKY, 1984; VIRIOT et al., 1983; VAN BLITTERSWIJK 

et al., 1981; CHAPMAN, 1973]. Dans les membranes artificielles, où la température de 

transition peut être mesurée et la microviscosité estimée, par une variété de techniques, le 

cholestérol a un effet faiblement fluidisant en dessous de la température de transition et un 

effet largement rigidifiant au dessus de cette température [ANTUNES-MADElRA et 

MADEIRA, 1990; NEEDHAM et al., 1988; BACH et CHAPMAN, 1980; KA WATO et 

al., 1978; CHAPMAN, 1973]. Dans les membranes biologiques et dans les conditions 

physiologiques, le cholestérol impose aux phospholipides hétérogènes une "fluidité 

intermédiaire" [OWFIEW et CHAPMAN, 1972] et entraîne le lissage ou la disparition des 

transitions de phase [MARBREY et STURTEVANT, 1976; PAPAHADJOPOULOS et al., 

1973]. En général, l'effet du cholestérol se manifeste par la rigidification de ces 

membranes, c'est-à-dire la diminution de la fluidité et l'augmentation de l'ordre moléculaire 

[MACDONALD et al., 1988; FIORINI et al., 1988; CASTUMA et BRENNER, 1986]. 
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1.1.3.5.2. Le degré d'insaturation 

L'introduction des doubles liaisons dans les chaînes acyles des phospholipides 

entraîne une configuration cis de ces chaînes, qui s'écartent ainsi les unes des autres. Ceci 

se traduit par une augmentation de la fluidité membranaire et une diminution de la 

température de transition [POPP-SNIJDERS et al., 1986; SHINITZKY, 1984; 

ROOZEMOND et URLI, 1981]. Cependant, aux degrés élevés d'insaturation, le 

changement de la fluidité est de moins en moins prononcé [S1UBBS et al., 1981]. 

1.1.3.5.3. Les sphingomyélines 

La quantité de sphingomyélines est l'un des paramètres les plus importants 

déterminant l'ordre structural des biomembranes, ceci est dû à leurs conformations rigides à 

la température physiologique [SHINITZKY, 1984; BARENHOLZ et THOMPSON, 1980]. 

1.1.3.5.4. Les phosphatidyléthanolamines 

Ces phospholipides sont connus pour leur effet rigidifiant, dû principalement, à deux 

propriétés structurales des phosphatidyléthanolamines : le groupement amine primaire peut 

former des liaisons hydrogènes avec le groupement phosphate acijacent et l'éthanolamine 

présente un encombrement stérique faible [HIRATA et AXELROD, 1980]. 

1.1.3.5.5. Les protéines 

Les protéines membranaires peuvent être présentées comme des structures rigides 

dans une matrice fluide; ainsi, le mouvement des lipides à proximité des protéines peut être 

nettement affaibli par l'augmentation de la microviscosité locale. En effet, l'effet des 

protéines sur la dynamique des lipides est tout à fait similaire à celui du cholestérol, elles 

rigidifient et augmentent l'ordre des bicouches lipidiques à l'état fluide et agissent 

inversement quand les lipides sont à l'état de gel. Dans le chapitre 1.1.4.2., nous 

développerons les interactions des protéines avec les lipides et dans la partie 3.2. nous 

décrirons plus en détailles interactions des deux protéines membranaires retenues pour nos 

études (GGT et [Na+,K+]-A TPase). 

1.1.4. INTERACTIONS AVEC LES PHOSPHOLIPIDES 

1.1.4.1. INTERACTIONS AVEC D'AUTRES LIPIDES 

Comme nous l'avons déjà fait remarquer, pour éviter la complexité de la structure 

membranaire, on peut choisir des membranes artificielles constituées de phospholipides 

33 



purs, comme modèle de la matrice lipidique des membranes biologiques. Et tout d'abord, 

on les assimilera à des liquides bidimensionnels, par conséquent, on ne tiendra compte ni 

des interactions locales des chaînes hydrocarbonées, ni de leur flexibilité relative, ni enfin 

des interactions entre couches. 

1.1.4.1.1. Description des déplacements 

Un tel système a été étudié par ElMEIS et FEHDER, 1970, dans le cadre d'une étude 

plus générale des réactions dont la cinétique est limitée par la diffusion. On suppose que la 

diffusion relative de deux molécules peut être représentée par un coefficient qui est juste la 

somme des coefficients de diffusion entre deux espèces d'intérêt. Cette approximation 

correspond à l'absence de corrélation entre les déplacements (fonction du temps) des deux 

molécules et entre leur position et vitesses relatives [ANDRE et al., 1979, 1978]. 

Cette hypothèse qui est bien vérifiée pour des distances intermoléculaires élevées 

(plusieurs dizaines d'A) ne l'est plus aux courtes distances (quelques A). TI doit exister en 

effet un aspect coopératif à l'échelle moléculaire entre les déplacements des molécules. 

A partir de potentiels d'interaction simples du type LENNARD-JONES, il a été 

possible à ces auteurs de décrire les déplacements dans un liquide bidimensionnel 

(cf. figures 1.1.10. et 1.1.11.). La figure 1.1.10. en particulier, met en évidence 

l'existence de trous irréguliers dont la durée d'existence peut être très supérieure au temps 

de relaxation caractéristique du fluide. 

Figure 1.1.10. 
Exemple de configuration instantanée d'un fluide bidimensionnel. 

Les particules sont tracées avec un diamètre 0' correspondant à celui utilisé 

dans l'expression de LENNARD-JONES. 
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Figure 1.1.11. 

Exemple de trajectoire des particules dans un fluide bidimensionnel. 

Des trajectoires présentées sur la figure 1.1.11., on peut tirer les conclusions 

suivantes: 

* les déplacements sont plus importants, en général, au voisinage d'un trou, 

* des déplacements concertés existent conduisant également à des transferts de matière 

élevés. 

Ce type de résultat conforte d'un point de vue quantitatif les modèles diffusionnels 

déjà proposés, en particulier pour des solides (cf. figure 1.1.12.). 

Figure 1.1.12. 

Représentation schématique des principaux mécanismes de diffusion. 

1) échange simple; 2) échange cyclique; 3) diffusion par lacune (totale ou partielle); 

4) diffusion directe dans un interstice; 5) diffusion indirecte dans un interstice. 
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Pour des températures inférieures à la température de transition TM d'une bicouche 

lipidique contenant des phospholipides identiques, avec des queues hydrophobes saturées, 

la taille moyenne des molécules est de l'ordre de 4,2 Â (cf. figure 1.1.13.) [NAGLE, 

1980]. 

!--Aa--l 

Figure 1.1.13. 
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Représentation schématique d'une demi-bicouche lipidique de DMPC 

(avec 14 carbones par chaîne) mettant en évidence 

l'influence du désordre local sur l'espace occupé par les phospholipides. 

A des températures supérieures à la température de transition, les chaînes lipidiques se 

déplacent dans un volume plus important, ce qui correspond schématiquement à une sorte 

de fusion de la chaîne hydrocarbonée. 

Ainsi, pour des températures basses, inférieures à TM, ces chaînes sont 

essentiellement en conformation "all-trans", même pour des molécules isolées. S'il 

n'existait pas d'interactions intermoléculaires, quand la température augmente, on devrait 

observer graduellement une augmentation du désordre moyen des chaînes (transitions 

trans-gauche). En particulier, si une chaîne lipidique doit tourner autour d'une liaison 

carbone-carbone, alors le groupe méthyle terminal va entrer en collision, lors de la rotation, 

avec les chaînes voisines qui sont en général très proches (4,8 Â). Ainsi, les rotations des 

chaînes correspondent nécessairement à des actions coopératives, qui impliquent un grand 

nombre de molécules. Comme on peut le constater, il s'agit ici d'un problème de mécanique 

statistique particulièrement ardu. 

1.1.4.1.2. Types d'interactions 

Néanmoins, il faut considérer les interactions qui existent entre les phospholipides et 

qui proviennent de divers facteurs : 

a) Des cham es carbonées [NAGLE, 1980] : les interactions hydrophobes entre les 

hydrocarbures et l'eau sont responsables des structures des bicouches membranaires. En 

général, quand la température est différente de 0 oC, l'agitation thermique tend à augmenter 
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le volume occupé par les phospholipides. Cette expansion est limitée en partie par cet aspect 

hydrophobe, mais surtout par des liaisons de type V AN DER WAALS qui sont 

responsables de la cohésion des chaînes lipidiques. 

Pour connaître ce potentiel d'interaction, on détermine le volume moyen occupé par 

un groupe "CH2" et à partir de cette valeur on calcule la distance interchaînes rb ou ra' Ces 

valeurs sont utilisées ultérieurement pour définir les énergies d'interaction de VAN DER 

WAALS, qui sont de la forme: 

U = A/4 [(ro/r)25 - (ro/r)5] avec A == 1,84 Kcal/mole pour un groupe CH2 

Il découle de ce calcul simplifié que cette énergie est fonction du domaine spatial 

concerné: près des têtes polaires ou des extrémités des chaînes lipidiques. D'après ce 

résultat, la cohésion de la membrane doit se traduire en un terme fonction de la zone spatiale 

considérée comme l'ont vérifié des expériences de résonance paramagnétique électronique 

qui illustrent ces considérations. 

b) De la flexibilité des chaînes [ANDRE et al., 1983] : si l'on cherche à représenter 

un phospholipide autrement que par un cylindre rigide à base circulaire, on peut montrer 

que la flexion des chaînes phospholipidiques peut participer aux déplacements d'une sonde 

même au-dessous de la température de transition (cf. figure 1.1.14.). 

p 

a) b) 

Figure 1.1.14. 

Représentation schématique de phospholipides. a) arrangement "idéal" 

b) déplacement dépendant de la flexibilité des chaînes lipidiques RI et R2. 
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c) Des interactions entre les têtes polaires [NAGLE, 1980] : à part les interactions 

que nous avons mentionnées ci-dessus. il en existe un grand nombre d'autres entre les 

groupes carbonyles. les liaisons du glycérol et dans les lécithines. les groupements des têtes 

phosphatidylcholines. Ces interactions concernent: 

• des interactions dipolaires. et pour le cas de lipides chargés, monopolaires, 

• des interactions de volume exclu. 

• des liaisons hydrogène entre les groupes phosphate, éthanol amine, etc ...• 

• des forces de V AN DER W A.AlS non spécifiques. 

Ce type d'interactions ne peut en général être négligé de celles concernant les chaînes 

polyméthyléniques car lorsqu'on change les groupes des têtes polaires, on peut observer 

des changements dans les températures de transition qui peuvent atteindre 20 oC, ce qui est 

très important, surtout en biologie. Toutefois, le phénomène essentiel concerne les chaînes 

hydrophobes (un décalage de 20 oC pour la température de transition correspond 

approximativement à remplacer la chaîne hydrocarbonée à n carbones par une chaîne à n+2 

carbones). 

d) Des interactions entre les deux monocouches de la membrane 

[NAGLE. 1980] : le fait que des monocouches et des bicouches ont des températures de 

transition très proches fait qu'en général on néglige pratiquement les interactions entre 

couches. Toutefois, il ne doit pas toujours en être de même pour les lipides à chaînes 

hydrocarbonées à nombre de carbones variable. 

1.1.4.2. INTERACTIONS AVEC DES PROTEINES 

La plupart des membranes biologiques sont composées approximativement, de 50 % 

de lipides et de 50 % de protéines et ce sont les interactions protéines-lipides qui sont 

responsables de nombreuses fonctions physiologiques. Ceci est dû, d'une part à l'influence 

des protéines sur les propriétés structurales et dynamiques de la membrane et, d'autre part, 

à la nécessité des lipides pour le fonctionnement de la majorité des systèmes enzymatiques 

membranaires. 

Ainsi, une meilleure connaissance de ces interactions est la clef de la compréhension 

de nombreux processus biologiques. 

A présent, il est très important de s'intéresser, non seulement. aux changements 

fonctionnels et conformationnels des protéines quand elles sont associées à la membrane, 

mais aussi à l'effet que ces protéines peuvent avoir sur la structure et l'organisation 

membranaires, les deux aspects ont un grand intérêt pour comprendre les implications des 

interactions lipides-protéines. 

Nous rappellerons que dans notre travail. nous nous sommes intéressés 

particulièrement à ce dernier aspect en étudiant l'influence de deux protéines : la GOT et la 

(Na+,K+)-ATPase, sur la cohésion membranaire. 
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D'un point de vue plus général, nous citerons quelques exemples d'étude en rappelant 

la classification des protéines membranaires et en regroupant sous forme de tableau 

(cf. tableau 1.1.3.) les résultats les plus marquants. 

1.1.4.2.1. Classification des protéines membranaires 

Les protéines membranaires sont classées en protéines intrinsèques, appelées aussi 

intégrales et protéines extrinsèques ou périphériques. Cependant, bien que cette 

classification soit habituellement utilisée, elle ne reflète pas le fait que les protéines 

extrinsèques sont associées à la membrane de deux manières. Elles sont, soit adsorbées à la 

membrane soit ancrées dans celle-ci. Ainsi, nous considérons trois classes de protéines 

membranaires: intrinsèques, ancrées et adsorbées. 

a) Les protéines intrinsèques 

Les protéines de ce groupe, hydrophobes, se situent à l'intérieur de la membrane ou 

sont trans-membranaires. Leur extraction nécessite des concentrations élevées de 

détergents. 

L'insertion de ces protéines dans des liposomes peut se réaliser de différentes façons. 

En effet, des protéines telles que le cytochrome bS' peuvent s'insérer spontanément en 

absence de détergents [HOKIN et DIXON, 1979; STRITTMATTER et al., 1978]. D'autres 

nécessitent la présence de composés inducteurs de l'incorporation. Ainsi, les insertions de 

la bactériorhodopsine, de la cytochrome oxydase et de l'UDP-glucuronosyltransférase dans 

des liposomes de DMPC sont facilitées par l'addition de myristate ou de cholestérol [IAIN 

et ZAKIM, 1987; SCOTIO et ZAKIM, 1986, 1985; LETO et al., 1980; DOWNER et 

a1.,1976]. 

Cependant, les techniques usuelles pour la reconstitution des protéines dans des 

liposomes sont la dialyse et la filtration sur gel du cholate [HERMONI-LEVlNE et 

RAHAMIMOFF, 1990; SUNAMOTO et aL, 1990; MOSSA et aL, 1989; 

AMLER et al., 1987; INGELMAN-USNBERG et GLAUMANN, 1980]. 

Enfin, il semble qu'aucune propriété intrinsèque de la bicouche lipidique ne soit 

considérée comme importante pour l'incorporation des protéines intrinsèques dans les 

bicouches phospholipidiques [RAPOPORT et WIEDMANN, 1985; VON HEIJNE, 1985; 

WICKNER,1979]. 

Bien que l'incorporation des protéines intrinsèques dans des membranes lipidiques 

modifie la fluidité membranaire, la température de transition de phase n'est pas 

significativement affectée. En outre, ces protéines provoquent, généralement, une 

augmentation de l'enthalpie de transition [pAPAHADIOPOULOS et al., 1977, 1975]. 
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b) Protéines ancrées 

Ces protéines, telles que la GGT [MATSUDA et al., 1983], sont généralement 

attachées à la face interne ou externe de la membrane par une queue hydrophobe qui permet 

leur ancrage dans la membrane. Cependant, la phospholipase A2, protéine soluble dans 

l'eau est ancrée à la membrane, essentiellement par des interactions ioniques, bien que le 

système protéines-bicouche lipidique montre plusieurs caractéristiques d'interactions 

hydrophobes [IAIN et ZAKIM, 1987]. 

Cette classe de protéines induit une diminution, aussi bien, de la température que de 

l'enthalpie de transition des bicouches lipidiques [PAPAHADIOPOULOS et al., 1977, 

1975]. 

c) Protéines adsorbées 

Les protéines de ce groupe, telles que la spectrine érythrocytaire, sont hydrophiles et 

ont la propriété d'être faiblement liées à la membrane, essentiellement par des interactions 

ioniques. Elles sont solubilisées facilement par variation de la force ionique. Ces protéines 

associées aux bicouches lipidiques, augmentent leur enthalpie de transition 

[PAPAHADIOPOULOS et al., 1977, 1975]. Cependant, leur effet sur la température de 

transition est généralement modeste [BOGGS, 1983]. 

1.1.4.2.2. Interaction protéines-lipides : principaux résultats 

L'interaction des protéines avec les lipides membranaires est un aspect de la recherche 

sur les biomembranes qui présente actuellement un intérêt grandissant car elle permet une 

meilleure compréhension de la membrane biologique et de ses propriétés dynamiques. 

Nous avons analysé et regroupé les principaux résultats (tableau 1.1.3.) des plus 

récentes publications concernant les études des interactions protéines-lipides. 

Plusieurs observations peuvent être dégagées de cette analyse : 

* aussi bien des peptides de petites tailles obtenus par synthèse chimique, que de 

grosses protéines purifiées ont fait l'objet de différents travaux, 

* de nombreux auteurs se sont intéressés à tester des peptides utilisés comme 

médicaments tels que la cyclosporine A, l'insuline et la gramicidine, 

* la diversité des techniques et des systèmes membranaires utilisés, 

* enfin, des résultats contradictoires sont parfois rencontrés. Ainsi, au contraire de 

divers travaux [DUTIA-ROY et al., 1985; BRYSZEWSKA et a1., 1983; LULY et a1., 

1981] ceux de LUL Y et al., 1979, montrent un effet rigidifiant de l'insuline. L'utilisation de 

la mélittine conduit à des résultats différents; LA VIALLE et al., 1980, ont mis en évidence 

l'existence de deux transitions de phase pour le complexe mélittine-DMPC, alors que 

PRENDERGAST et al., 1982, ne mentionnent qu'une seule transition de phase à 31°C. 
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Tableau 1.1.3. 
Interactions protéines-lipides. 

Protéine ou Système Rôle sur la Techniques et observations Références 
polypeptide lipidique microviscosité 

Polarisation de fluorescence 
Réticulum L'ATPase est entourée d'une couche lipidique hautement LENTZetal., 

endoplasmique ordonnée (lipides liés) et d'une couche secondaire, 1982 
moins ordonnée. 

ea2+-ATPase 

~ 
-L 

Réticulum RPE SQUIER et al., 
sarcoplasmique La mobilité des protéines dépend directement de la 1988 

fluidité lipidique. 

(Ca2+,Mg2+)- 1 DSC, Polarisation de fluorescence CHAPMAN et al., 1979; 
ATPase DMPC La protéine provoque un élargissement de la transition de GOMEZ-FERNANDEZ et 

phase du DMPC et une augmentation de l'anisotropie de al., 1979 
fluorescence du DPH. 

Membranes RPE 
naturelles La mobilité des chaînes lipidiques est gênée de manière ES MANN et al., 

enrichies en significative par l'interaction avec la protéine. 1988 
ATPase 

(Na+, K+)-ATPase 
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(Na+, Mg2+)-ATPase 

Bactériorhodopsine 

Cyclosporine A 

Cytochrome bS 

PC 

DMPC 
PC 

DMPC 1 

DMPC 1 
POPC 

DPPC 1 

DMPC 1 POPC 

Activité enzymatique MARCUS et al., 1986; 
Baisse de l'activité enzymatique quand la longueur des CHARNOCK et al., 1983 
chaînes acylées augmente. 

DSC, Activité enzymatique 
La reconstitution de l'enzyme dans les vésicules entraîne GEORGE et al., 1990, 
une augmentation de l'activité enzymatique et un 1985 
élargissement de la transition de phase des 
phospholipides. 

Polarisation de fluorescence 
Augmentation linéaire du paramètre d'ordre avec la REHOREK et al., 1985 
concentration en protéine. L'ordre augmente pour une 
distance supérieure à 40 Â. 

Polarisation de fluorescence 
La protéine entraîne un environnement hétérogène du WILLIAMS et al., 1990 
DPH. L'anisotropie du DPH augmente avec la présence 
de la protéine. 

RMN, DSC WIEDMANN et al., 1990 
La cyclosporine A provoque une augmentation du 
paramètre d'ordre. La cyclosporine A serait localisée le 
long des chaînes acylées des phospholipides. 

Polarisation de fluorescence 
La protéine entraîne une augmentation de l'anisotropie de Wll..LIAMS et al., 1990 
fluorescence du DPH. 



.,e::,. 
c..J 

Cytochrome 
oxydase 

Facteur a 
(phéromone 

tridécapeptide) 

Fenicytochrome C 

DPPC 1 

Cardiolipines 

DMPC 1 POPC 

DMPC 

DPPC 
DOPC 
DSPC 
DOPE 

DPPC 

! 

Polarisation de fluorescence 
La TM n'est pas affectée par de fortes concentrations en DUFOURCQ et al., 1984 
protéine. 

RMN, RPE 
La présence de la protéine stabilise la phase lamellaire POWELL et al., 1990 
des cardiolipines, en empêchant les transitions en phase 
hexagonale inversée, induites par les sels. 

Polarisation de fluorescence 
L'anisotropie du DPH augmente avec la concentration en WILLIAMS et al., 1990 
protéine. 

Calorimétrie 
Le système DMPC/protéine subit des changements KAWATOetal., 1980 
confonnationnels : le premier est propre à l'enzyme et le 
second est attribué à la transition de phase des lipides. 

RMN JELICKS et al., 1989 
Présence d'interactions entre le peptide et les têtes 
polaires des phospholipides. 

Raman 
Perturbation de la structure de la bicouche lipidique à 
faible concentration en protéine « 10-4 M). A des VINCENT et al., 1988 

concentrations supérieures à 10-4 M, la TM est 
significativement altérée. 
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GrarnicidineA 

Grarnicidine D 

Glycophorine 

-------_._ .. _.~~-

DMPC 

DMPC 
LPPC 

DPPC 1 
DMPC 

PC 

DMPC 1 POPC 

DMPC 1 

RMN 
Effet ordonnant à faible concentration et désordonnant à RICE et al., 1979 
forte concentration en protéine. 

RMN 
Dans les vésicules de DMPC à l'état fluide la diffusion 
de rotation de la protéine est importante (2.10-7 s), alors Mc DONALD et SEELIG, 
qu'à l'état de gel, la protéine est immobilisée. La mobilité 1988 
de la protéine dépend de la nature chimique et physique 
des lipides utilisés. 

Fluorescence, IR 
La gramicidine A entraîne une baisse de l'ordre CORTIJO et al., 1982 
en-dessous de TM et une augmentation de l'ordre 
au-dessus de TM . 

Rayons X, RMN VAN ETCHELD et al., 
La gramicidine A induit une organisation hexagonale des 1982 
phospholipides dans lesquels elle est incorporée. 

Polarisation de fluorescence 
L'anisotropie de fluorescence du DPH augmente avec la WILLIAMS et al., 1990 
concentration en protéine. 

RPE, Polarisation de fluorescence 
Le paramètre d'ordre commence par diminuer à faible PINK et Mac DONALD, 
concentration en protéine puis augmente linéairement 1986 
avec la concentration en protéine. 
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3J3-Hydroxystéroïde 
deshydrogénase 

Insuline 

a-Lactalbumine 

Membrane 1 mitochondriale 

Membrane 1 plasmique de 
foie de rat 

\ 

\ 
Membranes 

d'érythrocytes 

\ 

DMPC 1 

Polarisation de fluorescence DEP AILLERETS et al., 
La protéine a un effet rigidifiant s'ajoutant à celui du 1984 
cholestérol. 

Fluorescence du pyrène 
L'insuline entraîne une diminution du coefficient de LUL Y et al., 1979 

! 

diffusion latérale du pyrène dans la membrane. 
1 

Polarisation de fluorescence DUTTA-ROY et al., 1985 
Réduction significative de la microviscosité membranaire 
par l' addi tion de l'insuline. 

Fluorescence du pyrène 
Vinsuline entraîne une augmentation de la fluidité LUL Y et al., 1981 
membranaire. 

Fluorescence du pyrène 
Vinsuline entraîne une augmentation significative de la BRYSZEWSKA et 
mobilité latérale du pyrène, mais ne produit pas de LEYKO,1983 
changement de confonnation des protéines 
membranaires. 

Polarisation de fluorescence, De 
A pH 8, l'interaction entre les vésicules et la protéine est HANSSENS et al., 1985 
restreinte. A pH 6 et 4, une forte interaction est 
observée. 

--
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Mélittine 

DMPC 

DMPC 1 

DMPC 

DMPC 
DMPS 
POPG 

DPPC 1 

Raman 
Mise en évidence de deux transitions de phase à 17 oC LA VIALLE et al., 1980 
(des lipides purs) et à 29 oC (du complexe mélittine-
lipides). 

Rayons X, Raman, Polarisation de 
fluorescence 
TM n'est pas fonction de la quantité en protéine ajoutée. VOGEL,1981 
En phase rigide la mélittine n'a pas d'effet sur 
l'anisotropie de fluorescence du DPH, alors qu'en phase 
fluide cette anisotropie est augmentée par la mélittine. 

• 

Polarisation de fluorescence 
Mise en évidence d'une seule transition de phase à 31°C. PRENDERGAST et al., 
A concentration élevée en protéine, la transition s'élargit 1982 
puis disparaît. 

RMN du 31p et du 2H 
La protéine entraîne un changement de la confonnation DEMPSEY et al., 1989; 
des têtes polaires des phospholipides, dû à la charge KUCHINKA et SEELIG, 
électrique de la protéine. 1989 

Fluorescence 
L'addition de la mélittine à des bicouches de DPPC GALLA et al., 1978 
provoque une augmentation de TM. Mise en évidence de 
zones rigides à concentration faible en mélittine. 
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Mélittine 
(suite) 

Poly(L-lysine) 

Protéine basique 
de Myéline 

PC 

POPG 
POPC 

DMPC 
DMPA 

DPClAPLP 

LysoLPC 
LysoLPE 

RPE 
La mélittine entraîne l'élargissement de la transition de 
phase des PC, lorsque des acides gras marqués par le SCHULZE et al., 1987 
groupement doxyle (localisé près de la surface des 
bicouches) est utilisé. L'ordre dans le feuillet intérieur 
reste inchangé. 

RMN, DC 
Aucun complexe mélittine - POPG n'est détecté. BESCHIASCHVILI et 
Les têtes "phosphoglycérol" sont moins affectées par la SEELIG,199O 
mélittine que celles des cholines. 

Raman 
Augmentation de la stabilité de la matrice des chaînes LAROCHE et al., 1988 
acylées par le polypeptide. 

RMN,DC 
Mise en évidence de sites différents d'interaction de la MENDZ et al., 1990 
protéine avec le détergent anionique et avec le détergent 
neutre. Ces interactions limitent la formation d'hélices. 

DC, Dialyse à l'équilibre 
L'association du lysolipide avec la protéine commence GOW et al., 1990 
en-dessous de la CMC et continue au-delà de cette 
concentration. 

-- ... 



1.1.4.3. INTERACTIONS AVEC DES DROGUES 

De nombreuses drogues et particulièrement des substances médicamenteuses affectent 

l'organisation structurale des membranes. La compréhension des interactions des drogues, 

honnones, peptides et vitamines avec la membrane est nécessaire, pour pouvoir expliquer 

en partie leurs mécanismes d'action. 

L'interaction de nombreuses drogues avec les biomembranes joue un rôle vital dans 

leurs actions biologiques. Ainsi, la capacité de certaines molécules à atteindre leurs 

récepteurs est fonction de leur transport à travers la membrane ou le long de la membrane 

[BONTING, 1981]. En outre, la confonnation acquise par certaines drogues dans la phase 

lipidique peut être la clef de leurs activités biologiques. 

TI a été observé que le mode d'interaction des drogues avec la membrane dépend en 

grande partie de leur localisation dans les bicouches lipidiques [SRIV ASTAVA et al., 

1990]. 

De nombreux travaux ont été effectués pour comprendre les interactions 

drogues-lipides, nous présentons quelques exemples dans le tableau 1.1.4. où nous 

désignons par drogue toute substance chimique dotée ou non d'une action 

phannacologique. 

Pour notre travail, nous avons testé l'effet d'un médicament: la cyclosporine A 

(in vitro) (cf. § 3.3.) et d'une classe d'hormone: la thyronine et composés 

thyromimétiques apparentés (in vivo) (cf. § 3.1.), sur les propriétés physiques et 

thermiques de la membrane. 
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Drogues 

Fonction Sùbstance 

Ethanol 

Butanol 

Anesthésiquesl Alcool benzylique 

Tableau 1.1.4. 
Interactions drogues-lipides. 

Système lipidique 

Membranes 
plasmiques de levure 

DMPC 

Dispersions lipidiques 
de Clostridium 
acetobutylicum 

Erythrocytes intacts et 
membranes 

d'érythrocytes 

Membranes 
plasmiques de cortex 

de bovins 

Techniques et obsetvations 

Perméabilité passive à l'acide acétique, 
Polarisation de fluorescence : DPH et TMA­
DPH 
Cet alcool augmente la fluidité membranaire et diminue la 
température de transition de phase (TM). Son effet est 
plus important dans le centre hydrophobe qu'à la surface 
de la membrane. Il agit sur les bicouches lipidiques à une 
concentration inférieure aux doses pharmacologiques. 

RPE, Polarisation de fluorescence : DPH et 
TMA-DPH 
Le butanol entraîne une augmentation de 20 à 30 % de la 
fluidité des membranes de Clostridium acetobutylicum. 

RPE, Polarisation de fluorescence : DPH et 
TMA-DPH 
L'alcool benzylique provoque un changement progressif 
de la forme des érythrocytes, alors que la viscoélasticité 
membranaire est inchangée. De même, il entraîne une 
augmentation de la fluidité membranaire. 
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VOLLHERBST­
SCHNECK et al.,1984; 

KITAGAWA et al.,1990; 

DEFORESTA et al.,1987; 

CHABANEL et al.,1985 
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Anesthésiques 
(suite) 

Agents 
anticancéreux 

cis et trans 
Tetradécanol 

Etomidate 

Chlorpromazine 

Doxorubicine 
(adriamycine) 

Lécithines/cholestérol 

DPPC 

Membrane 
d'érythrocytes 

Erythrocytes intacts 

Cellules cancéreuses 
de rat en culture 

RPE, Polarisation de fluorescence: DPH 
L'isomère cis diminue TM, alors que l'isomère trans MILLER, 1978 
l'augmente. Cependant, les deux isomères ont un effet 
fluidifiant 

RMN, RPE 
L'étomidate provoque une diminution de TM (d'environ SRIVASTAVA et al., 1989 
10 OC) quand il est présent en faibles quantités. 

RPE, Polarisation de fluorescence: DPH 
A faible concentration (10-6 M), la chlorpromazine est LETERRIER et al., 1977; 
localisée dans la région hydrophile de la membrane, à 
concentration moyennement élevée (10-3 M), la drogue SALESSE et al., 1982(a), 
atteint la région hydrophobe et à concentration élevée la 1982(1)) 
membrane est détruite. 

Polarisation de fluorescence : DPH et TMA-
DPH 
L'anisotropie de fluorescence du TMA-DPH dans les 
membranes plasmiques des cellules cancéreuses sensibles 
à la doxorubicine est inférieure à celle trouvée dans les CARBONNEAU et al., 
membranes de cellules résistantes. Cependant, les auteurs 1987 
n'ont pas pu mettre en évidence une corrélation positive 
entre la fluidité membranaire et la résistance aux agents 
antimitotiques. 



Polarisation de fluorescence: TMA-DPH 
Le traitement des cellules par les deux drogues entraîne 

Mitomycine des changements dans la composition lipidique, la fluidité 
et Cellules lymphoma membranaire et la taille des cellules. La polarisation de om et al., 1987 

adriamycine RDM4 en culture fluorescence du TMA-DPH diminue avec l'augmenttion 
de la concentration des deux drogues. Cependant, pour 

Agents des concentrations élevées, une rigidification apparente 
anticancéreux des membranes cellulaires est observée. 

(suite) 

Polarisation de fluorescence : DPH et TMA-
DPH 

Daunomycine Membranes naturelles A concentration faible, la daunomicyne est localisée FERRER-MONTIEL et al., 
de T. mannorata préférentiellement à la surface de la membrane. Par 1988 

contre, à concentration élevée, elle est localisée à 
l'intérieur de la membrane. 

()l 
...A. RPE, RMN 

Neurotrans- Norépinéphrine et DPPC Les deux drogues entraînent une diminution de TM SRIV ASTA V A et al., 1989 
metteurs épinéphrine d'environ 3,5 et 6,5 oC, respectivement. De même, elles 

provoquent une fluidification des bicouches lipidiques. 

Anti- Nitroxazépine RPE, RMN 
dépresseurs et DPPC La conformation des deux drogues est altérée quand elles SRIV ASTAVA et al., 1989 

imipramine sont introduites dans les bicouches lipidiques. 
...... - -----



CJ1 
1\) 

Imrnunosup- 1 Cyclosporine A 
resseur 

Hypo­
glycémiant 

Anticoagulant 

Insuline 

Ticlopidine 

DPPC 

Membranes 
d'érythrocytes 

Erythrocytes intacts 
Membranes 

d'érythrocytes 

Polarisation de fluorescence : DPH et TM A­
DPH, Fluorescence du P3P 
La cyclosporine A n'entraîne pas de modification de la 
polarisation de flurescence du DPH et du TMA-DPH, 
alors que le rapport IEfIM du P3P est diminué par cette 
drogue 

RMN, DSC 
La cyclosporine A provoque une augmentation du 
paramètre d'ordre et serait localisée le long des chaînes 
acylées des phospholipides. 

Polarisation de fluorescence du DPH 

Présent travail 

VEREB et al., 1990; 
WIEDMANN et al., 1990 

Les concentrations physiologiques en insuline entraînent 1 DUTrA-ROYet al., 1985 
une réduction significative de la microviscosité 
membranaire. 

RPE 
Pour des concentrations pharmacologiques, les effets 
essentiels de la ticlopidine sont la protection des 
érythrocytes contre l'hémolyse hypotonique et 1 DA VELOOSE et al., 1982 
l'augmentation de la fluidité membranaire. A 
concentration élevée (> 5 10-4 M), elle dénature les 
protéines membranaires. 





1l~ .. ILA IFIL1U((])m.JE~<CJEW<CJE 

<C((])OOOOJE OOJE1rIHI((])IIDJE IID ijlINVJE~1rII<GA 1rII((])W 

53 



54 



Parmi les techniques physiques d'investigation des propriétés des membranes, le 

GRAPP s'intéresse à des méthodes de spectroscopie d'émission moléculaire (qui font appel 

à des sondes fluorescentes généralement extrinsèques) et particulièrement à celles décrites 

ci-dessous, et utilisées pour nos études: 

* la polarisation de fluorescence, fondée sur la rotation de la sonde (diffusion 

rotationnelle ), 

* les réactions d'inhibition de fluorescence par formation de complexes 

intermoléculaires, dont la cinétique est limitée par la diffusion de translation des espèces 

réagissantes (excimères intermoléculaires du pyrène), 

* les réactions d'inhibition de fluorescence par formation de complexes 

intramoléculaires de systèmes bichromophoriques, sensibles à la cohésion du milieu 

(excimères intramoléculaires du dipyrénylpropane). 

Ces techniques tirent leur existence d'interactions à l'échelle moléculaire et conduisent 

parfois à des résultats d'interprétation délicate, cependant elles possèdent des avantages 

évidents de sensi bilité et de résolution (spectrale, spatiale, temporelle et 

orientationnelle ). 

1.2.1. POLARISATION DE FLUORESCENCE 

1.2.1.1. PRINCIPE 

Outre son caractère corpusculaire, une radiation lumineuse peut être caractérisée par 

son champ électrique Ê. Cette grandeur de nature vectorielle, possède une amplitude qui 

varie sinusoïdalement à la fréquence de l'onde lumineuse. Sa direction, dans le plan 

perpendiculaire à la direction de propagation, est soit fixe, l'onde est dite "polarisée 

rectilignement", soit distribuée au hasard, la lumière est alors dite "naturelle". 

Lors du phénomène d'absorption, ce champ électrique interagit avec l'oscillateur 

dipolaire du moment d'absorption du chromophore M. Ainsi, la probabilité d'absorption est 

proportionnelle à cos29, où 9 désigne l'angle entre Ë et M et la probabilité d'émission est 

proportionnelle à cos29', où 9' représente l'angle que font le champ électrique de l'onde 
... -+ 

lumineuse de fluorescence E' et le moment d'émission M' (cf. figure 1.2.1.). 
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Figure 1.2.1. 

Principe de la polarisation de fluorescence. 

-. 
La probabilité de l'orientation de El est alors détenninée pour une molécule excitée -donnée par l'angle entre son moment d'émission MI et le champ électrique de la radiation .... .... 

émise El. L'orientation de El est donc caractéristique de la position du chromophore au 

moment de l'émission. 
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1.2.1.2. APPLICATIONS A LA MESURE DE LA FLUIDITE 

Les orientations relatives des moments d'absorption et d'émission sont fixes dans la 

molécule. La détermination de la distribution des orientations des champs électriques des 

ondes émises, c'est-à-dire de l'état de polarisation de la lumière de fluorescence, va alors, 

permettre la détermination de la mobilité de la sonde. 

Ainsi, une excitation polarisée de molécules sondes n'est possible que pour des 

molécules ayant des positions spatiales données par rapport à l'excitation. Si la molécule est 

dans un milieu rigide, l'émission sera anisotrope; au contraire, dans un milieu infiniment 

fluide, la molécule pourra prendre une orientation quelconque et l'émission de fluorescence 

se fera avec la même probabilité dans toutes les directions de l'espace. Entre les deux, une 

dépolarisation intermédiaire sensible à la fluidité du milieu pourra être obtenue et corrélée à 

celle-ci. 

1.2.1.2.1. Anisotropie moyenne 

Le degré de polarisation est donné par l'équation suivante : 

p = (Iyy - G IVH) / (Iyy + G IyH) 

où G représente un facteur de correction, lié à l'appareil, égal au rapport IHyllHH lorsque 

l'excitation est polarisée horizontalement 

Iyy représente l'intensité de fluorescence relative lorsque l'excitation et l'émission sont 

polarisées verticalement 

IYH représente, dans les mêmes conditions d'excitation, l'intensité de fluorescence relative 

lorsque rémission est polarisée horizontalement. 

On peut défmir également l'anisotropie du milieu par : 

avec IFtotaIe = Iyy + 2IVH 

Ainsi pour une dépolarisation totale où Iyy = IYH' P = 0, r = 0; le milieu est alors très 

fluide. 

1.2.1.2.2. Formule de PERRIN 

En première approximation, c'est la formule de PERRIN, 1926, qui nous permet 

d'estimer la microviscosité des bicouches lipidiques. 
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En effet, d'après cette relation l'anisotropie de fluorescence est liée à la microviscosité 

de l'environnement lipidique par la relation : 

où 

ro RT1: 
--=1+­
<r> V11 

ro est l'anisotropie initiale dans un état où la molécule émettrice est supposée être en 

équilibre, 

< r > est l'anisotropie statique moyenne, 

't est la durée de vie de fluorescence du marqueur, 

T est la température absolue, 

V est le volume molaire de la sonde, 

11 est la microviscosité. 

Ainsi, il faut remarquer que 1/< r > varie linéairement avec 1/Tt pour une sonde 

donnée, lorsque la viscosité, 11, du milieu varie. Cette relation est généralement vérifiée et 

pennet, par extrapolation, d'atteindre la valeur de ro. Inversement, la mesure de < r > 

pennet, connaissant 1:, d'atteindre la valeur de 11. 

Cependant pour que l'anisotropie de fluorescence < r > varie proportionnellement à 

la microviscosité 11, il est nécessaire que la durée de vie 1: de la sonde soit constante. 

1.2.1.3. MARQUEURS FLUORESCENTS UTILISES 

1.2.1.3.1. DPH : 1,6-Diphényl-1,3,S-hexatriène, "all-trans" 

Figure 1.2.2. 

Molécule de DPH. 

La popularité du DPH (représenté dans la figure 1.2.2.), qui est la sonde la plus 

utilisée en polarisation de fluorescence pour l'étude de la structure, de l'organisation et de la 

dynamique des bicouches lipidiques, provient largement de ses propriétés photophysiques 

favorables à ce genre d'études [DALE et al., 1977; LAKOWICZ et al., 1976]. En effet, les 
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moments d'absorption et d'émission du DPH sont pratiquement colinéaires l'un par rapport 

à l'autre, d'une part et par rapport à l'axe de symétrie du marqueur d'autre part. Ceci fait du 

DPH un excellent marqueur pour l'étude de l'ordre dans les membranes puisqu'un petit 

déplacement de son axe de symétrie entraîne une dépolarisation de l'émission de 

fluorescence. En plus, peu fluorescent en milieu aqueux, le DPH s'incorpore assez 

facilement dans les membranes (cf. tableau 1.2.1. pour les applications principales). 

Des avantages supplémentaires de son utilisation viennent de sa durée de vie de 

fluorescence (8 à 10 ns, selon l'environnement) qui permet l'utilisation de la spectroscopie 

résolue dans le temps et du rendement quantique de son émission de fluorescence élevé en 

milieu hydrophobe. 

Cependant, en dépit de ces avantages, plusieurs difficultés sont liées à l'utilisation du 

DPH en polarisation de fluorescence: 

* sa localisation exacte dans les bicouches lipidiques n'est pas bien définie, on peut 

uniquement avancer l'hypothèse qu'il est localisé dans la région hydrocarbonée, 

* l'existence de zones de cohésion différentes dans la bicouche lipidique, 

* les modèles cinétiques de relaxation de transition utilisés ont parfois un aspect 

peu précis, 

* les potentiels chimiques locaux peuvent être variables selon l'environnement de la 

sonde, 

* sa possible photodégradabilité. 

1.2.1.3.2. TMA-DPH 

hexatriène 

1 [ 4 -(Tri méthylammoni u m) p hényl ]-6-p hényl-l,3,S-

Figure 1.2.3. 

Molécule de TMA-DPR 

Le TMA-DPH est un dérivé du DPH, qui grâce à sa structure (cf. figure 1.2.3.) peut 
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être à la fois hydrophile par son extrémité chargée positivement et hydrophobe par son 

extrémité hydrocarbonée aromatique. Son utilisation a été envisagée [KUHR Y et al., 1985; 

1983; PRENDERGAST et al., 1981] puisque sa localisation dans la membrane semble être 

plus défmie que celle du DPH. En effet, le TMA-DPH intercale sa partie apolaire entre les 

chaînes apolaires des lipides et sa tête polaire cationique au niveau des têtes polaires des 

phospholipides. 

Cette sonde de part sa nature bipolaire diffuse beaucoup moins vite à travers toute la 

cellule que ne le fait le DPH et serait un marqueur membranaire plus sélectif que ne l'est le 

DPH [KUHRY et al., 1983], dont une importante partie se localise dans les compartiments 

intracellulaires [BOUCHY et al., 1983]. 

Ces propriétés particulièrement importantes du TMA-DPH ont poussé ces dernières 

années, beaucoup d'auteurs à 1'utiliser pour 1'étude de la membrane plasmique des cellules 

intactes. 

Nous présentons dans le tableau 1.2.1. les principaux travaux récents utilisant la 

polarisation de fluorescence du TMA-DPH, pour l'étude aussi bien, des membranes 

naturelles que des liposomes. En fait ce tableau 1.2.1. regroupe 1'ensemble des résultats 

d'utilisation du DPH et du TMA-DPH. Ils sont classés par ordre chronologique de 

publication, commençant par les plus récents. Les articles moins récents sont décrits dans 

BEDDARD et WEST, 1981. 
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Tableau 1.2.1. 
Utilisation du DPH et lMA-DPH, en excitations continue (c) et pulsée (p), pour l'étude de milieux organisés. 

1 
Références Sonde fluorescente Système Observations 

(c), (p) lipidique 

ANTUNES-MADEIRA DPH Etude comparative de l'effet du lindane sur les bicouches 
et al., 1990 (c) DMPC lipidiques par l'utilisation du DPH et du rapport IEflM du 

pyrène. 

1 

0) ANTUNES-MADEIRA et DPH DMPC Suivi de l'altération de la fluidité membranaire par le DDT. 
-L MADEIRA, 1990 (c) DPPC 

DSPC 

Membranes Le marquage des plaquettes par le TMA-DPH entraîne une 
BEYERS et al., 1990 TMA-DPH plasmiques de augmentation rapide de l'intensité de fluorescence. Le TMA-

(c) + (p) plaquettes humaines DPH est localisé uniquement dans le feuillet extérieur de la 
membrane. 



0> 
N 

FEIJGE et al., 1990 

SCHULER et al., 
1990 

TOPLAK et al., 
1990 

Wll...LIAMS et al., 1990 

HI1ZEMANN, 1989 

DPH, TMA-DPH 
(c) 

DPH 
(c) 

TMA-DPH 
(c) 

DPH 
(c) + (p) 

DPH, TMA-DPH 
(c) 

L'activation des plaquettes avec la thrombine augmente les 
valeurs d'anisotropie de fluorescence des deux sondes, alors 
que l'activation avec l'ionomycine entraîne une diminution de 

Plaquettes sanguines celles-ci. 
humaines Les changements d'anisotropie dans les plaquettes intactes ne 

sont pas dus à une modification de la composition lipidique, 
mais à un changement des propriétés optiques des 
suspensions cellulaires, au moins en partie. 

Comparaison de l'effet de stérols de plantes (sitostérol, 
PC de soja stigmastérol et campestérol) et du cholestérol sur la 

modulation de la fluidité des vésicules de phosphatidylcholine 
de soja. 

Cellules en culture Etude des effets des conditions de culture et d'incubation sur 
(fibroblastes, la fluidité membranaire des cellules en cultures. 

astrocytoma de 
cerveau de rat) 

L'effet de trois protéines membranaires différentes sur 
DMPC l'hétérogénéité de la durée de vie de fluorescence du DPH 
POPC dans des vésicules de phospholipides est étudié. 

DMPC Etude comparative de l'effet de molécules non électrolytes sur 
les propriétés physiques des liposomes de DMPC. 



en 
(.0.) 

TROTTER et STORCH, 
1989 

DICKENS et al., 
1988 

FERRER -MONTIEL 
et al., 1988 

FIORINI et al., 
1988 

Mc DONALD et al., 
1988 

PLASEK et al., 1988 

PA-DPH 
(Acide DPH-
propionique) 

(c) + (p) 

DPH 
(c) 

DPH,1MA-DPH 
(c) 

DPH 
(c) 

DPH 
(c) 

DPH 
(c) 

La charge négative du PA-DPH est caractérisée par 
DMPC comparaison avec le DPH et le 1MA-DPH. Comme le 1MA-
DMPG DPH,le PA-DPH est localisé à la surface de la membrane par 

sa charge, mais il caractérise des régions plus profondes de la 
bicouche que le 1MA-DPH. 

Erythrocytes intacts et L'anisotropie de fluorescence apparente du DPH est plus 
membranes faible dans les érythrocytes intacts que dans les membranes 

d'érythrocytes isolées d'érythrocytes isolées. Ceci serait dû à la diffusion intense de 
la lumière par les cellules intactes. 

L'association de la daunomycine à la membrane et sa 
Membranes naturelles localisation dans la bicouche lipidique sont étudiées. A faibles 

de T-marmorata concentrations, la drogue est localisée à la surface de la 
membrane, alors qu'à fortes concentrations, elle atteint 
l'intérieur de la membrane. 

Membranes Utilisation du déclin de fluorescence du DPH pour l'étude de 
d'érythrocytes l'effet du cholestérol sur la microhétérogénéité de la 

membrane érythrocytaire. 

DLPC L'altération de la fluidité membranaire par la température, la 
Microsomes de foie pression et le cholestérol est étudiée par comparaison entre 

de rat l'utilisation du rapport IElIM du pyrène et la polarisation de 
fluorescence du DPH. 

Etude de la fluidité de membranes d'érythrocytes intacts en 
Membranes intactes tenant compte du transfert d'énergie de fluorescence du DPH 

d'érythrocytes à l'hémoglobine. 



en 
.Jlo. 

SHERIDAN et BLOCK, 
1988 

SHERIDAN et BLOCK, 
1988 

WILLIAMS et STIJBBS, 
1988 

AMIER et al., 1987 

BEST et al., 1987 

CARBONEAU et al., 
1987 

DE FOREST A et al., 1987 

~~-

DPH, 
lMA-DPH 

(c) 

lMA-DPH 
(c) 

DPH 
(P) 

lMA-DPH 
(c) 

DPH, lMA-DPH 
(c) + (p) 

DPH, TMA-DPH 
(c) 

DPH, TMA-DPH 
(c) 

Vésicules de Etude de la relation entre le transport de la sérotonine à 
membranes travers la membrane et la fluidité membranaire. 

plasmiques de 
cellules endothéliales 

Cellules endothéliales La pression d'oxygène diminue la fluidité membranaire. 
intactes 

POPC Etude des propriétés influençant les distributions des durées 
phospholipides de vie du DPH dans les bicouches lipidiques. 
microsomaux 

Membranes de 
microsomes intacts 

Liposomes contenant Etude de l'effet du magnésium sur le paramètre d'ordre des 
la (Na+,K+)-ATPase phospholipides et sur la conformation de la (Na+,K+)-

ATPase. 

DPPC Détermination de l'ordre et de la fluidité membranaire par le 
DMPC déclin de l'anisotropie de fluorescence. 

Cellules cancéreuses Pas de corrélation positive entre la fluidité et la résistance 
de rat en culture membranaire aux radiations ionisantes et aux agents 

antimitotiques. 

Membranes Etude de l'effet de la température et de l'alcool benzylique sur 
plasmiques de cortex la fluidité membranaire et sur la structure et l'activité de 

surrénal de bovins l'adénylate cyc1ase des membranes plasmiques. 



0> 
0'1 

FlORINI et aI., 1987 

KUBINA et al., 1987 

MUlLER et al., 1987 

om et al., 1987 

BRONNER et al., 1986 

CASTUMA et BRENNER, 
1986 

DPH 
(p) 

lMA-DPH 
(c) + (p) 

DPH, 
lMA-DPH 

(c) 

lMA-DPH 
(c) 

DPH, lMA-DPH 
(c) 

DPH 
(c) 

DPPC Etude des distributions de la durée de vie du DPH dans les 
DMPC vésicules de phospholipides. 

Plaquettes Investigation parallèle de la cinétique de l'exocytose et des 
humaines changements de la fluidité membranaire. 

Lymphocytes Les populations cellulaires dont les propriétés fonctionnelles 
Granulocytes sont différentes présentent une fluidité différente. 

Monocytes 

Cellules lymphoma Etude de l'effet de l'adriamycine et la mitomycine C sur la 
RDM4 en culture composition lipidique, la taille, la fluidité membranaire et la 

perméabilité des cellules lymphoma RDM4 en culture. 

Cellules Suivi de la cinétique de l'exocytose. 
mastoïdiennes 

de rat 

Etude de l'influence du cholestérol dans l'apport nutritionnel 
Microsomes de foie sur la dynamique membranaire, en relation avec l'effet sur la 

de rat composition membranaire et sur les propriétés cinétiques de 
l'UDP-glucuronosyltransférase. 
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1.2.2. REACTIONS D'INHIBITION DE FLUORESCENCE PAR 
FORMA TI ON D'EXCIMERES INTER MOLECULAIRES DU 
PYRENE 

1.2.2.1. MECANISME 

La fluorescence du pyrène (cf. figure 1.2.4.) a une large application dans l'étude des 

modèles membranaires, des membranes biologiques et des membranes de cellules entières, 

en particulier l'étude de la microviscosité membranaire et des transitions des bicouches 

lipidiques. 

Figure 1.2.4. 

Molécule de pyrène. 

Les mesures sont basées sur la propriété du pyrène de former des excimères 

intermoléculaires [PARKER, 1968]. En effet, si un monomère excité entre en collision avec 

un monomère stable, un dimère ou un excimère est fonné. 

La désactivation de l'excimère par émission de fluorescence donne une bande large 

avec un maximum à 480 nm, laquelle peut être facilement distinguée de l'émission du 

monomère qui émet entre 370 et 420 nm, avec une structure fme caractéristique. 

La formation d'excimères intennoléculaires du pyrène est une réaction bimoléculaire 

dont le mécanisme est schématisé dans la figure 1.2.5 .. 

La formation d'excimères du pyrène dans les membranes biologiques et dans les 

vésicules phospholipidiques est caractérisée, dans l'observation des spectres de 

fluorescence, par : 

* une émission hautement résolue du monomère dont le rendement quantique est une 

fonction décroissante de la concentration du pyrène, 

* une large bande d'émission de l'excimère, observable à des concentrations élevées 

en pyrène, 

* enfin des spectres d'excitation identiques pour les deux espèces. 
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Py 
10 .- Py* fonnation de l'état excité du 

monomère 

Py* ko .. Py + lM fluorescence du monomère 

Py* +Py 
ka 

... (Py .... Py)* fonnation d'un excimère 
intermoléculaire .. 

kd 

(Py .... Py)* 
kl .- Py + Py + lE fluorescence d'excimère 

Figure 1.2.5. 
Mécanisme de la fonnation d'excimères intermoléculaires du pyrène. 

Py, pyrène; Py*; pyrène excité (monomère); (Py ... Py)*. excimère; 10. lumière absorbée; 

lM et lE. intensités de fluorescence du monomère et de l'excimère; 

ko et k I , constantes de réaction liées au déclin radiatif du monomère et de l'excimère excités; 

ka et~, constantes d'association et de dissociation de l'excimère. 

Les états excités Py* et (Py ... Py)* peuvent être désactivés par des processus non 

radiatifs. 

L'excimère (Py ... Py)* représente un complexe qui n'a d'existence qu'à l'état excité, 

sa vitesse de formation est influencée par la diffusion latérale (translationnelle) d'une 

molécule de pyrène à l'état excité qui peut approcher suffisamment une molécule de pyrène 

à l'état fondamental. Sa formation dépend particulièrement de la viscosité du milieu 

[PARKER, 1968]. 

1.2.2.2. COEFFICIENT DE DIFFUSION DU PYRENE DANS LES 

BICOUCHES LIPIDIQUES 

La mesure des intensités de fluorescence provenant de Py* et de (Py ... Py)* peut 

renseigner sur un coefficient de diffusion moyen puisque la réaction de Py* avec Py dépend 

de la fluidité du milieu. En effet, plus le milieu est fluide plus la vitesse de transport relatif 

de Py vers Py* est élevée, donc plus la désactivation de Py* par Py est importante. 

Le pyrène apparaît comme l'une des molécules les mieux adaptées à cette méthode, 

puisque sa durée de vie de fluorescence est suffisamment longue pour que la formation 

d'excimères puisse se produire à des concentrations assez faibles. Toutefois, la durée de vie 

de l'état excité dépend du rapport des concentrations lipides membranaires/pyrène et il est 
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souvent très difficile d'avoir accès à ce paramètre, surtout dans le cas de cellules entières. 

Ainsi, les coefficients de diffusion latérale dans les bicouches lipidiques peuvent être 

détenninés grâce au pyrène suivant des techniques de fluorescence qui regroupent le déclin 

de fluorescence [DEMBO et al., 1979; V ANDERKOOI et a1., 1975], les rapports 

d'intensité IE/IM [GALLA et al., 1979] ou l'inhibition de fluorescence (cf. § 3.2.) 

[ANDRE et al., 1985; KANO et al., 1981] (cf. tableau 1.2.2.). 

Cependant, l'émission d'excimères du pyrène est peu utilisée pour l'étude des 

membranes cellulaires et a été appliquée essentiellement à des membranes érythrocytaires 

[SCHACHTER et a1., 1982; DONNER et al., 1980; DEMBO et al., 1979] ou à d'autres 

systèmes tels que les suspensions nùtochondriales [VEKSHIN, 1987], les lymphocytes 

[KIDO et al., 1980] ou la membrane plasmique du foie de rat [LUL Y et al., 1979]. 

Enfin, la fluorescence du pyrène n'est pas utilisée uniquement pour des études en 

rapport avec la fluidité des systèmes organisés mais également pour d'autres études telles 

que les interactions entre le virus de stomatite vésiculaire et des membranes synthétiques 

[PAL et al., 1988] ou les transferts spontanés des phospholipides entre les deux bicouches 

de la membrane [ROSEMAN et TIIOMPSON,1980]. 
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Tableau 1.2.2. 
Tableau regroupant les détenninations des coefficients de diffusion latérale du pyrène 

et de ses dérivés dans des systèmes organisés. 

Coefficient de 
Références Système lipidique Sonde TOC diffusion 

1O-8 cm2/s 

GAUAet DPPC(MLV) Pyrène 50 14 
SACKMANN, 1974 

DPPC-cholestérol 50 6,4 

DMPC 3 

V ANDERKOOI et DMPC- Pyrène 30 1,3 
CALLIS,1974 cholestérol 

Erythrocytes 2,8 

Membranes 2,8 
plasmiques 

LUL y et al., 1979 Pyrène -
Membranes 

plasmiques + 1,4 
insuline 

DEMBO et al., 1979 Erythrocytes Pyrène 25 10 
40 25 

DONNER et al., 1980 Erythrocytes Pyrène 25 1O±5 

Pyrène- 25 1,6 
diméthylaniline 50 47 

KANO et al., 1981 DPPC 
Acide pyrène 25 1,3 
décanoïque- 50 31 

diméthylaniline 

V AN DEN ZEGEL et DMPC 1-méthyl-pyrène 25 0,4 
al., 1984 70 2 
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1.2.3. REACTIONS D'INHIBITION DE FLUORESCENCE PAR 
FORMA TION D'EXCIMERES INTRAMOLECULAIRES DU 
DIPYRENYLPROPANE 

La fonnation de complexes intramoléculaires peut être produite dans le cas de 

systèmes bichromophoriques du type A-(CH2)n-B. 

Pour de tels systèmes en solution. des rotations internes dépendant des potentiels de 

torsion des liaisons. de l'agitation moléculaire. de la viscosité du milieu. des interactions 

avec le solvant conduisent à une répartition stable des distances entre les deux 

chromophores A et B. 

Un excimère (A = B) ou un exciplexe (A:# B) peut être formé quand. par exemple A 

est excité électroniquement (A *) et quand une distance minimale entre A * et B existe. 

Dans les études que nous avons entreprises, nous avons utilisé le dipyrénylpropane 

(Py-(CH2h-Py ou P3P), schématisé sur la figure 1.2.6. : 

Figure 1.2.6. 

Molécule de dipyrénylpropane. 

Le principe de fonnation de l'excimère est rappelé dans la figure 1.2.7 .. 
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10 * Py - (CH2~ - Py ----1...... Py - (CH2~ - Py fonnation de l'état excité du 
monomère 

fluorescence du monomère 

fonnation d'un excimère 
intramoléculaire 

[
Pl' .. /' py] * __ kt --.. 

" .... Py - (CH2~ - Py + lE fluorescence d'excimère 
(CH2)3 

Figure 1.2.7. 

Mécanisme de la formation d'excimères intramoléculaires du dipyrénylpropane. 

Py-(CH2h-Py, dipyrénylpropane; Py*-(CH2)rPy, dipyrénylpropane monomère; 

[
PZ" .}Y] * 

(CH2)3 ' dipyrénylpropane excimère; 

Jo, lumière d'excitation; lM et lE' intensités de fluorescence du monomère et de l'excimère; 

ko et k1, constantes de réaction liées au déclin radiatif du monomère et de l'excimère excités; 

ka et ~, constantes d'association et de dissociation de l'excimère. 

Pendant la durée de vie de Py*-(CH2h-Py, des rotations internes autour des liaisons 

carbone-carbone interviennent, fonctions de la répartition initiale, de la viscosité, de 

l'agitation moléculaire, de la coopérativité du milieu, etc .... Quand la distance entre les 

chromophores réactifs est inférieure à une certaine valeur, le potentiel attractif qui existe 

généralement devient suffisant pour que le complexe soit formé. On dispose alors en 

solution d'un système dont la cinétique va dépendre également de la viscosité mais va être 

indépendante de la concentration de la sonde. 

Des études théoriques ont été entreprises [COLLIN, 1987; ANDRE et al., 1983] où 

l'on a cherché à établir une relation entre la flexibilité des groupes méthyléniques, le milieu 

et la cinétique de réaction entre un pyrényle excité électroniquement et un pyrényle à l'état 

fondamental. 

Cependant, il est difficile de réaliser un modèle cinétique diffusionnel (même en 

milieu homogène) qui prendrait en compte les différentes contributions et il n'est pas 

possible pour l'instant de relier de façon théorique les intensités de fluorescence en 

excitation continue lE et lM à la viscosité d'un milieu homogène. 

Toutefois, il est possible de définir un critère objectif expérimental représenté par la 

valeur du rapport lE/lM, qui caractérise l'effet que peut avoir la viscosité macroscopique 

d'un milieu sur la cinétique de formation d'un complexe intramoléculaire émissif 

(cf. figure 1.2.8.) et en principe d'utiliser cette relation pour calculer la viscosité 

équivalente d'un milieu organisé (micelles, liposomes) (cf. § 3.4.4.1.2.). 
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o 10 20 30 40 

Figure 1.2.8. 

Variations de IEfIM du P3P en fonction de la viscosité 

dans des mélanges cyclohexanoVcyclohexane à 25 oC. 

50 60 
11 (cP) 

La détermination de la viscosité de ces milieux organisés peut être effectuée par la 

mesure d'une microviscosité équivalente (viscosité d'un solvant pris comme référence) mais 

n'a qu'une signification restreinte car elle nécessite de nombreuses approximations dans les 

modèles physiques. 

La formation d'excimères intramoléculaires devrait présenter un avantage certain sur 

la technique d'excimères intermoléculaires décrite précédemment puisque les résultats sont 

théoriquement indépendants de la concentration de marqueur dissous dans les membranes. 

Toutefois, des problèmes pratiques liés à l'utilisation de ce type de sonde existent et limitent 

pour l'instant l'emploi de ces substances. Un des problèmes lié à l'utilisation des 

dipyrénylalcanes tient au fait que ces molécules fluorescent en milieu aqueux (fluorescence 

d'excimères de contact par suite de formation de cristallites [VIRIOT et al., 1982; 

ZACHARIAS SE et al., 1982]). 

Par ailleurs, il est nécessaire de travailler à des concentrations suffisamment faibles 

pour éviter la formation d'excimères intermoléculaires qui introduisent des artefacts dans les 

résultats. 

Le tableau 1.2.3. présente les quelques travaux effectués sur des milieux organisés 

(micelles, lipides, membranes), à l'aide de sondes fluorescentes formant des excimères 

intramoléculaires. C'est essentiellement P3P qui a été utilisé pour l'étude des membranes 

naturelles, reconstituées ou des cellules entières. 
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Tableau 1.2.3. 

Récapitulatif des utilisations du P3P et de ses dérivés 

pour l'étude de milieux organisés. 

Références Système lipidique Sonde 

ZACHARIAS SE, Micelles de SDS P3P 
1978 

HENDERSON et al., Micelles P3P, PIOP 
1981 

MELNICK et al., DMPC P3P 
1981 Mitochondrie bis (4-biphényl-

PC d'œuf méthyl) éther 

DANGREAU et al., DMPC P3P 
1982 

ZACHARIASSE et DMPC P3P 
al., 1982 Ghosts d'érythrocythe di (pyrénylméthyl) 

PC d'œuf éther 

ALMEIDA et al., 1982 Membranes de réticulum P3P 
sarcoplasmique 

Sewa, lymphocytes de 
VIRIOT et al., 1983 sang humain P3P,P@>,P9P 

DPPC 
SDS 

MILLNERet Thylakoïdes de P3P 
BARBER, 1985 membranes de pois 

TURLEY et OFFEN, Micelles de P3P 
1985 SDS et C12(EO)6 

Micelles de 
KANO et al., 1985 SDS,HTACet P3P 

Triton X-l00 
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Additif 

-

-

Cholestérol 

(X-

Lactalbumine 

-

ATPase 

-

-

-

-



DMPC Ethanol, 
ALMEIDA et al., 1986 Réticulum P3P butanol et 

sarcoplasmique hexanol 

ANTUNES- Lindane 
MADEIRA et al., DMPC (2.ph(2,P) (hexachloro-

1990 cyclohexane) 

SDS 
BARA et SUZUKI, C12(EO)S P3P -

1990 C12(EO)6 
DAC (C12H2sNH3C1) 
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2.1.1. PRODUITS 

2.1.1.1. TRACEURS FLUORESCENTS 

Le DPH et le TMA-DPH sont des échantillons Molecular Probes (USA), le 

TMA-DPH est un dérivé tosylate. Le DPH est utilisé en solution dans le tétrahydrofuranne 

(!HF) et le TMA-DPH dans le diméthylsulfoxyde (DMSO). 

Le P3P est synthétisé selon la méthode décrite par ZACHARIAS SE et KUHNLE, 

1976, et est parfaitement purifié [VIRIOT et al., 198%]. 

Le pyrène est un échantillon (nO 177) Community Bureau of Reference-BCR 

(Europe). 

Le P3P et le pyrène sont mis en solution dans le chloroforme. 

Ces sondes fluorescentes sont introduites différemment dans les systèmes organisés 

selon le système utilisé: 

* dans les liposomes, elles sont généralement introduites au cours de leur préparation 

(cf. § 3.2.3.2.), 

* dans les microsomes, la solution de DPH est ajoutée à la suspension microsomiale 

(cf. § 3.1.3.), 

* dans les solutions aqueuses de tensio-actifs, elles sont introduites sous forme de 

microquantités de solution concentrée, ajoutées aux micelles préformées (cf. § 3.4.3.2.2.). 

2.1.1.2. AUTRES PRODUITS 

Les produits (phospholipides, tensio-actifs) et les additifs (hormones thyroïdiennes et 

analogues, protéines, cyclosporine A) seront décrits dans les § correspondants à leurs 

études. 

2.1.2. SOL V ANTS 

Le chloroforme (2427 E) et le THF (2027) sont des produits SDS (spectrosol grade). 

Le DMSO (nO 23 486.29) est un produit Prolabo. 

Le Tampon Tris (tris-[hydroxyméthyl]-aminométhane) est un échantillon Fluka 

(puriss, 93350). 

HCI est un produit Prolabo (R-normapur, 20252290). 

L'eau utilisée est bidistillée. 
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2.2.1. PREPARATION DES MILIEUX D'ETUDE : microsomes, 
liposomes et micelles 

Ces différents systèmes seront décrits ultérieurement dans les paragraphes 3.1.3., 

3.2.3.2. et 3.4.3.2.1., pour respectivement les microsomes, les liposomes et les micelles. 

2.2.2. MESURE DE L'ABSORBANCE 

Les mesures d'absorption ont été réalisées à l'aide d'un spectrophotomètre V ARIAN, 

DMS 70UVNisible. 

Pour toutes nos mesures de fluorescence (intensités et anisotropies), nous avons 

travaillé avec des solutions ayant une absorbance comprise entre 0,10 et 0,25 afin d'éviter 

l'effet de peau. 

2.2.3. FLUORESCENCE EN EXCITATION CONTINUE 

2.2.3.1. MESURES DES INTENSITES DE FLUORESCENCE 

Les mesures des intensités de fluorescence ont été réalisées avec un spectrofluorimètre 

Jobin Yvon, JY3 (cf. figure 2.2.1.). C'est un appareil qui possède un monochromateur à 

l'excitation et un à l'analyse. 

i 1 FI 

~~ '~ L. 1 _ ======_0 -
i ~ LI:Î"t:. 
~, I}; L' 
! S i W 
1 1 Cl i 1 1 Cr 

1 
1 

! 

J 

Figure 2.2.1. 

Schéma optique du spectrofluorimètre, Jobin Yvon, JY3. 
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2.2.3.2. MESURES DE L'ANISOTROPIE DE FLUORESCENCE 

L'anisotropie de fluorescence du DPH et du TMA-DPH a été mesurée sur un 

spectrofluorimètre Jobin Yvon, JY3 doté d'accessoires de polarisation (cf. figure 2.2.2.). 

C'est un appareil fabriqué au laboratoire, conçu à l'origine pour la mesure de l'anisotropie 

dans les cellules malignes. 

n est équipé : 

* à l'excitation : soit d'un filtre, soit d'un monochromateur, d'un polarisateur 

(position verticale ou horizontale, successivement) et d'une cellule photoélectrique qui 

permet de tenir compte des fluctuations de la lampe, 

* à l'émission: d'un double système d'analyse, avec pour chacun, un polariseur (soit 

horizontal, soit vertical), un fùtre interférentiel et un photomultiplicateur. 

Les valeurs de l'anisotropie de fluorescence sont directement données par un 

micro-ordinateur relié au montage. 

PC 

Mognetl 
====i:: 

MOgnet[ '-__ --' 

c=::l AF 

PMT M ADC f'rÎnrl:'r 

Figure 2.2.2. 

Montage expérimental d'un spectrofluorimètre Jobin Yvon, JY3, 

équipé d'accessoires de polarisation. FM, miroir de focalisation; L, lampe; 

EF, fùtre à l'excitation (365 nm); PC, cellule photoélectrique; P, polariseur; C, cellule; 

AF, fùtre à l'analyse (420 nm); PM, photomultiplicateur; M, multiplexeur; 

ADC, convertisseur analogique-numérique; S, obturateur (VINCENT et al., 1981). 
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2.2.4. FLUORESCENCE EN EXCITATION PULSEE 

Les déclins de fluorescence du pyrène sont obtenus par excitation pulsée laser et 

comptage monophotonique. Le montage utilisé est présenté schématiquement sur la figure 

2.2.3 .. Le laser à argon ionisé (modèle 164, Spectra Physics) pompe le laser à colorant. La 

fréquence de la lumière du faisceau en sortie du "cavity dumper" est doublée pour obtenir 

une excitation en ultraviolet. A chaque impulsion sélectionnée par le "cavity dumper", un 

signal "START" est envoyé au convertisseur temps-amplitude (TAC), qui déclenche une 

rampe de tension. Le premier photon émis par l'échantillon, reçu par le photomultiplicateur 

(PM), arrête la rampe de tension et l'événement est mémorisé dans l'analyseur multicanaux. 

L'opération est répétée un grand nombre de fois. 

Les déclins de fluorescence ainsi obtenus sont déconvolués suivant une technique de 

déconvolution numérique par transformée de FOURIER rapide (FFT) [ANDRE et al., 

1979). 
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laser à 
argon ionisé 

modelocker 

échantillon 

À= 514,5 nm 

traitement sur 
ordinateur 

laser à colorant "KITON RED" 
+ extracteur d'impulsion 

À = 630 - 660 nm 

doubleur de fréquence 

À = 315 - 330 nm 

MCA 

Figure 2.2.3. 

TAC 

Montage de comptage monophotonique avec excitation par source laser. 

PM : photomultiplicateur; Amp : amplificateur; CFID : discriminateur; 

TAC: convertisseur temps-amplitude; LED: discriminateur différentiel; 

MCA : analyseur multicanaux. 
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3.1.1. OBJECTIF DE L'ETUDE 

Cette étude fait partie d'un travail plus vaste, détaillé dans la publication présentée à la 

fin de ce chapitre (cf. § 3.1.6.) [GOUDONNET et al., 1990]. Dans ce mémoire, nous 

présentons uniquement la partie relative à l'étude de l'influence des hormones 

thyroïdiennes et analogues structuraux (acides arylcarboxyIiques) sur les 

activités des enzymes du métabolisme des médicaments (UDP-glucuronosyl­

transférases et cytochromes P-450), sachant que notre objectif est de relier leur mode 

d'action à une éventuelle modification de la fluidité membranaire. 

3.1.2. ETAT DES CONNAISSANCES 

Les hormones thyroïdiennes exercent un effet inhibiteur in vitro sur un grand nombre 

d'enzymes purifiées et affectent in vivo l'activité de nombreuses enzymes en augmentant ou 

en diminuant leurs activités [CHOWDHURY et al., 1983; GOUDONNET et al., 1980]. 

Cependant, l'influence de ces hormones sur les activités des enzymes microsomales 

impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques n'est pas complètement élucidée, qu'il 

s'agisse d'une inhibition ou d'une stimulation. L'effet des hormones thyroïdiennes est 

relativement faible si on le compare à celui des inhibiteurs ou des inducteurs classiques 

[ANDERS, 1973]. 

En revanche, les hormones thyroïdiennes exercent une influence très nette sur 

l'induction d'enzymes développée par certaines substances telles que le phénobarbital, le 

DDT ou le naphtacène [GOUDONNETet al., 1980; TRUCHOT et al., 1979]. 

Le clofibrate est un inducteur qui a particulièrement attiré notre attention, car comme 

les hormones thyroïdiennes, sa structure est apparentée aux acides arylcarboxyliques d'une 

part, et possède des propriétés hypolipémiantes d'autre part. En plus, ces composés 

présentent d'autres aspects communs telle que l'induction de la prolifération des 

peroxysomes [GIBSON et al., 1982]. 

Par ailleurs, rappelons que les activités des enzymes du métabolisme des 

xénobiotiques sont fortement liées à la nature de l'environnement lipidique et à la cohésion 

membranaire [CUMMINGS et al., 1984; MAGDALOU et al., 1982]. Ceci nous a conduit à 

penser que d'éventuels changements de ces activités dus aux acides arylcarboxyliques, 

pourraient être liés, entre autre, à un éventuel effet sur l'organisation membranaire et par 

conséquent sur la fluidité de la membrane. 

Cependant, comparé au clofibrate, inducteur spécifique de la glucuronoconjugaison 

de la bilirubine [FOURNEL et al., 1985], la 3,3',5-triiodo-L-thyronine (LT3) présente un 

effet opposé sur l'UDP-glucuronosyltransférase (UDPGT). En effet, la 

glucuronoconjugaison de la bilirubine est diminuée par la L T 3' alors que celle du 

4-nitrophénol est augmentée par la même LT3 [CHOWDHURY et al., 1983; 

GOUDONNET et al., 1980]. 
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Pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire responsable de ce double effet, 

nous avons entrepris au Centre du Médicament et en collaboration avec les équipes du 

Professeur TRUCHOT, à Dijon et du GRAPP, à Nancy, une étude qui pennet de comparer 

l'effet de la LT3, prise comme modèle, avec ceux de six acides arylcarboxyliques possédant 

(AT3, TP3, LT4, DT 4, IPTÛ ou non (TO, DIT) une activité thyromimétique 

(cf. figure 3.1.1. et la figure 1 de la publication du § 3.1.6.) sur : 

* les activités enzymatiques de l'UDPGT et des monooxygénases, 

* les lipides sériques et, 

* sur la fluidité membranaire. 

A 

B 

HO-< ~-O-h-CH'-COOH 
l 'pl 

c 

HO-O-O-O'I' '\ -CH,-CH,-COOH 

1 1 

o 

E 

HO~-O-~-"CH,-b:~cOOH 
/ 1 

F 

CH,C:,H 
\ 

CH, 

NH, 

HO-~-O-~-CHr-~H-COOH G 

Figure 3.1.1. 

Structure chimique des composés utilisés. A: LT3 (3,3',5-triiodo-L-thyronine); 

B : DIT (3,5-diiodo-L-tyrosine); C: AT3 (acide 3,3',5-triiodothyroacétique); 

D : TP3 (acide 3,3',5-triiodothyropropionique); E: LT4, DT4 (L et D-thyroxine); 

F: IPT2 (isopropyldiiodothyronine; G : TO (L-thyronine). 
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3.1.3. MATERIELS ET METHODES 

Les matériels et les méthodes (traitement des rats, préparation des microsomes, 

dosage des activités enzymatiques) sont décrits dans la publication du § 3.1.6 .. 

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé uniquement la polarisation de 

fluorescence du DPH (cf. § 1.2.1.). 

Avant toutes les mesures, les suspensions microsomiales sont ramenées à une 

absorbance comprise entre 0,20 et 0,25 à 360 nm, par dilution dans le Tampon 1 mM 

Tris-Hel (pH 7,4) utilisé pour la préparation des microsomes. Le DPH est ajouté aux 

microsomes (concentration de l'ordre du JlM) pour que l'intensité de fluorescence donne un 

signal facilement détectable. 

L'incorporation de la sonde dans la membrane est suivie par la mesure de l'intensité 

de fluorescence, qui augmente au cours du temps, jusqu'à l'obtention d'un palier. Le temps 

relatif à cette stabilisation (30 minutes) est considéré comme le temps nécessaire à 

l'incorporation du DPH dans les membranes des microsomes. 

3.1.4. RESULTATS ET DISCUSSION 

Les résultats montrent que la glucuronoconjugaison des terpènes (induite par le 

phénobarbital) est insensible aux traitements par les différents acides arylcarboxyliques, en 

revanche on observe un effet opposé, dose-dépendant, sur la glucuronoconjugaison du 

4-nitrophénol (induite par le 3-méthylcholantrène) et de la bilirubine (induite par le 

clofibrate). Ainsi, la glucuronoconjugaison du 4-nitrophénol est augmentée, alors que celle 

de la bilirubine est diminuée. De même, les activités monooxygénasiques ont baissé. 

Or, comme nous l'avons signalé ci-dessus, les variations des activités enzymatiques 

observées peuvent être dues à une éventuelle modification de la fluidité membranaire. 

Ainsi, pour se rendre compte de l'action de ces acides arylcarboxyliques sur la 

cohésion membranaire, nous avons mesuré l'anisotropie de fluorescence du DPH dans les 

microsomes issus de rats traités par différents analogues. 

Les valeurs trouvées (moyenne de dix mesures) dans les microsomes de rats 

thyroïdectomisés et de ceux traités par la LT 3' l'AT 3 et l'IPT 2 ne varient pas d'une manière 

significative par rapport à celles mesurées dans les microsomes issus de rats témoins 

(cf. tableau 3.1.1.). 
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Tableau 3.1.1. 

Valeurs des anisotropies de fluorescence du DPH mesurées dans des microsomes 

hépatiques de rats normothyroïdiens (N), thyroïdectomisés (THX) et traités par la L T 3, 

l'AT3 et l'IPT2. 

Traitement Dose Anisotropie 
Jlglkg!jour de fluorescence 

rats normaux - (N) 0,119 ± 0,009 

rats 
thyroïdectomisés - (THX) 0,125 ± 0,005 

3a 0,122 ± 0,009 

LT3 
Wb 0,129 ± 0,010 

5OC 0,120 ± 0,007 

lOd 0,130 ± 0,004 

A13 50
e 

0,129 ± 0,008 

l00 f 0,126 ± 0,010 

IPT2 500 g 0,135 ± 0,009 

Test de Student, valeurs de p : 

N vs THX : p < 0,8 (N.S.); N vs a : p < 0,6 (N.S.); N vs b : p < 0,9 (N.S.); 

N vs c : p < 0,5 (N.S.); N vs d : (N.S); N vs e : p < 1 (N.S.); 

N vs f: p < 0,8 (N.S.); N vs g : (N.S.) (N.S., non significatif). 

3.1.5. CONCLUSION 

Ces résultats montrent que la LT 3 et ses analogues l'AT 3 et l'IPT 2 n'entraînent pas de 

changement de la cohésion membranaire, telle qu'elle est estimée par la mesure de 

l'anisotropie de fluorescence du DPH, dans les conditions expérimentales décrites dans les 

chapitres précédents. Ceci suggère que les variations de la glucuroconjugaison du 

4-nitrophénol et de la bilirubine, ne semblent pas associées à des modifications de 

l'organisation lipidique des membranes microsomales. Probablement, elles seraient liées à 

une stimulation ou à une diminution de la biosynthèse protéique de l'isoenzyme 

correspondante [CHOWDHURY et al., 1983], ou à une différence de stabilité des ARN 

messagers codant pour ces deux isoformes. 
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Key words: UDPgJucuronosyltrans(erase: Cytochrome P-450 isozyme: Thyroid honnone: Carboxylic acid: PeroJÙsome marker: 
(Ratliver) 

The effect of thyroid honnones and chemically related compounds. on the activity of UDP-glucuronosyltransferases 
tEC 2.4.1.17) and cytochrome P-'50-dependent monooxygenases in rat liver microsomes was investigated. The animais 
were thyroidectomized and treated with dirferent doses of the drugs for 3 weeks_ Opposite efrects were observed 
depending on the isoenzyme of UDP-glucuronosyltransferase considered. While 3.3' .5-triiodo-L-thyronine. 3.3' ,5-tri­
iodothyroacetic acid. 3.3' .5-triiodothyropropionic acid. isopropyldiiodothyronine and L- and D-thyroxine strongly 
increased 4-nitrophenol glucuronidation in a dose-dependent fashion. they decreased markedly bilirubin g1ucuronidation_ 
However. the activity toward nopol. a monoterpenoid alcohol. was not significandy changed regardless of which 
compound or dose was used. Variation of UDP-glucuronosyltransferase observed with -'-nitrophenol and bilirubin was 
related to the thyromimetic effect of the drugs estimated from the increase in Q-glycerophosphate dehydrogenase. 
Thyronine and 3.5-diiodo-L-tyrosine, which did not enhance this activity, also failed to affect g1ucuronidation. Variations 
in UDP-g1ucuronosyltransferase activity were more likely due to changes in protein expression rather than changes in 
enzyme latency, since lipid organization of the microsomal membrane. as estimated from the mean anisotropy of 
1.6-diphenyl-l.3,5-hexatriene by fluorescence polarization was not significantly modified by the drug administration. 
Although sorne of the drugs could significantly decrease the triacylglycerol and cholesterol contents in plasma. ail railed 
to affect lauric acid hydroxylation. The activities of catalase. palmitoyl-CoA dehydrogenase (CN - insensitive) and 
carnitine acetyltransferase in the fraction enriched in peroxisomes were also not significandy affected by treatment with 
the thyroid honnone L Tl' In contrast, the activity of 7-ethoxycoumarine O-deethylase was increased by large doses of 
thyronine and by 3.3'.5-triiodothyropropionic acid. The concentration of total cytochrome P-456 was decreased in a 
dose-dependent fashion by ail the compounds used. except thyronine. Finally, significant correlations were observed 
between g1ucuronidation of bilirubin and 4-nitrophenol and the content in cytochrome P-456. This suggests a possible 
coordinate reguJation of the two processes. which depends on the physicochemical characteristics of the thyroid 
honnones and related compounds. 

Introduction 

UDP-g1ucuronosyltransferase (EC 2.4.1.17) belongs 
to a family of enzymes involved in the conjugation of 

---
Abbreviations: LT). 3.3'.5-triiodo-L·thyrorune: TA). 3.3',5-lri· 
lodothyroacetic acid: TP). 3.3'.5.triiodothyropropioruc acid: LT •• t­
thyroxine: DT.. D-thyroxine: IPT!. 3.5-diiodo-3' -isopropyl-L­
thyronine: TO. thyronine: DIT. 3.S-diiodo-t-tyrosine: DPH. 1,6-di­
phenyl-l.3.S-hexatriene. 

Correspondence: J. Magdalou. Centre du Médicament. U.R.A. C~RS 
:-<0. 597. JO Rue Lionnois. 54000 Nancy. France. 

UDP-glucuronic acid to a variety of chemicals, drugs or 
endogenous compounds. sorne of them potentially toxic. 
Iike bilirubin [1 J. The enzymes are exc1usively associated 
with the membranes of the cell. mainly those of the 
endoplasmic reticulum [2J. This situation confers to the 
protein a strong phospholipid dependence. since any 
perturbation of the lipid bilayer or change in the mem­
brane lipid composition can simultaneously affect its 
activity [3-5]. 

Each isoenzyme has been characterized by its selec­
tive induction by drugs (phenobarbital. 3-methy1cholan­
threne and c1ofibratel. or by its substrate speclficity 

0304-4165/90/503.50·D 1990 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Divisionl 
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[6-8]. Glucuronidation of planar mono-hydroxylated 
substrates (4-nitrophenol. I-naphthol) is preferentially 
enhanced aCter treatment of rats with 3-methylcholan­
threne. whereas the protein which catalyzes glucuroni­
dation of bulkier molecules (monoterpenoid alcohols. 
morphine) is induced by phenobarbital. Finally. we 
recently reported that the hypolipidemic drug, clofibrate. 
and other structurally related arylcarboxylic acids. 
selectively enhanced bilirubin glucuronidation catalyzed 
by another distinct form of enzyme (9J. These types of 
drug, especially the peroxisome proliferators. concom­
itantly induce a cytochrome P-450 (cytochrome P-450 
IV Al) involved in the ",-hydroxylation of lauric and 
arachidonic acids (10). 

Like clofibrate, thyroid hormones belong to the class 
of arylcarboxylic acids. They are substrates of UDP­
g1ucuronosyltransCerase [Il] and are known to present 
hypolipidemic properties upon administration [12]. 
Thyroxine can also induce proliferation of microper­
oxisomes [13]. Compared to clofibrate. 3,3'.5-trüodo-L­
thyronine (LT) was found to present opposite effects 

1 NH, 

HO-O-O-O-CH,-~H-COOH 

1 NH, 

HO-O-CH'-CH-COOH 

HO-O-O-~-CH'-COOH c 

Ho-O-o_h_CH,-CH,-COOH 
1 ~ 

o 

1 1 NH, 

HO-~-O-O-CHr-CH-COOH 

NH, 

HO-V-o-V-CH;-CH-COOH G 

Fig. 1. Chemical structure of the compounds used. A. L T) (3.3' .S-tri­
iodo-L-thyronine); B. DIT (3.S-diiodo-L-tyrosinc); C. TA) (3.3'.S-tri­
iodothyroacetic acid); D. TP) (3,3'.S-uüodothyropropionic acid); E. 
LT •• DT. (L- and o-thyrosinc); F. IPT2 (isopropyldüodothyrorunc); 

G. TO (L-thyronine). 
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on the aCllvlly of UDP-glucuronosyltransferases after 
administration to rats. The drug was responsible for 
decreasing bilirubin g1ucuronidation. whereas that of 
4-nitrophenol was increased [14-16]. 

In order to understand better the molecular mecha­
nism responsible for this dual <!Cfect. we compared the 
action of the thyroid hormone L Tl' used as a model 
compound. with that of six other chemically related 
carboxylic acids. whose structures are indicated in Fig. 
1. Their effect on the activity of UDP-glucuronosyl­
transferases monitored with 4-nitrophenol. nopol (a 
monoterpenoid alcohol) and bilirubin as substrates. were 
tested using rat liver microsomes. This series of corn­
pounds corresponds to iodine-containing molecules 
which possess thyromimetic properties, 3.3'.5-tri­
iodothyroacetic acid (TA l ), 3.3',5-truodothyropropionic 
acid (TPl ), L- and D-thyroxine (LT4 • DT4 ). 3.5-diiodo-
3'-isopropyl-L-thyronine (IPT2) and two other with no 
thyromimetic effect. thyronine (TO) and 3.5-diiodo-L­
tyrosine (DIT). These molecules were tested for their 
effects on plasma lipids and their different actions on 
the activity of UDP-g1ucuronosyltransferases and cyto­
chrome P-450 isozymes. The existence of a possible 
relation between the content of cytochrome P-450 and 
the activity of UDP-g1ucuronosyltransferase toward bi­
lirubin was also investigated. 

Materials and Methods 

Chemicals 
L Tl' L T4 , DT4 , DIT and TO were purchased from 

Sigma (St Louis, MO). [PT2 and TA l were kindly 
provided by Smith-Kline and French Research lnstitute 
(The Fry the, Welwyn. U.K.). Nopol. substrate of 
UDP-g1ucuronosyltransferase. was provided by Auka 
(Buchs, Switzerland). The other substrates 4-nitrophen-
01. bilirubin and the detergents for enzyme activation 
Triton X-lOO and digitonin were from Merck (Darms­
tadt, F.R.G.). Lauric acid and 12-hydroxydodecanoic 
acid were purchased from Aldrich-Chimie (Strasbourg, 
France). 1.6-Diphenyl-1.3.5-hexatriene (DPH) was ob­
tained from Koch-Light (Colnbrook. U.K.). Ali re­
agents were of the best quality commercially available. 

Treatments of animais and preparation of subcellular frac­
tions 

Male Wistar rats (Domaine des Oncins, St Germain 
l'Abresle, France) were used throughout this study. Ex­
cept for a control group of animais, the thyroid gland 
was surgically removed when they weighed 80 g. The 
success of the ablation was monitored by measurement 
of free L T4 in plasma by radioimmunoassay; the 
animais, whose L T4 level was Jess than 1 pM, were used 
for subsequent treatments. Injection of the compounds 
to rats started 3 weeks after surgery. Each group of rats 
was composed of eight animais. A control group and a 
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group of thyroidectomized rats did not receive any 
compound. TIrree groups of rats were treated intraperi­
toneally with LT) dissolved in 0.9% NaCI. at the doses 
3. 10. 30 and 50 J!g/kg body weight per day for 10 days. 
The smallest quantity of the hormone injected corre­
sponded to a substitutive hormonal dose. whereas the 
highest amounts were considered as pharmacological 
doses. The other compounds were tested under the same 
conditions. except for the doses: 5. 20 and 100 J!g/kg 
per day for IPTl ; 10. 50 and 500 J!g/kg per day for 
TA); 500 J!g/kg per day for TP); 1 mg/kg per day for 
L T4 and 2.5 mg/kg per day for DT4 • The doses were 
chosen for their thyromimetic effects. as judged from 
the increases in the mitochondrial a-g1ycerophosphate 
dehydrogenase (17). Finally, compounds which did not 
exhibit a thyromirnetic activîty were administered at the 
doses 2.5 mg/kg per day for DIT and 20. 200 and 1000 
J!g/kg per day for TO. Rats were killed by decapitation 
16 h after the last injection; their blood was collected in 
tubes containing heparin and the plasma was separated 
by centrifugation at 3000 x g. The Iivers were homoge­
nized indivîdually in 1 mM Tris-HC1 buffer (pH 7.4) 
containing 0.1 mM EDTA and 154 mM KCI. The 
homogenate was spun for 10 min at 750 x g and the 
pellet was discarded. The supernatant was centrifuged 
at 8700 x g for 10 min; the pellet. which constituted the 

TABLE 1 

mitochondrial fraction was homogenized in the buffer 
and collected again at the same speed. Subsequently. 
the post-mitochondrial supernatant was centrifuged at 
25000 x g for 10 min. and the pellet constituted the 
fraction enriched in peroxisomes. Finally, the super­
natant was spun at 100000 x g for 60 min. The pellet 
was homogenized in the buffer and centrifuged again 
under the same conditions. The microsomal pellet was 
homogenized and all the subcellular fractions were 
stored at - 80 0 C. Their protein content was estimated 
by the method of Lowry et al. (18). 

Biochemical assays 
ln plasma. the concentration of free L T4 was mea­

sured using the radioimmuno assay of Arnersham (Les 
Ulis, France); levels in triacylglycerols and cholesterol 
were deterrnined with a reagent kit provîded by Boeh­
ringer (Mannheim, F.R.G.) on a Cobas fast-analyzer 
centrifuge (Roche Bioelectronique, Basel. Switzerland). 
The activîty of mitochondrial a-g1ycerophosphate dehy­
drogenase was measured according to the method of 
Gardner [19]. In the fraction enriched in peroxisomes. 
the activîty of catalase, palmitoyl-CoA dehydrogenase 
(CN- insensitÎve) and camitine acetyltransferase was 
followed according to the method of Baudhuin et al. 
(20), Lazarow and De Duve [21) and Gray et al. [22), 

Effec/ of ITta/menu on morpholog/cal parame/ers, plasma lipidr and a.glycerophospha/e dehydrogenase ac/wiry 

Treatments and Body weigbt Liver/body Plasma lipids (mM) a-Glycerophosphate 
doses (l'S) (g) weigbt ratio cholesterol triacylglycerols dehydrogenase 

(nmoljnùn per mg protein) 

Control 258± 18 3.HO.2 1.95±O.23 O.92±O.24 O.95±O.14 

Thyroidectomized 217 ± 18 • 3.S±O.3 2.41 ±O.35 • O.84±0.09 • 0.46±O.15 • 

LT)-3 1050 240±32 3.S±0.1 2.22±0.22 0.9S±0.24 0.70±0.18 b 

22H29 3.6±0.2 1.84±0.38 b 0.70±O.l9 2.oo±0.20 b 

20H19 3.1±O.l 1.53 ±0.21 b 0.58 ±0.15 b 3.90±0.22 b 

TAJ-IO 50 500 214±35 2.8±0.2 2.21 ±0.32 1.15 ±0.34 b 2.30±O.19 b 

236±24 3.6±O.2 2.23±0.30 0.77±O.27 2.80±0.23 b 

230±33 3.HO.2 2.28±0.28 0.63±0.15 b 3.70±0.25 b 

IPT2-5 20 100 21H25 3.4±0.2 2.3S±0.21 1.0S±0.15 b 0.97±0.16 b 

215±31 3.1 ±O.2 2.0S±0.32 b 0.88±0.18 1.10±0.17 b 

21H27 2.2±0.3 1.90±0.28 b 0.80H.21 1.70±0.17 b 

LT.-looo 167±23 b 3.8±0.2 1.81 ±0.28 b 0.69±0.18 4.OO±0.2S b 

DT.-2Soo 21H44 3.7±0.2 1.98±0.33 b 0.76±0.21 2.60±0.20 b 

DIT-2Soo 185 ± 18 b 3.9±0.2 2.35 ±0.19 0.95±0.20 0.67±0.11 

TP)-Soo 229±23 4.1±0.2 2.1S±0.25 0.77 ±O.l7 2.oo±0.18 b 

TO·20 200 1000 2oo± 18 3.5±0.2 2.45±0.35 1.12 ±0.15 b 0.30±0.14 
185±21 3.2±0.2 2.27::0.19 0.95±0.09 b 0.40 ± 0.11 
229±22 3.HO.2 2.35±0.28 1.08±0.21 b 0.4S±0.08 

• Significantly different (rom control normal rats. 
b Significantly different (rom thyroidectomized rats. 
P < 0.05. eigbt animais. 

97 



15 

respectively. Cytochrome P-450 content was determined 
from the reduced carbon monoxide difference spectrum 
[23J on a Cary 15 spectrophotometer (mode! 219. Varian. 
Palo-Alto. CA). The monooxygenase 7-ethoxycoumarine 
O-deethylase activity was measured by the technique of 
Grenlee and Poland [24J on a Jobin-Yvon N3D 
spectrofluorometer (Longjumeau. France). Hydroxyl­
ation of lauric acid was monitored as described in Ref. 
25. 

The incubation conditions were essentially the sa me as 
those described in Rer. 9. 

ResuJts 

lvforphometric parameters and hypolipidem.e ,,;;'~~,~ 

Bilirubin UDP-g1ucuronosyltransferasc activity was 
evaluated according to Heirwegh et al. [26], using dig­
itonin at a detergentj protein weight ratio of 1: 4 to 
ob tain maximal activation. G1ucuronidation reactions 
with 4-nitrophenol and nopol as substrates was fol­
lowed by the method of Mulder and Van Doorn [27), as 
previously described [28), in Triton X-l00-treated mi­
crosomes. 

Thyroid ablation in rats significantly decreased total 
body weight by 16% (Table 1). Administration of the 
compounds did not affect body weight. except L T4 and 
DIT. wh.ich decreased the weight by 20%. However. 
whatever the compound and the dose used. the ratio of 
liver/body weight was not significantly changed upon 
treatment (Table 1). 

Table 1 also presents plasma levels of cholesterol and 
triacylglycerols in rats treated with the different carbe­
xylic acids. Compared to control animais. thyroid­
ectomy increased the plasma cholesterol content by 
24%. From ail the chemical structures considered. treat­
ments with LT), 1 PT!, L T4 and DT4 , significantly de­
creased the cholesterollevel. L T) and TA), at the h.ighest 
doses used. lowered the triacylglycerol content by 37 
and 31 %. respectively (Table 1). In contrast. the lowest 
doses in TA) and IPT! as weil as TO increased th.is 
parameter. DIT and TP) did not cause significant 
changes of lipid concentration in plasma. 

Fluorescence polarization 
Changes in the organization of the Iipid phase of the 

microsomal membranes upon treatment with the com­
pounds were estirnated from the anisotropy of the 
steady-state fluorescence emission of DPH. The signals 
were recorded at 25 0 C on a Jobin-Yvon spectro­
fluorometer equipped with a polarization accessory and 
cou pied to an Apple Il computer for the data processing. 

TABLE 11 

Effecls of Irealments on cylochromes P·450 dependenl monooxygenase aClivilies 

TreaunenlS and doses (/oIg) 

Control 

Thyroideclomized 

LT)-3 10 50 

LT.-l000 

DT.-2500 

DIT-2S00 

TP)-500 

TO-20 200 1000 

Cytochrome P-450 
(nmoVmg protein) 

0.84±0.12 

0.94±0.09 • 

0.69±0.05 b 

0.59 ± ü.07 b 

0.42±0.12 b 

0.63±0.06 b 

0.67±0.09 b 

0.37±0.05 b 

0.69 ± 0.06 b 

0.49±0.07 b 

0.38±0.10 b 

0.45 ±0.12 b 

0.S3±0.14 b 

0.84±0.20 

0.62±0.10 b 

0.91±0.1l 
0.88±0.1O 
0.96±0.12 

• Significantly different from control normal raIS. 
b Significantly differenl from thyroidectomized raL 
C Dot determined. 
P < 0.05. eight animais. 

7-Ethoxycoumanne 
O-deelhylase 
(nmol/rrun per mg prolein) 

0.58±0.17 

0.53 ±0.13 

0.50±0.1l 
0.SO±O.l3 
0.51 ±0.15 

O.46±O.lO 
0.46±0.12 
0.46±0.12 

0.67±0.13 
0.56±0.08 
0.59±0.16 

0.62 ± 0.13 

0.56±0.14 

0.54±O.l9 

0.72±0.17 b 

0.61 ±0.15 
0.72±0.15 b 

0.8S±0.16 b 

98 

Hydroxylation 
of laurie acid 
(nmol/min pcr mg prolein) 

0.148 ± 0.023 

O.l38±0.029 

0.135 ±0.031 
0.166±0.062 
O.l66±0.031 

0.177 ± 0.050 
0.105±0.017 
0.163 ± 0.037 

0.148±0.031 
0.151 ± 0.027 
O.l6S± 0.035 

0.130±0.028 
0.142±ü.033 
O.l4S±0.041 
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The different treatments failed 10 alter the physico­
chemical properties of the microsomal membrane lipids 
as revealed by the fluorescence polarization experi­
ments. Whatever the treatment. the mean anisotropy (r) 
of the fluorescent probe 1.6-diphenyl-1.3.5-hexatriene. 
was not significantly changed and ranged from 0.119 ± 
0.009 for normal rats to 0.125 ± 0.005 for thyroidecto­
mized rats and 0.l35 ± 0.009 for IPT1-treated animals. 

Mitochondrial a·glycerophosphate dehydrogenase 
The enzyme activity. considered as an index of the 

thyromimetic effects (17]. was strongly enhanced in a 
dose·dependent fashion by LT3• TA 3 and IPT2 (Table 
1). L T4 and TP3 also promoted an increase in enzyme 
activity. whereas TO and DIT were ineffective. as ex· 
pected. 

Monooxygenase aCliuities 
The amount of total cytochrome P-450 was slightly 

but significantly increased by 14% in thyroidectomized 
rats (Table II). L T) administration caused a dose·de­
pendent decrease in this protein. which reached 50% 
with the highest dose. The chemically related structures 
TA) and IPT1 led to the same results. TP). LT4 and 
DT4 also decreased the amount of cytochrome P-450. 
DIT and TO did not affect its concentration at any 
dose. 

The activity of 7-ethoxycoumarine O·deethylase (cy· 
tochromes P-450 IlB1 and IAl dependent) did not 
significantly change upon administration of the corn· 
pounds (Table II). The hydroxylation of lauric acid was 
not significantly affected regardless of which compound 
was administered. 

UDP-glucuronosyltransferase actiuities 
Glucuronidation of 4-nitrophenol was enhanced by 

LT). TA) and IPT2 in a dose·dependent fashion (Fig. 
2). LT4 , DT4 and TP3 also strongly increased (200%) 
this activity. On the other hand. TO or DIT did not 
produce any effect. Interestingly. the opposite situation 
was found when bilirubin glucuronidation was ex· 
arnined. Except for TO and DIT, which did not change 
the activity, the other chemicaJs markedly decreased 
bilirubin UDP·glucuronosyltransferase activity. The 
maximal decrease reached 80% with TA) and IPT2• 

Finally, glucuronidation of nopol, catalyzed by another 
form of enzyme, was not significantly cbanged, regard· 
less of whicb treatment was used (Fig. 2). 

Variation in bilirubin glucuronidation upon treat· 
ment with the compounds was correlated (r" 0.91) 
witb tbe amount of cytochrome P-450 (Fig. 3). A simi· 
lar correlation (r ... 0.86) could also be establisbed be­
tween 4-nitrophenol glucuronidation and cytochrome 
P-450 content (results not shown). 
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Fig. 2. Erreet of treatment by thyroid hormones and chemically 
related structures on three forms of UDP-g1ucuronosyltransferases 
invesl1gated with A. 4-rutrophenol: B. bilirubin: C. nopal as sub­
strates. Enzyme specific activities are the means ± S.D .• for eight raIS. 
•. represenlS resullS significantly diCfcrent (P < 0.05) from thyroidee-

tomized animals (TH); c. controls. 
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Fig. 3. ColTelation between cytochrome P-4SO content and bilirubin 
UDP-g1ucuronosyltransferase activity. The concentration on cyto­
chrome P-4SO was cxpressed in nmol/mg protein: bilirubin 
g1ucuronidation was expressed in nmol/rnin pee mg protein; 

(r - 0.91). 



TABLE 111 

Âctwllles vi perOXl.JOmaJ marker enzymes Cl/1er trea/ment wllh J.J/.5·(rJ~ 
iodo·L·rhyromne 

The enzyme activities were expressed in munit per mg protein for 
catalase (1 unit .:orresponds to the amount of enzyme that lIegralies 
90% of substrate per min. under the expenmental conditions). and in 
nmol/min per mg protein for paimitoyl.CoA dehydrogenase and 
carruline acetyltransCerase. L Tl was administcred at the dose of 30 
l'gjkg body weight for 10 days. Values are the means±S.D. (eight 
animais). 

Treatment Enzymes 

catalase palrn.itoyj-CoA Carnitine 
dehydrogenase acetyhrans. 

Cerase 

Control 32±6 2.38± 1.00 6.64± 1.45 
Control + L Tl 39±5 2.70±0.36 7.39±0.92 
Thyroidectomized 3S±7 2.41 ±0.42 7.50±2.10 
Thyroidectomized + L Tl 32±9 1.43±O.84 6.75 ± 1.70 

Peroxisoma/ marker enzymes 
The activity of catalase. palmitoyl-CoA dehydro­

genase and camitine acetyltransferase. in the fraction 
enriched in peroxisomes was determined in rats treated 
with L T), (30 /Jog/kg per day), which was the most 
powerful compound used in this study. Regardless of 
which enzyme was used. we did not find any significant 
modification of the specific activities after administra­
tion of L T) (Table III). 

Discussion 

Among the iodine-containing carboxylic acids tested. 
TA), IFT2 LT. and TP) presented biological efCect is 
similar to those found with L T), when the activity of 
a-g1ycerophosphate dehydrogenase and that of drug­
metabolizing enzymes was considered. These results in­
dicated that structural modifications of the lateral chain 
of alanine leading to the acetic and propionic deriva­
tives TA) and TP), and substitution of an iodine atom 
by an isopropyl moiety did not strongly change the 
effeet of the iodated honnones regardless of which 
enzyme activity was considered. By contrast, the ab­
sence of iodine or modifications on the diphenyl ether 
residue resulted in a complete loss of activity. 

Examination of the administered dose/observed ef­
Ceet ratio showed large differences from one compound 
to another. To obtain a quantitative increase of a­
g1ycerophosphate dehydrogenase activity similar to that 
observed with LT). doses 3- to 5-Cold higher of IFT2 and 
TA), 20-fold higher of TP) and LT" and more than 
lOO-Cold higher of DT, had to be administered. This 
may be related to different affmity of thyromimetic 
compounds for the thyroid honnone receptors within 
the cell [29,30]. Interestingly, the deerease in total cyto­
chrome P-450 was closely associated with the 
thyromimetic affeet. This result could be partially re-
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lated to the increase in the activity of haem oxygenase 
reported by Leakey et al. [31). Despite the deerease in 
total cytochrome P-450. the thyroid honnones did not 
affect the O-deethylation of 7-ethoxycoumarine and 
hydroxylation of lauric acid supported by different iso­
enzymes [32]. On the other hand, administration of DIT 
and TO, which did not change the a-g1ycerophosphate 
dehydrogenase activity, led to a different enzyme profile 
with no decrease in cytochrome P-450 and an increase 
of 7-ethoxycoumarine O-deethylase activity. A differen­
tial effeet of these substances on the various mono­
oxygenases cannot be ruled out. 

Since sorne of the carboxylic compounds used in this 
work lowered the plasma Iipid concentration. it was 
interesting to determine whether they could also induce 
w-hydroxylation supported by cytochrome P-450 IV Al 
and stimulate enzyme markers of peroxisomes. In reeent 
work using several structurally unrelated hypolipidemic 
compounds. we observed a strong correlation between 
peroxisomal ,B-oxidation and lauric acid hydroxylation 
[33). Indeed. hypolipidemic drugs such as c10fibrate [34) 
or other classes of pharmacologically active structures 
such as phthalates [35) and the herbicide tridiphane 
[36]. have been found to induce both cytochrome P-450 
IV Al and peroxisomal proliferation. These two events 
may be linked. Sharma et al. [37) reported that induc­
tion of this type of cytochrome probably resulted first 
in w-hydroxylation of fany acids. which. aiter further 
oxidation into dicarboxylic acids could initiate per­
oxisomal proliferation. On the other hand. some authors 
proclaimed a complete dissociation between the hypo­
lipidemic effeet and the peroxisomal proliferation, sug­
gesting that the two processes were meehanistically un­
related [38). In our study, the activity of enzymes con­
sidered as markers of peroxisomes (catalase. palmitoyl­
CoA dehydrogenase. camitine acetyltransferase) was not 
significantly affeeted by L T), and none of the com­
pounds enhanced the hydroxylation of lauric acid, thus 
suggesting that peroxisome proliferation was unlikely to 
occur under our experimental conditions. 

The activity of UDP-g1ucuronosyltransferase was af­
feeted differently upon administration of the corn­
pounds tested, according to the substrate used. The 
g1ucuronidation of terpene was not changed. On the 
other hand. the conjugation of 4-nitrophenol and bill­
rubin was affeeted but in opposite ways. This result 
emphasizes the existence of at least three independenüy 
regulated isoenzymes. 4-Nitrophenol g1ucuronidation is 
known to be supported by different isozymes [6,7,39], 
namely those induced by 3-methylcholanthrene. The 
stimulation of tbis pathway may be due to induction of 
pro teins other than those involved in g1ucuronidation of 
monohydroxylated planar substrates, since thyroid 
honnones and related compounds did not concom­
itantly enhance, like 3-methylcholanthrene and related 
substances. cytochrome P-450 lAI. which supports 7-
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ethoxycoumarine O-deethylase activity. Moreover, they 
did not present the classical structural requirements for 
3-methylcholanthrene-lype inducers [40). Finally, the 
induction level observed upon administration of Ibis 
class of compounds is generally higher (4-fold) [6,7), 
than that observed (2-fold) in tbis study. We found that 
an in vitro addition of the compounds in the micro­
molar range to microsomes did not inhibit nor activa le 
UDP-g1ucuronosyltransferase. Since the changes in 
g1ucuronidation of bilirubin and 4-nilrophenol were not 
associated with modifications in lipid organization of 
the microsomal membranes, as suggested by fluores­
cence polarization experiments, variations in enzyme 
latency were not involved in the process. More likely, a 
decrease or increase in the biosynthesis of correspond­
ing isoenzyme proteins could be postulated. Indeed, by 
radioimmunoassay, Chowdhury et al. (15) reported sirni­
lar results concerning the effects of L T3 on the content 
of different UDP-g1ucuronosyltransferase proteins, al­
though a higher dose was used. 

Analysis of the data revealed a good correlation 
between cytochrome P-450 concentration and activity 
of UDP-g1ucuronosyltransferase towards bilirubin or 
4-nitrophenol. Such correlation has been previously ob­
served after treatment of rats by carboxylic acids struct­
urally related to clofibrate (9). Malik and Owens [41] 
also reported a strong correlation between bilirubin 
g1ucuronidation and aryl hydrocarbon hydroxylase ac­
tivity supported by cytochrome P-450 lAI. A coregula­
tion via the fixation of benzo[ a )pyrene to the Ah locus 
has been clearly established for the expression of tbis 
type of cytochrome and that of the isozyme catalyzing 
the g1ucuronidation of 1-naphthol [42]. The coordinate 
variation found in this study between bilirubin UDP­
g1ucuronosyltransferase and cytochrome P-450 could 
involve interactions of the substances with a cellular 
structure, which depend on their physicochemical prop­
erties. Indeed a thyroid receptor which corresponds to a 
family of eight identified proteins has been charac­
terized [43]. The study of the regulation of the enzyme 
expression at the gene level should now be undenaken. 
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3.2.1. OBJECTIF DE L'ETUDE 

Notre équipe de recherche a commencé d'abord par étudier la diffusion latérale du 

pyrène dans des vésicules constituées uniquement de phospholipides. Le bon accord entre 

le modèle et les expériences menées en excitation pulsée nous a encouragés à poursuivre 

dans cette voie pour étudier l'influence des protéines incluses dans la membrane sur le 

coefficient de diffusion de cette sonde, laquelle peut nous renseigner sur l'effet que peuvent 

avoir les protéines sur la fluidité membranaire. Ainsi, deux protéines ont été utilisées pour 

réaliser cette étude: la (Na+,K+)-adénosinetriphosphatase et la gamma-glutamyltransférase. 

Nous décrirons dans le paragraphe suivant ces deux protéines. 

3.2.2. ETAT DES CONNAISSANCES 

3.2.2.1. FONCTION ET STRUCTURE DE LA (Na+,K+)-ADENOSINE­

TRIPHOSPHAT ASE 

La (Na+,K+)-ATPase (EC 3.6.1.3) est une enzyme associée à la membrane, son 

activité apparaît maximale dans la membrane des dendrites et des axones neuronaux. 

La (Na+,K+)-ATPase est le support enzymatique de la pompe à sodium, elle joue un 

rôle important dans le transport actif des ions Na+ et K+ à travers la membrane biologique. 

La (Na+,K+)-ATPase a pour propriété de scinder la molécule d'adénosine 

triphosphate (A TP) et de libérer une molécule de phosphate inorganique (Pi) et une 

molécule d'adénosine diphosphate (ADP) dans le milieu intracellulaire : 

Le substrat reconnu par l'enzyme est le Mg.ATP./n vitro, l'intensité de l'hydrolyse 

de l'A TP est affectée par la composition ionique du milieu réactionnel. 

On admet actuellement que la (Na+,K+)-A TPase est formée de deux sous-unités 

principales et d'une troisième d'existence encore fort controversée [JORGENSEN, 1982] : 

- un gros polypeptide, appelé a, de poids moléculaire (PM) variant entre 90 000 et 

120000, responsable de la catalyse, 

- une glycoprotéine, appelée ~, de PM variant entre 40 000 et 57 000, apparaît sans 

rôle catalytique, 

- un protéolipide, appelé 'Y, de PM variant entre 10 000 et 12000, dont l'existence est 

liée aux méthodes de purification. 
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Le dimère Cl~ est suffisant pour posséder une activité catalytique [HA YASHI et al., 

1989], mais on ne sait pas s'il est capable d'organiser seul, le transport des ions (qui 

nécessite le tétramère Cl2~2)' 

L'activité enzymatique de la (Na+ ,K+)-ATPase nécessite la présence des 

phospholipides. De plus, elle dépend de la nature des lipides environnants [MARCUS et 

al., 1986]. Ainsi, la phosphatidylsérine et le phosphatidylinositol sont nécessaires à 

l'activité (Na+,K+)-ATPasique optimale [KIMELBERG et al., 1974]. Il semble que les 

phospholipides interviennent dans le maintien d'un microenvironnement membranaire 

hydrophobe nécessaire à la fonction catalytique. En plus, l'activité A TPasique nécessite une 

certaine fluidité membranaire permettant des changements conformationnels de l'enzyme 

indispensables au fonctionnement de la pompe à sodium [BOELSTERLI et al., 1983; 

KEEFE et al., 1979; KIMELBERG, 1975]. Cette fluidité membranaire est elle-même sous 

la dépendance de la longueur et du degré de saturation des chaînes carbonées des acides 

gras et du taux de cholestérol. 

3.2.2.2. STRUCTURE ET FONCTION DE LA GAMMA·GLUTAMYL· 

TRANSFERASE 

La gamma-glutamyltransférase (EC 2.3.2.2) [TATE et MEISTER, 1981; 

GOLDBERG, 1980; CURTHOYS et HUGHEY, 1979; MEISTER et TATE, 1976], 

appelée encore gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), est une enzyme localisée à la face 

externe de la membrane plasmique. C'est la seule enzyme capable de catalyser la coupure de 

molécules qui renferment un groupement y-glutamyl, tels que le gluthation et ses conjugués. 

Ainsi, elle joue un rôle important dans l'approvisionnement des cellules en gluthation. 

En effet, la réaction de dégradation du gluthation, localisée principalement dans le 

rein, est une étape indispensable à la réabsorption et la redistribution de la cystéine 

nécessaire à la synthèse protéique et à la resynthèse intracellulaire du gluthation. 

La GGT intervient aussi dans la détoxification de nombreux xénobiotiques et dans le 

métabolisme des leucotriènes. 

La GGT est composée de deux sous-unités localisées à la face externe de la membrane 

plasmique, l'ancrage à la membrane se fait par l'extrémité NH2 terminale de la grosse 

sous-unité [MATSUDA et aL, 1983] (cf. figure 3.2.1.). La petite sous-unité qui porte le 

site catalytique est associée à la grosse sous-unité par des liaisons électrostatiques. 
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Figure 3.2.1. 

Représentation schématique de la GOT [TA TE et MEISTER, 1981 l. 
X : site actif; H : grosse sous-unité; L : petite sous-unité; Y Y Y : régions glycosylées; 

Cet N : extrémités carboxy- et amino-tenninales. 

La flèche indique le site de coupure à la papaïne. 

Le poids moléculaire des deux sous-unités varie selon les espèces et dans une même 

espèce, selon les organes [BAKOURI et al., 1984]. Il varie de 46 000 à 65 000 pour la 

grosse sous-unité et de 20 000 à 29 000 pour la petite sous-unité. 

La GOT utilisée dans notre travail a été traitée par la papaïne. Cependant, le traitement 

de la GOT solubilisée dans le Triton X-l00 par la papaïne libère la région amino-tenninale 

de la grosse sous-unité [MATSUDA et al., 1983]. Il semble que cette portion soit composée 

d'une partie hydrophobe et d'une partie hydrophile. La partie hydrophobe, constituée 

d'environ 20 amino-acides hydrophobes et de poids moléculaire moyen de 2 700, permet la 

fixation de l'enzyme dans la membrane. 
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3.2.2.3. CHOIX DES PROTEINES 

La (Na+,K+)-ATPase et la GGT ont été retenues pour réaliser cette étude pour les 

raisons suivantes: 

* elles sont membranaires, donc en principe facilement incorporables dans les 

liposomes. En plus, l'activité A TPasique dépend de la présence de phospholipides, ce qui 

nous permet de vérifier l'incorporation de cette enzyme dans les bicouches lipidiques, 

* nous avons choisi deux protéines de tailles différentes : le fragment de la GGT 

susceptible de s'incorporer dans les liposomes est de petite taille (PM = 2 7(0), alors que 

l'ATPase est une grosse molécule (le dimère a~ est de PM 153 000) 

[JORGENSEN, 1974], 

* enfin, les deux protéines ne présentent ni absorption, ni fluorescence aux longueurs 

d'ondes où nous effectuons les mesures. 

3.2.3. MATERIELS ET METHODES 

3.2.3.1. PRODUITS 

Les phospholipides (L-a-DLPC, P-1263; L-a-DMPC, P-0888; 

DL-a-DPPC, P-5911 et L-a-DSPC, P-6517) sont des produits Sigma Chemical 

Company. 

La (Na+,K+)-ATPase de rein de chien (Grade IV: sensible à l'ouabaïne, lyophilisée, 

A 0142) provient de Sigma. Sachant que la protéine n'est pas complètement purifiée, nous 

avons corrigé les valeurs des coefficients de diffusion du pyrène trouvées en présence de 

cette enzyme, par le dosage des phospholipides contenus dans l'A TPase. 

La GOT de rein de bœuf est un échantillon Biozyme (GGTB-2). 

Le saccharose (Grade l, S 9378) provient de Sigma. 

3.2.3.2. PREPARATION DES LIPOSOMES 

Nous avons utilisé des liposomes unilamellaires (SUV) préparés par sonication 

[P APAHADJOPOULOUS et MILLER, 1967]. 

Cette méthode consiste à solubiliser les phospholipides dans le chloroforme et à 

évaporer le solvant sous vide (rotavapor Buchi pendant 45 minutes). On obtient ainsi, un 

film opaque et uniforme sur les parois de verre, lequel est ensuite solubilisé dans un 

Tampon Tris HCI (0,1 M, pH 7,4) par chauffage au bain-marie à une température 

supérieure à la température de transition du phospholipide considéré (cf. § 3.2.4.2.2.). Une 

suspension trouble composée de vésicules multilamellaires (ML V) est obtenue. 

La sonication de cette suspension, effectuée à 27 KHz, pendant 30 minutes, à l'aide 

d'un appareil construit au laboratoire permet d'obtenir des liposomes unilamellaires, de 
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diamètre compris entre 250 et 500 A [TENCHOV et al., 1985; V AN DEN ZEGEL et al., 

1984]. 

La solution, ainsi obtenue, est limpide et a une absorbance comprise entre 0,1 et 0,2. 

En effet, il est important que le milieu soit peu diffusant pour que les mesures de 

fluorescence soient correctes (la diffusion provoque une diminution de l'anisotropie de 

fluorescence (cf. § 3.4.4.2.1.». 

La concentration finale en phospholipides utilisée est de 5 1 Q-4 M 

Durant toutes nos expériences utilisant des liposomes, les sondes fluorescentes en 

solution (pyrène, P3P, DPH et TMA-DPH) sont introduites dans la solution chloroformique 

des phospholipides avant la formation du film lipidique par évaporation. 

3.2.3.3. INCORPORATION DES PROTEINES DANS LES LIPOSOMES DE 
DPPC 

Les protéines (en poudre) sont ajoutées aux liposomes préfonnés. La suspension est 

agitée à l'aide d'un vortex pendant 10 s, maintenue à température ambiante au moins 

pendant 2 heures et finalement, sonicatée pendant 30 s. 

Cette méthode [HOKIN et DIXON, 1979] d'incorporation de protéines dans les 

bicouches lipidiques pennet d'éviter deux inconvénients = 

* la dénaturation des enzymes, 

* l'utilisation de détergents, lesquels ont généralement un effet fluidifiant sur les 

bicouches lipidiques. 

On élimine l'oxygène des suspensions liposomiales par barbotage à l'argon pur avant 

toute mesure de fluorescence. 

3.2.3.4. MESURE DE L'ACTIVITE DE L'ATPase INCORPOREE 

Comme nous l'avons mentionné ci-dessus, la mesure de l'activité A TPasique pennet 

de vérifier l'incorporation de cette enzyme dans les liposomes. Ainsi, nous avons mesuré 

cette activité par la méthode de BAGINSKY et al., 1967, dans trois milieux réactionnels = 

* solution constituée uniquement du Tampon Tris HCI, utilisé pour la préparation des 

liposomes, 

* solution du Tampon Tris HCI contenant l'A TPase, 

* suspension des liposomes dans laquelle nous avons incorporé la même quantité 

d'A TPase contenue dans la deuxième solution. 

L'activité enzymatique mesurée dans la première solution est nulle, alors que celle 

trouvée dans le troisième échantillon a augmenté de 80% par rapport à celle mesurée dans le 

deuxième. 
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On peut penser que l'augmentation de l'activité ATPasique témoigne de 

l'incorporation de l'enzyme dans les liposomes. 

3.2.3.5. DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES DANS LA PREPARATION 

D'ATPase 

Afin de tenir compte d'une éventuelle présence de phospholipides dans l'échantillon 

A TPasique utilisé, nous avons pensé à doser ces derniers. 

Pour cela, nous avons utilisé la méthode de CHEN et al., 1956, laquelle est fondée 

sur le dosage du phosphore inorganique libéré après minéralisation des échantillons. 

Les résultats montrent l'existence de 6% de phospholipides dans l'A TPase. ce qui 

nous a permis de corriger les valeurs des rapports (Py)/(phospholipides) et d'aboutir à des 

coefficients de diffusion "Dcorr." qui tiennent compte des phospholipides ainsi dosés 

(cf. figure 3.2.13.). 

Cependant, il faut remarquer que la quantité de phosphore mesurée peut provenir 

aussi de l'A TPase qui est une protéine phosphorylée. Dans tous les cas, l'influence de 

l'ATPase sur la diffusion membranaire a une tendance identique (cf. § 3.2.4.2.3.). 

3.2.4. RESUL TA TS ET DISCUSSION : PROBLEMES POSES DANS 

LA DETERMINATION DU COEFFICIENT D'AUTODIFFUSION DE 

PHOSPHOLIPIDES DANS DES VESICULES 

La technique d'inhibition de fluorescence utilisant des sondes comme le pyrène dont 

la durée de vie à l'état excité est élevée (de l'ordre de 400 ns) permet en principe d'étudier 

des processus de transfert dans un espace, de l'ordre de 50 à 500 A. pouvant être affectés 

par la présence de protéines. 

Dans cette partie, après avoir rassemblé les concepts classiques utilisés pour 

déterminer 1'évolution temporelle de la constante apparente de vitesse de réaction d'un 

processus, fonction du transport moléculaire, nous avons tenté de prendre en compte un 

certain nombre de facteurs macro- et microscopiques qui peuvent jouer un rôle important 

sur la détermination. via un modèle théorique, des paramètres de réaction qui sont: 

* la distance chimique de réaction, 

* le coefficient de diffusion. 

Nous montrons en particulier l'influence de la prise en compte de concepts généraux 

de physique des liquides pseudo-bidimensionnels, du rayon de courbure de la vésicule et 

également du couplage transport-réactivité entre distance de collision et distance de réaction. 

Les résultats des calculs sont utilisés dans la partie expérimentale et permettent d'estimer les 

différents paramètres d'intérêt. 
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3.2.4.1. MODELES 

3.2.4.1.1. Modèle cinétique de réaction strictement contrôlée par la 

diffusion dans des membranes 

Les théories des réactions dont la cinétique est limitée par la diffusion l'une vers 

l'autre de deux molécules A et B reposant sur des modèles continus (loi de FICK ou 

systèmes moléculaires s'en rapprochant) ont fait l'objet d'un grand nombre de travaux 

[ANDRE et aL, 1979; NEMZEK et WARE, 1975; NOYES, 1956; COLLINS et 

KIMBALL,1949; SMOLUCHOWSKY, 1917]. 

Si les aspects expérimentaux sur ce thème sont relativement moins développés, une 

des méthodes reposant sur une technique d'inhibition de fluorescence conduit en principe à 

la détermination des deux paramètres essentiels qui sont la distance de collision 0' et le 

coefficient de diffusion mutuelle D. Or l'inhibition de fluorescence de A peut être suivie 

essentiellement par deux techniques : excitation continue et excitation pulsée. Lorsque ces 

deux techniques sont utilisées pour le même couple A et B, les valeurs de 0' et D que l'on 

peut calculer à partir des modèles de diffusion où l'on suppose que la constante de vitesse 

apparente dans un espace à deux dimensions est sensiblement de la forme : 

k.<!) = 2xND ( ~ + ~) 

où les symboles suivants représentent: 

t: le temps 

N : le nombre d'A VOOADRO 

0' : la distance de collision 

D : le coefficient de diffusion mutuelle 

(1) 

peuvent être très différentes entre elles et éloignées de la réalité physique. En effet, il n'est 

pas rare d'obtenir, à partir de l'hypothèse simple défmie ci-dessus sur l'expression de ka(t), 

des valeurs de 0' qui sont de l'ordre de 10 A alors que le calcul conduit en général pour la 

plupart des couples (A, B) utilisés, à des valeurs de l'ordre de 6 à 7 A. 
Pour pallier ces difficultés, un certain nombre de raffinements, dans un espace à trois 

dimensions, a été proposé : 

* introduction d'une distance cinétique 0" > 0' au-delà de laquelle seul intervient le 

processus de transport moléculaire, permettant, par l'emploi d'un paramètre 

supplémentaire, la cohérence entre résultats en excitations continue ou pulsée [ANDRE et 

aL, 1979, 1978], 

* introduction d'une distance de corrélation R (0' < R < 20'), telle qu'entre 0' et R, il 

existe un mécanisme de transport corrélé à une probabilité de double rencontre de deux 
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particules A et B [STEVENS, 1981], 

* hypothèse d'un coefficient de diffusion D fonction de r, distance entre deux espèces 

réactives A et B, etc .... 

Grâce à l'emploi de ces techniques d'ajustement, il est possible d'obtenir des résultats 

cohérents avec : 

* la réalité physique, 0' __ 6-7 Â, D -- Dcalculé 

* l'expression de ka(t) de la forme CXo+ ~c.I...ft 
où Clo et ~o sont deux constantes expérimentales. 

Toutefois, si l'introduction d'un paramètre supplémentaire dont la signification 

physique peut être partiellement discutable permet des ajustements, il nous a paru important 

de revenir à la nature même du milieu dans lequel la réaction se produit En effet, dans les 

calculs ayant servi à l'interprétation des expériences d'inhibition de fluorescence, on a 

toujours supposé la stationnarité de la fonction de distribution radiale g(r). 

Sachant que les milieux étudiés sont de nature particulièrement complexe, car faisant 

intervenir des molécules de dimension et de forme différentes, d'interactions différentes, 

nous nous sommes proposés dans un premier temps de considérer les molécules A, B et S 

(S pour le solvant) comme des entités cylindriques dures, sans potentiel entre elles 

au-delà de 0'. Ceci revient à supposer un ordre local S proche de l'unité et à ne pas tenir 

compte de processus de transport coopératifs. Toutefois, l'approche entreprise en tenant 

compte de l'influence de la fonction de distribution radiale sur le transport moyen, permet 

d'affiner les modèles développés. On verra d'ailleurs, par la suite, que les problèmes 

expérimentaux ont une importance aussi grande que les raffinements théoriques. 

On montre toutefois que, quelle que soit la valeur de p, représentative de la densité 

corpusculaire, l'expression de ka(t) est pratiquement toujours de la forme: ka(t) = Cl + ~/..Jt. 
Les résultats des calculs entrepris permettent d'expliquer une partie des différences 

entre résultats qui peuvent exister à partir des mesures en excitations continue ou pulsée et 

conduisent à des valeurs "expérimentales" beaucoup plus proches des distances réelles de 

collision que celles que l'on peut obtenir à l'aide d'autres modèles à deux paramètres. 

La description des modèles présentée ci-après, compte tenu de son apport à la 

physique du système, doit être affinée dans une étape ultérieure où il sera possible de 

prendre en compte en particulier: 

* les potentiels locaux, 

* la forme des molécules, 

* les différences de potentiels entre molécules excitées électroniquement ou non, 

* la coopérativité des processus de transport, 

* l'influence du paramètre d'ordre sur D, etc .... 

Récemment BAROS et ANDRE, 1988 ont clairement mis en évidence l'influence de 

g(r) sur la vitesse apparente de réaction (cf. figure 3.2.2). 
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Figure 3.2.2. 

Variations de R('t) (rapport de la constante de vitesse apparente avec g(r) à la constante de 

vitesse apparente avec g(r) unifonne) pour différentes valeurs de la densité du milieu: 
- - - -

1) P = 0,1; 2) P = 0,2; 3) P = 0,4; 4) P = 0,5 et 't = Dt/cr2. 

Ainsi, une augmentation de g(r) a pour conséquence une diminution significative de la 

valeur expérimentale de cr qui atteint des valeurs acceptables. 
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3.2.4.1.2. Etude de réactions partiellement limitées par la diffusion cas 
d'une répartition initiale uniforme des réactifs 

Pour des raisons de simplicité dans des milieux à trois dimensions, il a été considéré 

par ANDRE et al., 1978, que l'on pouvait séparer l'espace au voisinage d'une molécule 

réactive A en deux zones, entre 0', distance de collision et 0", distance de réaction et au-delà 

de 0". 

* Entre 0' et 0", on considère que la réaction chimique intervient avec la même 

probabilité et que la diffusion est pratiquement infinie entre ces deux bornes. Ceci revient à 

considérer une répartition uniforme de la densité des molécules B entre ces deux valeurs. 

* Au-delà de d, seule intervient la diffusion. 

Partant d'une répartition initiale des réactifs, la figure 3.2.3. illustre schématiquement 

l'évolution temporelle de «r,t) où q, est la fonction de distribution configurationnelle. 

1 
cj>( r, 0) 

d r 

Figure 3.2.3. 

Variations approximatives de cj> (r,t) 

1): Modèle simplifié (diffusion infmie entre a et (j') 2) : Modèle complet 

Partant de cette base développée à trois dimensions, il est possible de la transposer 

dans un espace à deux dimensions. Nous montrons qu'il est possible également de faire 

intervenir une diffusion non infinie entre 0' et 0", ce qui ne modifie pas profondément 

l'expression de la vitesse de réaction mais change en partie les coefficients dans cette 

expression. 
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* Modèle simplifié faisant l'hypothèse d'une diffusion infinie entre 0' et 0" 

Comme cela a déjà été précisé ci-dessus, il convient de résoudre le système classique: 

(2) 

où k est la constante de vitesse de réaction, exprimée en s-l. 

A partir des hypothèses présentées sur la figure 3.2.3., on découpe l'espace de 

symétrie cylindrique en deux domaines distincts, l'un où la réaction intervient, l'autre où 

seule la diffusion joue un rôle. 

Ainsi, pour r > 0", on a à résoudre le système simplifié : 

(3) 

avec les conditions limites suivantes: le flux de B à cr' est la somme des molécules B qui 

apparaissent par accumulation entre 0' et 0" et de celles qui disparaissent par réaction 

chimique [ANDRE et al., 1979], conduisant à: 

21tNG'D (~1. = NS1 (~1, + K,cp{o',t) 

où SI = 1t (0"2 - 0'2) et Kc = kNS l 

Ce système a une solution dans l'espace de LAPLACE. En posant: 

y(r,s) = f- '-"cp{r,t) dt, 

o 

la solution du système conduit à : 

Ka 1 
Y (R,s) =­s 1------------------

K 1(R/5) 
a(K + s) + /5---

Ko(R/5) 

où Ko et KI sont des fonctions de BESSEL, 
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et à l'expression de la vitesse apparente de réaction dans l'espace de LAPLACE : 

2 
1 2 R - 1 

ka (s) = 21tNcr k -2 - Y (R,s) (6) 

provenant de l'expression de la constante de vitesse apparente dans l'espace réel: 

ka(t) = NS1k $(R,t) 

En particulier, quand K tend vers l'infmi, cette expression se simplifie notablement et 

conduit à une valeur approchée de la constante apparente de réaction qui est : 

k (t) = 21tND (~+ ~J 
a 2 1tDt 

où ka(t) est ici exprimée en mole-1.dm2.s-1. 

En dehors de ces conditions particulières, il est exclu de pouvoir inverser l'expression 

de y(R,s) et de revenir dans l'espace réel. 

* Modèle ne faisant pas l'hypothèse d'une diffusion infinie entre cr et cr' 

Dans ces conditions, le modèle se complique mais reste soluble dans l'espace de 

LAPLACE. Le système suivant doit être résolu en prenant p = r/cr. R = d/cr et t = Dtlcr2 : 

2 

d$l d $1 1 d$l 
-pour 1 < p <R: -= -+ - --K$ 

dt 2 p dp 1 
dp 

(7) 

(8) 

avec pour conditions aux limites : 

(d$1) = 0 

dp 1 
(d$11= (d$2 J 

dp dp R 
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ce qui conduit, dans l'espace de LAPLACE à : 

- pour 1 < P < R (9) 

-pour p> R (10) 

età: 

avec 10, Ko, Il et KI: des fonctions de BESSEL modifiées; Al, A2 et BI: trois coefficients 

fonction de s. 

Il(~) V~Kl(R./s+K) - ./S'"+KII(R./s + K) 
En posant v = et J.L = ---------------

KI~) .j'SK1(R"';) 

on obtient: 

K 
AI=vBl;A2=J.LBI;Bl=---------------------

ses + K) [v Ko(R/S+K ) + Io(R /S+K ) - J.L Ko(R./"S ) ] 

La constante apparente de réaction de A avec B s'exprime par la relation : 

~ R 

ka(t) = 21< N f r .k(r)·W)dr • 21< fllcr
2
k f pCP(p)dp 

CI 1 

ce qui conduit, dans l'espace de LAPLACE, à la transfonnée ka2(s) de kit) suivante: 

2 
21tNCI k ( R2_1 

k;(s) = s + K 2 + Al...! s + K [KI(...! s+K -R K1(R...! s+K) ] 

+ BI v'S+K [R Il (Rv'S+K) - Il (v'S+K)] ) (11) 

Sans chercher à inverser ces expressions algébriques, nous montrons ci-dessous qu'il 

est possible de les comparer. 
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* Comparaison entre les deux modèles 

Le second modèle qui a été décrit ci-dessus correspond à une représentation plus 

physique que le premier. Ainsi, nous partons d'un couple de valeurs (R, K), ce qui pennet 

de calculer l'expression de ka2(s) mais également, par une méthode d'ajustement 

numérique, les valeurs de R' et K' dans l'expression de ka1(s) conduisant, au sens des 

moindres carrés, à des expressions de ka1(s) et ka2(s) aussi proches que possible l'une de 

l'autre. 

Par ces techniques d'ajustement autorisées par le théorème de PA RCEV AL, il est 

possible de montrer que les valeurs de R' et K' sont toujours supérieures à celles de R et K 

(cf. tableau 3.2.1.). 

Tableau 3.2.1. 

Valeurs de R, K, R/R' et KIK'. 

R K RIR' KIK' 

1,5 0,1 0,91 1,47 

1 0,91 1,45 

10 0,92 1,39 

25 0,93 1,32 

1,25 0,1 0,94 1,49 

1 0,94 1,48 

10 0,94 1,46 

25 0,95 1,43 

1 0,1 1 1 

10 1 1 

Ainsi, pour des réactions dont la cinétique est partiellement limitée par la diffusion, 

on utilise généralement un modèle simplifié (R', K') et les valeurs physiques de R qui lui 

correspondent sont des valeurs qui sont toujours inférieures. Ce résultat est important car 

cela conduit à des valeurs de (J réelles qui peuvent être inférieures à celles déterminées à 

partir de modèles simplifiés. 

Or, expérimentalement, il est particulièrement délicat de faire la différence entre une 

réaction totalement limitée par la diffusion (K infini) et une réaction partiellement 

limitée par la diffusion avec K grand. Dans ces conditions, la valeur de (J trouvée à l'aide 

d'un modèle simplifié est une valeur mesurée par excès. 
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3.2.4.1.3. Influence de l'espace accessible à la réaction et de la répartition 
des réactifs 

Dans les modèles développés ci-dessus, nous avons fait l'hypothèse d'un espace à 

deux dimensions pratiquement infini. Or, l'expérimentation projetée concerne des vésicules 

de taille restreinte. Dans ces conditions, il apparaît deux limites aux modèles présentés, liées 

à l'espace accessible à la réaction et à la probabilité de présence des espèces réactives au sein 

de chaque système organisé . 

• Influence de l'espace accessible à la réaction 

DE SCHRYVER et VAN DER AUWERAER, 1981, ont montré l'influence du rayon 

de courbure sur la cinétique de réaction limitée par la diffusion dans des espaces bornés, des 

micelles en particulier. Dans le cas de vésicules de grande taille, par rapport aux systèmes 

micellaires ayant fait l'objet d'études, on se trouve dans une situation intermédiaire entre 

celle de ces systèmes et celle du transport dans un plan. 

En reprenant les bases des calculs présentés par VAN DER AUWERAER et en 

admettant une fonction de distribution radiale uniforme, nous avons cherché à calculer 

l'évolution temporelle d'une réaction dont la cinétique est limitée strictement par la diffusion 

l'une vers l'autre des espèces en réaction. 

En coordonnées sphériques, il convient de résoudre, si aucun potentiel n'existe entre 

les molécules réactives, l'équation différentielle : 

dq,(S,t) D 1 d ( . dq,(S,t») 
--= --- sm(S)--

dt R.2 c/ sin(S) dS dS 

où q, représente la distribution configurationnelle, 

R *0' le rayon moyen de la vésicule, 

D la somme des coefficients de diffusion, et, 

(12) 

S l'angle qui existe entre la position des réactifs (cf. figure 3.2.4.), en tenant compte des 

conditions suivantes: 

«SAB,t) = 0 

«S,O) = 1 

pourt> 0 

S AB correspondant à l'angle de réaction 

pour S > SAB 
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x 

Figure 3.2.4. 
Défmitions utilisées pour décrire la diffusion sur une sphère. 

Cependant, la conservation du nombre de molécules réactives au cours du temps 

implique que: 

1" sin(e.t) de = este 

9AB 

Pour une valeur de s donnée, il est possible de calculer l'expression de la transformée 

de LAPLACE du flux définissant la constante apparente de vitesse, fR, mais ces calculs 

sont très longs et entachés de suspicion à cause de problèmes d'erreurs de chute. 

Solution stationnaire 

Quand s tend vers 0, la résolution de l'équation de transport devient pratiquement 

triviale; compte tenu des contraintes liées au système en réaction, on obtient: 
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Cette solution stationnaire peut être atteinte si les molécules qui diffusent ont la 

possibilité de migrer dans tout l'espace accessible, c'est-à-dire la surface de la sphère. 

Or si l'on désigne par 'to la durée de vie moyenne des molécules réactives à l'état 

excité, la distance quadratique moyenne s'exprime sensiblement par : <cl> = ~. 
Dans le cas particulier du pyrène excité électroniquement dans son premier singulet, 

'to est de l'ordre de 10-7 s ; si D _ 10-7 cm2/s, valeur courante trouvée pour l'auto-diffusion 

de lipides dans des membranes [VAZ et al., 1984; 1982], alors: <cl> = 10 A. 
Ainsi, dans des micelles où le coefficient de diffusion est toujours plus élevé, <cl> est 

supérieur à 2R*0'; en revanche, pour les vésicules qui font l'objet de cette étude et dont le 

diamètre est de l'ordre de 250 A [VAN DEN ZEGEL et al., 1984] : <cl> « 2RO'. 

Il découle de cette constatation que la solution stationnaire s'applique au cas de 

milieux bornés de faible dimension comme l'ont montré DE SCHRYVER et al., 1981. En 

revanche, dans des milieux plus larges (cas des vésicules), cette valeur n'est pratiquement 

jamais atteinte et en première approximation, tout se passe comme si on avait affaire à un 

espace infini. 

Système simplifié 

Si on considère que le diamètre de la molécule est faible par rapport au rayon de la 

vésicule, alors cos(9 AB) = 1. 

Ainsi, il est possible d'exprimer la valeur approximative de la constante de vitesse 

apparente par la relation: 

1 0' bR 0' 

( ( ... J) k 00 = 21tND T + j 1tDt + a Erfc 2v"i5t (13) 

avec a = - 0,036 R et b = 0,096 pour 2,5 :s; R * :s; 20. 
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Par exemple pour: t = 100 ns, D = 10 .. 7 cm2js. a = 10 A et R* = 10, la contribution 

du terme complémentaire est inférieure à 10 %. Nous verrons par la suite si l'on peut 

négliger ce terme. 

3.2.4.1.4. Répartition poissonienne des réactifs 

Supposons tout d'abord que toutes les vésicules contiennent le même nombre bo de 

molécules réactives dans l'état fondamental; en admettant par simplicité que la constante de 

vitesse de réaction est sensiblement constante - soit <K> - l'équation définissant l'évolution 

temporelle du réactif excité est de la forme: 

-d-t- = -[A*] -+<k>---3 d[A*] ( 1 bO ) 

'to 41CNR*2a 

où 'to est la durée de vie naturelle. Ceci conduit, dans le cas du pyrène à : 

Si l'on suppose que le nombre de molécules de pyrène dans une vésicule n'est plus 

constant mais est distribué suivant une loi de POISSON centrée en bo• sachant que la 

probabilité d'avoir i molécules de B dans une vésicule est exprimée par : 

bi e-bo 
o 

p (i) = ---. . ..,..., -
1. 

le calcul de l'évolution temporelle de (A)* est défmi par : 

dans les conditions de nos mesures, en supposant: 

et avec des valeurs numériques typiques : 

a = 10 A ; D = 10-7 cm2js ; 'to = 2.10-7 s ; R*a = 125 A 
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nous avons représenté dans le tableau 3.2.2. les variations de 

[(A *h - (A *)z]/(A *h = (I1A/A) en fonction du temps. 

Tableau 3.2.2. 

Variations de I1A/A en fonction du temps. 

t (ns) 

2 

102 

192 

b=20 

2,6 10-4 

1,2 10-2 

1,9 10-2 

I1A/A 

b=40 

3,0 10-4 

1,0 10-2 

1,2 10-2 

3.2.4.1.5. Influence des protéines sur la constante de vitesse 

Lorsque des protéines sont présentes dans une membrane, il va de soi que les 

mouvements de "contournement" qui peuvent intervenir contribuent à ralentir la cinétique de 

réaction entre A * et B et, par suite, à fournir une valeur de D entachée d'erreur par défaut. 

Nous fournissons ci-après une analyse simplifiée des phénomènes mis en cause. 

La figure 3.2.5. met en évidence l'influence que peut avoir une protéine sur la 

cinétique de réaction A * + B. Pour modéliser simplement l'influence d'un tel "obstacle", 

nous avons utilisé les hypothèses simplificatrices suivantes: 

* l'espace accessible à la diffusion est infini, ou pratiquement infini, 

* la diffusion de la ou des protéines est considérée comme négligeable devant les 

autres mouvements moléculaires, 

* la forme des protéines, pratiquement identiques, peut être représentée 

schématiquement par l'aire comprise entre deux cercles concentriques et deux rayons 

convergents vers le centre de A. 
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Figure 3.2.5. 

Influence des protéines sur la diffusion des autres molécules. 

Comme le montre la figure 3.2.6., on peut remplacer le système complexe précédent 

par plusieurs sous-systèmes: 

* entre 0' et ct, il n'existe pas de protéines (coefficient de diffusion maximum <Da», 

* entre Ra' et 2LO" (épaisseur de la protéine), on peut trouver une protéine; le 

coefficient de diffusion apparent et la concentration en B doivent être modifiés pour tenir 

compte de la présence de la protéine, 

* au-delà de la dernière limite, le coefficient de diffusion peut être défini par : 

<D>=( I-p)Df+pDs 
où Df et Ds correspondent à la diffusion dans la partie fluide et dans la partie solide du 

milieu respectivement et p est la probabilité de présence d'une partie solide. 
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Figure 3.2.6. 
Simplification du système diffusionnel en présence de protéines. 
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A partir de ces hypothèses, on doit résoudre le système d'équations suivant: 

- pour 1 < P < R 

- pour R < P < R + 2L 

- pour R + 2L < P < 00 

<Da> t r 
avec 't = et P = -

cr,2 cr' 

et les conditions limites suivantes: 

q>l (p,O) = 1 ; <I>2(p,O) = K ; <p:;(p,O) = <K> 

( aq,~(P't) ) = (a,~(p,t) l 
p R+2L P +2L 

Ce système ne peut pas être résolu dans l'espace réel, par contre il est résolu dans 

l'espace de LAPLACE. Un développement en série dans cet espace nous permet d'obtenir 

une estimation de la constante de vitesse apparente de réactions limitées par la diffusion, qui 

en deux dimensions, est de la forme : 

(14) 

où a est un coefficient de calcul compris entre 0 et 0,5 dépendant de la surface globale 

occupée par les protéines (cf. figure 3.2.7.). 
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Aire couverte par les protéines 

Figure 3.2.7. 

Influence de l'aire couverte par les protéines constituant la membrane 

sur le facteur constant < a >. 

Ainsi, très schématiquement, la présence d'une protéine à une distance R de la sonde 

est interprétée par le déclin de la composante stationnaire de la constante de vitesse 

apparente, ce qui se traduit par une diminution apparente du coefficient de diffusion. 

3.2.4.1.6. Conclusions 

Comme l'a montré l'ensemble des calculs sur des cinétiques de réaction se produisant 

dans des milieux quasi bidimensionnels, la constante de vitesse d'une réaction dont la 

cinétique est pratiquement limitée par la diffusion peut toujours être exprimée par une loi de 

la forme : 

ka(t) = Cl + ~t.[t 

où Cl et ~ sont deux paramètres ajustables. 
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L'utilisation de concepts de physique des liquides, la prise en compte du transport 

moléculaire couplé avec la réactivité ainsi que du rayon de courbure du milieu dans lequel la 

réaction s'effectue conduit à des modifications faibles mais parfois significatives des 

coefficients définissant le système en réaction, à savoir coefficient de diffusion et distance 

chimique de réaction. 

Cependant, l'incorporation des protéines dans les membranes semble altérer 

significativement, ces coefficients. 

Ces différentes corrections sont apportées à des mesures d'inhibition de fluorescence 

dans des milieux organisés et permettent, comme le montrent les résultats faisant l'objet de 

la partie expérimentale, la détermination des paramètres d'intérêt 

3.2.4.2. RESULTATS ET DISCUSSION DES EXPERIENCES EN 
EXCITATION PULSEE (FLUORESCENCE DU PYRENE) 

Après avoir défini les constantes de vitesse de processus dont la cinétique est 

diffusionnelle, une expérimentation sur la formation d'excimères du pyrène en excitations 

continue et pulsée a été réalisée. S'il est délicat pour l'instant d'essayer de tirer des 

conclusions sur la physique du système à partir d'expériences en excitation continue, nous 

montrons par contre, que moyennant des hypothèses raisonnables, il est possible 

d'atteindre dans des membranes synthétiques la valeur du coefficient de diffusion et la 

distance de réaction entre pyrène excité et pyrène dans l'état fondamental. 

3.2.4.2.1. Réactions dont la cinétique est pratiquement limitée par la 

diffusion 

Dans le cas particulier du pyrène la réaction de formation d'excimères 

intermoléculaires (cf. figure 1.2.5.) est une réaction dont la cinétique du processus de retour 

peut être considérée comme négligeable. De plus, on fait l'hypothèse que la cinétique de 

formation d'excimère est définie par le transport l'une vers l'autre de ces deux entités. 

Compte tenu de ces propriétés particulières, la constante de vitesse du processus de réaction 

correspond sensiblement à celle d'un processus dont la cinétique est limitée par la diffusion 

et par suite aux systèmes définis au § 3.2.4.1.. 

On rappelle que pour une réaction se produisant de façon collisionnelle dans un plan, 

la constante apparente de réaction est sensiblement de la forme : 
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L'utilisation de concepts de physique des liquides prenant en compte l'effet des 

fonctions de distribution radiales g(r) conduit en fait à une expression de forme semblable 

qui est: 

où fI est un facteur d'amplification qui dépend essentiellement de la densité surfacique du 

milieu dans lequel s'effectue le transport. 

Par ailleurs, la réaction, compte tenu d'une attraction élevée entre les deux espèces 

réactives, peut se produire à des distances supérieures à la distance de collision cr; on 

considère alors par simplicité une constante de vitesse indépendante de l'espace entre (J et 

ct, la distance chimique de réaction. On montre alors que pour des réactions dont la 

cinétique est pratiquement (mais pas complètement) limitée par la diffusion l'une vers 

l'autre des espèces en réaction, ka(t) devient: 

où f2 est un facteur dépendant de la constante chimique de réaction, de (J'/(J, de D. Ce 

coefficient tire son origine de la compétition entre réaction et transport entre (J et ct. 

Enfin, quand on change l'espace accessible à la réaction en jouant sur le rayon de 

courbure de la sphère sur laquelle le transport s'effectue, l'expression de ka(t) est à nouveau 

modifiée et devient: 

k?>(t)=21tND(; + k+'Erfc(bR*(J)) 
1tDt . 2~ 

où a et b sont des coefficients et R *(J le rayon de la sphère. 

Comme on peut le constater, la prise en compte de l'ensemble de ces considérations 

est nécessaire pour que simultanément on puisse atteindre les deux paramètres de réaction 

que sont (J et D. 

Il va de soi que cette représentation ne correspond qu'à une vision simplifiée des 

phénomènes de transport couplés avec la réaction chimique. Toutefois, nous avons surtout 

recherché des relations utilisables par les expérimentateurs. Ce sont ces relations qui seront 

utilisées dans la suite de ce travail. 
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3.2.4.2.2. Diffusion dans des phospholipides purs 

Les déclins de fluorescence, obtenus par comptage monophotonique, de la forme 

exp - (at + ~-ft), où a et ~ sont deux constantes ajustées, ont été déterminés à partir 

d'une technique de déconvolution numérique par transformée de FOURIER rapide (FFf) 

[ANDRE et al., 1979]. 

D'une manière générale, quand la concentration en pyrène est suffisante pour que 

l'excimère soit formé avec un rendement acceptable, le déclin déconvolué du pyrène est 

compatible avec un déclin où un terme non stationnaire intervient. La figure 3.2.8. illustre 

ce comportement et met en évidence un déclin de la forme exp - (at + ~..Jt) où a et ~ sont 

deux coefficients expérimentaux. 

1. 0 9 VIVo 

o 50 150 Canaux 

Figure 3.2.8. 

Evolution de l'intensité de fluorescence du pyrène (après reconvolution par FFf). 

(Py)/(lipides) = 0,01; température = 50 oc. 

Les effets décrits plus haut doivent être complétés par l'introduction d'un coefficient 

amplificateur g, tirant son origine de la diffusion axiale importante (relativement à la 

diffusion latérale) et qui intervient directement dans les expressions de ka(t). La difficulté 

réside alors dans le choix de la valeur gO', correspondant en première approximation à la 

hauteur d'une couche lipidique [ANDRE et al., 1980]. 
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Par ailleurs, la désactivation du pyrène excité p* peut se traduire par la relation : 

d(P*) 
dt = - [ ka(t) (P*) (P) + (P*) K ] 

où K représente la constante de vitesse des désactivations produites par divers processus, 

K = l/'to. 

On peut arriver alors à la relation: 

[ 

t J (P*) 
(P*)o = exp -1 k.(u) d(u) (P) + K t 

où (P*)o est la concentration initiale en pyrène excité, 'to étant la durée de vie naturelle de p* 

accessible par l'expérience à faible concentration en pyrène. 

En remplaçant ka(t) par sa valeur, on obtient: 

(P*) ( [ 1 (20')] ) (P*)o = exp - 'to + 21tNDf1gO' 1 + j 1tDt (P*) t 

Cette relation peut alors s'écrire sous la forme: 

(P*) 
(P*)o= exp - ( at + ~~) 

Ainsi, on obtient les expressions de a et ~ : 

et 

Les expressions de a et ~ nous permettront alors d'accéder expérimentalement aux 

valeurs de la distance de réaction 0' et du coefficient de diffusion D et cela par la 

représentation des variations de a et de ~ en fonction de la concentration en pyrène, 

représentée par le rapport (Py)/(lipides). 
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Notons que la concentration en pyrène utilisée dans ces relations est calculée à partir 

des considérations suivantes: 

* en admettant que les vésicules sont des sphères dont le rayon extérieur est de 125 A 
[VAN DEN ZEGEL et al., 1984] et d'épaisseur 40 A [WU, 1984], on arrive au volume 

occupé par les phospholipides, 

* et si on considère qu'il y a approximativement 2 800 molécules de lipides par 

vésicule [BIRKS, 1970], on aboutit à la relation liant (Py) au rapport (Py)j(lipides), 

soit (Py) = 0,83 . (Py)j(lipides). 

* Diffusion dans des vésicules à l'état "liquide", T > TM 

Les figures 3.2.9. et 3.2.10. montrent que Cl et P varient linéairement avec la 

concentration en pyrène, ce que prévoient nos modèles et conduisent aux valeurs de D et 0' 

présentées dans le tableau 3.2.3 .. 

A titre comparatif, nous présentons sur la figure 3.2.9., la variation de Cl pour des 

liposomes de DPPC à 25 oC, température à laquelle les vésicules sont à l'état de "gel" 

(T < TM ). Remarquons que la pente de cette droite est pratiquement nulle. 

12 DPPC 50°C 
Cl 

(10 -3 ns -1) 

10 

8 

6 

4 

2~ ________ ~ ________ ~O~ ________ ~ 

0,0 1,0 2,0 3,0_
2 

(Py)/(lipides) 10 

Figure 3.2.9. 

Variations du coefficient a en fonction du rapport (pyrène)j(lipide), 

pour divers types de liposomes, à T > TM (et à T < TM pour les liposomes de DPPC). 

133 



20 
J3 

ü 

(10 -2 1/..JiiS) 
DPPC50°C 

10 

• 
0~~~·~~~1t~~~~ 

0,0 1,0 2,0 3,0 
(Py)/(Iipides) 10- 2 

Figure 3.2.10. 

Variations du coefficient ~ en fonction du rapport (pyrène)/(lipide), 

pour divers types de liposomes, à T > TM' 

Tableau 3.2.3. 

Valeurs expérimentales du coefficient de diffusion D et de la distance de réaction cr 
dans divers liposomes (SUV), déterminées à partir du modèle de 

réactions partiellement limitées par la diffusion (cf. § 3.2.4.1.2.) 

DPPC 41 

DPPC 41 

DLPC 0 

DMPC 23 

50 

25 

25 

35 
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D (10-7 cm2/s) 

5,0 

1,5 

5,9 

3,0 

cr (Â) 

6,8 

6,8 

5,9 

5,5 



Ainsi, les valeurs de D trouvées concordent d'une manière globale avec celles 

publiées par ailleurs, en utilisant d'autres techniques, telles que le "photobleaching" 

[VAZ et al., 1987, 1982] ou l'étude du rapport excimère/monomère pour le pyrène 

[GALLA et al., 1974]. De même, les travaux utilisant le déclin de fluorescence d'un dérivé 

du pyrène, le méthyl-l-pyrène, aboutissent à des coefficients du même ordre de grandeur 

[V AN DEN ZEGEL et a1., 1984] (cf. tableau 1.2.2.]. 

De plus, les valeurs de 0' trouvées sont comparables à celles correspondant au cas où 

la collision entre les deux entités réagissantes est nécessaire pour qu'il y ait réaction. 

Par ailleurs, en tenant compte du rayon de courbure des vésicules (ANDRE et 

BAROS, résultats non publiés), on montre que le terme proportionnel au temps (a) est 

compris entre : 

1 
et - + 21tNDf1gO' (P) [ 1 + 2a] 

'to 

et le terme non stationnaire (~) est compris entre : 

et 

Ainsi, dans le cas des vésicules de DPPC et pour : 

on obtient: 

et 

R* = 10 

a = -0,036 ...fif* 
b = 0,096 

5,0 10-7 < D < 6,5 10-7 cm2f s 

6,8 < 0' < 7,0 Â. 

Cependant, à 25 oC, les valeurs de a obtenues pour des vésicules de DPPC ne varient 

quasiment pas. Ceci peut être expliqué par le fait qu'à l'état de "gel", la diffusion faible du 

pyrène dans les liposomes conduit à une pente faible de la droite représentant a en fonction 

du rapport (Py)/(lipides). 

On remarque ainsi, que cette méthode présente une limitation; elle ne semble pas 

permettre d'accéder au coefficient de diffusion D dans des liposomes en-dessous de la 

température de transition. 
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* Cas de liposomes à l'état de"gel", T < TM 

Dans ces conditions expérimentales, la structure lipidique est une structure "solide", 

ordonnée et l'on doit s'attendre à un coefficient de diffusion beaucoup plus faible. S'il en 

est ainsi, le terme correctif lié à la concavité de la zone sur laquelle le transport brownien 

intervient peut être complètement négligé. 

Par ailleurs, comme le montre la figure 3.2.9., il est particulièrement difficile 

d'exprimer une variation de a avec le rapport (Py)/(lipides), pour des liposomes de DPPC à 
25 oC. 

Pour contourner cette difficulté, nous avons cherché la variation de la constante de 

temps lIt en fonction de la concentration en pyrène, t étant la durée de vie de Py~ obtenue 

en traitant le déclin de fluorescence comme déclin monoexponentiel. Ainsi, 

expérimentalement, 1/t varie linéairement avec le rapport (Py)/(lipides) comme le montre la 

figure 3.2.11.. 

lIt 
(10.3 ns .) 

7 

6 

5 

4 

3 

2~---------------r--------------~--------
0,0 1,0 2,0 

(Py)/(DPPC) 10· 2 

Figure 3.2.11. 

Variations de 1/t en fonction du rapport (Py)/(DPPC), 

en dessous de la température de transition (à 25 OC). 

t est la durée de vie du pyrène en déclin monoexponentiel. 
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Or, il est facile de montrer que si ; 

où al et ~l sont des constantes, 

alors : 

Partant de la valeur de 0' trouvée précédemment, il est possible de calculer la valeur 

de D. On trouve alors, dans la phase rigide: 

Cependant ce résultat est obtenu en admettant que 0' est stable avec la variation de la 

température, or des travaux récents effectués au GRAPP [GARCIN, 1989] montrent une 

augmentation de la valeur de 0' avec l'augmentation de la température. 

Néanmoins, la valeur de D trouvée correspond à une diminution du coefficient de 

diffusion d'un facteur 3, résultat compatible avec celui trouvé par la technique de 

"photobleaching" [VAZ et al.,1987, 1982]. 

3.2.4.2.3. Influence des protéines sur la diffusion 

L'influence des protéines sur la diffusion du pyrène dans les bicouches lipidiques est 

explorée par la mesure des coefficients de diffusion en utilisant la technique de déclin de 

fluorescence décrite précédemment et en testant deux protéines : l'A TPase et la GGT 

(cf. § 3.2.2.). 

* Cas de l'ATPase 

La variation de a en fonction du rapport (Py)/(DPPC), en présence d'ATPase et à 

50 oC (cf. figure 3.2.12.) conduit aux valeurs de D présentées sur la figure 3.2.13 .. 
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12 
a 

(l0·3 ns -1) 10 

8 

6 

4 

2 

0 
0 1 2 3 

(Py)/(DPPC) 10 
-2 

Figure 3.2.12. 

Evolution de a en fonction du rapport (Py)/(DPPC), 

pour düférentes concentrations en (Na+,K+)-A TPase (notées sur chaque courbe), à 50 oC. 

o 
-7 2 

(10 cm 15) 

6 

Il 0 
o corr 

4 

2 

o~--------~-------------~--------~--------~ 

o 2 4 6 8 
(ATPase) J.1 M 

Figure 3.2.13. 

Variations des coefficients de diffusion D et "D corr." (voir texte, § 3.2.3.5.) du pyrène 

avec la concentration en (Na+,K+)-A TPase. 
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* Cas de la GGT 

Les résultats relatifs à l'étude de la (Na+,K+)-ATPase sont compatibles avec ceux 

obtenus au GRAPP en utilisant une autre protéine, la gamma-glutamyltransférase 

(cf. tableau 3.2.4. et figure 3.2.14.). 

D 

Tableau 3.2.4. 

Valeurs expérimentales de D et 0' du pyrène dans des bicouches de DPPC, 

en présence de GGT et à 50 oC [GARCIN, 1989]. 

Rapport molaire (%) D (10-7 cm2js) 0' (Â) 

0,00 6,3 6,3 

0,25 5,4 3,9 

0,30 4,5 5,6 

0,75 3,5 5,1 

1,00 4,9 5,8 

2,00 3,2 7,7 

2,70 3,2 7,5 

7 -

(10 -, cm 2/s) 
i 

6 - .... -5 

4 

3 -

2 -

1 -

o +------T------r-----~----~~----~----~ 1 1 

o 10 20 30 
Aire des protéines (%) 

Figure 3.2.14. 

Variations du coefficient de diffusion D du pyrène avec la surface occupée par la GOT. 

Expériences et modèle [GARCIN, 1989]. 
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Ainsi, il apparaît clairement, en se basant sur l'ensemble de ces résultats, que 

l'incorporation des protéines dans les bicouches lipidiques entraîne une diminution du 

coefficient de diffusion du pyrène. Celle-ci est d'autant plus importante que la concentration 

en protéines augmente. 

Plusieurs facteurs peuvent être attribués à la variation de D induite par les protéines. 

A priori, on peut penser qu'elle est due soit à une diminution de la fluidité membranaire, 

soit au fait que les protéines constituent des obstacles à la libre diffusion du pyrène ou enfin 

à l'association des deux phénomènes. Notons qu'outre ces phénomènes physiques, elle 

peut être due à l'adsorption d'une partie du pyrène sur les protéines, diminuant ainsi, la 

concentration en pyrène diffusant (cf. § 3.2.4.3.). 
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3.2.4.3. RESULTATS ET DISCUSSION DES EXPERIENCES EN 

EXCITATION CONTINUE (FLUORESCENCE DU PYRENE ET DU DPH) 

3.2.4.3.1. Influence des protéines sur la fluorescence du pyrène dans les 

milieux organisés et homogènes 

Parallèlement aux mesures effectuées en excitation pulsée, nous avons étudié, en 

excitation continue, l'influence de trois protéines sur la fluorescence du pyrène. 

Afin d'aboutir à une idée globale sur la question, nous avons, d'une part, effectué les 

mesures dans des milieux différents tels que les bicouches lipidiques ou des milieux 

homogènes, d'autre part trois sortes de protéines ont été testées 

1) la gamma-glutamyltransférase, 2) la (Na+,K+)-ATPase et 3) l'albumine bovine. 

a) Utilisation des bicouches lipidiques de DPPC 

Les figures 3.2.15., 3.2.16. et 3.2.17. montrent que l'utilisation des trois protéines 

conduit à un résultat similaire quant à l'évolution du rapport IEIIM (cf. figure 1.2.5. pour 

les définitions de lE' lM et IElIM)' En effet, dans les trois cas, l'addition des protéines aux 

bicouches lipidiques de DPPC contenant du pyrène est accompagnée d'une diminution du 

rapport IElIM' 

IF 
u.a. 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

o~----------~------------~----------~ 
o 10 20 30 

(Albumine bovine) JlM 

Figure 3.2.15. 

c 

+ 
• 

Influence de l'albumine bovine délipidée sur la fluorescence du pyrène, 

dans des liposomes de DPPC, T = 50 oC. 
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IF 
u. a. 

IF 
u. a. 

110 

100 . 

90 

80 

70 

60+-------~--------r--------r-------, 

o 10 20 30 40 
(GGT) ~M 

Figure 3.2.16. 

• lE 
c lM 

IE/lM 

Influence de la gamma-glutamyltransférase sur la fluorescence du pyrène, 

dans des liposomes de DPPC, T = 50 oC. 

80 

60 

• lE 
+ lM 

IEJIM 

40+-----~----~----~-----r----~----~ 

o 1 2 3 4 5 
(ATPase) ~M 

Figure 3.2.17. 

Influence de la (Na+,K+)-A TPase sur la fluorescence du pyrène, 

dans des liposomes de DPPC, T = 50 oC. 
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Dans le cas de la GGT et de l'albumine bovine ce résultat se traduit par une 

augmentation de l'intensité de fluorescence du monomère d'une part et une diminution de 

l'intensité de fluorescence de l'excimère d'autre part 

L'A TPase entraîne la diminution de l'intensité de fluorescence aussi bien celle de 

l'excimère que celle du monomère, avec cependant une diminution plus nette dans le cas de 

l'excimère. 

On peut donc, a priori, penser que ce résultat est compatible avec celui obtenu en 

excitation pulsée, notamment la rigidification des bicouches lipidiques par les protéines. Un 

tel résultat est traduit par une diminution du rapport IpfIM en excitation continue. 

Mais avant de tirer des conclusions relatives aux milieux lipidiques, examinons l'effet 

de ces protéines sur la fluorescence du pyrène dans des milieux homogènes. 

b) Utilisation de milieux homogènes 

Contrairement aux résultats trouvés dans les bic ouches de DPPC, l'addition des trois 

protéines testées provoque une exaltation de la fluorescence du pyrène dans des milieux 

isotropes. 

Cependant, cette augmentation de l'intensité de fluorescence peut concerner 

uniquement l'excimère ou le monomère selon la protéine utilisée. En effet, dans le cas de 

l'addition de la GGT et de l'A TPase à une solution de pyrène dans un mélange 

eau/glycérol: 70/30 (11 = 3 cP à 20 OC), à 25 oC, l'augmentation est plus nette pour 

l'excimère que pour le monomère (cf. figures 3.2.18. et 3.2.19.). 

En revanche, l'addition de l'albumine bovine au pyrène dans l'eau à 25 oC, conduit à 

une augmentation de l'intensité de fluorescence du monomère, alors que celle de l'excimère 

reste quasiment nulle (cf. figure 3.2.20.). 

143 



IF 

IF 
u.a .. 

110 

90 

70 

50 
o 1 0 20 30 

(GGT) J.1M 

Figure 3.2.18. 

Influence de la gamma-glutamyltransférase sur la fluorescence du pyrène, 

dans un mélange eau/glycérol, T = 25 oC. 

120 
u.a. 

• 
80 

c lM 

+ lE 

40 • IF! 1 

o+---~--~--~--~--~--~--~~ 

o 1 2 3 4 
(ATPase) J.1 M 

Figure 3.2.19. 
Influence de la (Na+,K+)-ATPase sur la fluorescence du pyrène, 

dans un mélange eau/glycérol, T = 25 oC. 
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IF 120 

u.a. 
100 

80 

• lM 
60 a lE 

40 

20 

0 

(albumine bovine) J.1M 

Figure 3.2.20. 

Influence de l'albumine bovine délipidée sur les intensités de fluorescence (IF) 

du monomère (lM) et de l'excimère (lE) du pyrène dans l'eau, T = 25 oC. 

On peut penser que ces résultats différents sont liés à la nature des protéines utilisées. 

L'A TPase et la GGT, par leur caractère hydrophobe, favoriseraient la concentration des 

molécules de pyrène dans des poches hydrophobes où elles forment des excimères, alors 

que l'albumine bovine par son caractère hydrophile ne permettrait pas une telle 

concentration. 

Par ailleurs, il faut souligner que l'ATPase et la GGT, étant des enzymes 

membranaires, ne seraient pas totalement délipidées. Ceci permettrait au pyrène de se 

concentrer éventuellement, dans des fractions lipidiques et de former ainsi des excÏmères. 

Nous avons testé deux échantillons différents d'albumine bovine, une fraction 

complètement délipidée (0,005% d'acides gras) et une autre moins pure (96 à 99% 

d'albumine bovine). Dans les deux cas les résultats sont similaires (cf. figure 3.2.21.). 

Par ailleurs, on remarque qu'à partir d'une certaine concentration en albumine bovine 

l'intensité de fluorescence du monomère n'augmente plus de manière linéaire, ceci pourrait 

être dû au fait qu'à cette concentration en protéines, toutes les molécules de pyrène sont 

piégées par les protéines. 
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80 

60 
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20 

0 
0 10 20 30 40 

(albumine bovine) J..I. M 

Figure 3.2.21. 

Comparaison de l'influence de la nature de deux fractions d'albumine bovine 

sur l'intensité de fluorescence du monomère du pyrène . 

• : fraction complètement délipidée; 0 : fraction contenant 96 à 99 % d'albumine bovine. 

3.2.4.3.2. Influence des protéines sur la polarité locale 

L'effet des protéines sur la fluorescence du pyrène dans les milieux organisés est lié 

aux changements des propriétés physico-chimiques de l'environnement de la sonde que 

peuvent provoquer ces protéines. 

Outre les changements de la microviscosité membranaire. cet effet peut être dû en 

partie à un changement de la polarité de l'environnement de la sonde. 

Ainsi. des informations sur la polarité locale peuvent être obtenues à partir de la 

structure vibrationnelle du spectre de fluorescence de la sonde utilisée [ZACHARIASSE et 

al .• 1982]. En effet, la structure vibrationnelle du spectre de fluorescence du monomère du 

pyrène dépend de la polarité du solvant On peut alors suivre la variation de la polarité locale 

par la mesure du rapport 137YI393. appelé encore BI/Bm. 1373 est l'intensité de fluorescence 

à 373 nm ou bande 1 et 1393 étant celle à 393 nm ou bande III. 
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Avant de nous intéresser aux bicouches lipidiques, nous avons réalisé des expériences 

préliminaires, nous pennettant de chiffrer l'effet de la polarité des solvants sur l'évolution 

du rapport 137YI393' dans nos conditions expérimentales. 

a) Variations du rapport 1373/1393 avec la polarité des solvants 

La mesure du rapport 137YI393' dans différents solvants (cf. figure 3.2.22.) et dans 

nos conditions opératoires, pennet de mettre en évidence une augmentation de 13731I393 

avec l'accroissement de la polarité, cette dernière étant déterminée par le paramètre de 

polarité Er(30) [REICHARDT et HARBUSCH-GORNERT, 1983]. 

60 
ET (30) 

50 

40 

• hexane 
/' 

• cyclohexanol 

• chlorofonne 

• acétonitrile 
• éther 

30+-----~--~~~----~~~~----~~--~ 

0,7 0,8 SDS 0,9 1,0 DPPC 1,1 1,2 1,3 

1373 

1393 

Figure 3.2.22. 

Influence de la polarité des solvants représentée par le paramètre de polarité ET(30), 

sur la valeur du rapport 137YI393 pour le pyrène. Les valeurs de 137Yl393 
dans des liposomes de DPPC et des micelles de SDS sont 0,85 et 1,05 respectivement. 

En plus, par l'observation des spectres de fluorescence du monomère du pyrène dans 

des solvants de différentes polarités, le changement de la structure vibrationnelle de ces 

spectres apparaît clairement (cf. figure 3.2.23.). 
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Figure 3.2.23. 
Exemples de spectres de fluorescence du monomère du pyrène 

montrant les variations de la structure vibrationnelle avec la polarité du milieu. 

a : méthanol, b : éthanol, c : chlorofonne, d : DPPC, e : hexane. 
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b) Addition de protéines 

Nous avons cherché l'influence de l'albumine bovine sur l'évolution du rapport 

137:/I393 dans les bicouches lipidiques de DPPC et dans l'eau (cf. figure 3.2.24.). 

1373 -
1393 

1,1 

• eau 

1,0 
li] DPPC 

•• • • • • • • 0,9 

0,8 

0,7..f------..----....-----.....------., 
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Figure 3.2.24. 

40 

Variations du rapport 137YI393 du pyrène avec l'addition de l'albumine bovine, 

dans les bicouches lipidiques de DPPC à 5 10-4 M et dans l'eau. 

Les résultats dans l'eau montrent que l'addition de cette protéine entraîne une 

diminution du rapport 137YI393' L'hypothèse selon laquelle le pyrène est adsorbé par des 

zones protéiques moins polaires que l'eau permettrait d'expliquer l'exaltation de la 

fluorescence du monomère (cf. figure 3.2.20.). 

En revanche, dans une solution de DPPC, l'addition de l'albumine bovine conduit à 

une augmentation du rapport 137311393' ce qui semble signifier que le pyrène a migré vers 

des zones plus polaires. 

On peut suggérer que l'albumine bovine "adhère" à la surface des liposomes 

entraînant ainsi, la diffusion du pyrène vers les têtes polaires des phospholipides. Ceci est 

compatible avec les résultats observés en excitation continue (cf. figure 3.2.15.). 

De même, nous avons suivi l'évolution du rapport 13731I393 avec l'addition de 

l'ATPase dans des vésicules de DPPC. Contrairement à l'albumine bovine, ce dernier a une 

valeur constante (0,73). Ce résultat signifie que l'ATPase n'entraîne pas un changement de 

la polarité de l'environnement du pyrène. 
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3.2.4.3.3. Influence des protéines sur l'anisotropie du DPH dans des 
vésicules de DPPC 

A côté de la fluorescence du pyrène, nous avons utilisé l'anisotropie de fluorescence 

du DPH pour tester l'effet de la (Na+,K+)-A TPase sur la cohésion membranaire des 

liposomes de DPPC. 

La figure 3.2.25. montre que l'influence de cette protéine sur l'anisotropie du DPH 

est double: 

* à T < TM , on observe une diminution de l'anisotropie, ce qui est compatible avec 

une augmentation de la fluidité membranaire, 

* à T > TM, l'anisotropie est légèrement augmentée par l'A TPase, ceci est compatible 

avec une diminution de la fluidité membranaire. 

Ainsi, comme le cholestérol [ANTUNES-MADEIRA et MADEIRA, 1990; BACK et 

CHAPMAN, 1980; CHAPMAN, 1973], l'addition de la (Na+,K+)-ATPase entraîne un 

"aplatissement" de la courbe représentant l'anisotropie de fluorescence en fonction de la 

température. Ce résultat est conforme à d'autres travaux utilisant d'autres protéines 

(cf. tableau 1.1.3.). 
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Figure 3.2.25. 

Influence de la (Na+,K+)-ATPase sur la variation de l'anisotropie de fluorescence du DPH 

en fonction de la température, dans des liposomes de DPPC. 
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3.2.4.3.4. Influence du saccharose sur la fluidité membranaire des 
vésicules de DPPC 

Afin de tenir compte du saccharose contenu dans la préparation ATPasique utilisée 

dans nos expériences, et pour prévoir un éventuel effet de ce sucre sur la fluidité 

membranaire des bicouches lipidiques de DPPC, nous avons testé à des concentrations 

équivalentes à celles de la préparation A TPasique, son influence sur : 

* l'anisotropie de fluorescence du DPH, 

* le rapport IEf'IM du pyrène au-dessus et en-dessous de TM et enfin, 

* la durée de vie du pyrène excité. 

a) Effet du saccharose sur l'anisotropie de fluorescence du DPH 

La figure 3.2.26. montre que la courbe de transition de phase des liposomes de DPPC 

est inchangée en présence du saccharose. 
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Figure 3.2.26. 

Influence du saccharose sur la variation de l'anisotropie de fluorescence du DPH, 

en fonction de la température, dans des liposomes de DPPC. 
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b) Effet du saccharose sur la variation du rapport lE/lM du pyrène 

Pour réaliser cette expérience, nous nous sommes contentés d'effectuer les mesures à 

25 et à 50 oC, températures auxquelles nous avons mesuré le coefficient de diffusion du 

pyrène. 

Le tableau ci-après (cf. tableau 3.2.5.) donne les valeurs de IEfIM à ces températures 

et pour trois concentrations en saccharose. Ainsi, ces valeurs restent quasiment constantes 

avec l'addition du sucre, pour chaque température considérée. 

Tableau 3.2.5. 

Influence du saccharose sur les valeurs du rapport IEfIM du pyrène, 

dans des liposomes de DPPC. 

~ 0 7 14 28 

TOC 

25 0,60 0,67 0,59 0,63 

50 0,86 0,84 0,88 0,82 

c) Effet du saccharose sur la durée de vie du pyrène 

A côté de ces expériences en excitation continue, nous avons testé l'influence du 

saccharose sur la durée de vie globale du pyrène. 

Le tableau 3.2.6. suivant présente les durées de vie en déclin monoexponentiel et 

montre que le saccharose n'entraîne pas de variation significative de ces durées de vie. 
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Tableau 3.2.6. 

Influence du saccharose sur la durée de vie du pyrène (en ns), 

dans des vésicules de DPPC (déclin rnonoexponentiel). 

~ 0 7 14 28 
TOC 

25 246 241 239 243 

50 159 163 160 157 

En se fondant sur les trois expériences décrites ci-dessus, on peut en déduire que le 

saccharose n'affecte pas l'ordre ni la fluidité membranaire des liposomes de DPPC, tels 

qu'ils sont estimés par ces techniques. Ce résultat peut être expliqué par le fait qu'étant 

hydrophiles, les sucres n'interagissent pas avec les bicouches lipidiques. 

Par ailleurs, d'autres travaux [FABRIE et al., 1990] ont montré que le saccharose a 

un effet faible sur la température et l'enthalpie de transition de phase des liposomes de 

DMPC. 

Les résultats acquis en excitation continue sont en accord avec ceux obtenus en 

excitation pulsée, lesquels sont compatibles avec une rigidification des bicouches 

phospholipidiques par les protéines. 

De plus, les études effectuées sur la variatioJl de la polarité locale ont montré qu'en 

présence d'albumine bovine la polarité de l'environnement du pyrène augmente. En effet, 

ceci suggère que l'albumine bovine s'adsorbe sur la surface des liposomes et attire le pyrène 

vers la face externe des bicouches où la polarité et la cohésion membranaire sont plus 

importantes qu'entre les feuillets phospholipidiques. Dans le cas de l'ATPase, le rapport 

I37JiI393 reste constant avec l'addition de la protéine, ce qui laisse penser que le pyrène ne 

change pas de localisation quand l'A TPase est ajoutée et que la diminution du coefficient de 

diffusion est indépendante d'un tel changement de localisation, ce qui renforce l'hypothèse 

de l'incorporation de l'A TPase dans les bicouches lipidiques. 
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3.2.5. CONCLUSION 

Les modèles proposés dans cette étude expliquent la tendance observée 

expérimentalement, à savoir, la diminution du coefficient de diffusion du pyrène avec 

l'augmentation de la concentration en protéines. 

La mesure de ce coefficient nous permet de caractériser le déplacement latéral des 

phospholipides. Cependant, la diminution de la vitesse de diffusion du pyrène dans les 

liposomes par les protéines ne peut être obligatoirement liée à la diminution de fluidité 

membranaire. 

En effet, la mesure de la diffusion du pyrène est fondée sur la fréquence de collisions 

d'une molécule de pyrène excitée avec une autre molécule à l'état fondamental. Or, la 

diminution de cette fréquence peut être due: 

* soit à une rigidification du milieu, 

* soit au fait que les protéines agissent comme "obstacles" immobiles, empêchant la 

libre circulation du pyrène et augmentant le trajet à parcourir avant la rencontre des deux 

entités réactives, 

* soit à la contribution des deux phénomènes, 

* soit enfm à l'adsorption d'une partie du pyrène par les protéines, diminuant ainsi, la 

concentration en pyrène diffusant, ce qui conduit à des valeurs de D sous-estimées. 

Cependant, sachant que la polarité locale ne varie pas avec l'addition de l'A 1Pase, on 

peut penser que les molécules de pyrène ne changent pas de localisation en présence de 

protéines et que l'hypothèse d'une éventuelle adsorption de la sonde par ces dernières est au 

moins en première approximation, à exclure. 

En ce qui concerne notre étude, nous supposons que les protéines sont des structures 

rigides et fixes dans une matrice fluide (cf. § 3.2.4.1.5.). Or, d'autres travaux ont conduit à 

la mesure de coefficients de diffusion latérale des protéines [V AZ et al., 1984; PETERS et 

CHERRY, 1982; SCHLESSINGER et al., 1977]. Les valeurs trouvées, comprises entre 

5 10-8 et 10-11 cm2js, sont compatibles avec la simplification de notre modèle. 

Néanmoins, notons que les travaux de CHANG et al., 1981, donnent des valeurs de 

coefficients de diffusion des protéines comparables à celle des phospholipides, ce qui ne 

correspond pas aux calculs que l'on peut faire à partir des théories du transport, indiquant 

des effets sur D inversement proportionnels à la masse molaire à la puissance 1/3. 
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3.3.1. OBJECTIF DE l'ETUDE 

La cyclosporine A est un immunosuppresseur récent, couramment utilisé ces 

dernières années. L'objectif de notre étude est de déterminer l'influence éventuelle de cette 

drogue sur l'ordre et la fluidité membranaire de membranes modèles (liposomes de DPPC), 

tels qu'ils sont estimés par les techniques d'émission moléculaire de fluorescence. 

3.3.2. ETAT DES CONNAISSANCES 

La cyclosporine A est un undécapeptide cyclique de poids moléculaire 1 203. C'est un 

composé neutre, riche en ami no-acides hydrophobes et insoluble dans l'eau 

(cf. figure 3.3.1.). 

Figure 3.3.1. 
Structure chimique de la cyclosporine A. 

L'originalité de sa structure réside dans la présence d'un acide aminé dextrogyre 

(D-alanine) et d'un acide aminé qui lui est spécifique, dérivé de la N-méthylsérine. 

Cette structure a fait de la cyclosporine A un immmunosuppresseur original et d'un 

grand intérêt, ainsi depuis 1978, la cyclosporine A a révolutionné la thérapie des patients 

ayant subi une transplantation d'organes, du fait de son action supressive de la réponse 

immunitaire [HIESTAND et MEKLER, 1986]. 
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Malheurement la cyclosporine A présente une certaine toxicité [REYFFEL, 1986], 

mais le rapport "avantages thérapeutiques/risques" est indiscutablement positif. 

Comme nous l'avons mentionné précédemment, l'interaction des protéines, des petits 

polypeptides et d'autres substances telles que les médicaments ou les hormones avec les 

lipides membranaires est responsable de nombreuses fonctions et implications 

physiologiques. Ceci est dû à leur influence sur les propriétés structurales et dynamiques 

des membranes. 

La solubilité limitée de la cyclosporine dans l'eau laisse à penser que son association 

aux membranes in vivo est fort probable [CANAVAK et SUCKER, 1986]. 

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés aussi, au système 

cyclosporine Nphospholipides, lequel a attiré beaucoup d'attention récemment. 

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé deux techniques spectrofluorimétriques, 

la polarisation de fluorescence (en excitations continue et pulsée) et l'inhibition de 

fluorescence par formation d'excimères intramoléculaires. 

3.3.3. MATERIELS ET METHODES 

3.3.3.1. MATERIELS 

La cyclosporine A, échantillon PPS-WHL (3142056) est un don de J.F. BOREL 

(SANDOZ, BALE). 

Le DL-a-DPPC (P-5911) est un produit Sigma Chemical Company. 

3.3.3.2. METHODES 

Méthodes d'analyse: cf. § 1.2 .. 

Préparation des liposomes: cf. § 3.2.3.2 .. 

Notons que la cyclosporine est introduite (sous forme de poudre) à la solution 

chloroformique de phospholipides avant l'évaporation du solvant. 

3.3.4. RESULTATS ET DISCUSSION 

3.3.4.1. LA POLARISATION DE FLUORESCENCE (DPH et TMA.DPH) 

Nous avons utilisé deux types de sondes émissives, le DPH et le TMA-DPH. En 

effet, comme nous l'avons déjà rappelé (cf. § 1.2.1.3.1.) le DPH est parmi les marqueurs 

les plus utilisés en polarisation de fluorescence pour l'investigation des membranes 

lipidiques, du fait de son incorporation facile dans celles-ci et du fait de sa fluorescence 

quasi nulle en milieu aqueux, alors que son rendement quantique est particulièrement élevé 

dans les lipides. 
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L'utilisation du TMA-DPH peut donner des renseignements supplémentaires puisque 

cette sonde se situe dans la bicouche phospholipidique au niveau d'une zone différente de 

celle où le DPH se place (cf. § 1.2.1.3.2.). TI semble que le TMA-DPH se localise dans une 

région plus organisée et plus structurée que celle du DPH (dans la zone polaire). 

Par ailleurs, comme nous l'avons mentionné au § 1.2.1.2., pour pouvoir dire que 

l'anisotropie < r > varie proportionnellement à la microviscosité 11, il est nécessaire que la 

durée de vie 't de la sonde soit pratiquement constante. Ceci nous a conduit à mesurer la 

durée de vie du DPH dans les liposomes de DPPC en présence et en absence de 

cyclosporine, au dessus et en dessous de la température de transition. 

Ainsi, pour les deux concentrations en cyc1osporine testées, le tableau 3.3.1. montre 

que 't ne varie pratiquement pas quand la cyclosporine est ajoutée. 

Tableau 3.3.1. 

Mesures des durées de vie du DPH dans des liposomes de DPPC, en abscence et 

en présence de cyc1osporine, en-dessous et au-dessus de la température de transition. 

Les durées de vie sont exprimées en nanosecondes (ns). 

~ 0 20 100 
TOC 

25 9,4 10,0 9,8 

50 7,8 8,2 7,9 

3.3.4.1.1. Utilisation du DPH 

Avant d'aborder cette série d'expériences, nous avons vérifié le pouvoir d'absorption 

et de fluorescence de la cyclosporine mise en solution dans une préparation de DPPC. Les 

spectres correspondant montrent que cette solution ne présente ni absorption, ni 

fluorescence dans les zones de longueurs d'onde où les différentes mesures sont faites. 

La représentation graphique de l'anisotropie d'émission de fluorescence du DPH en 

fonction de la température (cf. figure 3.3.2.) montre que les concentrations croissantes en 

cyclosporine ne modifient pas les courbes de transition du DPPC et cela ni avant, ni au-delà 

de la température de transition. Ce résultat est confmné dans le cas où la cyc1osporine est 

ajoutée aux vésicules préformées (cf. figure 3.3.3.). 
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Figure 3.3.2. 

Variations de l'anisotropie du DPH en fonction de la température dans des liposomes 

de DPPC, en absence et en présence de cyclosporine. R = (DPPC)j(Cyclosporine). 
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Figure 3.3.3. 

Comparaison de l'influence de la cyclosporine, ajoutée avant (<» et après ( • ) la préparation 

des liposomes de DPPC, sur la variation de l'anisotropie de fluorescence du DPH, 

en fonction de la température. (DPPC)j(Cyclosporine) = 10. 
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3.3.4.1.2. Utilisation du TMA-DPH 

L'utilisation de ce traceur fluorescent conduit à des résultats identiques à ceux obtenus 

avec le DPH. En effet, la figure 3.3.4. montre que les courbes de transition des liposomes 

de DPPC, en absence et en présence de cyc1osporine, sont quasiment confondues. 
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Figure 3.3.4. 

Variations de l'anisotropie de fluorescence du TMA-DPH en fonction de la température 

dans des liposomes de DPPC, en absence et en présence de cyc1osporine. 

R = (DPPC)f(Cyc1osporine). 

D'après les résultats, à partir de l'anisotropie de fluorescence du DPH et du 

TMA-DPH, on peut en déduire qu'avec ce type de capteur d'environnement, la 

cyclosporine n'affecte pas l'organisation et la fluidité membranaire des liposomes de DPPC. 

3.3.4.2. INHIBITION DE FLUORESCENCE PAR FORMATION 

D'EXCIMERES INTRAMOLECULAIRES DE P3P EN EXCITATION 

CONTINUE 

L'évolution du rapport IEI'lM du P3P avec la température est suivie en l'absence et en 

présence de cyc1osporine dans des liposomes de DPPC. 

La figure 3.3.5. montre bien que l'addition de la cyc1osporine entraîne une diminution 

du rapport IFfiM' ceci au-delà de la température de transition du DPPC, alors qu'en-dessous 

de cette température l'effet de la cyc1osporine est moins net. 
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Variations du rapport lEi lM du P3P en fonction de la température dans des liposomes 

de DPPC en l'absence et en présence de cyc1osporine. R = (DPPC)/(Cyc1osporine). 

Ces données nous conduisent à penser immédiatement qu'au-delà de la température de 

transition l'addition de la cyclosporine aux liposomes de DPPC s'accompagne d'une 

"rigidification" de la bicouche lipidique, à la différence des observations relatives à la 

technique de polarisation de fluorescence du DPH et du TMA-DPH. 

3.3.5. CONCLUSION 

Les deux techniques utilisées pour l'étude de l'influence de la cyclosporine A sur la 

cohésion membranaire ont conduit à des observations contradictoires. En effet, d'après les 

résultats obtenus avec le DPH et le TMA-DPH, on peut en déduire que la cyclosporine 

n'affecte pas la structure et la microviscosité membranaire, alors que ceux obtenus par le 

P3P laissent croire que la cyc1osporine entraîne une rigidification de la bicouche lipidique et 

cela au-delà de la température de transition des liposomes de DPPC. 

Ces résultats contradictoires peuvent être liés, d'une part aux distributions différentes 

des sondes fluorescentes utilisées dans les bicouches lipidiques et à la localisation de la 

cyclosporine dans ces membranes, d'autre part. Il semble que le DPH est localisé à 
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l'intérieur de la bicouche [ANDRICH et VANDERKOOI, 1976], alors que le P3P et 

d'autres dérivés du pyrène se situeraient au niveau des têtes polaires 

[ALMEIDA et al., 1984]. 

Des constations analogues sont observées lors d'une étude récente 

[ANTUNES-MADEIRA et al., 1990], concernant l'influence du lindane sur la fluidité 

membranaire des liposomes de DPPC et de DMPC. En effet, l'utilisation du (2,Ph(2,P), 

lui même préférant les régions extérieures des bicouches lipidiques, montre une 

augmentation de l'ordre des phospholipides dans la phase fluide, alors que, dans les mêmes 

conditions, la polarisation de fluorescence du DPH est quasi insensible à toute perturbation 

de l'organisation des bicouches lipidiques. 

Par ailleurs, des travaux récents [WIEDMANN et al., 1990], ont montré que la 

cyclosporine serait localisée le long des chaînes acyles et que l'accumulation de cette drogue 

entre les deux feuillets est peu probable. Ces hypothèses sont compatibles avec le fait que la 

cyclosporine est peu soluble dans les solvants complètement non-polaires, tels que le 

n-hexane [LOOS LI et al., 1985]. 

Cependant, WIEDMANN et ses collaborateurs ont montré, par utilisation de la 

résonance magnétique nucléaire du deutérium, 2H RMN, que la cyclosporine entraînerait 

une augmentation du paramètre d'ordre des chaînes acyles du DPPC dans l'état 

cristal-liquide. En revanche, l'utilisation de la calorimétrie différentielle (DSC) conduit à une 

faible diminution de la température de transition des liposomes de DPPC. 
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3.4.1. OBJECTIF DE L'ETUDE 

Notre principal objectif a été d'étudier l'influence de la température sur la structure de 

micelles aqueuses de tensio-actifs non ioniques tels que C12(EO)6 et C12(EO)8' 

Pour ce faire, trois méthodes spectroscopiques ont été utilisées: la fluorescence du 

dipyrénylpropane (P3P), la polarisation de fluorescence du DPH et du TMA-DPH et enfm 

le déclin de fluorescence du pyrène en excitation pulsée (laser picoseconde). 

En fait, ce travail s'insère dans un ensemble d'études réalisées au GRAPP, et par 

conséquent, pour une meilleure compréhension de cette recherche, j'ai préféré décrire 

l'ensemble des travaux exécutés au GRAPP, par P. BARTOLI, O. LEGRINI, C. MAIRE 

et moi-même. Ce choix correspond aussi au fait que pour la compréhension du 

dipyrénylpropane dans les micelles (cf. § 3.4.4.1.), il faudra se référer à mes propres 

travaux dans des solvants classiques. 

3.4.2. ETAT DES CONNAISSANCES 

Je ferai quelques rappels sur les micelles non ioniques et expliquerai les raisons qui 

m'ont incitées à utiliser les méthodes de spectroscopie d'émission moléculaire pour étudier 

ces systèmes. 

3.4.2.1. DESCRIPTION DES MICELLES AQUEUSES NON IONIQUES 

Les tensio-actifs non ioniques étudiés sont du type Cm(EO)n' lesquels sont des 

monoalkyléthers de polyoxyéthylène, de formule générale: 

où m et n sont respectivement, le nombre de carbones de la chaîne alkyle hydrophobe et le 

nombre de groupes oxyéthylène. 

Ainsi, ces molécules sont composées d'une partie hydrophile polaire et d'une partie 

hydrophobe. 

Les propriétés de ces tensio-actifs non ioniques dépendent de plusieurs paramètres 

(nombres m et n, température, concentration, etc ... ) qui définissent trois grandeurs 

essentielles : 

* La balance hydrophile-lipophile (BHL) : elle permet de classer les tensio-actifs selon 
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leur hydrophobicité [OLSSON et al., 1986]. 

* La concentration micellaire critique (CMC) : l'organisation structurale d'une 

substance tensio-active en suspension dans l'eau dépend de sa concentration. En effet, à 

concentrations faibles, il se produit un équilibre entre les molécules de tensio-actif 

dispersées dans l'eau et celles adsorbées à l'interface air-eau. Plus la concentration en 

tensio-actif augmente, plus la monocouche formée est saturée. Ainsi, au-delà d'une 

concentration en tensio-actif appelée concentration micellaire critique, les molécules de 

tensio-actifs forment des agrégats (micelles) en équilibre avec les monomères 

(cf. figure 3.4.1.). 

* Le point de trouble ou "cloud point" : il semble que la taille et la forme des micelles 

varient en fonction de la température. Ainsi, à partir d'une température dite température de 

point de trouble, l'augmentation de la température entraîne l'éclatement des micelles. Ceci 

est accompagné par un phénomène de démixtion en deux phases, l'une contenant la majorité 

du tensio-actif à l'état monomère, l'autre contenant la majorité du tensio-actif dissous dans 

l'eau. Notons aussi que la température de point de trouble est une fonction faiblement 

dépendante de la concentration en tensio-actif [RA VEY, 1985]. Pour les tensio-actifs 

considérés (et aux concentrations choisies), les Tp sont de l'ordre de 49 oC pour C12(EO)6 

et de 78 oC pour C12(EO)g. 
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Figure 3.4.1. 
Equilibre des différentes formes de composés amphiphiles dans l'eau: 

dispersée, en monocouche et en micelles. 
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3.4.2.2. LA FLUORESCENCE COMME METHODE D'INVESTIGATION 

DE TENSIO-ACTIFS 

Depuis plusieurs années, le GRAPP a développé des travaux concernant les 

techniques de spectroscopie d'émission moléculaire (cf. § 1.2.) pour étudier la structure de 

solutions aqueuses de tensio-actifs [KAUFFMANN, 1985; VIRIOT et al., 1983b] et en 

particulier de tensio-actifs non ioniques, Cm(EO)n' 

Pour l'étude des tensio-actifs non ioniques, l'objectif était de mieux appréhender la 

cohésion de tels systèmes, soumis à des variations de température et de concentration en 

tensio-actifs [MAIRE, 1989; BARTOLI, 1986; LEGRINI, 1985] et, par les résultats de 

résoudre éventuellement, certaines questions posées quant à la détermination de la nature 

des systèmes. 

Notons que cette recherche a été démarrée suite à des discussions avec J.C. RA VEY, 

DR CNRS, Université de Nancy l, qui étudiait plusieurs systèmes Cm(EO)n avec des 

méthodes de diffusion de lumière et de diffusion de neutrons [RA VEY, 1985 et 1983] et 

comme nous allons le préciser obtenait des résultats en opposition avec d'autres 

observations. 

En effet, au démarrage de cette action, les solutions aqueuses de tensio-actifs non 

ioniques, Cm(EO)n avaient déjà fait l'objet de nombreuses études. En particulier, certaines 

caractéristiques de leur comportement (CMC; température de point de trouble, T p; 

Température d'Inversion de Phase, PIT) avaient donné lieu à un grand nombre de 

publications [BOSTOCK et al., 1984 et références citées]. 

Pourtant une importante controverse existait quant à leur structure à l'approche de la 

température de trouble, T p; plus exactement l'interprétation des résultats expérimentaux liés 

à chaque méthode physique considérée et aux modèles s'y rattachant ne conduisait pas à des 

conclusions identiques: par exemple y avait-t-il ou non augmentation de la taille des 

micelles? 

Relativement à cette question, nous avons regroupé dans le tableau 3.4.1, les 

divergences, qui existaient en 1984, pour par exemple le tensio-actif C12(EO)6, en faisant 

remarquer que même avec l'utilisation d'une technique identique des résultats opposés 

étaient décrits. 

Les études du GRAPP ont eu pour but de suivre la cohésion des micelles de 

C 12(EO)6 et de C12(EOg) selon la température et la concentration en tensio-actifs en 

considérant: 
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* le comportement du dipyrénylpropane (P3P), sonde pour laquelle la formation 

d'excimères intramoléculaires est liée à son environnement et représente une méthode 

d'investigation de la structure de milieux organisés (cf. § 1.2.3.), 

* l'anisotropie de fluorescence du DPH et de son homologue le TMA-DPH en 

sachant que la polarisation de fluorescence est une technique qui renseigne en terme d'ordre 

et de mobilité, comme nous l'avons mentionné dans le § 1.2.1., 

* l'inhibition de fluorescence par formation d'excimères intermoléculaires, en 

considérant le déclin de fluorescence du pyrène, lié aux propriétés de transport en terme de 

translation des molécules de pyrène dans le milieu considéré (cf. § 1.2.2. et § 3.2.). 

Parallèlement à nos investigations, des travaux utilisant les méthodes de fluorescence 

pour l'étude des Cm(EO)n ont été effectués. Ainsi TURLEY et OFFEN, 1985, ont utilisé le 

dipyrénylpropane dans des micelles de C12(EO)6 et ZANA et WEILL, 1985, ont décrit la 

fluorescence du pyrène dans différents Cm(EO)n' 
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Tableau 3.4.1. 

Influence de la température sur la structure de micelles non ioniques. 

Références Techniques utilisées Observations 

BALMBRA et al., 1964 Diffusion de Neutrons Accroissement de la taille des 
micelles en fonction de la 
température 

L'élévation de la température 
LOFROlli et ALMGREN, Inhibition de entraîne soit une augmentation du 

1983 fluorescence du pyrène nombre d'agrégation soit une 
seconde agrégation de petites 
micelles 

Augmentation de la taille des 
RAVEY,1983 Diffusion de Neutrons micelles avec l'élévation de la 

température 

RMN Croissance substantielle des 
CORTI et aL, 1984 Diffusion de Neutrons micelles avec l'augmentation de la 

et Laser température et de la concentration 
en tensio-actifs 

Agrégation des micelles sans 
DIMEGLIO et aL, 1984 RPE croissance de taille avant et après 

le point de trouble 

L'élévation de la température 
ZANA et WEILL, 1985 Inhibition de entraîne soit une augmentation du 

fluorescence du pyrène nombre d'agrégation soit une 
seconde agrégation de petites 
micelles 

ZULAUF et al., 1985 FEP Pas de croissance de la taille des 
Diffusion de Neutrons micelles avec l'augmentation de la 

température 

Formation uniquement d'agrégats 
DANILO et LASIC, 1987 RPE "défaits", au-dessus de la 

tempérarure du point de trouble 
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3.4.3. MATERIELS ET METHODES 

3.4.3.1. MATERIELS 

Les tensio-actifs C12(EO)6 et C12(EO)8 sont des échantillons Nikko Chemicals 

(Tokyo) et sont utilisés sans purification complémentaire (pureté annoncée 98 %). 

Le SDS est un échantillon Auka (nO 71727) de pureté supérieure à 99 %. 

Les solvants : éthanol, cyclohexane, cyclohexanol, isobutanol sont des produits 

Merck "Uvasol" (pour la spectroscopie de fluorescence). 

3.4.3.2. METHODES 

3.4.3.2.1. Méthodes spectroscopiques d'analyse 

Les méthodes utilisées sont celles décrites aux § 1.2. et § 2.2 .. 

3.4.3.2.2. Préparation des micelles et conditions de travail 

Les tensio-actifs sont dilués dans l'eau bidistillée et les concentrations sont 

déterminées par pesée, elles sont exprimées en %, poids/poids par rapport à l'eau. 

Le P3P, le DPH et le TMA-DPH en solutions concentrées dans le chloroforme, le 

THF et le DMSO respectivement, sont ajoutés aux solutions micellaires sous forme de 

microquantités. Pour les trois sondes fluorescentes les concentrations finales utilisées sont 

de l'ordre de 10-6 M. 

Ensuite, les solutions micellaires sont dégazées par trois cycles de dégazage à basse 

température (pompe à diffusion du mercure). Cette procédure permet une meilleure 

solubilisation des sondes fluorescentes dans les micelles [KANO et al., 1984]. 

Les concentrations finales en tensio-actifs utilisées (varient entre 0,1 et 10 %) sont 

supérieures aux concentrations micellaires critiques qui sont de 0,85 10-4 M (0,0036 %), et 

de 1,02 10-4 M (0,0053 %) pour C12(EO)6 et C12(EO)8, respectivement. 
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3.4.4. RESULTATS ET DISCUSSION 

Comme je l'ai précisé précédemment, nous décrirai l'ensemble des travaux exécutés 

au GRAPP, par P. BARTOLI, O. LEGRINI, C. MAIRE et moi-même. 

3.4.4.1. FORMATION D'EXCIMERES INTRAMOLECULAIRES DU P3P 

3.4.4.1.1. Déterminations des valeurs du rapport lE/lM en fonction des 

variations de température, pour les tensio-actifs C12(EO)6 et C12(EO)s 

En 1985, O. LEGRINI a suivi, en excitation continue, la formation d'excimères 

intramoléculaires du P3P introduit dans: 

- des solutions aqueuses de C12(EO)6, pour différentes concentrations en tensio-actifs 

(0,1; 2 et 10 % en poids) et différentes températures entre 14 et 75 oC (cf. figure 3.4.2.), 

- des solutions aqueuses de C12(EO)8, pour une seule concentration (2 % en poids) et 

différentes températures entre 21 et 87 oC (cf. figure 3.4.3.). 

2 

• 
+ 

1 

El 10% 
• 2% 
+ 0,1 % 

• 

o~------~------~------~------~------~----~ 
10 20 30 40 50 

Figure 3.4.2. 

Variation du rapport IIfIM pour le P3P dans des micelles aqueuses de C12(EO)6, 

en fonction de la température et pour diverses concentrations (% en poids). 
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Figure 3.4.3. 

Variation du rapport I#M pour le P3P dans des micelles aqueuses de C12(EO)8, 

en fonction de la température et pour la concentration de 2 % (en poids). 

Nous observons, pour chacun des tensio-actifs, une augmentation du rapport IdIM 

avec l'élévation de la température. Cette augmentation peut être liée à : 

- un effet direct de la température sur la cinétique de formation de l'excimère et/ou, 

- une modification de la structure des micelles avec l'augmentation de la température 

(augmentation de la taille et par suite une mobilité accrue, cette hypothèse sera confIrmée par 

les résultats relatifs à l'étude avec le pyrène, § 3.4.4.3. suivant). 

Cependant, il était nécessaire de s'assurer que le dipyrénylpropane utilisé, soit dans 

tous les cas totalement incorporé dans les micelles et non pas en partie dans la phase 

aqueuse sous forme de cristallites, qui conduirait à une fluorescence d'excimère 

supplémentaire [VIRIOT et al., 1982J. 

Pour le tensio-actif C12(EO)6, pour lequel une étude en fonction de la concentration a 

été faite, il n'apparaît pas un effet important de cette variation sur les valeurs du rapport 

IEfIM (cf. figure 3.4.2.). 

Pour pouvoir effectuer une comparaison du comportement des deux tensio-actifs 

étudiés, nous avons reporté, sur la même figure 3.4.4.,et pour une concentration de 2 % en 

poids, les variations du rapport IdlM avec l'élévation de la température. La similitude des 

valeurs pour une température donnée suggère un environnement équivalent du point de vue 

de la fluidité, telle qu'elle est perçue par le capteur P3P. 
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Figure 3.4.4. 

Variation du rapport IEIIM pour le P3P dans des micelles aqueuses de C12(EO)6 [ + ] et de 

C 12(EO)g [ .], en fonction de la température et pour la concentration de 2 % (en poids). 

Pour suivre un éventuel phénomène d'hystérésis (lié à des modifications de 

l'agrégation), des mesures du rapport IEII M ont été effectuées en opérant aussi bien par 

chauffage que par refroidissement de la solution aqueuse de tensio-actif. La figure 3.4.5. 

met en évidence la quasi absence de tels phénomènes dans la formation d'excimères 

intramoléculaires du P3P dans les solutions aqueuses de C12(EO)6. 
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Figure 3.4.5. 

Variation du rapport IElIM pour le P3P dans des micelles aqueuses de C12(EO)6 

à 2,1 % (en poids) en fonction de la température et du mode de changement de température: 

d'abord en élevant la température (m) et ensuite en la diminuant (d). 
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Afin de connaître le rôle de l'oxygène, des mesures du rapport lE/lM ont été 

effectuées en opérant avec des solutions aqueuses de tensio-actif de C12(EO)6, à 2 %, 

respectivement aérées et dégazées (cf. figure 3.4.6.). 

Pour interpréter le rôle de l'oxygène, qui est généralement un inhibiteur de la 

fluorescence, nous rappellerons que pour P3P, le taux d'inhibition de fluorescence de 

l'excimère est supérieur à celui du monomère, particulièrement à faible viscosité [VIRIOT et 

al., 1983b], par conséquent il n'est pas surprenant d'observer une diminution du rapport 

IEfIM en milieu aéré, lorsque la température augmente et de plus un écart croissant vers les 

hautes températures. 

3 
IE/IM 

2 

1 

III suspension dégazée 
• suspension aérée 

O~------~------r-------r-----~r------'------~ 

10 20 30 40 50 60 

Figure 3.4.6. 

Influence de la présence d'oxygène sur la variation du rapport IEfIM du P3P 

dans des micelles de C12(EO)6 à 2 % (en poids) en fonction de la température. 

70 

3.4.4.1.2. Evaluation de la microviscosité des micelles de C12(EO)6 et de 

C12(EO)s 

Notre but n'est ni de considérer la discussion de la validité de l'évaluation de 

microviscosités à partir d'abaques expérimentales (cf. § 1.2.3), ni de décrire à nouveau 

toutes les études concernant les dipyrénylpropanes (cf. tableau 1.2.3). Nous voulons 

seulement rappeler les quelques éléments indispensables pour argumenter notre discussion. 
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Comme nous l'avons rappelé au § 1.2.3., il est possible de tracer une abaque 

représentant la variation du rapport IEIIM en fonction de la viscosité macroscopique de 

milieux simples et ensuite d'utiliser cette abaque pour évaluer la viscosité équivalente d'un 

milieu complexe. Nous préciserons tout de suite que cette approche qui semble être valable 

pour le P3P, ne l'est plus pour des dipyrénylalcanes possédant une chaîne alkyle plus 

longue (P6P, P9P [VIRIOT et al., 1983b], PIOP [HENDERSON et al., 1981]). 

Pourquoi cette différence? En effet, pour P3P, par le mode de variation de la 

viscosité, qui repose sur l'utilisation soit de mélanges de solvants, soit de familles de 

solvants ayant des viscosités progressives, à iso-température et iso-pression, la courbe 

IEIIM = f (Tl) est unique. A titre d'exemple, VIRIOT et al., 1983b, ont obtenu une même 

courbe pour P3P en faisant varier la viscosité avec soit des mélanges Ethanol-Glycérol, soit 

des mélanges Hexadécane-Paraffine liquide. Par contre, des courbes non superposables 

sont obtenues pour le P6P et le P9P en utilisant soit les mélanges d'alcools, soit les 

mélanges d'hydrocarbures. 

Remarquons que ces abaques contiennent toujours un facteur d'appareil, qu'il est 

nécessaire de prendre en compte pour leur utilisation ultérieure. 

Pour P3P, d'autres abaques IElIM = f (Tl) ont été décrites. En effet, pour faire varier la 

viscosité de milieux, il est possible comme nous l'avons décrit précédemment de changer le 

solvant et garder la même température et la même pression, mais le changement de solvant 

se traduit par une modification des interactions d'environnement. D'autres voies de 

modification de la viscosité, pour un même solvant, peuvent être atteintes en modifiant soit 

la température à iso-pression, soit la pression à iso-température. Notons tout de suite que 

ces deux voies ne sont pas exemptes de modifications directes sur la cinétique de 

formation des excimères intramoléculaires, autre que la modification due à la variation de 

viscosité [HENDERSON et al., 1981] (cette remarque étant d'autant plus justifiée pour les 

interactions à faible viscosité). 

Parmi les travaux relatifs au P3P, rappelons pour les différentes approches de la 

variation de la viscosité, les études suivantes (cf. tableau 1.2.3.) : 

- mélanges d'Ethanol-Glycérol, à T et P constantes: VIRIOT et al., 1983a, 

- mélanges d'Hexadécane-Paraffine liquide, à Tet P constantes: VIRIOT et al., 1983b, 

- mélanges d'Hexadécane-Paraffine liquide, à T et P constantes: ZACHARIASSE et al., 

1978, 

- mélanges d'éthylène glycol-triéthylène glycol, à T et P constantes: HENDERSON et al., 

1981, 

- mélanges de n-Hexadécane-Paraffine liquide, à T et P constantes: HENDERSON et al., 

1981, 

- alcool iso-butylique, à pression variable et iso-température: SALLIO, 1986; TURLEY et 

OFFEN, 1985, 

- mélanges d'acétate d'éthyle et de tripropionate de glycérol, à T et P constantes, WANG et 

al., 1984. 
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Pour ce travail, nous avons également étudié le comportement du P3P, à 

iso-température et iso-pression, en faisant varier la viscosité par des mélanges 

cyc1ohexanol-cyc1ohexane, la figure 3.4.7. traduit la variation IEII M = f (11), à 25 oC et 

1 bar. 

Notre choix de l'utilisation du mélange cyclohexanoVcyclohexane est fondé sur le fait 

que ces deux solvants ont des tailles moléculaires similaires, ce qui permettrait une 

répartition homogène du P3P, Cependant, ce mélange présente l'inconvénient d'être 

constitué par deux solvants de polarités opposées 

Sur cette même figure, nous avons reporté les valeurs du rapport IEIIM du P3P dans 

deux tensio-actifs en solution aqueuse (SDS à 0,07 Met C 12(EO)6 à 2 %), à 25 oC et 1 bar. 

A partir de ces valeurs, il est possible d'estimer la microviscosité de ces systèmes: 

- 47 cP, pour les micelles aqueuses de C12(EO)6 à 2 %, 

- 23 cP, pour les micelles de SDS (0,07 M). 

Notons que ces valeurs sont comparables à celles présentées par d'autres auteurs, qui 

ont utilisé le P3P, comme capteur de viscosité. Ainsi, TURLEY et OFFEN, 1985, 

proposent 57 cP, à 15 oC et 1 bar, pour C12(EO)6; ZACHARIASSE et al., 1978, proposent 

19 cP, à 20 oC, pour le SDS. 

Récemment, les travaux de HARA et SUZUKI, 1990, ont conduit à des valeurs de 32 

et 24 cP dans des micelles de C12(EO)6 et de SDS respectivement, à la même température 

de 30 oC. Ces auteurs ont travaillé à iso-température et à pression variable. 

IElIM 
1,8 

1,4 

1,0 

0,6 
~--------------------------~--~~----

0,2 t----,------,-----.,---.,.----r-----, 

o 10 20 30 

Figure 3.4.7. 

40 50 60 
11 (cP) 

Variation de IElIM pour P3P en fonction de la viscosité 

SDS O.07M 

C12(EO)62 % 

dans des mélanges cyclohexanoVcyclohexane, à 25 oC et 1 bar (solutions dégazées). 

178 



3.4.4.1.3. Comparaison de l'effet de la température sur la formation 

d'excimères intramoléculaires de P3P dans des micelles de tensio-actifs et 

dans des solvants organiques. Courbes d'énergie d'activation 

Nous présentons les résultats de ce paragraphe à titre comparatif, vu la complexité du 

mécanisme de formation d'excimères intramoléculaires du P3P [COLLIN, 1987], ces 

résultats ne nous permettent pas encore d'émettre des interprétations définitives quant à 

l'influence de la "viscosité" sur ce mécanisme. 

En se reportant au schéma cinétique (cf. figure 1.2.7.) de la formation d'excimère 

intramoléculaire du P3P, et principalement à l'équilibre: 

ka 
Monomère '~""""""" ,~ Excimère 

kd 

il est possible d'envisager l'influence de la température sur cet équilibre. 

Dans des travaux antérieurs [ZACHARIASSE et al., 1981] et par le tracé des courbes 

de type ARRHENIUS, ln (IEI'lM) = f (lff), deux domaines de température sont visualisés: 

à basse température, il est admis que le processus de dissociation de l'excimère est peu 

important, par contre à haute température, ce processus doit être pris en compte dans la 

cinétique. La figure 3.4.8. correspond à l'étude du P3P dans l'hexadécane. 
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Figure 3.4.8. 

Variation de ln (l'II) avec 1fr, pour le P3P dans l'hexadécane 

(l'et l sont les intensités de fluorescence de l'excimère et du monomère, respectivement) 

[ZACHARIASSE et al., 1981]. 

Les mesures à basse température, où le processus de dissociation de l'excimère est 

négligé, permettent de déterminer l'énergie d'activation de la formation de l'excimère 

intramoléculaire (qui peut être la somme de plusieurs énergies: énergie de friction avec le 

solvant (ou le milieu) environnant, énergie de modification de conformations de P3P, 

etc ... ). 

Nous avons reporté, dans trois figures 3.4.9., 3.4.10. et 3.4.11., les résultats de nos 

principales études (toutes les expériences sont réalisées en solution dégazée pour 

s'affranchir des cinétiques d'inhibition des fluorescences du monomère et de l'excimère par 

l'oxygène) : 

- la figure 3.4.9. représente la variation de ln (lEfIM) = f (lm pour P3P, dans trois 
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solvants, éthanol (1,2 cP, à 20 OC), isobutanol (4,7 cP, à 15 OC) et cyclohexanol 

(68 cP, à 20 OC), 

- la figure 3.4.10. représente la variation de ln (IdIM) = f (lff) pour le P3P, dans 

des mélanges cyclohexanoVcyclohexane, de viscosités croissantes, 

- la figure 3.4.11. représente la variation de ln (IE/IM) = f (1ff) pour le P3P, dans 

les trois solvants de la figure 3.4.9., ainsi que dans les micelles aqueuses de tensio-actif 

C12(EO)6 à 2 %. 
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Figure 3.4.9. 

Variation de ln IdIM avec Iff pour le P3P, 

dans différents solvants organiques dégazés. 
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Figure 3.4.10. 

Variation de ln IIfIM avec 1rr pour le P3P, 

dans des mélanges cyc1ohexanol/cyclohexane dégazés. 
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Figure 3.4.11. 

Variation de ln de IEfIM avec 1rr pour le P3P, 

dans des solvants et des micelles aqueuses de C12(EO)6' 
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3.4.4.1.4. Conclusion 

A partir des résultats obtenus en utilisant la technique de formation d'excimères 

intramoléculaires du P3P dans l'étude des micelles aqueuses de C12(EO)6 et C12(EO)8, 

nous pouvons dégager les observations les plus importantes suivantes: 

* un effet direct de la température sur la cinétique de formation d'excimères, se traduisant 

par une augmentation du rapport IEfIM avec l'élévation de la température, 

* une quasi indépendance avec la concentration en tensio-actifs, des variations du rapport 

IEIIM en fonction de la température, 

* l'absence de phénomène d'hystérésis. 

A la suite de ces observations, l'augmentation de la vitesse de formation d'excimères 

intramoléculaires de P3P avec la température est-elle due: 

* à un effet exclusivement thermique, 

* à une diminution de la microviscosité (11) des micelles quand la température 

augmente, 

* ou enfm, à une modification de la structure des micelles ? 

Pour essayer de répondre à cette question, les méthodes fondées sur la polarisation de 

fluorescence (DPH et TMA-DPH) et la formation d'excimères intermoléculaires du pyrène 

ont été utilisées. Nous décrirons leur application dans l'étude des tensio-actifs considérés 

dans les paragraphes suivants (§ 3.4.4.2. et § 3.4.4.3.). 
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3.4.4.2. POLARISATION DE FLUORESCENCE 

3.4.4.2.1. Polarisation de fluorescence du DPH et du TMA-DPH en 

excitation continue 

Des études [LEGRINI, 1985] concernant deux types de tensio-actifs, C12(EO)6 

(cf. figures 3.4.12. et 3.4.13.) et C12(EO)8 (cf. figures 3.4.14. et 3.4.15.) ont été 

effectuées, en utilisant respectivement deux marqueurs de polarisation de fluorescence, le 

DPH (5 10-6 M) et le TMA-DPH (5 10-6 M), en faisant varier la concentration du 

tensio-actif dans l'eau et la température. Pour donner un exemple de la précision des 

mesures d'anisotropie de fluorescence en excitation continue obtenues sur l'appareil 

automatique de polarisation de fluorescence (cf. § 2.2.3.2.), la figure 3.4.16. décrit une 

expérience type avec le domaine d'erreurs, sachant que 10 lectures sont faites pour chaque 

mesure. 
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Figure 3.4.12. 

Variation de l'anisotropie moyenne statique de fluorescence du DPH, 

dans des micelles aqueuses de CI 2(EO)6, 

en fonction de la température et pour diverses concentrations (% en poids). 
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Figure 3.4.13. 

Variation de l'anisotropie moyenne statique de fluorescence du TMA-DPH, 

dans des micelles aqueuses de C12(EO)6, 

en fonction de la température et pour diverses concentrations (% en poids). 
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Figure 3.4.14. 
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Variation de l'anisotropie moyenne statique de fluorescence du DPH, 

dans des micelles aqueuses de C12(EO)g, 

en fonction de la température et pour diverses concentrations (% en poids). 
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Figure 3.4.15. 

Variation de l'anisotropie moyenne statique de fluorescence du TMA-DPH, 

dans des micelles aqueuses de C12(EO)& 

en fonction de la température et pour diverses concentrations (% en poids). 
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Figure 3.4.16. 

Variation de l'anisotropie moyenne statique de fluorescence du DPH dans des micelles 

aqueuses de C12(EO)6 à 1 % (en poids) en fonction de la température. 

Les barres d'erreur pour chaque température représentent les valeurs extrêmes relatives à 

10 mesures effectuées en analyse automatique (cf. appareil décrit au § 2.2.3.2.). 
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Nous avons observé pour les expériences à concentration élevée en tensio-actifs une 

baisse importante de l'anisotropie à la température du point de trouble. Cette baisse est 

probablement liée à l'augmentation de la diffusion de lumière à l'apparition du trouble et à 

son effet dépolarisant. 

Deux séries d'expériences ont été réalisées pour expliquer qualitativement ces 

phénomènes: 

1) La première concerne la mise en évidence d'une augmentation importante de 

l'absorbance apparente de la solution de tensio-actif à T p' en relation avec une augmentation 

de la diffusion. A la température du point de trouble la solution devient blanchâtre. La figure 

3.4.17. se rapporte au tensio-actif C12(EO)8, pour lequel Tp = 78 oc. 

DO 

40 50 60 70 80 90 100 
TOC 

Figure 3.4.17. 

Variation de la Densité Optique apparente (Âana1yse = 440 nm) de C12(EO)8, 

à 2 % dans l'eau, en fonction de la température. 

2) La deuxième concerne la mise en évidence de la diminution de l'anisotropie de 

fluorescence du DPH avec une augmentation de la diffusion de lumière dans deux exemples 

simples: 

(i) la figure 3.4.18., courbe (1) montre la diminution de l'anisotropie du DPH dans 

un mélange constitué d'hexadécane et de paraffine liquide additionné de quantités 
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croissantes de bentonite pour augmenter la diffusion; 

(ii) la figure 3.4.18., courbe (2) montre la variation de l'anisotropie du DPH, 

incorporé dans des liposomes multilamellaires de DPPC, à concentration variable. 

Dans les cas où la densité optique apparente des suspensions augmente, une 

importante diminution de l'anisotropie est observée. 
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Figure 3.4.18. 

Effet dépolarisant de la diffusion: variation de l'anisotropie statique du DPH, 

en fonction de la densité optique de diffusion des solutions: 

+, DPH dans une solution d'Hexadécane-Paraffine liquide, additionnée de bentonite; 

0, DPH dans une suspension multilamellaire de liposomes de DPPC. 

Il est certain que la dépolarisation est dépendante de la taille et de la nature des 

particules créant la diffusion et que par conséquent les expériences relatives à l'utilisation de 

la bentonite et des liposomes de DPPC (cf. figure 3.4.18.) ne peuvent constituer qu'une 

approche qualitative pour la compréhension du phénomène. 

Cependant, l'augmentation de la diffusion dans la solution à la température du point 

de trouble qui entraîne une diminution de l'anisotropie, semble exclure une corrélation entre 

la diminution brutale de l'anisotropie du DPH dans les tensio-actifs non ioniques et un 

phénomène coopératif lié à une transition de phase (à l'image des changements de phases 

observés avec les lipides). 

Si l'on admet le point précédent (relativement à la diminution de l'anisotropie de 

fluorescence du DPH avec l'augmentation de la diffusion au point de trouble) et la précision 

de l'expérimentation, en excitation continue (cf. figure 3.4.16.), il apparaît: 
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* une quasi indépendance de la variation de l'anisotropie du DPH en fonction de la 

température relativement à la concentration en tensio-actif pour le domaine étudié, à savoir 

de 0,1 à 10 %, 

*et une influence très restreinte de la température sur la cohésion du système 

micellaire (cf. figures 3.4.1.2. et 3.4.1.4.). 

L'utilisation de la sonde TMA-DPH conduit à des observations analogues: à savoir 

une faible diminution de l'anisotropie, en excitation continue, avec l'augmentation de la 

température, sans influence notable de la concentration en tensio-actif (cf. figures 3.4.13. 

et 3.4.15.). 

3.4.4.2.2. Polarisation de fluorescence du DPH en excitation pulsée 

Les valeurs de l'anisotropie moyenne, déterminées avec des mesures en excitation 

continue ne pourront être interprétées en terme de cohésion, concepts de fluidité et de 

viscosité équivalente (voir la discussion pour la validité de ces concepts, § 1.2.1.2.2.), que 

si des mesures en excitation pulsée sont réalisées parallèlement [MAIRE, 1989]. 

Ainsi, la figure 3.4.19. correspond à l'effet de la température sur la durée de vie du 

DPH incorporé dans des micelles aqueuses de C12(EO)6 et met en évidence une quasi 

indépendance de 't avec l'augmentation de la température. 
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Figure 3.4.19. 

Influence de la température sur la durée de vie de l'état excité du DPH, 

dans des micelles aqueuses de C12(EO)6, pour la concentration de 2,1 % [MAIRE, 1989]. 

x, durée de vie monoexponentielle; +, durée de vie pondérée. 

Par ailleurs, la figure 3.4.20. correspond à la comparaison des variations, avec la 

température, des anisotropies de fluorescence du DPH dans des micelles de C12(EO)6, en 

excitations continue et pulsée et met en évidence une bonne concordance des résultats. 
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Figure 3.4.20. 

Comparaison de la variation en fonction de la température, 

de l'anisotropie de fluorescence du DPH dans des micelles aqueuses de C12(EO)6, 

pour la concentration de 2,1 %, en excitations continue (x) et pulsée (.) [MAIRE, 1989]. 

3.4.4.2.3. Conclusion 

L'équation de PERRIN (cf. § 1.2.1.2.2.) peut s'exprimer aussi par la relation 

suivante: 

ro RTt 
--1=--
<r> VTt 

Or, dans le cas de notre étude, la durée de vie (t) du DPH dans les micelles de 

C12(EO)6 est à peu près constante avec l'augmentation de la température, et sachant que ro, 

R et V sont des constantes, nous remarquons que si l'on suppose que la microviscosité Tt 

des micelles reste constante avec l'augmentation de la température, la courbe représentant 

[(rol< r » - 1] en fonction de la température serait une droite passant par l'origine. Les 

figures 3.4.21. et 3.4.22. représentent la variation de [(rol< r » - 1] en fonction de la 

température, pour le DPH dans des micelles de CI 2(EO)6 et de C12(EO)8' 
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Figure 3.4.21. 

Variation de [(rcl< r » - 1] en fonction de la température pour le DPH, 

dans des micelles de C12(EO)6 à diverses concentrations (% en poids). Mise en évidence 

de l'effet de la microviscosité sur la diminution de l'anisotropie de fluorescence. 
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Figure 3.4.22. 

Variation de [(rcl< r » - 1] en fonction de la température pour le DPH, 

dans des micelles de C 12(EO)s à 5 % (en poids). Mise en évidence de l'effet de la 

microviscosité sur la diminution de l'anisotropie de fluorescence. 
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Pour les deux tensio-actifs, nous pouvons remarquer que les courbes ainsi obtenues, 

ne peuvent être des droites passant par l'origine, ce qui semble en faveur d'une influence de 

la microviscosité 11 sur la variation de l'anisotropie quand la température augmente. 

On peut donc en déduire que la diminution de l'anisotropie de fluorescence du DPH et 

du TMA-DPH avec l'augmentation de la température, dans des micelles de C12(EO)6 et 

C12(EO)8 est due à une diminution de la microviscosité de ces tensio-actifs. 

Examinons maintenant, dans le paragraphe suivant, l'effet de la température et de la 

concentration sur le nombre d'agrégation de tensio-actifs non-ioniques. 
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3.4.4.3. FORMATION D'EXCIMERES INTERMOLECULAIRES DU 

PYRENE 

Comme nous l'avons souligné ci-dessus, l'augmentation de la fluidité des micelles 

avec l'augmentation de la température peut être due à une augmentation de leur taille. Pour 

répondre à cette question, nous avons mesuré le nombre d'agrégation des micelles, soit le 

nombre de molécules de tensio-actif par micelle, en fontion de l'augmentation de la 

température. 

Ainsi, afin de confirmer les premiers résultats de BARTOLI, 1986, nous avons 

poursuivi cette étude en utilisant une source d'excitation laser plutot qu'une lampe "flash". 

3.4.4.3.1. Principe de la détermination du nombre d'agrégation de micelles 

Nous avons utilisé une méthode fondée sur l'inhibition de fluorescence du pyrène par 

la formation d'excimères intermoléculaires à l'intérieur des micelles [GRIESER et 

DRUMMOND, 1988; INFELTA et GRATZEL, 1979]. 

Ainsi, le nombre d'agrégation est estimé à partir de la différence entre le départ du 

déclin biexponentiel du pyrène excité et l'extrapolation de ce dernier aux temps longs 

(cf. figure 3.4.23.). 

/ 
phénomène transitoire lié à la fonnation d'excimère 

réponse due au déclin du monomère 

pente = lit! 

temps 

Figure 3.4.23. 

Représentation schématique du déclin de fluorescence du pyrène excité, 

dans des micelles de tensio-actif. 

194 



Si MP n représente une micelle possédant n molécules de pyrène, nous considérons le 

schéma classique pour lequel les échanges intramicellaires sont exclus (ces échanges étant 

lents par rapport à la durée de vie de la molécule de pyrène excitée) : 

8n ~ * ------I .. ~ MP Pn-l excitation 

* k l MP Pn-l -_....:-_-... ~ relaxation naturelle du monomère 

(n - l)kE 
* MP Pn-l ------I .. ~ M (P ... P*) Pn-2 

..... -::::~~ ................. . 
formation et dissociation de l'excimère 

k2 
M (P ... P*) Pn-2 ----~.... MPn relaxation naturelle de l'excimère 

8D représente la fraction de pyrène inclus dans la micelle MPn, soit: 

et an représente la probabilité (d'après la statistique de POISSON) d'avoir n molécules de 

pyrène dans une micelle, elle est exprimée par la relation suivante: 

_(fi)ne(-~) 
a n - 1 n. 

où il est le nombre moyen de molécules de pyrène par micelle, 

[P ] 
il = [~] où [PT] et [MT] sont les concentrations globales en pyrène et en micelles respectivement. 

Dans des conditions expérimentales où la probabilité a3' soit trois molécules de 

pyrène par micelle, est très faible, l'expression analytique du déclin du monomère devient: 

110 = exp [fi exp (- kEt) - 1) - kIt] 

soit ln (/0) = -n -kIt aux temps longs (1) 
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Les déclins expérimentaux obtenus par comptage monophotonique ont été traités avec 

un déclin a priori biexponentiel du type : 

donnant aux temps longs: 

(2) 

La comparaison des relations (1) et (2) conduit à l'expression de n : 

ce qui conduit au nombre d'agrégation NA: 

avec 

où [Ml représente la concentration en tensio-actif. 

3.4.4.3.2. Résultats et discussions 

Pour arriver à des valeurs de Cl et C2 avec une bonne précision, nous avons traité les 

déclins par déconvolution biexponentielle dans laquelle la valeur de 'rI est imposée. 

Ainsi, pour déterminer de manière convenable la valeur de 'rI, nous avons effectué 

une première série d'expériences à différentes températures et à concentration faible en 

pyrène (5 10-6 M), afin d'éviter la formation d'excimères. Ce qui conduit à un déclin 

monoexponentiel. 

Notons que 'rI est déterminé pour chaque concentration en tensio-actif, nous 

présentons sur la figure 3.4.24. la variation de 'rI avec la température dans des micelles de 

C12(EO)6 à 2 % (en poids). 
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Figure 3.4.24. 

Variation de 'rI en fonction de la température (déclin monoexponentiel de Py*), 

dans des micelles de CI2(EO)6 à 2 % (en poids) et à 5 10-6 M en pyrène 

(temps/canal = 3,7 ns). 

Une deuxième série d'expériences aux mêmes températures mais à des concentrations 

en pyrène suffisamment élevées pour favoriser la formation d'excimères intermoléculaires 

conduit à un déclin biexponentiel dont la déconvolution conduit aux valeurs de 't2, Cl et C2' 

Nous présentons dans le tableau 3.4.2., sur un exemple (C12(EO)6 à 10 %) les 

valeurs des différents paramètres permettant de calculer le nombre d'agrégation, où X2 est la 

fonction d'erreur quadratique normalisée. 

Nous avons utilisé des concentrations en C12(EO)6 variant entre 0,5 et 10 % en poids 

et une variation de la température entre 20 et 60 oC (cf. figure 3.4.25.). 
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Tableau 3.4.2. 

Paramètres conduisant au calcul du nombre d'agrégation (NA) de micelles non-ioniques. 

Cas de C12(EO)6 à 10 % (en poids). 

't2 (ns) Cl C2 X2 n NA <l2 <l3 

177 0,147 0,107 1,00 0,55 109 0,087 0,016 

176 0,234 0,242 1,14 0,71 142 0,124 0,029 

185 0,096 0,226 1,33 1,21 242 0,218 0,088 

163 0,094 0,218 1,23 1,19 239 0,215 0,085 

158 0,061 0,236 1,60 1,58 316 0,262 0,014 

147 0,048 0,228 1,40 1,75 350 0,266 0,155 

135 0,038 0,292 1,58 2,16 432 0,269 0,194 

126 0,016 0,273 1,35 2,89 578 0,232 0,224 

123 0,015 0,356 1,58 3,21 642 0,208 0,223 
- -- ,- ------
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Figure 3.4.25. 

Variations du nombre d'agrégation de C12(EO)6 à diverses concentrations (% en poids) 

en fonction de la température. 

Par ailleurs, la figure 3.4.26. montre les résultats de deux expériences effectuées dans 

les mêmes conditions en utilisant C12(EO)6 à 10 %, en poids. 
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Figure 3.4.26. 

Variation du nombre d'agrégation de C12(EO)6 à 10 % en poids avec la température. 

Résultats sur deux séries d'expériences. 

Sur la figure 2.4.27. nous présentons une comparaison de nos résultats (variations de 

NA avec la température) pour deux concentrations (2 et 5 %) en C12(EO)6 avec ceux 

publiés par ZANA et WEilL, 1985, pour le même tensio-actif à 3 %. Ainsi, les valeurs 

obtenues dans les deux cas sont comparables et semblent confirmer les résultats présentés 

sur la figure 3.4.25., à savoir l'accroissement de la taille des micelles avec l'élévation de la 

température et la quasi indépendance entre cet accroissement et la concentration en 

tensio-actifs. 
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Figure 3.4.27. 

Variation du nombre d'agrégation du C I 2(EO)6 (% en poids) avec la température. 

Comparaison avec les travaux de ZANA et WEilL, 1985. 

3.4.4.3.3. Conclusion 

Deux observations peuvent être dégagées de la figure 3.4.25. : 

* la taille des micelles croît avec l'augmentation de la température avant et après le point de 

trouble, en accord avec les résultats de ZANA et WEILL, 1985 et de RA VEY, 1983, 

* contrairement à des résultats d'autres travaux (cf. tableau 3.4.1.), l'accroissement du 

nombre d'agrégation avec l'élévation de la température semble être quasiment indépendant 

de la concentration en tensio-actifs. 

3.4.5. CONCLUSION 

En se fondant sur les résultats obtenus par l'utilisation des trois approches 

spectroscopiques pour l'étude des micelles aqueuses de tensio-actifs non ioniques tels que 

CI2(EO)6 et C12(EO)8, nous tirons les conclusions suivantes: 
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* la première série d'expériences utilisant la cinétique de formation d'excimères 

intramoléculaires de P3P montre que le rapport IEIIM augmente avec l'élévation de la 

température. Cette observation nous a poussés à poser la question suivante: l'augmentation 

du rapport IIfIM avec l'augmentation de la température est-elle due à un effet exclusivement 

thermique, à une diminution de la microviscosité des micelles ou à un changement de la 

structure micellaire? 

Par l'utilisation de la polarisation de fluorescence du DPH et du TMA-DPH, nous 

avons montré, qualitativement, que la microviscosité des micelles diminue quand la 

température augmente. 

Par ailleurs, la mesure de la variation du nombre d'agrégation (NA) de C12(EO)6 avec 

l'augmentation de la température par la méthode de formation d'excimères intermoléculaires 

du pyrène révèle une augmentation de NA avec l'élévation de la température. Ce qui signifie 

que l'augmentation de la température entraîne un changement dans la structure ou dans la 

taille micellaire. 

Ainsi suite à ces observations, nous pensons que l'élévation de la température est 

accompagnée d'une diminution de la microviscosité des micelles d'une part, et d'une 

augmentation de leur nombre d'agrégation d'autre part, 

* les variations avec la température, des grandeurs mesurées (IEIIM du P3P, 

l'anisotropie de fluorescence de DPH et du TMA-DPH, NA) sont quasiment indépendantes 

de la concentration en tensio-actifs, 

* les valeurs des microviscosités des micelles trouvées par l'utilisation de P3P 

dépendent du type de solvant (ou mélange de solvants) utilisé comme référence, pour tracer 

la courbe d'étalonnage représentant la variation du rapport IEfIM en fonction de 11. En effet, 

la forme de cette courbe dépend du solvant de réference utilisé [VIRIOT et al., 1983b; 

HENDERSON et al., 1981]. 
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L'étude des membranes biologiques et des cellules entières vivantes par les techniques 

d'analyse physico-chimique (spectroscopies, rayons X, etc ... ) est délicate, sinon 

impossible et le nombre de variables à maîtriser est considérable, ce qui compromet 

l'interprétation fme des résultats. 

Pour cette raison, des assemblages simples, constitués d'un nombre restreint 

d'éléments mais possédant néanmoins des analogies profondes de structure avec les 

systèmes in vivo, ont servi de modèles pour aborder l'étude physico-chimique de 

membranes dans leur diversité (cf. tableau 1.1.3.). De fait, beaucoup de données 

descriptives concernant l'organisation des membranes ont pu être acquises grâce à 

l'expérimentation fondée sur l'utilisation de ces "modèles de membranes". 

Par ailleurs, le développement des concepts actuels concernant la structure de la 

membrane tient compte de l'importance des interactions entre les constituants 

membranaires. Les interactions peuvent être rangées en trois classes : interactions 

lipides-lipides, lipides-protéines et protéines-protéines. 

La définition précise de ces interactions et les conséquences qui en découlent pour 

l'organisation de la membrane apparaissent fondamentales. Les paramètres majeurs 

nécessaires à la description de ces systèmes sont les termes d'orientation relative des divers 

constituants et les caractéristiques de mobilité. Par exemple, de la fluidité des lipides dépend 

la modulation des activités d'enzymes intrinsèques. De même, les mouvements des divers 

constituants de la membrane sont essentiels pour assurer de nombreuses fonctions 

membranaires. 

Le travail présenté dans ce mémoire concerne plus particulièrement des études des 

interactions protéines-lipides et drogues-lipides, nécessaires à la compréhension de 

nombreux processus biologiques et des modes d'action des substances médicamenteuses, 

respectivement 

Ainsi, pour aborder l'étude des interactions protéines-lipides, la méthode 

d'inhibition de fluorescence du pyrène (en excitation pulsée) dans des membranes 

constituées par un seul type de phospholipide, liée à une modélisation des phénomènes de 

transport a permis : 

* de déterminer la distance de réaction entre deux molécules de pyrène (cr) et son 

coefficient de diffusion latérale (Dr,), 

* de mesurer l'influence de deux protéines, la y-glutamyltransférase et la 

(Na+,K+)-ATPase, sur Dr, et de mettre en évidence une décroissance de ce coefficient avec 

l'augmentation de la concentration en protéines. 

En se fondant sur cette dernière observation, la question suivante s'est imposée: la 
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diminution du coefficient de diffusion latérale du pyrène consécutive à la présence de 

protéines est-elle due: 

* à une rigidification du milieu, 

* au fait que les protéines agissent comme "obstacles" immobiles, empêchant la libre 

circulation du pyrène et augmentant ainsi, le trajet à parcourir avant la rencontre des deux 

entités réactives, 

* à la contribution de ces deux précédentes influences, 

* ou enfin à l'adsorption d'une partie du pyrène par les protéines, diminuant ainsi, la 

concentration du pyrène diffusant, ce qui conduit à des valeurs de DL peut-être 

sous-estimées ? 

Pour essayer de répondre à cette question tout en tenant compte des données 

existantes, des expériences complémentaires en fluorescence en excitation continue ont été 

considérées et permettent les assertions suivantes: 

- tout d'abord, l'hypothèse d'une éventuelle adsorption de la sonde par les protéines 

peut être exclue, au moins en première approximation, puisque la polarité locale (décelée par 

le pyrène) ne varie pas avec l'addition de l'A TPase, 

- en outre, les observations suivantes sont en faveur d'une rigidification des 

bicouches lipidiques par les protéines: 

* la diminution du rapport I#M du pyrène, 

* et particulièrement, l'influence des protéines sur l'anisotropie de fluorescence du 

DPH. En effet, l'effet de l'A TPase sur les courbes de transition de phase des liposomes de 

DPPC ("aplatissement" des courbes avec l'augmentation de la concentration en protéines) 

est comparable à celui provoqué par le cholestérol, à savoir une rigidification des 

membranes, au dessus de leur température de transition [ANTUNES-MADEIRA et 

MADEIRA, 1990; BACK et CHAPMAN, 1980; CHAPMAN, 1973], 

* et enfin, l'analyse des résultats de la littérature, présentée dans le tableau 1.1.3 .. 

Néanmoins, il faut revenir sur les inconvénients liés à l'utilisation du pyrène, qui sont 

en majeure partie dus à la difficulté de connaître avec exactitude la concentration réelle du 

pyrène dans les bicouches lipidiques. Même si dans la précédente étude, nous avons pu en 

principe exclure l'adsorption du pyrène sur les protéines, il est généralement difficile de 

connaître la part du pyrène qui reste en suspension dans la phase aqueuse. 

Pour contourner ces difficultés, et pour maîtriser la concentration de la sonde émissive 

et sa localisation à l'intérieur des bicouches lipidiques, il est possible d'utiliser des dérivés 

pyrényles tels que des phospholipides liés au pyrène par des liaisons covalentes [JONES et 

LEE, 1985]. Mais, dans ce cas, le coefficient de diffusion latérale de ce dérivé pyrényle 

peut être trop faible pour pouvoir déceler l'effet des protéines sur ce coefficient 

Il semblerait d'après des travaux récents [MONTICH et COSA, 1990] que ce 

problème puisse être résolu par l'utilisation d'inhibiteurs de fluorescence autres que le 
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dérivé pyrényle lui-même, tels que l'ion iodure ou l'oxygène. 

La précédente discussion repose essentiellement sur la nature des phospholipides 

utilisés et sur la répartition du pyrène dans l'ensemble "protéines-lipides". Il ne faudrait pas 

passer sous silence les difficultés liées à la nature des protéines et surtout à leur degré de 

purification. n est certain que le recours à la synthèse chimique, aussi sophistiquée soit elle, 

ne pourra apporter qu'une réponse partielle, dans la mesure où cette chimie ne sera efficace 

que pour construire des unités polypeptidiques, et pas la protéine dans son ensemble et 

surtout avec sa structure tridimentionnelle. 

Quant à la purification de protéines membranaires, elle repose souvent sur l'utilisation 

de détergents. Ainsi, il faut s'assurer lors de l'emploi ultérieur des protéines qu'il ne 

subsiste aucune trace de détergents (les traces de ces derniers entraînent généralement une 

diminution de la cohésion membranaire). Il faut également savoir si la "protéine 

reconstituée" est bien le reflet de la protéine native. 

Concernant les interactions drogues-lipides, les études suivantes ont été 

réalisées: les interactions cyclosporine A/DPPC d'une part, et hormones thyroïdiennes et 

composés thyromimétiques apparentés/membranes microsomales, d'autre part. 

Dans le premier cas, la polarisation de fluorescence du 1,6-diphényl-l,3,5-hexatriène 

(DPH) et du 1[4-(triméthylammonium)phényl]-6-phényl-l,3,5-hexatriène (TMA-DPH) 

montre que la cyclosporine A est sans effet sur la transition de phase des liposomes, alors 

que, cette drogue entraîne une diminution du rapport I#M (lE' intensité de fluorescence de 

l'excimère; lM' intensité de fluorescence du monomère) du dipyrénylpropane (P3P) à 

T > TM, ce qui est compatible avec un effet fluidifiant. Ces résultats contradictoires 

peuvent être liés, d'une part aux distributions différentes des sondes fluorescentes utilisées 

dans les bicouches lipidiques et à la localisation de la cyclosporine A dans ces membranes, 

d'autre pan. Il semble que le DPH est localisé à l'intérieur de la bicouche [AND RICH et 

VANDERKOOI, 1976], alors que le P3P et d'autres dérivés du pyrène se situent au 

voisinage des têtes polaires [ALMEIDA et al., 1984]. Dans le même sens, des travaux 

récents de WIEDMANN et al., 1990, ont montré, par l'utilisation de la résonance 

magnétique nucléaire du deutérium, 2H RMN, que la cyclosporine A entraîne une 

augmentation du paramètre d'ordre des chaînes acyles du DPPC dans l'état cristal-liquide. 

Alors que, l'utilisation de la calorimétrie différentielle (DSC) conduit à une faible diminution 

de la température de transition des liposomes de DPPC. 

Dans le second cas, les mesures de la polarisation de fluorescence du DPH dans des 

microsomes de foie de rats témoins et de rats traités par des hormones thyroïdiennes et 

composés thyromimétiques apparentés montrent que ces produits n'ont aucun effet sur la 
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fluidité membranaire, telle qu'elle est estimée par cette méthode. Ceci suggère que les 

variations des activités de l'UDP-glucuronosyltransférase provoquées par ces produits 

(augmentation de la glucuroconjugaison du 4-nitrophénol et diminution de celle de la 

bilirubine) ne semblent pas associées à des modifications de l'organisation lipidique des 

membranes microsomales. Probablement, elles seraient liées à une stimulation ou à une 

diminution de la biosynthèse protéique de l'isoenzyme correspondante [CHOWDHURY et 

al., 1983], ou à une différence de stabilité des ARN messagers codant pour ces deux 

isoformes. Des études complémentaires sont en cours au Centre du Médicament pour tenter 

d'expliquer ces différences. 

Comme il a été rappelé au début de cette conclusion, appréhender l'étude des 

systèmes biologiques complexes n'est pas facile. De plus, lors de l'utilisation des méthodes 

photophysiques, il est encore nécessaire de réaliser des études complémentaires pour 

maîtriser les paramètres liés au comportement des sondes fluorescentes dans les milieux 

organisés complexes. Dans cet esprit, se situent les travaux du GRAPP concernant 

l'utilisation des trois approches spectroscopiques pour l'étude de systèmes plus simples, 

comme les micelles et particulièrement les micelles aqueuses de tensio-actifs non ioniques, 

tels que C12(EO)6 et C12(EO)8 (monododécyléther de polyoxyéthylène) et aussi les études 

de fluorescence dans des solvants homogènes. 

Ma participation à ces études a eu une double portée, à savoir d'une part, contribuer à 

la compréhension du comportement des sondes fluorescentes (en particulier le 

dipyrénylpropane) dans des environnements différents, et d'autre part, me permettre 

d'aquérir les bases nécessaires à l'utilisation des méthodes photophysiques dans toutes 

leurs àiversités d'excitation (lumières naturelle et polarisée, excitations continue et pulsée). 

Pour terminer, je dirai que cette étude qui se voulait être un lien entre la 

photophysique et l'étude des biomembranes a, par les diverses expériences réalisées, tout à 

fait confirmé l'intérêt des méthodes de spectroscopie d'émission moléculaire pour explorer 

la membrane lipidique, et à plus forte raison, les systèmes modèles des membranes 

biologiques. 

Et bien sûr, je rappellerai que pour situer cette étude dans un contexte plus général, 

j'ai analysé de nombreux résultats de la littérature s'y apparentant, ce qui constitue une base 

importante de références pour les travaux futurs. 
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Summary D 095 054633 1 

Proteins-lipids interactions govem numerous physiological functions. So, a better 

knowledge of these interactions would he the key for understanding an important number of 

biological processes. 

To study such systems and simultaneously avoid the complexity of the membrane 

structure, photophysic investigations were carried out on pure phospholipids assemblies, as 

models for lipidic matrix of biological membrane. 

By fluorescence decay studies of the emissive molecular pyrene probe, lateral 

diffusion coefficient of pyrene, Dr., was determinated in dipalmitoylphosphatidylcholine 

liposomes: Dr. = 5 10-7 cm2/s, at T > Tt (Tt, phase transition temperature). Further, we 

have measured the effect oftwo proteins, (Na+,K+)-A1Pase and y-glutamyltransferase, on 

this coefficient, in DPPC liposomes and shown diminution of Dr. with protein concentration 

increasing. 

To do that, ~ was obtained by using a kinetic model, wich gives information on 

transport from fluorescence decay data. 

Moreover, fluorescence polarisation and intramolecular eximer fluorescence of 

dipyrenylpropane (P3P) were applied to study two types of in~eractions : first, 

cyclosporin A-DPPC and second, thyroid honnones and thyromimetic analogs-microsomal 

membranes. 

In the first case, we observed that cyclosporin A was ineffective on liposomes phase 

transition, by using fluorescence polarisation of 1,6-diphenyl-l,3,5-hexatriene (DPH) and 

1-[4-(trimethylammonio)pheny]-6-phenyl-l,3,5-hexatriene (TMA-DPH). But, this drug 

induced a decreasing of the ratio lE/lM of P3P (. lE, excimer fluorescence intensity; 

lM, monomer fluorescence intensity), which agrees with a fluidizing effect. 

. In the second case, DPH fluorescence polarisation measuremen~ in liver microsomes 

from witness rats and thyroid hormones and analogs treated rats have shown that these 

compounds did not change the fluidity of the microsomal membrane (according to the 

ability of the sensor used). 

Finally, we applied these three spectroscopic approaches to investigate the effects of 

temperature and concentration on the structure and microviscosity of non-ionic surfactants, 

such as C12(EO)6 and C12(EO)S (dodecylpolyoxyethyleneglycol monoether). 



Résumé 

Les interactions protéines-lipides sont responsables de nombreuse~ fonctions 
physiologiques; une meilleure connaissance de ces interactions est la clef de la 

compréhension de nombreux processus biologiques. 
Pour étudier de tels systèmes mais éviter la complexité de la struciure membranaire, 

nous avons choisi de réaliser une étude photophysique sur des membranes modèles 
constituées de phospholipides purs, prises comme support de la matrice lipidique de la 

membrane biologique. 

Ainsi, par l'étude du déclin de fluorescence du pyrène, sonde moléculaire émissive 
utilisée dans le présent travail, nous avons déterminé le coefficient de diffusion latérale (Où 
du pyrène dans des liposomes de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPpe), 

DL = 5 10-7 cm2/s, à T > TM (TM, température de transition de phase). Ensuite, nous 
avons mesuré l'effet de deux protéines, la (Na+,K+)-ATPase et la r-glutamyltransférase sur 
ce coefficient dans des liposomes de DPPC et mis en évidence la décroissance de Dr. avec 
l'augmentation de la concentration en protéines. 

Pour ce faire, DL est obtenu à raide d'un modèle cinétique qui permet d'extraire une 
information sur le transport dans des déclins de fluorescence. 

Par ailleurs, l'utilisation de la polarisation de fluorescence et la fluorescence 
d'excimères intramoléculaires du dipyrénylpropane (P3P) nous a pennis d'étudier les 
interactions cyclosporine A/DPPC d'une part, et hormones thyroïdiennes et composés 
thyromimétiques apparentés/membranes microsomales, d'autre part. 

Dans le premier cas, la polarisation de fluorescence du 1,6-diphényl-l~3,5-hexatriène 
(OPH) et du 1[~(triméthylamino)phényl]-6-phényl-l,3,5-hexatriène (TMA-DPH) montre 

que la cyclosporine A est sans effet sur· la transition de phase des liposomes, alors que, cette 
drogue entraîne une diminution du rapport IE/IM (lE, intensité de fluorescence de 
l'excimè~e; lM, intensité de fluorescence du monomère) du P3P à T > TM, ce qui est 
compatible avec un effet fluidifiarit. 

Dans le second cas, les mesures de la polarisation de fluorescence du DPH dans des 
microsomes de foie de rats témoins et de rats traités par des hormones thyroïdiennes et 
analogues moritrent que ces produits n'oilt aucun effet sur la fluidité membranaire, telle 
qu'elle est estimée par cette méthode. 

Enfin, nous avons utilisé les trois approches spectroscopiques pour étudier l'influence 
de la température et de la concentration sur la structure et la microviscosité de tensio-actifs 

non ioniques, tels que C12(EO)6 et C12(EO)g (monododécyléther de polyoxyéthylène). 




