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Résumé 

Les stérosomes, des vésicules artificielles composées d’amphiphiles monoalkylés et d’un 

grand pourcentage de stérols, sont prometteurs dans plusieurs domaines comme les industries 

pharmaceutiques et alimentaires. Il existe des stérosomes chargés négativement, positivement et 

neutres. Dans ce mémoire, nous avons approfondi nos connaissances sur les propriétés physico-

chimiques des stérosomes chargés : acide palmitique (PA)/stérol et stéarylamine (SA)/cholestérol 

(Chol).  

Premièrement, afin de mesurer la diffusion latérale de PA dans les membranes PA/stérol 

(30/70 mol/mol) par RMN à gradients pulsés, nous avons tenté de former des bicouches liquide-

ordonnées (lo) orientées magnétiquement avec ce mélange. En s'inspirant de l’idée que l’ajout de 

1,2-dihexanoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DHPC), un lipide à courtes chaînes, dans le 

système 1,2-dimyristoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DMPC) mène à la formation de 

bicouches orientées, nous avons étudié la formulation PA-d31/acide hexanoïque (HA)/Chol avec 

une proportion molaire de 25/18/57 à plusieurs températures; aucune formation de bicouches 

orientées n’a été observée. Ce résultat pourrait être expliqué par la solubilisation partielle de HA 

en milieu aqueux. Alors, une quantité insuffisante serait insérée dans la bicouche pour induire son 

orientation. La formulation PA-d31/DHPC/Chol n’a pas conduit, elle non plus, à des bicouches 

orientées magnétiquement à des températures et concentrations lipidiques variées. En étudiant le 

mélange DMPC/DHPC/Chol (67/17/14), nous avons remarqué que la présence de Chol inhibait 

l'orientation magnétique des bicouches. Tandis que le mélange DMPC/DHPC/stigmastérol (SS) 

avec les proportions molaires 67/19/14 et 72/21/7 conduisait à des bicouches orientées avec leur 

normale (𝒏) perpendiculaire au champ magnétique à 40 °C et 50 °C. Ces résultats suggèrent que 

le mélange PA/SS avec une proportion de lipide à courtes chaînes, HA et DHPC, pourrait mener 

à des bicouches orientées magnétiquement. Le mélange PA/Chol avec un lipide à courtes chaînes 

pourrait aussi être étudié en présence des lanthanides.  

Deuxièmement, nous avons examiné la possibilité de moduler la libération de matériel 

encapsulé dans des liposomes essentiellement composés de PA et d’un stérol. Il est connu que le 

mélange PA/Chol (30/70) à pH ≥ 7,5 forme des liposomes très peu perméables. Il est avantageux 

de pouvoir moduler la perméabilité pour avoir un contrôle sur le temps de libération de leur 
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contenu, qui est un paramètre de grande importance pour les formulations liposomales de 

médicaments. D’abord, il a été montré que l’acide oléique (OA)/Chol (30/70) est capable de 

former des vésicules, ce qui n’avait jamais été prouvé auparavant. Par contre, les bicouches 

OA/Chol (30/70) ne sont pas plus perméables que les bicouches PA/Chol (30/70). L’ajout de 1-

palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (POPC) dans le mélange PA/Chol 

n’augmente pas plus la perméabilité. En effet, les cinétiques de relargage de calcéine des 

vésicules PA/POPC/Chol (15/27.5/57.5), POPC/Chol (40/60) et POPC étaient très semblables à 

celle de PA/Chol (30/70). Il a été remarqué que les études littéraires se contredisent à propos de 

la perméabilité à la calcéine des bicouches de phosphatidylcholine (PC). L’explication de ces 

divergences est inconnue pour le moment. En remplaçant la moitié de la proportion molaire de 

Chol par le cholate de sodium (SC) dans le mélange PA/Chol (30/70), la membrane n’était pas 

plus apte à libérer son contenu. Il se pourrait que le SC se retrouvant dans la bicouche n’induit 

pas une diminution d’empilement. Il est aussi possible que le SC ne s'insère pas dans la 

membrane à cause de son hydrophilie considérable et il pourrait alors former seul des micelles. 

En remplaçant complètement le Chol par le sulfate de cholestérol (SChol), un stérol chargé 

négativement, et en préparant les vésicules à un bas pH, la formulation PA/SChol (30/70) mène à 

une très grande perméabilité à pH 7.5; le relargage est provoqué par un saut de pH. Nos travaux 

suggèrent qu'il serait possible de moduler la perméabilité des liposomes en les préparant avec le 

mélange PA/SChol/Chol en variant les proportions entre 30/63/7 à 30/70/0. Le diagramme pH-

composition du mélange PA/SChol/Chol indique que ces proportions conduisent, à pH 7.4, à la 

coexistence de phases solide et lo en différentes proportions, ce qui pourrait moduler la 

perméabilité membranaire.  

Troisièmement, les résultats de perméabilité obtenus avec la calcéine et les difficultés 

survenues lors de l’extrusion des vésicules encapsulant cette sonde nous ont amené à nous 

demander si la calcéine interagit avec les bicouches chargées. L’impact de certains anions, dont 

la calcéine, a été examiné sur les bicouches chargées positivement SA/Chol (50/50). La 

calorimétrie différentielle à balayage (DSC, de l’anglais differential scanning calorimetry), 

indique qu’il n’y a aucune transition entre 25 et 90 °C pour les liposomes SA/Chol (50/50) à pH 

= 7.4. L’ajout de NaCl (375 mM) n’a pas mené à la formation d’agrégats et aucune transition n’a 

été observée sur le thermogramme. La formation d’agrégats macroscopiques instantanément 

après l’ajout des sels Na2HPO4 (125 mM), Na2SO4
 (125 mM) et calcéine (3 mM) a été observée. 
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Une transition a été observée sur les thermogrammes en présence de ces sels. Les agrégats 

observés pourraient être associés à la transition de phase. L’effet des anions sur la température et 

l’enthalpie de transition suivent le même ordre que la série d’Hofmeister : 𝑆𝑂!!! > 𝐻𝑃𝑂!!! >

𝐶𝑙!  (𝑝𝑎𝑠  𝑑𝑒  𝑝𝑖𝑐). La calcéine avait l’impact le plus prononcé sur l’agrégation; ceci illustre que la 

calcéine n’est pas une sonde fluorescente inerte avec le mélange SA/Chol. Elle pourrait être un 

chaotrope volumineux. De plus, les interactions SA-calcéine plus fortes, menant à l’agrégation 

des vésicules, que les interactions PC-calcéine pourraient s’expliquer par le fait que la SA est 

chargée positivement.  

Mots-clés : Perméabilité, bicouches orientées magnétiquement, acide palmitique, acide oléique, 

cholestérol, calcéine, stéarylamine, série d’Hofmeister 
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Abstract 

Sterosomes are artificial vesicles that are composed of monoalkylated amphiphiles and a 

large percentage of sterols. They are promising in areas such as pharmaceutical and food 

industries. Sterosomes can be found in anionic, cationic and neutral form. The work of this 

master’s thesis focuses on gaining additional knowledge on the physicochemical properties of 

charged sterosomes such as palmitic acid (PA)/sterol and stearlyamine (SA)/cholesterol (Chol). 

Our first aim was to find an approach to form liquid-ordered (lo) bilayers that can orient 

in a magnetic field with the PA/sterol (30/70 mol/mol) mixture. This will allow us to study the 

lateral diffusion of PA. It has been demonstrated that mixing 1,2-diheptanoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (DHPC), a short chain lipid, with 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DMPC) results in bilayers that orient with their normal (𝒏) perpendicular to the magnetic field. 

Therefore, PA-d31/hexanoic acid (HA)/Chol (25/18/57) mixture was studied at different 

temperatures; however, results showed no bilayer orientation. It was suggested that this could be 

due to the partial solubility of HA in aqueous phase. Consequently, an insufficient quantity of 

HA was available to induce bilayer orientation. Furthermore, PA-d31/DHPC/Chol mixture was 

studied at different temperatures and lipid concentrations, which also led to no bilayer 

orientation. While studying DMPC/DHPC/Chol (67/17/14) formulation, it was understood that 

Chol inhibits bilayer orientation. On the other hand, two different molar proportions of 

DMPC/DHPC/stigmasterol (SS) (67/19/14 and 72/21/7) led to bilayers that orient with their 𝒏 

perpendicular to the magnetic field at 40 °C et 50 °C. These results suggest that by adding a short 

chain lipid such as HA and DHPC to PA/SS mixture could lead to oriented bilayers. Another 

interesting track would be to work with PA/short chain lipid/Chol mixture in the presence of 

lanthanides.  

Our second aim was to find different formulations of vesicles, containing at least PA and 

a sterol, with distinctive permeability. It has already been established that PA/Chol (30/70) 

bilayers are in lo phase as long as PA is deprotonated (pH ≥ 7,5) and have a very limited 

permeability. The ability to modulate permeability would allow control over the release time of 

an encapsulated product, which is an important parameter in the development of novel liposomal 

drug delivery systems. It was proven that oleic acid (OA)/Chol (30/70) mixture is able to form 
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bilayers, which has not been shown previously. However, OA/Chol (30/70) bilayers were not 

much more permeable than PA/Chol (30/70) bilayers. Adding 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine (POPC) in PA/Chol system did not lead to higher permeability either. Results of 

calcein release kinetics from PA/POPC/Chol (15/27.5/57.5), POPC/Chol (40/60) and POPC 

vesicles were not very different from the one found for PA/Chol (30/70) vesicles. It was noted 

that contradictory results were found in the literature regarding calcein permeability from 

phosphatidylcholine (PC) membranes. For the moment, explanations related to these divergences 

have yet to be given. Furthermore, no increase in membrane permeability was found after 

substituting half of the molar proportion of Chol by sodium cholate (SC) in PA/Chol (30/70) 

mixture. One suggestion would be that SC insertion in the bilayer does not induce a reduction in 

the packing of lipids. Another suggestion would be that SC does not insert in PA/Chol bilayers 

due to its considerable hydrophilic character and forms micelles on its own. Highly permeable 

membrane was found when Chol was completely replaced by cholesterol sulfate (SChol), a 

negatively charged sterol, and vesicle preparation was done at low pH. The pH-triggered release 

method was used. Our work suggests that by varying the molar proportion of PA/SChol/Chol 

mixture between 30/63/7 and 30/70/0, it would be possible to obtain different vesicle 

formulations with distinctive permeability. In between these molar proportions, the pH-

composition diagram of PA/SChol/Chol shows the coexistence of solid and lo phases in different 

proportions at pH 7.4, which could modulate the permeability. 

Some ambiguous calcein release results and struggles arising from the extrusion of 

calcein-encapsulated liposomes led us to wonder if this dye interacts with charged bilayers. The 

impact of some anions, including calcein, was examined on SA/Chol (50/50) charged bilayers. 

Thermodynamic studies were done by differential scanning calorimetry (DSC). SA/Chol (50/50) 

mixture showed no transition between 25 and 90 °C at pH 7.4. In the presence of NaCl (375 

mM), there was no indication of aggregation or the appearance of a transition on the thermogram. 

Macroscopic aggregates were instantly observed after addition Na2HPO4 (125 mM), Na2SO4
 (125 

mM) and calcein (3 mM). Furthermore, a phase transition was also noticed on the thermograms 

in the presence of these salts. It is suggested that the appearance of the transition can be 

associated with the formation of aggregates. The effect of anions on the transition temperature 

and enthalpy follows the Hofmeister series: 𝑆𝑂!!! > 𝐻𝑃𝑂!!! > 𝐶𝑙!  (𝑛𝑜  𝑝𝑒𝑎𝑘). Calcein had the 

highest impact on the formation of aggregates. This indicates that calcein is not a good candidate 
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to be used as a fluorescent dye with SA/Chol mixture. It was suggested that calcein could be a 

large chaotrope anion. In contrast to PC-calcein interactions, SA-calcein interactions led to the 

aggregation of vesicles probably due to stronger interactions in the presence of positively charged 

SA. 

Keywords: Permeability, bilayers oriented under magnetic field, palmitic acid, oleic acid, 

cholesterol, stearylamine, calcein, Hofmeister series 
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Chapitre 1  

Introduction 

1.1. : Nanovecteurs 

Les nanovecteurs sont des véhicules qui ont pour but de transporter et/ou protéger des 

ingrédients actifs jusqu’au site destiné. Ils ont une taille de l’ordre de 100 nm. Les ingrédients 

actifs sont encapsulés, attachés ou incorporés dans la bicouche. Il existe une variété de 

nanovecteurs qui peuvent être composés de matériaux organiques et/ou inorganiques. Les 

nanovecteurs les plus courants sont des nanoparticules, des micelles polymériques, des 

dendrimères, des polymère-drogues conjugués et des liposomes. L’intérêt de ce mémoire est les 

liposomes. 

1.2. : Liposomes 

Un liposome est une vésicule artificielle formée d’une bicouche (phase lamellaire). 

L’auto-assemblage des molécules amphiphiles dans un milieu aqueux peut mener à la formation 

de liposomes (Figure 1.1) capables d’encapsuler une grande variété de molécules. Beaucoup 

d’études ont été menées pour comprendre leurs propriétés dans le but de les utiliser comme des 

transporteurs de médicaments, d’agents de conservation, de pigments, etc1. Les liposomes 

conventionnels sont obtenus à partir de phospholipides. Cependant, leur réactivité en milieu 

biologique et leur coût élevé limitent leur utilisation, ce qui explique l’intérêt d’étudier les 

stérosomes. 

 

Figure 1.1. : La coupe transversale d’un liposome 
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1.3. : Stérosomes 

Les liposomes composés d’amphiphiles monoalkylés et de stérols ont été nommés 

stérosomes parce qu’ils sont très riches en stérol. Il existe différents types de stérosomes : ils 

peuvent être composés des espèces ioniques, zwitterioniques ou neutres. En général, au moins 

une des composantes des stérosomes doit être chargée pour obtenir des bicouches liquide-

ordonnées (lo) stables pour des raisons qui vont être détaillées dans la section 1.5.2.  

Les mélanges composés de cholestérol (Chol), un stérol neutre, et d'acides gras linéaires 

saturés déprotonés forment des stérosomes chargés négativement2. L’acide palmitique (PA) et le 

Chol sont incapables de former individuellement des bicouches lo en milieu aqueux. Les travaux 

précédents montrent que le mélange PA/Chol avec une proportion molaire de 30/70 est en phase 

lamellaire lo stable lorsque le PA est déprotoné (pH ≥ 7,5)3. La perméabilité des liposomes 

PA/Chol (30/70 mol/mol) est très limitée dans ces conditions1. La stabilité de ces liposomes est 

aussi sensible au pH1, une propriété exploitée pour moduler le taux de libération du matériel 

encapsulé comme illustré au chapitre 4. Ce comportement semble être général car il a été montré 

que le PA fait aussi des bicouches lo avec les stérols neutres suivants : le dihydrocholestérol, le 7-

déhydrocholestérol, le stigmastanol, l’ergostérol et le stigmastérol (SS). En présence de ces 

stérols, le mélange PA/stérol (30/70) a toujours la possibilité d’être en phase lamellaire lo4. Les 

résultats montrent aussi que les acides gras avec les chaînes alkyles saturées et linéaires de 14-18 

carbones sont capables de former des bicouches lo en présence de Chol2. 

La littérature montre la possibilité de former des stérosomes chargés positivement. Le 

mélange équimolaire stéarylamine (SA)/Chol (50/50) est capable de former des bicouches lo, 

entre 25 et 80 °C, tant que le pH du milieu est inférieur au pKa de la SA, soit pH < 9.55. De plus, 

les deux détergents cationiques, chlorure de cétylpyridinium et bromure de 

cétyltriméthylammonium, formant des micelles lorsqu’ils sont seuls en milieu aqueux, sont en 

phase lamellaire lo en présence de cholestérol6-8. 
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Un mélange amphiphile monoalkylé/stérol où les deux espèces ont des charges opposées 

est aussi capable de s’auto-assembler pour former des bicouches lo stables. Le mélange chlorure 

de cétylpyridinium/SChol (30/70) forme une phase lamellaire lo stable entre 10 et 70 °C (5 < pH 

<  9)6. Dans ces conditions, le sulfate de cholestérol (SChol) porte une charge négative. 

L’amphiphile monoalkylé zwitterionique lysophosphatidylcholine forme une phase lamellaire lo 

avec le Chol9. 

Il existe dans la littérature quelques exemples de stérosomes composés d’espèces neutres. 

Ces derniers sont aussi connus sous le nom de niosomes. Les esters d’alkyles, des surfactants non 

ioniques, forment des bicouches lo stables en présence de Chol10. De même, le diglycéryl 

monolaurate et le tétraglycéryl monolaurate sont aussi des amphiphiles monoalkylés neutres qui 

forment des bicouches lo avec, respectivement, 10 et 30 (mol) % de Chol11. La grande taille de 

leur tête polaire semble permettre la formation de bicouches stables. Le mélange 1-

(méthylsulfinyl)octadécane/Chol est aussi capable de former une phase lamellaire lo à la 

température ambiante, mais celle-ci est métastable12. 

Le but de ce mémoire est d’étudier certaines propriétés physico-chimiques des stérosomes 

lipidiques chargés PA/stérol et SA/Chol. Le premier objectif était de former des bicouches lo 

orientées magnétiquement avec le mélange PA/stérol pour être capables de mesurer la diffusion 

latérale de PA. Le deuxième objectif était de développer différentes vésicules, principalement 

composées de PA et d’un stérol, avec différentes perméabilités pour avoir un contrôle sur le 

temps de libération de leur contenu, ce qui peut être grandement utile par exemple pour vectoriser 

un médicament. Le troisième objectif était d’examiner l’effet de divers anions, dont la calcéine, 

sur les bicouches du mélange SA/Chol (50/50) et d’étudier si l’ampleur de cet effet progresse 

selon la série d'Hofmeister. 
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1.4. : Les amphiphiles13-15  

Les amphiphiles ont une partie apolaire hydrophobe (chaînes alkyles) et une partie polaire 

hydrophile (tête polaire). La figure 1.2 montre la structure des amphiphiles, les phospholipides, 

les stérols et les amphiphiles monoalkylés, étudiés dans ce mémoire. 

Les phospholipides sont parmi les lipides les plus abondants dans les membranes 

cellulaires d’eucaryotes. Ces lipides possèdent un groupement phosphate auquel est greffé un 

groupement fonctionnel. Parmi divers groupements fonctionnels, il y a la choline menant à la 

phosphatidylcholine (PC). Environ 60 (mol) % des phospholipides des membranes d’érythrocytes 

sont des PC16. Les phospholipides possèdent généralement deux chaînes. Certains possèdent deux 

chaînes saturées comme la 1,2-dimyristoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DMPC) et la 1,2-

dihexanoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine (DHPC) (Figure 1.2). D’autres ont une chaîne saturée 

et une insaturée comme la 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycéro-3-phosphatidylcholine (POPC). La 

double liaison dans la chaîne insaturée a une configuration “cis”. La DMPC, la DHPC et la POPC 

sont les trois lipides utilisés dans les travaux de ce mémoire.  

Les stérols forment une autre famille importante de lipides. Le Chol est un des exemples 

de lipides appartenant à cette famille (Figure 1.2). Le Chol est un composant qui est étudié 

extensivement. En général, il représente un grand pourcentage des membranes eucaryotes 

plasmiques. Le Chol joue un rôle essentiel dans différents types de fonctions membranaires 

comme la formation de radeaux, l’adressage des protéines et la signalisation cellulaire17-20. Sa 

structure est différente des phospholipides. La tête polaire est un simple groupe hydroxyle (-OH). 

La partie hydrophobe est un squelette stéroïde rigide auquel est greffée une chaîne 

hydrocarbonée. Le squelette stéroïde est constitué de quatre anneaux (trois cycles à six carbones 

et un cycle à 5 carbones). Les anneaux sont reliés par la configuration trans en créant une 

structure plane et rigide. Cette structure est caractéristique de plusieurs analogues de Chol. Le 

système cyclique de Chol a une face plane sans groupement alkyl substituant et une face 

irrégulière avec deux groupements méthyls (C18 et C19) qui sont greffés dans une configuration 

cis21. Le SChol, le SS et le cholate de sodium (SC) sont trois autres stérols utilisés dans ce 

mémoire (Figure 1.2). Le SChol possède un groupe sulfate à la place d’un groupe hydroxyle. Le 

SS diffère de Chol au niveau de la chaîne hydrocarbonée, car celle-ci possède une liaison double 
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et un groupement éthyle de plus. Le SC possède un groupement carboxylate (C17) et des deux 

groupes hydroxyles sur le système cyclique. 

Plusieurs amphiphiles monoalkylés sont des acides gras. Ils sont composés d’un groupe 

carboxylique et d’une chaîne alkyle saturée ou insaturée (Figure 1.2). Les acides gras saturés 

sont présents dans la couche externe de la peau (stratum corneum); ils possèdent entre 16 et 28 

carbones et ceux avec 22 et 24 carbones sont les plus abondants22-23. Les acides gras étudiés dans 

ce mémoire sont : le PA, l’acide hexanoïque (HA) et l’acide oléique (OA). La SA est un 

amphiphile monoalkylé, chargé positivement avec un groupement ammonium, qui est aussi 

étudié. 

À basse concentration dans un milieu aqueux, les amphiphiles sont solubles dans l’eau; ils 

restent sous la forme monomère. La concentration critique d’agrégation (CCA) est définie 

comme étant la concentration à laquelle l’auto-assemblage des amphiphiles apparaît. Donc, au-

dessus de la CCA, différentes structures d’auto-assemblages peuvent être observées comme la 

phase micellaire, hexagonale inversée (𝐻∥), lamellaire24-26. La CCA des lipides diminue beaucoup 

avec l’augmentation de longueur de chaînes alkyles. La CCA de DHPC et de 1,2-dipalmitoyl-sn-

glycérol-3-phosphocholine (DPPC) sont 1.4 mM et 0.46 nM, respectivement27; il y a formation 

de la phase lamellaire au-delà de cette concentration. La CCA de HA déprotoné  et PA déprotoné 

sont 1.60 M et 3.2 mM, respectivement28-29; il y a formation de la phase micellaire au-delà de 

cette concentration. De plus, comme les acides gras possèdent une seule chaîne alkyle en 

comparaison aux phospholipides qui en possèdent généralement deux, la CCA des acides gras est 

nettement plus grande que celle des phospholipides pour une même longueur de chaîne alkyle. 
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Figure 1.2. : Structures des phospholipides, des stérols, des acides gras étudiés dans le mémoire. 
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1.5. : Phase lamellaire lo 

Il existe plusieurs phases de cristal liquide avec différentes architectures. Pour ce 

mémoire, notre intérêt se limite à la phase lamellaire. Les facteurs qui jouent un rôle crucial dans 

la formation d’une phase lamellaire lo stable sont : la nature et morphologie d’amphiphiles 

monoalkylés et de stérols, la compatibilité hydrophobe, les interactions électrostatiques et les 

liaisons hydrogène. 

1.5.1. : Effet des stérols 

La bicouche de phospholipides peut exister sous diverses phases. Les plus courantes sont 

la phase solide-ordonnée (gel) (Figure 1.3; a) et la phase fluide liquide-désordonnée (𝐿!) 

(Figure 1.3; c). Dans la phase gel, presque toutes les chaînes sont étirées, rigides et en 

conformation trans. Les chaînes peuvent être parallèles ou inclinées par rapport à la normale de la 

bicouche (𝒏) dépendamment de la taille de la tête polaire et des chaînes alkyles. Ces différentes 

structures ont une influence sur l’épaisseur de la bicouche. Les têtes polaires sont organisées avec 

un empilement hexagonal ou orthorhombique. Le coefficient de la diffusion latérale des 

phospholipides est bas et de l’ordre 1 × 10-12 m2/s 30. Donc, la bicouche en phase gel est 

caractérisée par des chaînes hautement ordonnées avec peu de fluidité. Dans la phase liquide-

désordonnée, les chaînes sont plus désordonnées à cause de l’isomérisation trans-gauche. Les 

bicouches en phase liquide-désordonnée sont moins épaisses qu’en phase gel. L’empilement des 

têtes polaires n’a aucun symétrie. Le coefficient de diffusion latérale des phospholipides est plus 

grand qu'en phase gel, environ 4 à 12 × 10-12 m2/s 30. La température de transition de la phase gel 

à la phase liquide-désordonnée (𝑇!) est caractéristique pour chacun des lipides. 
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Figure 1.3. : Représentation schématique de différentes phases des membranes de 

phospholipides : (a) phase solide et gel, (b) phase lo et (c) phase liquide-désordonnée. 

 

La présence de Chol dans les membranes phospholipidiques conduit à la formation de la 

phase fluide lo (Figure 1.3; b). Ce concept a été introduit pour la première fois par Ipsen et al. en 

198731. La phase lo est un état intermédiaire entre la phase gel et la phase liquide-désordonnée. 

Les lipides dans la membrane sont ordonnés avec leurs chaînes alkyles en conformation presque 

toutes trans. Cependant, la bicouche maintient une fluidité analogue à celle de la phase liquide-

désordonnée. Les diffusions latérale et rotationnelle sont semblables à celles observées dans la 

phase liquide-désordonnée (2 à 12 × 10-12 m2/s) 30-32
. La formation de la phase lamellaire lo a été 

liée au caractère ambivalent du Chol. D’un côté, la différence entre la structure de Chol et les 

phospholipides empêche un empilement hautement compact des chaînes alkyles, ce qui empêche 

l’obtention de la phase gel. De l’autre côté, la face lisse et hydrophobe de Chol rigidifie les 

chaînes alkyles des phospholipides dans son voisinage. La solubilité maximale de Chol dans des 

matrices de phospholipides est généralement entre 30 et 40 (mol) %33-35. Cependant, en 

changeant la méthode de préparation, on a observé une solubilité de 66 et 51 (mol) % de Chol 

dans les bicouches de PC et de phosphatidyléthanolamine respectivement34. 

L’augmentation d’ordre, induit par la présence de Chol, dans les bicouches de 

phospholipides est bien établie; les systèmes comme POPC/Chol36, 1-palmitoyl-2-oléoyl-

phosphatidyléthanolamine (POPE)/Chol37 et DMPC/Chol38 ont été étudiés par la spectroscopie de 

résonance magnétique nucléaire (RMN) du 2H (Section 1.6.1). Le profil d’ordre orientationnel 

        (a)                         (b)            (c) 
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des phospholipides indique des valeurs élevées de paramètres d’ordre. Les mouvements 

intramoléculaires des chaînes alkyles sont limités. Le grand ordre des chaînes phospholipidiques 

mène à une bicouche plus épaisse et diminue leur perméabilité. De la même manière, l’ordre des 

chaînes alkyles de PA a été déterminé en utilisant l’analogue deutéré disponible 

commercialement4. L’étude d’ordre orientationnel le long de PA dans la bicouche PA/Chol 

montre que ce mélange se classe parmi les bicouches les plus ordonnées découvertes jusqu’à ce 

jour; ce phénomène explique la grande imperméabilité de ces bicouches4.  

L’orientation et la dynamique du Chol dans les bicouches amphiphiles monoalkylés/Chol 

ont été étudiées en utilisant RMN du 2H. Les mélanges étudiés étaient PA/Chol39, 1-

(méthylsulfinyl)octadécane/Chol12, chlorure de cétylpyridinium/Chol6 et SA/Chol5. Les résultats 

indiquent que l’orientation et la dynamique du Chol dans ces bicouches sont similaires à celles 

d’un mélange phospholipidique5, 40-43. Le Chol possède un mouvement de symétrie axiale avec 

l'axe parallèle à 𝒏. Donc, même si la proportion d’amphiphile monoalkylé pour « solubiliser » le 

Chol dans la bicouche est limitée, le comportement de Chol dans ces mélanges est semblable au 

comportement dans les mélanges phospholipides/Chol. Dans le chapitre 3, nous avons tenté de 

former des bicouches orientées magnétiquement pour mesurer la diffusion latérale de PA dans le 

système lipidique PA/stérol. Ceci permettrait de savoir si la diffusion latérale de PA possède 

aussi un comportement extrême comme vu pour l’ordre orientationnel. 

1.5.2. : Interactions électrostatiques 

Les interactions électrostatiques permettent un mélange homogène et une bonne 

hydratation du système. La majorité des mélanges binaires amphiphile monoalkylé/stérol qui 

forment des bicouches lo stables ont une de leurs espèces chargée. La répulsion électrostatique 

entre les molécules chargées est réduite lorsqu’elles sont mélangées avec des molécules neutres, 

ce qui favorise un mélange homogène10. En général, une séparation de phase dans la bicouche est 

observée lorsque les deux espèces sont neutres ou chargées avec le même signe3, 5. En modifiant 

le pH de l’environnement aqueux, l’amphiphile monoalkylé peut passer d’un état protoné à un 

état déprotoné et vice-versa. Ainsi, des liposomes, dépendant du pH, ont été développés à partir 

de mélanges PA/stérol4 et SA/Chol5; l’augmentation de la perméabilité des vésicules induites par 

un saut de pH est abordée dans le chapitre 4.  
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1.5.3. : Morphologie moléculaire  

La morphologie des amphiphiles a un impact majeur sur la géométrie de l’auto-

assemblage. Israelachvili13 a développé un modèle qui définit le facteur de forme (𝐹𝐹) (Équation 

1.1). 

𝐹𝐹 =    !
!!!!

 1.1 

Le 𝑣 est le volume de la chaîne alkyle. Le 𝐼! est la longueur critique de la chaîne hydrophobe. Le 

𝑎! est l’aire de la tête hydrophile. Quand la valeur de 𝐹𝐹 est plus basse que 0.5, l’aire de la tête 

hydrophile est relativement plus grande que la section de la chaîne hydrophobe; le modèle prédit 

la formation de micelles. Lorsque la valeur de 𝐹𝐹 est plus grande que 1, le volume de la chaîne 

hydrophobe est relativement plus grand que celui de la tête hydrophile; Le 𝐹𝐹 prédit la formation 

des micelles inversées. Et puis, la valeur de 𝐹𝐹 entre 0.5 et 1 prévoit la formation de la phase 

lamellaire. Il est difficile de calculer la valeur de 𝐹𝐹 avec une grande précision. Cependant, le 

modèle permet de prédire de manière semi-quantitative la morphologie de l’auto-assemblage. 

Le 𝐹𝐹 global de systèmes binaires ou tertiaires doit être autour de 1 pour que la formation 

de bicouches soit possible. Le 𝐹𝐹 de Chol est de 1.08 (valeurs de 𝜈, 𝐼! et 𝑎! sont respectivement 

605 Å3, 15.2 Å et 37 Å2)13. Les 𝐹𝐹 des détergents sont souvent égaux à ou moins que 0.5. Si on 

suppose que les 𝐹𝐹 dans le mélange sont additifs44-45, on prédit que le mélange de Chol (𝐹𝐹 

légèrement supérieur à 1) et d’amphiphile monoalkylé (𝐹𝐹  inférieur à 1) mène à un 𝐹𝐹 

compatible avec la formation de bicouches (Figure 1.4). Le 𝐹𝐹 global du mélange PA/Chol est 

environ 1 lorsqu’il y a 65-75 (mol) % de Chol. Le mélange PA/Chol (30/70) forme effectivement 

des bicouches lo stables comme mentionné précédemment39.  
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Figure 1.4. : Représentation schématique de la morphologie de PA déprotoné et de Chol.  

 

1.6 : RMN de solide du 2H et du 31P 41-42, 46-50 

La RMN de solide du 2H et du 31P sont des techniques qui sont utilisées pour étudier la 

structure, l'orientation et la dynamique des systèmes membranaires42, 47-50. Les différents états de 

la membrane, de l’état solide à l’état liquide isotrope, peuvent être identifiés par différents 

signaux obtenus par RMN du 2H et du 31P. De plus, l'orientation des structures (par exemple, les 

bicelles ou les lamelles poreuses) par rapport au champ magnétique externe (𝐵) peut être 

caractérisée. La RMN du 2H et du 31P a été utilisée au chapitre 3 pour caractériser des bicouches 

lo orientées magnétiquement.  

En présence d’un champ magnétique externe fort, les interactions impliquant le moment 

magnétique d’un noyau peuvent être décrites par équation 1.2.  

𝐸 = 𝐸! + Δ𝐸! + Δ𝐸!"# + Δ𝐸!" + Δ𝐸! 1.2 

𝐸! est l’énergie associée à l’effet de Zeeman qui décrit l’'interaction entre le moment 

magnétique du noyau et le champ magnétique; c’est l'interaction dominante. Pour les noyaux de 
2H, 𝐸! est une énergie d’ordre 107 à 109 Hz dans un champ de 7 Tesla51. 
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Δ𝐸!"#  est l’énergie associée à l’anisotropie du déplacement chimique ( ∆𝜎 ). Le 

déplacement des électrons autour du noyau vient modifier le champ magnétique local (𝐵!"#$%) de 

quelques parties par millions. Comme la densité électronique autour du noyau est généralement 

anisotrope, cette contribution dépend, dans un solide ou un cristal liquide, de l’orientation de la 

molécule par rapport au champ magnétique. Le signal d’RMN pour différentes orientations de la 

molécule par rapport au champ magnétique correspond donc à différentes fréquences51. Cet 

aspect est discuté en détail à la section 1.6.2 pour RMN du 31P. En solution, cette contribution est 

moyennée à une valeur à cause des mouvements rapides des molécules. 

Δ𝐸!"  est l’énergie impliquée dans le couplage spin-spin. Il est l’origine des multiplets 

dans les conditions isotropes. Δ𝐸!"  découle du couplage entre les spins nucléaires en présence 

des électrons impliqués dans les liaisons covalentes. Il est indépendant de l’orientation des 

molécules par rapport au champ magnétique. Δ𝐸!"  est généralement négligeable en RMN de 

solide. Son énergie se trouve entre 0 et 103 Hz. 

Δ𝐸!  est l’énergie associée à l’interaction dipolaire, une interaction entre les dipôles 

magnétiques voisins. La valeur de son énergie se trouve entre 0 et 104 Hz. Cette contribution 

dépend de la grandeur des moments magnétiques impliqués, de la distance qui les sépare et de 

l’orientation du segment qui les unit par rapport au champ magnétique. Lors des mouvements 

rapides isotropes, Δ𝐸! est moyennée à 0 et sa contribution est limitée à l’étape de relaxation. 

Cependant, en RMN de solide, les couplages dipolaires élargissent les bandes. Dans le présent 

travail, ces interactions sont rendues nulles grâce à des techniques de découplage des interactions 

dipolaires.  

Δ𝐸! est l’énergie associée à l’interaction quadripolaire. Cette interaction existe seulement 

pour les noyaux avec des spins plus hauts que ½. Les noyaux avec des spins plus grands que ½ 

ont un moment quadripolaire électrique (𝑒𝑄) où 𝑒 est la charge élémentaire et 𝑄 est le quadripôle 

qui provient de la distribution non sphérique des charges positives du noyau. Il existe une 

interaction entre le quadripôle et le gradient des charges électriques. Dans les solutions, Δ𝐸! est 

moyennée à 0 à cause des mouvements rapides isotropes. Cependant, elle est observable en RMN 

de solide; elle peut varier entre 0 et 109 Hz.  
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1.6.1. : RMN de solide du 2H 

Le spin 𝐼 du deutérium (2H) est 1; en conséquence, Δ𝐸! est présente. Lorsque le spin 𝐼 

vaut 1, il y a trois niveaux d’énergies Zeeman qui correspondent aux trois orientations du 

moment magnétique par rapport au champ magnétique (nombre quantique magnétique 

𝑚! ∈ −1,0,1 ). La règle de sélection indique que seules les transitions entre deux niveaux 

d’énergie de spin adjacent sont permises (Figure 1.5). Si on tient compte seulement de  𝐸!, les 

deux transitions permises devraient avoir la même énergie et une seule bande d’absorbance 

devrait être observée. Cependant, Δ𝐸! modifie légèrement les niveaux d’énergies. Les transitions 

𝑚!(+1 → 0) et 𝑚!(0 → −1) n’implique alors pas la même énergie (Figure 1.5) et on observe 

un doublet séparé par l'éclatement quadripolaire, ∆𝜈!.  

 

 

 

Figure 1.5. : Différents niveaux d’énergie et les raies du spectre RMN du 2H à l'état solide 

résultant de la contribution d’interactions quadripolaires où 𝜈! est la fréquence de Larmor30. 

 

 

 

 

∆𝜈! 

  𝜈!!                                                                          𝜈!! 

∆𝐸!                                               ∆𝐸! + ∆𝐸!                        

 

𝑚! =   +1 

𝑚! =   −1 

 

𝑚! =   0 
𝜈! 
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Pour les chaînes alkyles deutérées, le gradient de champ électrique, associé à la 

distribution de densité électronique, se trouve le long du lien C-D, à cause de la différence 

d’électronégativité entre les deux noyaux. Ce champ électrique est axialement symétrique. Δ𝐸! 

dépend donc de l’orientation du lien C-D par rapport à la direction du champ magnétique (Figure 

1.6). Δ𝜈! est alors exprimé par l’équation 1.3. 

Δ𝜈! =
!
!
𝐴!

!!"#!!!!
!

 1.3 

Le Φ représente l’angle entre le champ magnétique et la liaison C-D (Figure 1.6). Le 𝐴! est la 

constante quadripolaire statique. Le signal peut être distribué sur plus de 100 kHz. Les valeurs de 

𝐴! pour une liaison C-D aliphatique, oléfinique41 et aromatique sont 170, 17541 et 193 kHz, 

respectivement46. L’échelle de temps de l’expérience est donc approximativement 10-5 s46. Les 

mouvements à l’échelle de temps plus lent n’affectent pas l’amplitude de Δ𝐸!. Les mouvements à 

l’échelle de temps plus rapide moyennent Δ𝐸!. Δ𝜈! varie donc en fonction de Φ (Figure 1.6). La 

distribution aléatoire des liaisons C-D dans une poudre résulte en un spectre représentatif des 

différentes orientations par rapport au champ magnétique, constitué de la superposition des 

différents doublets (Figure 1.6; 1.7). La probabilité que la liaison C-D soit parallèle au champ 

magnétique est faible (aux pôles d'une sphère), alors, l’intensité du doublet correspondant est 

basse. Par contre, la probabilité que la liaison C-D soit perpendiculaire au champ magnétique est 

maximale (sur l'équateur d'une sphère) d’où l’intensité du doublet correspondant est plus grande.  

Les spectres correspondant aux différentes symétries d'auto-assemblages sont présentés 

dans la figure 1.7. Dans la phase solide, un signal très large résulte de toutes les chaînes alkyles 

immobiles. Le signal central correspond aux méthyls terminaux qui, même à l'état solide, 

possèdent une rotation suffisamment rapide pour causer un moyennage des interactions 

quadripolaires. En phase lamellaire gel, le signal est moins large parce que les chaînes ont la 

liberté de rotation autour de l'axe long de la molécule (𝒂). Le spectre c est typique d'une phase 

fluide telle que discutée ci-dessous. En solution ou d’une suspension micellaire, les mouvements 

rapides permettent la réorientation rapide et isotrope des liaisons C-D. Donc, les interactions 

quadripolaires se moyennent à 0 et un pic fin est observé sur le spectre (Figure 1.7; d). 
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Figure 1.6. : Influence de l’orientation de la liaison C-D par rapport au champ magnétique sur les 

interactions quadripolaires et le spectre de poudre résultant de la superposition de différents 

doublets associés à différentes orientations. 

 

 

Figure 1.7. : Spectre RMN du 2H d'amphiphiles deutérés en phase solide (a), en phase lamellaire 

gel (b), en phase lamellaire fluide (c) et en phase isotrope (solution, micelles, phases cubiques) 

(d).  
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Dans une phase lamellaire fluide, les molécules sont plus mobiles. Il y a principalement 

trois types de mouvements axialement symétriques qui sont présents sur l’échelle de temps de 

RMN: la rotation autour de l’axe 𝒂, la fluctuation de la molécule entière par rapport à  𝒏 et 

l'isomérisation trans-gauche le long de la chaîne alkyle. L’expression de Δ𝜈! qui tient compte de 

la contribution des trois mouvements est:  

Δ𝜈! =
!
!
𝐴!

!!"#!!!!
!

!!"#!!!!
!

!!"#!!!!
!

= !
!
𝐴!

!!"#!!!!
!

𝑆!"#𝑆!!! 1.4 

Le α représente l’angle entre la liaison C-D et l’axe 𝒂. Le 𝛾 représente l’angle entre l’axe 𝒏 

et l’axe 𝒂. Le 𝜃 représente l’angle entre l’axe 𝒏 et l’axe 𝐵 (Figure 1.8). Le terme correspondant à 

la fluctuation de la molécule entière est représenté par 𝑆!"# (paramètre d’ordre moléculaire). 

Puis, le terme correspondant à l'isomérisation trans-gauche le long de la chaîne alkyle est 

représenté par 𝑆!!!  (paramètres d’ordre orientationnel).  

 

 

Figure 1.8. : Définition des angles 𝜃, 𝛾 et 𝛼. L’axe 𝒏 est la normale de la bicouche. Le 𝒂 est le 

plus long axe de la molécule.  

 

𝒂 
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Dans la phase lamellaire fluide, il existe un gradient d'ordre orientationnel : le segment de 

la chaîne alkyle à proximité de l’interface de la bicouche est plus ordonné que celui situé au 

milieu de la bicouche. Ainsi, il y a une diminution de 𝑆!!! le long de la chaîne alkyle, de la tête 

polaire à la queue. La représentation de 𝑆!!! en fonction de la position le long de la chaîne est 

nommée le profil d’ordre. À proximité de l’interface, le segment où il n’y a pas de variation 

d’ordre considérable est nommé le plateau. La valeur maximale de 𝑆!!!, qui correspond à chaîne 

en conformation tout trans, est 0.5 (𝛼 = 90°). L’ajout de Chol dans une bicouche dans la phase 

fluide, comme vu dans la section 1.5.1, ou la diminution de la température (𝑇) provoque une 

augmentation de l’ordre orientationnel des chaînes. 

La superposition de différents doublets associés au gradient d’ordre le long d’une chaîne 

deutérée résulte en un spectre montré dans la figure 1.7; c. Ce spectre de poudre est représentatif 

de l'orientation aléatoire des molécules dans une poudre. Par exemple, les vésicules 

multilamellaires de 1,2-dimyristoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine perdeutérée (DMPC-d54) sont 

en phase fluide et leur spectre RMN du 2H est une superposition de différents doublets associés à 

différentes orientations (Figure 1.9; a)52. Un spectre plus simple est obtenu si on a un échantillon 

orienté (un seul angle θ dans l'équation 1.4) puisqu'on a alors une superposition de doublets. La 

Figure 1.9; b) présente le spectre RMN du 2H de bicouches DMPC-d54 orientées avec leur axe 𝒏 

perpendiculaire à la direction du champ magnétique52. On obtient un spectre de doublets où 

chacun peut être attribué à un deutéron dans la chaîne alkyle du lipide. Le doublet avec Δ𝜈! le 

plus grand est attribué au CD2 attaché au glycérol à l’interface polaire/apolaire et le plus petit 

Δυ!, au CD3 en bout de chaîne. Dans ce mémoire, le profil des spectres RMN du 2H est utilisé 

pour caractériser des bicouches orientées magnétiquement composées de PA (Chapitre 3). 
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Figure 1.9. : Spectre RMN du 2H d'une suspension multilamellaire de DMPC-d54 à 40 °C (a)52. 

Spectre RMN du 2H de bicouches DMPC-d54 orientées magnétiquement avec leur axe 𝒏 à 90° par 

rapport au champ magnétique à 40 °C (b)52. 

 

1.6.2. : RMN de solide du 31P 53 

 Le 31P, comme le proton, possède un spin 𝐼 de ½. L’abondance naturelle du noyau actif en 

RMN est de 100 %53. Donc, cette technique ne nécessite pas de marquage d’isotope. Pour les 

noyaux de spin ½, ∆𝐸!  et ∆𝐸!"  sont souvent éliminés à l’aide du découplage. L’effet 

prédominant, autre que 𝐸!, est ∆𝐸!"#. Le champ magnétique local ressenti par le phosphore est 

réduit par la présence du nuage électronique qui l’entoure. Comme le nuage électronique autour 

du phosphore n’est pas isotrope, le «déblindage» dépend, de l'orientation de la molécule par 

rapport au champ magnétique ou, en d'autres termes, de la relation spatiale entre les coordonnées 

moléculaires et celle du référentiel du laboratoire (l'aimant).  
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En solution, les rotations rapides (par rapport à l’échelle de temps RMN) des molécules 

sur elles-mêmes donnent un déplacement chimique moyenné, 𝜎!"; une bande étroite est observée. 

En phase solide, les molécules sont statiques et donc, l’anisotropie du déplacement chimique est 

bien visible. Les différentes orientations des molécules donnent différents déplacements 

chimiques conduisant à une bande large pour une poudre. Le champ magnétique local du noyau 

phosphore est donné par :  

𝐵!"#$% = 1− 𝜎 𝐵 1.5 

où 𝜎 est le tenseur statique de déplacement chimique. Dans la bicouche fluide, les interactions 

avec le champ magnétique sont moyennées par la rotation autour de l’axe 𝒏 (Figure 1.8) et 𝜎 est 

alors représenté par un tenseur à symétrie axiale (𝜎′) défini par rapport à l’axe 𝒏. La composante 

parallèle à l’axe 𝒏 est représentée par 𝜎∥ et les composantes perpendiculaires sont représentées 

par 𝜎! (Équation 1.6).  

𝜎′ =
𝜎! 0 0
0 𝜎! 0
0 0 𝜎∥

 1.6  

L’anisotropie du déplacement chimique est définie par : 

∆𝜎 = 𝜎∥ − 𝜎! 1.7 

La fréquence de résonance du noyau de phosphore (𝜔) peut s’exprimer en fonction de θ (Figure 

1.9) (Équation 1.8). 

𝜔 = !
!
Δ𝜎 !!"#!!!!

!
+ 𝜎!" 1.8 

Par exemple, le spectre RMN du 31P de vésicules multilamellaires DMPC-d54, un système en 

phase fluide, est représentatif de l'orientation aléatoire des molécules et de l'anisotropie de 

déplacement chimique qui en résulte; c'est un spectre de poudre (Figure 1.10; a) 52. Lorsque les 

bicouches DMPC-d54 sont orientées avec leur axe 𝒏 perpendiculaire à la direction du champ 

magnétique; le spectre résultant est composé d’une seule bande (Figure 1.10; b) 52. Dans ce 

mémoire, le profil des spectres RMN du 31P est aussi utilisé pour caractériser des bicouches 

orientées magnétiquement composées de PA (Chapitre 3). 
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Figure 1.10. : Spectre RMN du 31P d'une suspension multilamellaire de DMPC-d54 à 40 °C (a)52. 

Spectre RMN du 31P de bicouches DMPC-d54 orientées magnétiquement avec leur axe 𝒏 à 90° 

par rapport au champ magnétique à 40 °C (b)52. 

 

 

 

 

B

INA

E

20000
- l-
0

HERTZ
-20000

rl

20 0 -20
PPM

FIGURE 2 2H NMR spectra of acyl perdeuterated DMPC at 40° C in 100 mM Hepes deuterium-depleted buffer at pH 7.8 and varying amphiphile
compositions: (A) 35% (wt/vol) DMPC; (B) 50% total lipid (DMPC + CHAPSO), 1:5 (mol:mol) CHAPSO:DMPC; (C) 35%, 1:5 CHAPSO:DMPC;
(D) same as C except sample was heated to 650 and cooled back to 400 in the magnet of the spectrometer before acquisition; (E) 5%, 1:5
CHAPSO:DMPC. FIDs were acquired using the solids echo sequence as described in Methods and were processed with 75 Hz (spectra A) or 20 Hz
(B-E) of exponential linebroadening. Spectrum A was acquired using composite 900 pulses (37). Samples contained 4-20 mg of d54-DMPC in excess
unlabeled lipid.

averaging in the deuterium case. It is easier to average the
31p chemical shift anisotropy of order 10 kHz that the
deuterium quadrupole coupling of order 100 kHz. Below
24.50 spectra characteristic of orientation are lost but it is
unclear whether this is due to actual disordering of the
lipid assemblies or whether it simply reflects the loss of
axial motional averaging for DMPC molecules within the
assemblies. At 650 isotropic and oriented phase reso-
nances are observed in both 31P and 2H spectra. This
supports possible coexistence of isotropic and oriented

phases, suggested previously on the basis of linebroaden-
ing at high CHAPSO:DMPC ratios (Fig. 1).

Ionic strength, pH, and added protein

The lack of significant changes in either the 31P ('H
coupled) or the 2H NMR spectra from solubilized DD-MB
or f3-dodecyl maltoside (data not shown) indicates 15%
1:5:0.5 CHAPSO:DMPC:DD-MB (or maltoside) sam-
ples remain substantially oriented at 400 regardless of

Sades ndPrsegrdManeialy rintbeilyes_5
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Sanders and Prestegard Magnetically Orientable Bilayers 451

Bismrk Brown Y Lacmoid
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no additive
H3C CH3

H2N NH2
Acridine Yellow C
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40 2 0 -28P0
PP PM

FIGURE I 400 31p ('H-decoupled) spectra of mixtures of DMPC with various "amphipathic" aromatic molecules. The spectra are labeled both
with the aromatic additive present and the additive: DMPC ratio. These samples contained 30% (wt/vol) total "amphiphile" (aromatic + DMPC)
in 0.1 M KCI/D20.

DMPC mixtures is shown in Fig. 3. It can be observed
that between 23 and 20 orientation is apparently lost
and a very broad powder pattern appears. This spectral
transition is expected for La-like bilayers when the tem-
perature is lowered below the La-L, transition tempera-
ture, Tm. This transition was observed to occur in the
Triton-DMPC mixture at a temperature within a few
degrees ofthe Tm for pure DMPC (240), providing addi-

tional support for an La-like bilayer morphology in Tri-
ton-DMPC mixtures at ratios of at least 1:3.5.
We also acquired a 2H NMR spectrum from a 25% 1:5

Triton:DMPC sample containing a few mgs of acyl-per-
deuterated DMPC. This spectrum is shown in both min-
imally apodized and Gaussian resolution-enhanced
forms in Fig. 4. The powder pattern for unoriented d54-
DMPC at 400 has been reported (5) and it is possible to
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1.7. : Contenu du mémoire 

1.7.1. : Formation de bicouches lo orientées magnétiquement composées de PA 

et d’un stérol (Chapitre 3) 

Comme indiqué à la section 1.5.1, l’ordre orientationnel le long de la chaîne alkyle des 

bicouches PA/Chol est très grand, même pour une bicouche en phase lo39. Le profil d’ordre 

orientationnel (Section 1.6.1) est typique d'une bicouche. On observe un plateau proche de la tête 

polaire et une diminution rapide d’ordre orientationnel vers la fin de la chaîne alkyle54-55. 

Cependant, les valeurs de 𝑆!!!  sont relativement élevées. Pour les bicouches du mélange 

PAd31/Chol, le 𝑆!!!  au niveau du plateau est de ~0.46 à 25 °C;4 comme mentionné plus tôt, la 

valeur maximale que peut prendre ce paramètre est 0.5. Donc, les chaînes alkyles dans les 

bicouches PA/Chol sont hautement ordonnées. Le profil d’ordre du système PA/Chol peut être 

reproduit par des simulations de dynamique moléculaire56. Nous nous sommes donc intéressés à 

déterminer si la diffusion latérale de ce système lipidique possède aussi un comportement 

extrême. Un des avantages des systèmes orientés est qu’ils permettent de mesurer les propriétés 

de diffusion des lipides par RMN à gradients pulsés57. Dans un premier volet, nous avons donc 

examiné la possibilité de faire des bicouches lo orientées magnétiquement avec le mélange 

PA/stérol.  

1.7.2. : Contrôle de la perméabilité de vésicules composées de PA et de stérol 

(Chapitre 4) 

Les amphiphiles monoalkylés sont moins coûteux que les phospholipides, d’où l’intérêt 

de vouloir développer des stérosomes comme vecteur de médicaments. Comme mentionné 

précédemment (Section 1.3), le mélange PA/Chol (30/70) est en phase lamellaire lo stable 

lorsque le PA est déprotoné (pH ≥ 7,5)1. Il a été montré que ces liposomes libèrent seulement 20 

% de la calcéine encapsulée sur une période d’un an1. Ces propriétés indiquent que le mélange 

PA/Chol (30/70) semble être un bon candidat pour être utilisé comme transporteur dans le 

domaine biologique (ex : transporteur de médicaments). Dans le deuxième volet, le travail 

consistait à trouver une approche qui permet de moduler la perméabilité des vésicules constituées 
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d’au moins PA et d’un stérol. Ainsi, si on utilise ces liposomes pour vectoriser un médicament, 

on pourrait avoir un contrôle sur le temps de sa libération.  

1.7.3. : Effet des anions, dont la calcéine, sur des bicouches lo chargées 

positivement composées de SA et Chol (Chapitre 5) 

La stabilité des stérosomes est étroitement liée aux forces électrostatiques entre ses 

composantes4-5, 58-59 et on peut considérer que la nature, la grosseur, la charge formelle et la 

concentration des ions présents en solution peuvent avoir un effet sur la stabilité de ces 

bicouches60-61. La calcéine est fréquemment utilisée comme sonde dans des expériences de 

perméabilité. Cette approche suppose l'absence d'interaction entre la calcéine et les vésicules. 

Cependant, les variations observées dans les mesures de perméabilité des liposomes à la calcéine 

et les difficultés rencontrées pendant leur extrusion nous ont amenés à nous demander si la 

calcéine, un anion volumineux fortement chargé négativement (-4), pouvait interagir avec les 

membranes des stérosomes chargés, comme celles formées par des mélanges PA/SChol et 

PA/SChol/Chol. Le mélange équimolaire SA/Chol (50/50) est chargé et forme des bicouches lo 

entre 25 et 80 °C tant que le pH du milieu est inférieur au pKa de la SA, soit pH < 9.55. Dans le 

troisième volet, nous avons donc examiné l’impact de la calcéine sur les vésicules SA/Chol 

chargées positivement à l’aide de calorimétrie différentielle à balayage (DSC, de l’anglais 

differential scanning calorimetry), une technique qui permet une étude thermodynamique du 

système. L’ampleur de l’impact a été comparée avec ceux d’anions classés dans la série de 

Hofmeister. 

 



  

	
  

Chapitre 2  

Matériels et méthodes 

2.1 : Matériels 

Le Chol (> 99 %), le SS (95 %), le SA (99 %), le PA (99 %), le 

tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS) (99 %), l’hydrogénophosphate de sodium (Na2HPO4 > 

98.5 %), l’acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique (MES), l’acide éthylène-diamine-

tétraacétique (EDTA) (99 %), le OA, le HA, le SC, le Triton X-100 (99 %) et le benzène ont été 

achetés de Sigma Chemical Co. (St-Louis, MO, É.-U.). L’acide palmitique perdeutéré (PA-d31) 

(99.3 %) et l’eau légère (> 99.99 %) proviennent de CDN Isotopes (Pointe-Claire, QC, Canada) 

et d’Isotec (MO, É.-U.) respectivement. La calcéine (hautement purifiée) et la sulforhodamine B 

(Sulf B) ont été obtenues d’Invitrogen/Life technologies (Eugene, Oregon, É-U). Le sulfate de 

sodium (Na2SO4) a été acheté chez Biopharm Inc. (Laval, QC, Canada). Le Sephadex G-50 

Medium a été acheté chez Pharmacia (Uppsala, Suède). La POPC, le SChol et la DPHC ont été 

achetées d’Avanti Polar Lipid (Birmingham, AL, É.-U.), tandis que la DMPC a été obtenue de 

Northern Lipids Inc. (Vancouver, BC, Canada). Le méthanol (spectrograde) et NaCl (> 99.99 %) 

ont été obtenus d’American Chemicals Ltd. (Montréal, QC, Canada) et d’Anachemia Chemicals 

LTD (Vermont, É-U) respectivement. Tous les produits et les solvants ont été utilisés sans 

purification ultérieure.  

2.2 : Préparation des vésicules multilamellaires  

Le mélange lipidique a été préparé en solubilisant les lipides pesés dans un mélange de 

benzène/méthanol. Le ratio des solvants organiques variait de 95/5 à 75/25 (v/v) dépendamment 

de la solubilité des lipides. Par la suite, la solution a été gelée dans l’azote liquide et lyophilisée 

pendant 16 heures pour assurer une sublimation complète des solvants organiques. Puis le 

mélange lipidique a été hydraté avec une solution tampon dont le pH était entre 5.5 et 8.4 

dépendamment du type d’expériences. La suspension a subi cinq cycles gel-dégel, de la 

température de l’azote liquide à 70 °C. L’échantillon a été vortexé entre chaque cycle pour 

assurer une bonne hydratation. Finalement, le pH de l’échantillon a été mesuré et réajusté avec 
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l’addition de solutions diluées de HCl ou NaOH. Toutes les solutions aqueuses ont été préparées 

avec de l’eau Milli Q à moins d’avis contraire. 

2.3 : Mesures de spectroscopie RMN  

2.3.1 : Préparation de l’échantillon  

Les vésicules multilamellaires ont été préparées (Section 2.2) dans le tampon TRIS (50 

mM) contenant du NaCl (140 mM) et de l’EDTA (0.5 mM), à pH 8.4. Pour les expériences de 

RMN du 2H, le PA a été remplacé par le PA-d31 et le tampon était fait dans l’eau légère. La 

concentration lipidique variait entre 0.03-0.25 g/mL. Chaque fois qu’il est fait mention de la 

concentration lipidique dans ce mémoire, ceci implique la concentration lipidique totale incluant 

tous les stérols, les acides gras et les phospholipides utilisés dans le système donné. Le ratio 

molaire du mélange PA/stérol était gardé constant à 30/70. 

2.3.2 : Expérience en RMN du 2H  

La suspension lipidique était transférée dans un porte-échantillon en téflon fabriqué par 

l’atelier de mécanique de l’Université de Montréal. Les spectres étaient enregistrés sur un 

spectromètre AV-600 de Bruker. La sonde statique utilisée était équipée d'une bobine de 10 mm 

de diamètre. Les spectres étaient enregistrés avec une séquence d’impulsions conduisant à un 

écho quadrupolaire, avec l’impulsion à 90° de 2.9 µs et un délai entre les impulsions de 24 µs. 

Pour chaque spectre, environ 4000 acquisitions étaient enregistrées. Le temps de recyclage était 

de 0.3 s. La température était controlée en utilisant le contrôleur Bruker VT-3000. L’acquisition 

des données était faite en fonction des températures croissantes. La raie fine correspondant à la 

phase isotrope a été prise comme la référence à 0 Hz. 

2.3.3 : Expérience en RMN du 31P 

Les spectres ont été enregistrés sur un spectromètre AV-600 de Bruker en utilisant une 

sonde pour rotation à l'angle magique (MAS, de l’anglais magic angle spinning) mais sans 

rotation. La sonde utilisée était équipée d’une bobine de 10 mm de diamètre. La suspension 

lipidique était transférée dans un porte-échantillon acheté chez Bruker. Les spectres ont été 
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enregistrés avec une séquence d’impulsions conduisant à un écho, dont l’impulsion à 90° est de 

6.25 µs et le délai entre les impulsions de 30 µs. Pour chaque spectre, environ 4000 acquisitions 

étaient enregistrées. Le temps de recyclage était de 2.5 s. La température était régulée en utilisant 

le contrôleur VT-3000 de Bruker. L’acquisition des données était menée en fonction de 

l’augmentation de la température. La raie fine du spectre d'une solution de 85 % de H3PO4 a été 

prise comme référence à 0 ppm du déplacement chimique. 

2.4 : Mesures de perméabilité 

2.4.1 : Préparation de l’échantillon  

Des procédures basées sur les propriétés d’autoextinction d’un fluorophore à haute 

concentration ont été servies à faire les mesures de perméabilités62-63. La concentration lipidique 

finale des vésicules multilamellaires était ~16 mg/mL (Section 2.2). Pour ces expériences, elles 

ont été préparées dans un tampon contenant le fluorophore (tampon interne). Les deux 

fluorophores utilisés étaient la calcéine (80 mM) et la Sulf B (50 mM)).  

Après la formation des vésicules multilamallaires, les vésicules unilamellaires ont été 

préparées par extrusion en utilisant une extrudeuse manuelle Liposofast (Avestin, Ottawa, ON 

Canada). La dispersion a été passée à travers deux filtres de polycarbonate empilés (pores à 100 

nm) à la température ambiante, (sauf quand il y avait de SChol dans le mélange lipidique où la 

température était alors 70 °C). Les vésicules unilamellaires contenant le fluorophore ont été 

séparées du fluorophore libre par chromatographie d’exclusion stérique en utilisant un gel 

Sephadex G-50 Medium (diamètre de la colonne : 1.5 cm, longueur : 25 cm). La solution tampon 

d’élution (tampon externe) avait le même pH et la même osmolalité que le tampon interne. Pour 

faire une mesure, une aliquote des vésicules récoltées était diluée 100 fois dans le tampon externe 

préparé au pH désiré. 
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2.4.1.1 : Relargage passif  

Pour les mesures de relargage passif des liposomes, le tampon interne contenant la 

calcéine (80 mM) incluait le TRIS (50 mM), le NaCl (10 mM) et l’EDTA (0.5 mM). Le tampon 

externe était composé de TRIS (50 mM), NaCl (140 mM) et EDTA (0.5 mM). Le pH des 

solutions tampons était de 8.4.  

2.4.1.2 : Relargage induit par une variation de pH  

Pour les mesures de relargage de la calcéine induit par la variation de pH, le tampon 

interne contenant la calcéine (80 mM) incluait le TRIS (50 mM), le MES (50 mM), le NaCl (10 

mM) et l’EDTA (0.5 mM), pH 5.5. Les tampons externes étaient composés de TRIS (50 mM), 

MES (50 mM), NaCl (130 mM) et EDTA (0.5 mM). Le tampon externe utilisé lors de la dilution 

était préparé à pH 5.5 et à 7.4.  

Pour les mesures de relargage de la Sulf B induit par la variation de pH, le tampon interne 

contenant la Sulf B (50 mM) incluait le TRIS (50 mM), le MES (50 mM), le NaCl (70 mM) et 

l’EDTA (0.5 mM), pH 5.5. Les tampons externes étaient composés de TRIS (50 mM), MES (50 

mM), NaCl (130 mM) et EDTA (0.5 mM). Le pH du tampon externe était préparé à pH 5.5 et à 

7.4. 

2.4.2 : Expérience de fluorescence 

L’intensité de fluorescence était mesurée avec un spectrofluorimètre de Photon 

Technology International (New-Jersey, É-U). Dans le cas de la calcéine, la longueur d’onde 

d’excitation et d’émission étaient respectivement 490 et 513 nm. Dans le cas de la Sulf B, la 

longueur d’onde d’excitation et d’émission étaient respectivement 565 et 584 nm. La largeur de 

bande passante utilisée pour le monochromateur d’excitation et d’émission était respectivement 

1.0 et 1.6 nm. 
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2.4.2.1 : Relargage passif 

Pour étudier le relargage passif, une aliquote a été prélevée de la suspension tout de suite 

après sa dilution avec le tampon externe. Une mesure de fluorescence a été prise avec cette 

aliquote avant (𝐼!) et après (𝐼!!!) l’ajout de Triton X-100 (10 µL d'un solution 10 (v/v) % 

préparée dans l’eau Milli Q). Le 𝐼! représentait l’intensité initiale, lorsque toute la sonde était 

encapsulée dans les liposomes (à 𝑡!). Le 𝐼!!! représentait l’intensité lorsque que toute la sonde 

des liposomes utilisés pour la mesure de 𝐼! était relarguée. Après un certain temps d’incubation 

(𝑡), l’intensité de la fluorescence de la sonde était mesurée avec une autre aliquote de la même 

suspension. Les mesures ont été prises avant (𝐼!) et après (𝐼!!!) l’addition de Triton X-100. Le 

pourcentage de la sonde relarguée des vésicules à un temps 𝑡 était calculé avec l’équation 2.1. 

%  𝑑𝑒  𝑟𝑒𝑙𝑎𝑟𝑔𝑎𝑔𝑒 = 100−   
!!!!!!!

!!!!
!!!!!!!

!!!!  
×100  2.1 

2.4.2.2 : Relargage induit par la variation de pH  

Dans le cas du relargage induit par la variation de pH, le pourcentage de relargage de la 

sonde a aussi été calculé avec l’équation 2.1. Par contre, 𝐼! et 𝐼!!! ont toujours été pris à pH 5.5, 

peu importe si l’expérience a été menée à pH 5.5 ou 7.4. Le 𝐼!  représentait l'intensité de 

fluorescence dans les conditions où toute la sonde est encapsulée dans les liposomes; les 

liposomes, à pH 7.4, relargaient la sonde trop rapidement pour prendre une telle mesure.  

Si la libération du fluorophore induite par la variation de pH était rapide (moins de 20 

minutes), le profil de relargage a été enregistré en continu, débutant immédiatement après la 

dilution des vésicules unilamellaires. Le Triton X-100 était ajouté à la fin des mesures. Le 

pourcentage de relargage de la sonde est obtenu par la formule simplifiée, l’équation 2.2.  

%  𝑑𝑒  𝑟𝑒𝑙𝑎𝑟𝑔𝑎𝑔𝑒 = 100−    !!!!!
!!!!!

×100  2.2 
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2.5 : Mesures de calorimétrie différentielle à balayage (DSC) 

 Les mesures de calorimétrie ont été effectuées sur des vésicules unilamellaires, préparées 

dans un tampon TRIS 5 mM à pH 7.4 selon le protocole décrit à la section 2.4.1. La 

concentration lipidique de la suspension était ~ 4 mg/mL. Les quatre solutions mères d’ions 

utilisées pour faire les dilution subséquentes étaient de Na2SO4 (1 M), Na2HPO4 (0.2 M), NaCl (3 

M) et calcéine (80 mM). Les concentrations finales d’ions dans la suspension lipidique étaient 

déterminées de manière à avoir une force ionique équivalente (sauf dans le cas de calcéine). 

Les thermogrammes ont été enregistrés avec un microcalorimètre VP-DSC (MicroCal, 

Northampon, MA), opéré par le logiciel Origin (MicroCal Software, Northampton, MA, USA). 

Le mélange de la suspension lipidique avec la solution d’ions a été fait directement dans la 

cellule du calorimètre. La cellule était remplie avec 300 µL de la suspension lipidique et 100 µL 

de la solution d’ion étudié. La cellule de référence était remplie avec 300 µL de la solution 

tampon TRIS (5 mM) et 100 µL de la solution d’ion étudié. Dans une première étape, 5 cycles 

aller-retour entre 25 °C à 90 °C avec une vitesse de 90 °C/h étaient effectués afin d’homogénéiser 

le système. Dans une deuxième étape, les thermogrammes ont été enregistrés lors de 5 cycles 

aller-retour entre 25 °C à 90 °C avec une vitesse de 40 °C/h. Le traitement des données a été fait 

avec le logiciel OriginPro 8 SR0 (Northampton, MA, USA). 

2.6 : Mesures de la diffusion dynamique de la lumière (DLS) 

Après l’extrusion, la taille des vésicules et leur index de polydispersité (PDI, de l’anglais 

polydispersity Index) ont été mesurés par la diffusion dynamique de la lumière (DLS, de l’anglais 

Dynamic Light Scattering) avec un appareil Zetasizer (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, 

Royaume-Uni). 



  

	
  

Chapitre 3  

Formation de bicouches lo orientées magnétiquement 

composées d’acide palmitique et d’un stérol 

3.1 : Introduction 

À l’origine53, le terme « bicelle » vient décrire un auto-assemblage fait d'un fragment 

discoïdal de bicouche, de la taille d'une micelle, dont les côtés sont protégés de l'environnement 

aqueux par des molécules amphiphiles (Figure 3.1; a). Dans la littérature, le mélange le plus 

commun pour faire des bicelles est composé de DMPC et de DPHC64. La DMPC pure, qui 

possède 14 atomes de carbone sur chacune de ses deux chaînes, forme des vésicules. Pour former 

des bicelles, on y ajoute de la DHPC qui a des chaînes plus courtes, avec 6 atomes de carbone sur 

chacune des deux chaînes. La DMPC s’auto-assemble pour former la bicouche et la DHPC se 

place au pourtour du fragment discoïdal (Figure 3.1). Des études ont montré que les mélanges 

DMPC/DHPC donnent lieu à différentes morphologies d'auto-assemblages. En plus des bicelles, 

ces mélanges peuvent par exemple, former des lamelles poreuses (Figure 3.1; b)53.  

 

 

Figure 3.1. : Une bicelle (a) et des lamelles poreuses (b) 53. 
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Plusieurs paramètres jouent un rôle dans la formation de bicelles ou de lamelles poreuses 

à base de DMPC/DHPC : la température, la concentration de sel dans le milieu aqueux, la 

concentration lipidique, la densité de charge de la membrane, la proportion de Chol dans le 

mélange lipidique et le ratio DMPC/DHPC53, 65. Le rapport entre l’aire totale occupée par 

l’amphiphile à longues chaînes (𝐴!") et celle de l’amphiphile à courtes chaînes (𝐴!!) joue un rôle 

important dans la formation de ces structures.  

Ces bicelles ou lamelles poreuses peuvent s’orienter spontanément sous l’influence d'un 

champ magnétique supérieur à 1 Tesla53. Leur alignement magnétique dépend de l’anisotropie de 

la susceptibilité magnétique des bicouches de phospholipides, 𝛥𝜒. Un signe négatif de 𝛥𝜒 

indique que la bicouche s’oriente avec l’axe 𝒏 perpendiculaire au champ magnétique appliqué 

tandis qu’un signe positif indique que l’axe 𝒏 de la bicouche est parallèle au champ magnétique 

appliqué. Le degré d’alignement de bicouches dépend de plusieurs facteurs64 incluant la grandeur 

du champ magnétique, la magnitude de 𝛥𝜒, la viscosité du milieu, la présence des lanthanides et 

la température. Selon la littérature, un ratio DMPC/DHPC inférieur à 1.9 mène à des bicelles, qui 

cependant ne s’orientent pas dans le champ magnétique65. Dans la littérature, les ratios 

DMPC/DHPC les plus souvent utilisés pour former des bicouches orientées se trouvent entre 2.0 

et 4.565.  

Comme expliqué dans la section 1.6.1, la RMN solide du 2H et du 31P sont souvent 

utilisés pour caractériser les bicouches qui s’orientent magnétiquement. Les spectres RMN du 2H 

et du 31P de bicouches DMPC/DHPC (ratio 2.70) orientées avec l’axe 𝒏 perpendiculaire au 

champ magnétique, à 37 °C, sont montrés dans la figure 3.253. Dans le cas de RMN du 2H, 

chaque doublet peut être attribué à un deutérium dans la chaîne alkyle du lipide (Figure 3.2 ; 

a)53. Dans le cas de RMN du 31P, on observe plutôt un spectre caractéristique composant de deux 

bandes (Figure 3.2 ; b)53. La bande avec le plus grand déplacement chimique appartient à la 

DMPC et l'autre, à la DHPC66-68. 
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Figure 3.2. : Spectre RMN du 2H de DMPC-d27/DHPC (ratio = 3.55), avec une concentration 

lipidique de 0.2 g/mL à 37 °C (a)53. Spectre RMN du 31P de DMPC/DHPC (ratio 2.70), avec une 

concentration lipidique de 0.2 g/mL à 37 °C (b)53.  

 

La diffusion de PA dans les mélanges PA/Chol peut être mesurée par RMN à gradients 

pulsés si leurs bicouches s'orientent magnétiquement57. Le but du présent chapitre est d’arriver à 

la formation de bicouches lo qui s’orientent sous l’influence d’un champ magnétique avec un 

mélange lipidique principalement composé de PA et d’un stérol (30/70). 

3.1.1 : Les approches 

En s’inspirant du système DMPC/DHPC, la première approche utilisée pour faire des 

bicouches qui s’orientent dans un champ magnétique avec le mélange de PA (une chaîne à 16 

carbones) et de Chol est d’y ajouter de HA (une chaîne 6 carbones) (Figure 1.2). La composition 

molaire de PA/Chol/HA utilisé était 25/57/18. Le ratio 30/70 de PA/Chol est gardé constant dans 

ce mélange lipidique. Comme indiqué plus tôt, le 𝐴!"/𝐴!!  joue un rôle important dans la 

formation de bicouches qui s’orientent magnétiquement65. Nous avons sélectionné un ratio de 

3.4, une valeur entre 2.0 et 4.5 qui balisent la formation de bicouches orientées. Ce dernier a été 

déterminé en tenant compte de la contribution du Chol qui s’insère entre les amphiphiles à 

(b) 

0      -2     -4      -6      -8    -10    -12    -14    
Déplacement chimique (ppm) 

(a) 

 Fréquence (kHz) 
 20   15   10    5     0    -5    -10  -15  -20  
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longues chaînes (PA). Dans les mélanges lipidiques pour lesquels le pourcentage de Chol ne 

dépasse pas 20 (mol) %, la contribution de Chol ne modifie pas l’aire du film69. La présence de 

Chol rend la bicouche plus compacte; la diminution d’aire de l’amphiphile est compensée par 

l’aire occupée par les molécules de Chol69. Cependant, dans notre cas, la contribution de Chol 

dans le mélange lipidique ne peut pas être négligée. Comme l’aire interfaciale de PA (~21 Å2)70 

et de Chol (~30 Å2)69 sont similaires, le rapport 𝐴!"/𝐴!!  a été déterminé comme suit :   𝑋!" +

(  𝑋!!!" − 0.2) /  𝑋!", 𝑋 étant la fraction molaire des composés indiqués. 

Un problème potentiel avec l’insertion de HA dans la bicouche est que sa solubilité dans 

l’eau est plus grande que celle de DHPC. Afin de favoriser l’insertion de l’amphiphile à courtes 

chaînes dans l’auto-assemblage, nous avons aussi étudié le mélange PA/Chol/DHPC comme 

deuxième approche. La proportion molaire de PA/Chol/DHPC choisi était 26/60/14. Le ratio 

PA/Chol a été maintenu à 30/70. La DHPC (deux chaînes/molécule), a une aire interfaciale de ~ 

65 Å2 71, ce qui est approximativement le double de celle de PA (une chaîne/molécule). Donc, le 

rapport 𝐴!"/𝐴!!  utilisé était ½(!!"!  (!!!!"!!.!))
  !!"#$

= 2.4, ce qui est une valeur entre 2.0 et 4.5.  

La troisième approche utilisée pour former des bicouches orientées magnétiquement a été 

de modifier progressivement un système connu pour former des bicelles de manière à s'approcher 

des mélanges PA/stérol qui nous intéressent. Nous avons débuté par le système DMPC/DHPC, 

avec un ratio 3.5 déjà étudié dans la littérature72. Ensuite, on a ajouté à ce mélange, en premier 

lieu, du Chol et observé si cela mène à la formation de bicouches orientées magnétiquement. La 

composition molaire de DMPC/DHPC/Chol utilisé était 67/19/14, maintenant un ratio 

DMPC/DHPC à 3.5. Le pourcentage de Chol était 20 (mol) % par rapport à la DMPC, ce qui 

correspond, selon la littérature, à la quantité maximale de cholestérol dans des bicouches qui 

s’orientent73-74. Nous avons aussi étudié un deuxième stérol, le SS. Il est intéressant d’étudier ce 

stérol parce que des études précédentes du groupe révèlent que les bicouches lo formées par le 

mélange PA-d31/SS (30/70) montrent une tendance à s’orienter sous l’influence du champ 

magnétique4. L'approche utilisée pour le Chol a été appliquée avec le SS. Donc, le premier pas 

était de savoir s’il était possible de faire des bicouches orientées magnétiquement avec le 

mélange DMPC/DHPC/SS. La composition molaire des deux mélanges DMPC/DHPC/SS 

étudiés était 72/21/7 et 67/19/14. Les pourcentages en stérol étaient 10 (mol) % et 20 (mol) % 
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respectivement, si on ne tient compte que de DMPC et SS, les composantes qui devraient se 

trouver dans la partie lamellaire de l’auto-assemblage.  

3.2 : Résultats et discussion  

Premièrement, l’ajout de HA dans le mélange PA-d31/Chol a été étudié dans le but de 

former des bicouches qui s’orientent sous l’influence du champ magnétique. L’orientation a été 

examinée par RMN du 2H pour le mélange PA-d31/HA/Chol (25/18/57). Pour fin de comparaison, 

le mélange PA-d31/Chol (30/70) a aussi été préparé à une concentration lipidique de 0.03 g/mL. 

Comme rapporté précédemment39, le spectre du mélange PA-d31/Chol (30/70) à 25 °C et à pH 8.4 

(Figure 3.3; a) indique l’existence d’une phase lamellaire lo. Le spectre PA-d31/HA/Chol 

(25/18/57) (Figure 3.3; b) à une concentration lipidique de 0.03 g/mL, pH 8.4 et 25 °C, est très 

semblable au spectre obtenu pour PA-d31/Chol (30/70) (Figure 3.3; a) et n’est donc pas 

caractéristique de bicouches orientées (Figure 3.2; a). Une hypothèse qui expliquerait ce résultat 

est que le HA est partiellement solubilisé dans le milieu aqueux et que sa quantité dans la 

bicouche soit insuffisante pour introduire la formation de bicouches orientées.  

Deuxièmement, l’ajout de DHPC dans le mélange PA/Chol a été tenté pour favoriser la 

formation de bicouches orientées magnétiquement. Le mélange PA-d31/DHPC/Chol (26/14/60) à 

une concentration lipidique de 0.1 g/mL a été étudié à pH 8.4 et à 25 °C (Figure 3.3; c). Le 

spectre RMN du 2H obtenu du mélange est très semblable à celui du spectre PA-d31/Chol (30/70), 

typique d’une phase lamellaire lo orientée aléatoirement. La principale différence est la présence 

d’une bande fine à 0 kHz. Cette raie fine indique qu’une certaine quantité de PA deutéré se 

trouve dans une phase isotrope, qui pourrait être des micelles ou des bicelles orientées de manière 

isotrope. 

Comme mentionné plus tôt, la température est un facteur qui influence la formation de 

bicouches orientées magnétiquement dans le mélange DMPC/DHPC. Pour une concentration 

lipidique de 0.1 g/mL, les auto-assemblages DMPC/DHPC (ratio 3.2) s'orientent magnétiquement 

seulement entre 30 et 50 °C53. Pour vérifier s’il est possible qu’un domaine de température 

conduise à l’orientation de bicouches, le spectre du mélange PA-d31/DHPC/Chol (26/14/60) a été 

enregistré à plusieurs températures entre 25 et 80 °C. Les spectres étaient tous semblables 

(Figure 3.3; c) (spectres non montrés). La composante du spectre correspondant à la phase 
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lamellaire lo ne montre pas les caractéristiques de bicouches orientées. La seule différence 

observée entre les spectres était une diminution de leur largeur avec l’augmentation de la 

température, ce qui s’explique par l’augmentation d’agitation thermique36. En augmentant la 

température, l’isomérisation trans-gauche est plus fréquente et cause un moyennage additionnel 

des interactions quadripolaires.  

La littérature indique que le mélange DMPC/DHPC s’oriente sous l’influence du champ 

magnétique pour des concentrations lipidiques, entre 0.0025 à 0.25 g/mL65. À plus basse 

concentration lipidique, la formation de vésicules multilamellaires a été observée pour une 

température supérieure à 25 °C selon le diagramme température-concentration lipidique65. De 

plus, comme mentionné plus haut, le ratio longues chaînes/courtes chaînes joue aussi un rôle 

important65. Alors, le mélange PA-d31/DHPC/Chol a été étudié en augmentant la concentration 

lipidique à 0.2 g/mL et en augmentant le pourcentage de DHPC pour s’assurer qu’il y ait assez de 

courtes chaînes dans le mélange. Donc, le mélange PA-d31/DHPC/Chol (21/30/49) a été étudié à 

différentes températures pour déterminer si ces deux facteurs favorisent la formation de 

bicouches qui s’orientent magnétiquement. Les spectres étaient semblables à celui du mélange 

PA-d31/DHPC/Chol (26/14/60) à 25 °C (Figure 3.3; c) encore une fois (spectres non montrés). 

Alors, l’ajout de DHPC dans le mélange PA-d31/Chol (30/70) n’a pas mené à la formation de 

bicouches orientées magnétiquement. 
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Figure 3.3. : Spectres de RMN du 2H à 25 °C à pH ~ 8.4, du mélange PA-d31/Chol (30/70) à une 

concentration lipidique de 0.03 g/mL (a), PA-d31/HA/Chol (25/18/57) à 0.03 g/mL (b) et PA-

d31/DHPC/Chol (26/14/60) à 0.1 g/mL (c). 
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Nous avons tenté une troisième approche afin de créer des bicouches majoritairement de 

PA/Chol magnétiquement orientées. Il est déjà établi dans la littérature que le système 

DMPC/DHPC forme des bicouches orientées. Nous avons modifié le système DMPC/DHPC et 

ajouté des composantes afin de nous rapprocher de notre système. D’abord, le mélange 

DMPC/DHPC (78/22) (ratio 3.5) a été étudié dans le but d’avoir une référence. La figure 3.4; a 

montre le spectre RMN du 31P de DMPC/DHPC (78/22) à 25 °C. Le spectre est composé d'un 

profil typique d’une phase lamellaire lo non orientée67, 75-76 et d'une bande fine à 0 ppm (Tableau 

3.1). Ce dernier signal, typique d’une phase isotrope, suggère qu’une portion des phospholipides 

se retrouve sous forme de micelles ou des bicelles non-orientées. Par contre, le spectre du 

mélange DMPC/DHPC (78/22) à 40 °C montre deux bandes avec des déplacements chimiques de 

-4.6 et -11.4 ppm (Figure 3.4; d) (Tableau 3.1). Selon la littérature, des bandes vers -3.5 et -9 

ppm72 sont caractéristiques de bicouches orientées avec leur axe 𝒏 perpendiculaire au champ 

magnétique. La concordance de la position des bandes trouvées nous indique la présence des 

bicouches orientées. 

Le mélange DMPC/DHPC/Chol (67/19/14) a été étudié dans le but d’observer l’effet du 

Chol sur la formation de bicouches orientées. La figure 3.4; b, e montre les spectres de RMN du 
31P de DMPC/DHPC/Chol (67/19/14) à 25 et à 40 °C. Les spectres montrent la coexistence d’une 

phase lamellaire lo non orientée67, 75-76 et d’une bande fine à 0 ppm. Il y n’a pas d’indication de la 

formation de bicouches orientées magnétiquement. Le Chol défavorise donc la formation de 

bicouches magnétiquement orientées à 40 °C. Dans la littérature, des lanthanides sont 

systématiquement ajoutés aux mélanges lipidiques incluant du Chol afin d’induire l’orientation 

sous l’influence du champ magnétique64. L’absence de lanthanides dans notre système peut 

expliquer la difficulté exercer par les bicouches comportant du Chol à s’orienter. De plus, dans 

les membranes phospholipidiques orientées, le pourcentage molaire de Chol ne dépasse jamais 20 

(mol) %64. Alors, il est fort probable qu’il ne soit pas possible de former des bicouches qui 

s’orientent sous l’influence du champ magnétique avec le mélange PA/Chol (30/70) à cause du 

grand pourcentage de Chol dans ce mélange lipidique. 
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Figure 3.4. : Spectres de RMN du 31P à 25 °C de DMPC/DHPC (78/22) à 0.25 g/mL (a), à 25 °C 

de DMPC/DHPC/Chol (67/19/14) à 0.25 g/mL (b), à 25 °C de DMPC/DHPC/SS (72/21/7) à 0.25 

g/mL (c), à 40 °C de DMPC/DHPC (78/22) à 0.25 g/mL (d), à 40 °C de DMPC/DHPC/Chol 

(67/19/14) à 0.25 g/mL (e) et à 40 °C de DMPC/DHPC/SS (72/21/7) à 0.25 g/mL (f).  

10 5 0 -­‐5 -­‐10

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

(b)

10 5 0 -­‐5 -­‐10

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

(e)

10 5 0 -­‐5 -­‐10

(c )

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

10 5 0 -­‐5 -­‐10

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

(f)

10 5 0 -­‐5 -­‐10

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

(a)

10 5 0 -­‐5 -­‐10

Déplac ement	
  c himique	
  (ppm)

(d)



    

	
   38	
  

 

Tableau 3.1. : Position des bandes des spectres RMN du 31P de différents mélanges 

lipidiques. 

Composition 

pH 
Concentration 

lipidique 
(g/mL) 

T 
 

(°C) 

Position des 

maximum(s) des 

spectres 

(ppm) 

DMPC 
(mol) % 

DHPC 
(mol) % 

SS 
(mol) % 

Chol 
(mol) % 

78 22 - - 8.6 0.25 

25 0 - -7.7 

40 0 -4.6 -11.4 

50 0 - -14.7 

60 0 - -14.8 

70 0 - -14.5 

67 19 - 14 8.3 0.25 

25 0 - -14.9 

40 0 - -14.8 

50 0 - -14.5 

60 0 - -14.0 

70 0 - -13.1 

72 21 7 - 8.6 0.25 

25 0 - - 

40 - -3.4 -10.6 

50 - -5.3 -11.4 

60 0 - -14.4 

70 0 - -14.1 

67 19 14 - 8.4 0.25 

25 0 - -14.7 

40 0 -2.3 -8.5 

50 0 -3.6 -9.4 

60 0 - -14.1 

70 0 - -13.9 
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Nous avons alors opté pour le SS, un stérol ayant déjà montré une tendance à orienter les 

bicouches4. La première expérience consistait à déterminer si le mélange DMPC/DHPC/SS 

(72/21/7) peut former des bicouches orientées magnétiquement. Son spectre RMN du 31P à 25 °C 

présente une seule bande fine centrée à 0 ppm (Tableau 3.1 et Figure 3.4; c). Il est donc possible 

qu’il y ait formation de bicelles orientées aléatoirement avec ce mélange lipidique à 25 °C. À 40 

et à 50 °C (Tableau 3.1 et Figure 3.4; f), les spectres RMN du 31P montrent la présence de deux 

bandes à des déplacements chimiques négatifs. À 40 °C, on observe les bandes à -3.4 ppm et à -

10.6 ppm. À 50 °C, elles sont à -5.3 et à -11.4 ppm. Ces bandes indiquent la présence des 

bicouches orientées avec leur axe 𝒏 perpendiculaire à la direction du champ magnétique 67, 72. 

 Suite à ce résultat intéressant, nous avons augmenté le pourcentage de SS dans le 

mélange DMPC/DHPC/SS, afin d’obtenir la proportion 67/19/14. À 25 °C, une seule raie fine à 0 

ppm est observée (Tableau 3.1). Il est possible qu’on soit en présence des bicelles orientées 

aléatoirement. Les spectres à 40 et 50 °C montrent deux bandes à des déplacements chimiques 

négatifs : à -2.3 ppm et à -8.5 ppm à 40 °C et à -3.6 ppm et à -9.4 ppm à 50 °C. On retrouve aussi 

une bande fine à 0 ppm mais elle correspond à moins que 1 % du signal total (Tableau 3.1). La 

position des bandes indique la présence des bicouches orientées magnétiquement67, 72. La 

présence de SS dans le mélange DMPC/DHPC, à deux compositions différentes, n’empêche pas 

la formation de bicouches magnétiquement orientées. 

3.3 : Conclusion 

Le premier objectif, qui consistait à former des bicouches PA/stérol qui s'orientent 

magnétiquement n’a pas été atteint. D’abord, nous avons montré que la présence de Chol en 

grande quantité dans le mélange lipidique empêchait la formation de bicouches orientées 

magnétiquement. Cependant, l’ajout de SS n’empêche pas la formation de bicouches orientées 

magnétiquement.  

Pour les travaux futurs, il serait intéressant d’ajouter de PA dans le mélange 

DMPC/DHPC/SS et observer s’il mène à la formation de bicouches orientées magnétiquement. Il 

est possible que nous puissions obtenir des bicouches PA/SS qui s’orientent magnétiquement 

avec une certaine proportion de lipide à courtes chaînes. Alors, il serait possible de mesurer la 
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diffusion latérale dans la bicouche composée de PA/stérol (30/70). Une autre piste serait 

d’étudier le mélange DMPC/DHPC/Chol en présence des lanthanides. 



  

	
  

Chapitre 4  

Contrôle de la perméabilité de vésicules composées d’acide 

palmitique et de stérol 

4.1 : Introduction  

L’encapsulation de médicaments dans les liposomes présente plusieurs avantages dans le 

domaine d’industrie pharmaceutique. Les médicaments sous forme libre injectés dans le sang se 

distribuent généralement dans le corps, ce qui expose les tissus sains à une toxicité significative. 

L’encapsulation de médicaments dans les liposomes peut réduire le volume de distribution et 

diminuer les effets toxiques sur les tissus sains. De plus, les médicaments encapsulés présentent 

généralement, comparativement aux médicaments libres, une circulation de longue durée dans 

l’hôte, ce qui augmente leur accumulation aux sites infectés (ex : cellules cancérigènes)77-79. Les 

liposomes offrent aussi une protection aux ingrédients pharmaceutiques actifs contre des agents 

de dégradation qui sont présents dans le milieu d’action. Le succès de cette méthode est 

directement lié à la balance de deux facteurs : la stabilité des liposomes encapsulant le 

médicament lors de la circulation dans l’hôte et l’habileté de rendre le médicament biodisponible 

aux sites pathologiques. La composition lipidique des vésicules et la nature du médicament sont 

les éléments principaux qui déterminent l’association stable du médicament avec les liposomes.  

L’optimisation du taux de relargage des médicaments est cruciale pour atteindre un 

maximum d’efficacité. Si le médicament se libère trop rapidement des liposomes, il n’a pas le 

temps d'atteindre la région infectée, ce qui ne donne aucun bénéfice thérapeutique 

comparativement au médicament libre. Si le médicament se libère trop lentement des liposomes, 

la quantité libérée à la région infectée pourrait ne pas atteindre les concentrations 

thérapeutiques79.  
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Un facteur qui affecte la perméabilité est l’ordre de la membrane. Généralement, plus la 

membrane est ordonnée et compacte, moins elle est perméable80. Par exemple, les chaînes 

saturées de la 1,2-distéaroylphosphatidylcholine (DSPC) conduisent à un coeur hydrophobe plus 

compact que les chaînes insaturées de la phosphatidylcholine d'œuf (EPC). Ainsi, la libération de 

la doxorubicine (Dox), un médicament contre le cancer du seins et des ovaires, est plus rapide à 

partir de liposomes EPC/Chol (55/45) que de liposomes DSPC/Chol (55/45)79. La figure 4.1 

montre que la moitié de la Dox est libérée après 1 h avec le mélange EPC/Chol et presque aucune 

libération n'est observée après 24 h avec le mélange DSPC/Chol.  

 

 

Figure 4.1. : Cinétique de relargage passif de Dox des vésicules unilamellaires de EPC/Chol 

(55/45) et de DSPC/Chol (55/45) à 25 °C79.  

 

Le relargage actif est basé sur un stimulus qui déstabilise les vésicules. Le stimulus peut 

être un changement environnemental. Par exemple, le pH de l’espace interstitiel de plusieurs 

tumeurs est plus bas que celui de cellules saines; des liposomes sensibles au pH permettent alors 

la libération du médicament à la tumeur79. Un stimulus externe peut être le changement local de 

la température. Les stimuli les plus communément utilisés sont thermiques, enzymatiques, le pH 

et photochimiques81-85.  

Temps (h) 

 Maurer, Fenske & Cullis

Expert Opin. Biol. Ther. (2001) 1(6) 933

somes extravasated into tumour tissue comes from thermo-
sensitive liposomes [93-98]. The heat induced drug release
concept is based on the large increase in permeability of lipo-
somal bilayers around their phase transition temperature.
Local heating of tumour tissue up to this phase transition
temperature will enhance drug release from the liposomes.
Other approaches are less developed. For example, pH-sensi-
tive liposomes are usually not very stable in circulation, tend
to loose their pH-sensitivity in serum and are rapidly removed
from the blood [17].

3.4.2 Active disease-site targeting 
Active targeting of liposomes to specific cells, for example
tumour cells, can be achieved by conjugating ligands to the
liposomal surface, which interact selectively with receptors
present on these cells. Several different types of ligands have
been used including antibodies, antibody fragments and vita-
mins [99-101]. Many in vitro experiments have demonstrated
highly specific binding to target cells. However, successful tar-
geting applications in vivo are scarce (for a recent review see
[99]). In the following, the major advances and strategies to
improve liposome targeting are highlighted.

3.4.3 Coupling to PEG-lipids and post-insertion 
An important advance was the development of coupling pro-
cedures that allow the attachment of ligands to the terminal
end of PEG. This is currently the most widely employed strat-
egy for the design of targeted liposomes since the presence of a
PEG layer can increase circulation lifetime [102,103]. These pro-
cedures can be divided into two classes: procedures which
either employ coupling to activated PEG-lipids that are incor-
porated into the liposomal membrane [102,104-106] or to PEG-
lipids, which can subsequently be incorporated into liposomes
[107-109]. An attractive strategy with regard to the latter is the
possibility to insert PEG-lipid constructs into preformed lipo-
somes [108,110-113]. The post-insertion relies on the spontane-
ous exchange of PEG-lipid conjugates from solution into the
liposomal membrane at elevated temperatures. This approach
allows the targeting characteristics of liposomes to be changed
in a modular way.

3.4.4 Immunotolerant antibody targeting ligands 
Attachment of whole antibodies to the liposome surface is the
longest and most widely studied approach for liposome tar-
geting [114]. The main problems associated with these so-
called immunoliposomes have been the rapid recognition and
clearance from the blood and immune responses, which dras-
tically decreased circulation times of liposomes in case of
repeated administration [103,115,116]. The immune responses
were found to be stronger when the antibody was coupled to
the terminal end of PEG [103]. These immune responses are an
example of the immune potentiating role of liposomes (see
Section 4) and can occur even though species-specific anti-
bodies are used [115,116]. Therefore, the use of humanised anti-
bodies or even fully human antibodies might alleviate this

problem but may not fully solve it.
The most promising approach for immunotargeting of

liposomes appears to be the use of small antibody fragments
such as Fab′ and single chain antibody fragments (scFv)
instead of whole antibodies [117]. These small targeting ligands
have been shown to be cleared less rapidly from the circula-
tion than the corresponding antibodies and are less immuno-
genic [118]. In addition, intratumoural distribution of PEG-
immunoliposomes bearing anti-HER2/neu Fab′ fragments at
the distal end of PEG chains has been observed [119]. Human
scFv to cell-associated antigens can be readily selected through
phage display and produced in large quantities. Lipid-tagged
human scFv antibody fragments have been shown to success-
fully target liposomes in vitro [120,121]. In vivo data are lacking.

3.4.5 Targeting to the tumour vasculature 
The problems associated with direct targeting of tumour cells
have been discussed previously [99,122]. Most notably, prob-
lems include the high interstitial pressure inside tumours,
which opposes the transport of liposomes towards the tumour
core and the inhomogeneous distribution of vessels, which

Figure 6. Kinetics of doxorubicin release from DSPC/chol
and EPC/chol liposomes into the blood circulation
following iv. injection into mice. DSPC/chol (●) EPC/chol
(■). Large unilamellar liposomes, 100 nm in size, were
prepared at a phospholipid to cholesterol ratio of 55:45 in the
presence of a small amount of a non-exchangeable
radiolabelled lipid (3H-cholesteryl hexadecylether, 3H-CHE).
Doxorubicin was encapsulated at an initial drug-to-lipid ratio of
0.2 mg/mg using a pH gradient loading technique. Lipid levels
in plasma were determined by assaying for 3H-CHE and
doxorubicin was quantified in extracted samples by
fluorescence detection. This figure was reproduced with
permission from Harasym et al. [76].
EPC: Egg phosphatidylcholine; Dox: Doxorubicin; DSPC:1,2-
Distearoylphosphatidylcholine.
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L'imperméabilité des liposomes PA/Chol est très grande. En développant plusieurs 

liposomes majoritairement composés de PA et d’un stérol avec différentes perméabilités, il serait 

possible de développer des nouvelles formulations liposomales de médicaments. Dans le présent 

chapitre, certaines approches ont été examinées pour atteindre ce but. 

4.1.1 : Les approches 

 Comme il vient d’être mentionné, la présence de liaisons doubles dans les chaînes alkyles 

diminue la densité d’empilement des phospholipides dans les membranes lipidiques, ce qui 

augmente leur perméabilité86-87. Par exemple, une bicouche faite de DPPC, un lipide aux chaînes 

saturées, possède un coefficient de perméabilité de (1.09 ± 0.2) × 10-11 cm/s pour la calcéine à 25 

°C, tandis qu'il est de (2.03 ± 0.6) × 10-10 cm/s pour une bicouche faite à partir de la 1,2-dioléoyl-

sn-glycéro-3-phosphocholine (DOPC), qui a une double liaison sur chacune de ses chaînes 

alkyles86. Alors, la première approche utilisée pour augmenter la perméabilité des vésicules sans 

phospholipides a été d’introduire une insaturation dans la chaîne de l’acide gras en remplaçant 

complètement le PA (saturé) par l’OA (une liaison double cis entre C9 et C10). Le mélange 

OA/Chol (30/70) a été étudié à pH 8.4.  

En général, la littérature montre que les membranes à base de phospholipides ont une 

perméabilité plus grande que celles composées de PA/Chol1, 88-89. Les liposomes POPC et 

POPC/Chol (40/60) libèrent respectivement 90 % et 65 % de 14C-glucose sur une période de 10 

jours à pH 7.4, tandis que seulement 12 % du 14C-glucose encapsulé dans des liposomes PA/Chol 

sont libérés après 30 jours1. La dissipation totale d'un gradient de pH (pH interne de 6 et pH 

externe de 8) de liposomes PA/Chol/SChol (30/28/42) est 100 fois plus longue que celle de 

liposomes POPC/Chol (40/60), ce qui montre que les liposomes POPC/Chol sont plus 

perméables89. Donc, la deuxième approche a été d'introduire la POPC dans le mélange de PA et 

de Chol (30/70). La composition molaire PA/POPC/Chol utilisée était 15/27.5/57.5, à pH 8.4. 

Les mélanges de POPC/Chol (40/60) et de POPC ont aussi été étudiés à pH 8.4 à des fins de 

comparaison.  
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Le SC est chargé négativement avec un groupement carboxylate, contrairement au Chol 

qui est neutre. Il n’a pas de chaîne alkyle en position 17, ce qui le distingue également du Chol. 

La répulsion électrostatique entre les PA déprotonés et le SC devrait mener à une plus grande aire 

interfaciale occupée par les molécules. Ce phénomène et l’absence de chaîne en position 17 

pourraient mener à une diminution de la densité d’empilement des lipides et entraîner une plus 

grande perméabilité de la membrane. La littérature montre la possibilité de faire des bicouches 

phospholipides/SC et on rapporte une augmentation de la perméabilité des vésicules à base de 

phospholipides en présence de SC90-91. Ainsi, la troisième approche utilisée pour augmenter la 

perméabilité des liposomes PA/Chol a été de substituer un certain pourcentage de Chol par du SC 

dans le mélange PA/Chol (30/70). La composition molaire PA/SC/Chol utilisée dans le mélange 

lipidique était 30/35/35, à pH 8.4.  

La littérature suggère que le SChol est un autre candidat possible pour le contrôle de la 

perméabilité des liposomes59, 92-94. En premier lieu, il a été démontré qu’il est possible de former 

des vésicules à base de phospholipides et de SChol. Cependant, l’ordre orientationnel des chaînes 

alkyles des lipides en phase lamellaire lo est moins important dans le cas des membranes incluant 

du SChol que du Chol92-94. Ce comportement a aussi été observé dans les membranes PA/stérol59. 

Le SChol occupe une plus grande aire interfaciale, ce qui diminuerait l’ordre orientationnel des 

chaînes alkyles des lipides en phase lamellaire lo59. Comme dans le cas de SC, le SChol est 

chargé négativement et la répulsion électrostatique interlipide peut contribuer à cette 

augmentation d’aire. De plus, il y a augmentation de la répulsion stérique à cause du groupement 

sulfate, plus volumineux que l'hydroxyle du Chol. En deuxième lieu, il a été démontré que la 

stabilité des bicouches PA/Chol et PA/SChol est sensible au pH59. D’abord, lorsque le mélange 

PA/Chol (30/70) est à un pH < 7.4, le groupement carboxylique de PA est protonné donc neutre; 

la répulsion électrostatique inter-PA est minimisée, ce qui mène à une séparation de phase. La 

formation de petits domaines de phase solide de PA et de Chol réduit la stabilité de la membrane 

à cause des jonctions entre ces domaines solides. Lorsque le mélange PA/Chol (30/70) est à un 

pH ≥ 7.4, une grande proportion de PA est déprotoné, ce qui crée une répulsion électrostatique 

inter-PA et empêche la séparation de phase de se produire. La bicouche lo est alors très stable. Le 

cas inverse est observé pour les bicouches sans phospholipides avec SChol. Lorsque le mélange 

PA/SChol (30/70) est à un pH > 7, il y a une répulsion électrostatique entre PA déprotonné et 

SChol, aussi chargé négativement, ce qui mène à une séparation de phase qui déstabilise les 
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liposomes. Lorsque le mélange PA/SChol (30/70) est à un pH ≤  7, la protonnation du 

groupement carboxylique de PA le rend neutre. La répulsion électrostatique inter-SChol chargé 

négativement empêche la séparation de phase de se produire et mène à la formation de la phase 

lamellaire lo stable. En bref, PA/Chol et PA/SChol ont des comportements opposés face au 

changement de pH. Ainsi, la quatrième approche utilisée pour augmenter la perméabilité a été la 

substitution d’un certain pourcentage de Chol par SChol dans le mélange PA/Chol (30/70). 

Contrairement au relargage passif des approches précédentes, un relargage induit par le pH (une 

variation de pH 5.5 à 7.4) module la perméabilité. Pour assurer la stabilité initiale des liposomes, 

ils sont préparés à pH 5.5. Et puis, on mesure la perméabilité à pH 7.4. Ainsi, une partie de la 

libération est stimulée par la variation de pH puis se poursuit de manière passive. D’abord, on a 

étudié le cas extrême du mélange PA/SChol (30/70) qui forme une phase lamellaire lo stable à 

pH 5.5 mais pour lequel il y a coexistence de phases solide et lo à pH 7.4, menant à des 

bicouches instables. Deux autres proportions molaires du mélange PA/SChol/Chol ont été 

étudiées: 30/35/35 et 30/57/13.  

4.2 : Résultats et discussion 

4.2.1 : Relargage passif  

En premier lieu, nous avons étudié le mélange OA/Chol. On a utilisé le protocole 

identique à celui rapporté pour faire des liposomes avec le mélange PA/Chol1. Nous avons établi 

qu’il est possible de faire des vésicules avec le mélange OA/Chol (30/70), ce qui n’avait jamais 

été observé auparavant. Le diamètre moyen des vésicules OA/Chol (30/70), à pH 8.4 était de 122 

± 8 nm (n = 2) avec une PDI de 0.071. La présence de l'insaturation dans OA mène à un point de 

fusion de 13.4 °C,95 ce qui est beaucoup plus bas que celui de PA qui est de 62.9 °C96. En 

principe, l’OA, possédant une plus grande fluidité que le PA, devrait avoir plus de difficulté à 

faire des bicouches avec le Chol qui est une molécule plus rigide. Cependant, cet effet n’empêche 

pas la formation de bicouches lo avec Chol.  
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Il a été possible d’encapsuler de la calcéine dans ces liposomes parce qu’on a observé un 

coefficient d’autoextinction de 95 %, une valeur typique de la calcéine encapsulée à haute 

concentration. Les résultats montrent que les liposomes OA/Chol (30/70) préparés à pH 8.4 

libèrent 5 % de calcéine sur une période de 9 jours à 37 °C. En comparant ces résultats avec celui 

de PA/Chol (30/70)1, on voit qu’il n’y a pas d’augmentation de relargage de calcéine sur une 

période de 9 jours. L’augmentation considérable de perméabilité causée par l’insaturation 

lorsqu’on compare DPPC et DOPC2 ne semble pas exister pour les stérosomes PA/Chol et 

OA/Chol; ce phénomène peut être associé au grand pourcentage de Chol dans les bicouches. 

Comme vu dans l’introduction (Section 1.5.1), la présence de Chol dans les bicouches 

phospholipidiques et non phospholipidiques les rend plus épaisses, plus rigides et donc, moins 

perméables. Pour de très grandes quantités de Chol, ce phénomène peut dominer l'effet de 

l'insaturation. 

En deuxième lieu, la perméabilité des vésicules PA/POPC/Chol (15/27.5/57.5) à pH 8.4, a 

été mesurée à 37 °C. Ces liposomes, encapsulant la calcéine avec un coefficient d’autoextinction 

de 95 %, avaient un diamètre moyen de 119.2 ± 0.2 nm (n = 2) avec une PDI de 0.045. Les 

résultats de perméabilité montrent que ces liposomes libèrent très peu de calcéine, soit 1 % sur 

une période d’environ une semaine. Il n’y a pas d’augmentation de libération de calcéine par 

rapport aux liposomes PA/Chol (30/70)1. Donc, la présence de 27.5 % de POPC n’a pas d’effet 

significatif sur la libération de calcéine des liposomes formés principalement de PA et de Chol. 

Ce résultat nous a mené à nous questionner sur la perméabilité à la calcéine des 

membranes faites de POPC/Chol et de POPC en absence de PA. Nous avons mesuré la 

perméabilité de ces systèmes. Les diamètres moyens des vésicules POPC/Chol (40/60) et de 

POPC à pH 8.4, étaient respectivement 115 ± 5 nm (n = 3) et 93 ± 9 nm (n = 3) avec une PDI de 

0.057 et de 0.142 respectivement. Le coefficient d’autoextinction obtenu pour la calcéine dans 

ces deux liposomes était de 92 %. Les résultats de perméabilité montrent que les liposomes 

POPC/Chol (40/60) libèrent 5 ± 3 % de calcéine (n = 3) sur une période de 10 jours à 37 °C. Les 

liposomes POPC libèrent 10 % de calcéine sur une période de 9 jours à 37 °C. La perméabilité 

n'est donc que légèrement plus grande pour les liposomes POPC que pour ceux formés de 

PA/Chol. Cette perméabilité est réduite en présence de Chol. Contrairement au 14C-glucose1, les 
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bicouches POPC/Chol (40/60) et POPC ne sont pas beaucoup plus perméables à la calcéine que 

celles de PA/Chol. 

De manière assez surprenante, la perméabilité des bicouches de PC pour la calcéine n’est 

pas clairement établie dans la littérature. En faisant des recherches bibliographiques, nous 

trouvons des résultats contradictoires en ce que concerne la perméabilité des membranes à la base 

de PC1, 86-87, 97-98. Certaines études montrent une libération significative de calcéine des bicouches 

de PC et PC/Chol. Par exemple, une étude montre que les liposomes POPC/Chol (40/60) libèrent 

70 % de calcéine sur une période d’environ 10 jours à 25 °C, à pH 7.41. Une autre étude montre 

que les liposomes EPC/Chol (66/33) libèrent 86 % de calcéine après seulement une journée, à 37 

°C, à pH 7.497. Il a aussi été montré que les liposomes DPPC libèrent la totalité de la calcéine 

encapsulée après une heure à pH 7.0, à 45 °C98. Cependant, à pH 7.4 à 25 °C, il est rapporté que 

les vésicules POPC libèrent moins de 5 % de calcéine après une journée86 et 10 % de calcéine 

après 15 heures87. De manière similaire, il est rapporté que les vésicules DPPC libèrent seulement 

3 % de calcéine après une heure à pH 7.4, à 50 °C87. Les causes de ces divergences pour la 

perméabilité à la calcéine des liposomes à base de PC sont pour le moment inconnues. Dans nos 

conditions, la libération de calcéine des liposomes POPC et POPC/Chol semble très limitée et, en 

conséquence, l'introduction de POPC dans nos liposomes PA/Chol n'est pas une approche menant 

à une modulation intéressante de la perméabilité. 

Nous avons déterminé l’effet de la température sur le relargage de la calcéine pour les 

bicouches POPC, POPC/Chol (40/60) et OA/Chol (30/70). La figure 4.2 montre la libération de 

la calcéine encapsulée dans les liposomes POPC, POPC/Chol (40/60) et OA/Chol (30/70) pour 

une durée de 7 jours à 25, 37 et 50 °C. Après une semaine, le pourcentage de calcéine libérée des 

vésicules OA/Chol (30/70) à 25 °C, 37 °C et 50 °C est respectivement 1 %, 4 % et 6 %. Le 

pourcentage de calcéine libérée des vésicules POPC/Chol (40/60) à 25 °C, 37 °C et 50 °C est 

respectivement 2  ±  1 %, 5  ±  2 %, 24  ±  6 % . Le pourcentage de calcéine libérée des vésicules 

POPC à 25 °C, 37 °C et 50 °C est respectivement 2 ± 2 %, 7 ± 2 %, 37 ± 16 %. Il y a une 

augmentation considérable de la perméabilité des bicouches POPC à la calcéine avec 

l’augmentation de la température, en accord avec la littérature86-87, 98-99. L'effet est moindre pour 

les bicouches POPC/Chol et encore moins pour celles de OA/Chol. Ce résultat suggère que le 

coefficient d’expansion thermique devrait être plus grand pour les systèmes de POPC que le 
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système OA/Chol (30/70) puisque la perméabilité est liée au volume libre existant dans la 

bicouche. Le coefficient d’expansion thermique pour le système PA/Chol (25/75) est plus bas que 

celui de systèmes de phospholipides dans la phase lamellaire lo à cause de la grande quantité de 

Chol2, 100-102. Le Chol, qui est la partie majeure de la bicouche PA/Chol a une expansion 

thermique très limitée et est incapable d’augmenter son aire interfaciale sans exposer sa partie 

hydrophobe de la bicouche à l’environnement aqueux2. Un phénomène similaire peut être 

proposé pour les bicouches OA/Chol. 

 

 

Figure 4.2. : Libération de calcéine des vésicules unilamellaires de POPC (■), de POPC/Chol 

(40/60) (●) et OA/Chol (30/70) (▲) à pH 8.4 pour 25, 37 et 50 °C après une semaine. 

 

En troisième lieu, nous avons examiné si on pouvait diminuer la densité d’empilement des 

lipides et entraîner une plus grande perméabilité en remplaçant une portion de Chol dans le 

mélange lipidique par SC, chargé négativement et n’ayant pas de chaîne alkyle en position 17. Il 

a été possible de former des liposomes avec le mélange PA/SC/Chol (30/35/35) et d’y encapsuler 

de la calcéine. Le diamètre moyen de ces liposomes était de 119 ± 2 nm (n = 1) avec une PDI de 

0.077. Le coefficient d’autoextinction de la calcéine était de 93 %. La perméabilité de ces 
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vésicules PA/SC/Chol a été mesurée à 37 °C, à pH 8.4. Les résultats de perméabilité montrent 

que ces liposomes libèrent 1 % de la calcéine encapsulée sur une période d’une semaine. On 

n’observe pas d’augmentation de libération de calcéine par rapport aux liposomes PA/Chol 

(30/70)1. Cette perméabilité très limitée pourrait s'expliquer par l'exclusion du SC de la bicouche 

qui pourrait faire, de manière plus ou moins indépendante, des micelles dans l’eau91. Ce 

phénomène pourrait être attribué à la nature plus hydrophile du SC comparé au Chol. L’insertion 

limitée du SC dans la membrane lipidique ne perturberait pas l’empilement des lipides dans la 

membrane de manière significative. Une autre suggestion serait que le SC s’insère dans la 

bicouche mais les répulsions électrostatiques entre les espèces chargées négativement n’induisent 

pas de perturbation dans l’empilement des lipides; elles sont réduites par la présence de Chol, une 

molécule neutre. Seules des expériences additionnelles pourraient permettre d’établir les causes 

exactes de l’absence d’effet de SC sur la perméabilité des vésicules PA/Chol (30/70).  

4.2.2 : Relargage induit par le pH  

En quatrième lieu, nous avons examiné la possibilité de moduler la perméabilité des 

liposomes PA/Chol en substituant le Chol par le SChol. L’étude de la perméabilité a été menée 

en utilisant une sonde faiblement chargée négativement, la Sulf B, et une sonde fortement 

chargée négativement, la calcéine. Pour avoir un point de référence, on a d’abord étudié la 

perméabilité passive de la Sulf B des vésicules PA/SChol (30/70) à 25 °C, à pH 5.5. Le diamètre 

moyen des liposomes était de 126 ± 14 nm (n = 3) avec une PDI de 0.068. Le coefficient 

d’autoextinction de la Sulf B était 89 %. On observe 11 ± 3 % de libération de Sulf B après une 

semaine (Figure 4.3). Ce résultat est très semblable au résultat obtenu pour la calcéine (8 %)59. À 

pH 5.5, la bicouche PA/SChol est très stable59 et est donc imperméable autant à la calcéine qu’à 

la Sulf B.  

La libération de Sulf B des vésicules PA/SChol (30/70) induite par un saut de pH de 5.5 à 

7.4 a été étudiée. Le profil de libération (Figure 4.3) montre 3.0 ± 0.4 % et 37 ± 4 % de relargage 

de Sulf B après respectivement 20 minutes et 2 jours suivant l'augmentation de pH. Une semaine 

plus tard, on observe 73 ± 6 % de libération de Sulf B. Il y a une énorme augmentation de 

relargage de Sulf B comparativement au mélange PA/Chol (30/70) qui libère 30 % de calcéine 

sur une période de 20 mois1. On amène les vésicules PA/SChol (30/70) d’une phase stable, à pH 
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5.5, (la phase lamellaire lo) à une phase instable, à pH 7.4 (formation de domaines), ce qui 

provoque l’augmentation de la perméabilité59. Nous voyons donc qu’il est possible de contrôler la 

libération de matériel encapsulé en fonction du temps, à pH 7.4. 

 

 

Figure 4.3. : Cinétique de relargage passif (pH = 5.5) (■) et de relargage induit par le saut de pH 

de 5.5 à 7.4 (●) de Sulf B des vésicules unilamellaires de PA/SChol (30/70) (n = 3) à 25 °C.  

 

On a étudié la perméabilité à la calcéine, induite par le saut de pH de 5.5 à 7.4, des 

vésicules PA/SChol (30/70) à 25 et 37 °C. Il faut d'abord noter qu'à la température ambiante, 

l’extrusion de cette suspension était très difficile en présence de calcéine. Donc, l’extrusion a été 

menée à 70 °C. Le diamètre moyen des vésicules était de 155 ± 12 nm (n = 3) avec une PDI de 

0.058. Le coefficient d’autoextinction de la calcéine était 95 %. Les profils de libérations obtenus 

(Figures 4.4) montrent que les liposomes PA/SChol (30/70) à 37 °C, libèrent 37 ± 4 % de 

calcéine après les 20 premières minutes et 100 % de calcéine après deux jours. Les profils de 

libération à 25 et à 37 °C sont très semblables.  
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En comparant les résultats obtenus après deux jours, le pourcentage de relargage de 

calcéine est 2.6 fois plus grand que celui de la Sulf B. Il est possible que la bicouche PA/SChol 

soit tout simplement plus perméable à la calcéine qu’à la Sulf B. Cependant, la calcéine est plus 

fortement chargée négativement (une charge formelle de -4) que la Sulf B (une charge formelle 

de -1). La bicouche PA/SChol est aussi fortement chargée négativement à pH 7.4 (PA déprotoné 

et SChol chargé négativement). Ainsi, la grande répulsion électrostatique entre la calcéine et la 

membrane PA/SChol devrait appauvrir la proximité de la membrane en sonde et limiter la 

perméabilité79. Cette perméabilité accrue des liposomes PA/SChol pour la calcéine comparée à 

celle pour la Sulf B ne trouve pas d'explications en ce moment. Ce comportement, couplé avec la 

difficulté d'extrusion de ce système nous a amené à examiner l'existence d'interactions entre la 

calcéine et les membranes lipidiques chargées; ceci fait l'objet du chapitre 5.  

 

 

Figure 4.4. : Cinétique de relargage induit par le saut de pH de 5.5 à 7.4 de calcéine des vésicules 

PA/SChol (30/70) (n = 3, sauf pour 48 h où n = 1), à 25 (■) et 37 °C (●) et PA/SChol/Chol 

(30/35/35) (n= 1) à 25 °C (▲).  
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La perméabilité à la Sulf B des vésicules PA/SChol/Chol (30/57/13) a été mesurée à 25 

°C; ces liposomes possèdent un contenu intermédiaire en SChol. Ces liposomes, dont le diamètre 

moyen était de 116 ± 12 nm (n = 3) avec une PDI de 0.097, encapsulait la Sulf B avec un 

coefficient d’autoextinction de 95 %. La libération passive à pH 5.5 mène à 11 ± 1 % de 

relargage pour une période d’une semaine. Le relargage induit par l'augmentation de pH (saut de 

pH 5.5 à 7.4) entraîne une libération de 16 ± 3 % après une semaine. À pH 5.5, le profil de 

libération de la Sulf B des liposomes PA/SChol/Chol (30/57/13) est similaire au celui des 

liposomes PA/SChol (30/70). Cependant, la variation de pH (saut de 5.5 à 7.4) ne provoque pas 

l’augmentation de libération pour les liposomes PA/SChol/Chol (30/57/13). La littérature indique 

que le mélange PA/SChol/Chol (30/57/13) est en phase lamellaire lo autant à pH 5.5 qu’à pH 

7.459; ce phénomène expliquerait l'absence de variation de perméabilité de ces membranes. Il n’y 

a pas de formation de domaines en phase solide et la diminution d’ordre orientationnel des 

chaînes alkyles des lipides dans la bicouche à cause de la présence de SChol n’est pas suffisante 

pour augmenter la perméabilité à la Sulf B92-94. Bref, les vésicules PA/SChol/Chol (30/57/13) ne 

relarguent pas la Sulf B de manière intermédiaire. Pour moduler la perméabilité induite par la 

variation de pH, il faudrait varier le pourcentage de SChol entre 95 et 100 (mol) %. Le 

diagramme pH-composition du mélange PA/SChol/Chol indique que ces pourcentages de SChol 

conduisent, à pH 7.4, à la coexistence de phases solide et lo en différentes proportions, ce qui 

pourrait moduler la perméabilité membranaire59.  

La perméabilité des vésicules PA/SChol/Chol (30/35/35) à la calcéine, induit par une 

variation de pH de 5.5 à 7.4, a été mesurée à 25 °C. L’étape de l’extrusion était difficile à la 

température ambiante et a donc été faite à 70 °C. Le diamètre moyen des liposomes obtenus était 

de 149 ± 12 nm (n = 1) avec une PDI de 0.064 et ils encapsulaient la calcéine avec un coefficient 

d’autoextinction de 94 %. Le profil de libération montre 0 % et 40 % de relargage de calcéine 

après respectivement 20 minutes et 2 jours (Figure 4.4). Après 2 jours, le relargage de la calcéine 

des vésicules PA/SChol/Chol (30/35/35) est 2.4 fois moindre que celui pour des vésicules 

PA/SChol (30/70) et énormément plus que celui de liposomes PA/Chol (30/70)1. Cet effet est 

surprenant puisque la littérature indique que le mélange PA/SChol/Chol (30/35/35) est en phase 

lamellaire lo autant à pH 5.5 qu’à 7.459. Nous avons d'ailleurs montré que les liposomes 

PA/SChol/Chol (30/57/13) demeurent passablement imperméables à la Sulf B à pH 7.4. Alors, 
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l’hypothèse que la présence de calcéine vienne perturber davantage le système lipidique a besoin 

d’être examinée.  

4.3 : Conclusion 

Notre deuxième objectif, qui consistait à moduler la perméabilité des vésicules PA/stérol, 

a été partiellement atteint. L'introduction d'une insaturation dans la chaîne alkyle en substituant 

PA par OA dans le mélange acide gras/Chol (30/70) n’a pas mené à une plus grande perméabilité 

de la membrane. Notre hypothèse qui proposait que la présence de POPC dans le mélange 

PA/Chol allait conduire à une membrane plus perméable n’a pas été confirmée. La perméabilité à 

la calcéine des membranes à base de PC n’est pas bien établie dans la littérature1, 86-87, 97-98. La 

substitution de 50 % de Chol par du SC n'a pas donné lieu, elle non plus, à la modulation de 

perméabilité désirée.  

Cependant, il a été possible d’avoir une membrane qui a une très grande perméabilité en 

substituant complètement le Chol par SChol et en induisant la libération par une variation de pH. 

Pour être capable de trouver différentes formulations lipidiques avec des perméabilités variées, le 

diagramme pH-composition suggère la préparation du mélange PA/SChol/Chol en faisant varier 

les compositions molaires entre 30/63/7 à 30/70/059. 

Les résultats de perméabilité avec la calcéine nous amène à considérer que la calcéine 

pourrait interagir avec des bicouches composées de lipides chargés, ce qui pourrait venir 

déstabiliser la membrane. Pour étudier cette hypothèse, nous avons examiné l’effet des ions, dont 

la calcéine, sur les membranes chargées; cette étude fait l'objet du prochain chapitre.  



  

	
  

Chapitre 5  

Effet des anions, dont la calcéine, sur des bicouches chargées 

positivement composées de stéarylamine et cholestérol 

5.1 : Introduction 

Les effets de certains ions sont universels en biologie, en biochimie, en chimie et en génie 

chimique. Ces effets sont observables pour une large gamme de phénomènes : la CCA, le point 

de trouble des surfactants non-ioniques, le transport à travers une membrane, les forces 

intermoléculaires, la stabilité des colloïdes, etc103-105.  

Les séries d’Hofmeister ont d’abord été introduites pour décrire l'habileté des ions à 

affecter la solubilité des protéines. Franz Hofmeister et ses collègues étaient les premiers à 

étudier ces effets systématiquement. Les séries d’Hofmeister, une pour les anions et une pour les 

cations, représentent, en ordre croissant, l’habileté des ions à précipiter des protéines d’œuf de 

poule (Figure 5.1)106-108. L’effet d’Hofmeister est généralement plus prononcé chez les anions 

que les cations104.  

 

Kosmotropes            Chaotropes 

𝑆𝑂!!! > 𝐻𝑃𝑂!!! > 𝐹! > 𝐶𝐻!𝐶𝑂𝑂! > 𝐶𝑙! > 𝐵𝑟! > 𝑁𝑂!! > 𝐼! > 𝐶𝑙𝑂!! > 𝑆𝐶𝑁! 

𝐶𝑎!! < 𝑀𝑔!! < 𝐿𝑖! < 𝑁𝑎! < 𝐾! < 𝑅𝑏! < 𝐶𝐻! !𝑁! 

Figure 5.1. : Deux séries d’Hofmeister représentant l’ordre des ions en terme de leur habileté à 

affecter la solubilité des protéines d’œuf de poule106-108. 
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5.1.1 : Évolution de la théorie 

Jusqu’à ce jour, les théories n’expliquent pas parfaitement les effets d’Hofmeister sur les 

macromolécules (peptides, protéines, et polymères). Initialement, il a été supposé que 

l’organisation des molécules d’eau autour des ions s'étendait au-delà de la première couche 

d’hydratation. Ainsi, les ions affectaient le système aqueux en détruisant ou en construisant le 

réseau des molécules d’eau104, 109; ils ont alors été classés selon deux types: kosmotropes et 

chaotropes. Les ions kosmotropes ont été proposés pour contribuer à la construction du réseau en 

renforçant les liaisons H entre les molécules d’eau, encourageant ainsi l’agrégation des 

macromolécules. Les ions chaotropes conduisaient à la destruction des liaisons H du réseau des 

molécules d'eau; ils défavorisaient l’agrégation des macromolécules. Cependant, des études plus 

récentes contestent cette explication110-114. Par exemple, Bakker et ses collègues ont étudié la 

couche d’hydratation des différents anions à l’aide de la spectroscopie femtoseconde110-113. Ils ont 

montré qu’il n’y a pas de changement de liaisons H dans le réseau d’eau en présence d’ions. 

Pielak et ses collègues ont analysé l’effet de divers sels stabilisants et dénaturants sur la structure 

de l’eau par calorimétrie à perturbation de pression. Ils ont conclu que les effets de ces espèces 

sur la structure d’eau ne suit pas les séries d’Hofmeister114.  

Il est maintenant proposé que les séries d’Hofmeister peuvent s'expliquer par le résultat 

direct de l’interaction des ions avec les macromolécules et leurs couches d’hydratation 

immédiates104. Les séries seraient reliées à l’entropie d’hydratation des anions, l’augmentation de 

la tension de surface causée par les anions et leur habileté à se lier aux macromolécules. Les 

termes kosmotrope et chaotrope sont toujours utilisés, cependant leur définition est modifiée. La 

division se base plutôt sur le degré d’hydratation de l’ion et la polarisabilité. Les ions 

kosmotropes sont fortement hydratés et moins polarisables; leur première couche d’hydratation 

est fortement retenue115. Les chaotropes sont faiblement hydratés et plus polarisables; la première 

couche d’hydratation est faiblement retenue. Leurs effets sur certaines propriétés sont résumés à 

la figure 5.2. 
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Kosmotropes Chaotropes 

Tension de surface ↑ Tension de surface  ↓ 
Difficulté à faire une cavité* Facilité à faire une cavité* 
Solubilité des hydrocarbures  ↓ Solubilité des hydrocarbures ↑ 
Stabilité des protéines ↑ Stabilité des protéines  ↓ 
Agrégation des macromolécules ↑ Agrégation des macromolécules ↓ 

*cavité : accumulation de soluté à l’interface 

Figure 5.2. : Effet de kosmotropes et chaotropes sur certaines propriétés116-117. 

 

5.1.2 : Agrégation des vésicules  

Plusieurs études font l’analogie entre les macromolécules et les vésicules en suspension 

en milieu aqueux en ce qui concerne le phénomène d’agrégation118-119. Les deux entités peuvent 

être vues comme des particules, globalement chargées ou pas, possédant des charges à leur 

surface; les forces modulant l’agrégation seraient semblables.  

Selon la théorie classique de DLVO (Derjaguin, Landau, Verway et Overbeek) sur 

l’agrégation, l’interaction entre les vésicules en suspension est l’équilibre entre les forces 

attractives de van der Waals et les forces répulsives de doubles couches électroniques120. Si la 

répulsion électrostatique est assez grande, les vésicules se repoussent et restent stables en 

suspension; l’agrégation est défavorisée. L’agrégation est observée si les forces d’attraction entre 

les vésicules dominent sur les forces de répulsions électrostatiques.  

La modulation de la tension interfaciale bicouche/phase aqueuse joue aussi un rôle 

important sur l’agrégation des vésicules. Alors, les facteurs qui modifient la tension interfaciale, 

comme l’hydratation de bicouches, influencent l’agrégation. À l'interface bicouche/phase 

aqueuse, les têtes hydrophiles des lipides se lient avec les molécules d’eau à l’intérieur de la 

couche d’hydratation. Ceci conduit, par exemple, à une diffusion translationnelle de l’eau à ~10 

Å de la surface de vésicules unilamellaires de POPC (~ 3 couches d’hydratation autour de la 

bicouche) 5 fois plus lente qu’au sein de la solution119. Le ralentissement des mouvements 

translationnels des molécules d’eau comparativement au sein de la solution est causé par leur 

interaction avec les têtes polaires des lipides POPC. Une diminution d’interaction des têtes 
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polaires avec les molécules d’eau à l’interface bicouche/phase aqueuse (bicouche déshydratée) 

augmente la tension interfaciale. Dans ce cas, les interactions bicouche-bicouche sont favorisées, 

ce qui mène à l'agrégation121.  

5.1.3 : Effet de sels sur l’agrégation 

La présence de sels a un impact sur le phénomène d’agrégation des vésicules. Une surface 

possédant des charges positives, comme dans le cas des vésicules SA/Chol, attire les anions qui 

écrantent les forces électrostatiques à la surface, diminuant la répulsion électrostatique entre les 

vésicules et encourageant l’interaction bicouche-bicouche120, 122-123. Notre sujet d’intérêt est les 

anions mais un raisonnement semblable peut se faire entre une surface possédant des sites 

chargés négativement et les cations. 

La grandeur de l’effet d'un anion sur l’agrégation dépend de sa nature. Selon la loi de 

Schulze-Hardy, la valence de l’anion est le paramètre le plus important120, 122, 124-126. Pour une 

surface possédant des charges positives, plus la valence de l’anion est grande, plus les 

interactions électrostatiques sont fortes avec les sites chargés; la répulsion électrostatique est plus 

écrantée ce qui favorise l’agrégation.  

Outre la valence, l'impact des ions sur l’agrégation dépend, entre autres, de son degré 

d’hydratation, de sa polarisabilité et de sa concentration. Ces effets sont complexes. Par exemple, 

l’agrégation des macromolécules peut suivre la série d’Hofmeister directe ou inverse 

dépendamment de la concentration de sels110-114. Aux basses concentrations d’anions, 

l’interaction électrostatique est liée à la grosseur et l’hydratation des anions et la grandeur de 

l'effet suit les séries inverses d’Hofmeister. Les anions chaotropes, gros et faiblement hydratés, 

sont plus aptes à se débarrasser de leur couche d’hydratation et à se lier aux sites chargés 

positivement de la surface. Cependant, ce comportement a un effet saturant car au-delà d’une 

certaine concentration, la majorité des sites chargés sont neutralisés. Après la neutralisation des 

charges positives de la surface, à hautes concentrations de sels, l’agrégation suit la série directe 

d’Hofmeister104; cet effet est alors dû principalement au changement dans la tension interfaciale 

bicouche/phase aqueuse en présence des anions. Les anions chaotropes (fortement polarisables) 

s’accumulent grandement à l’interface bicouche/phase aqueuse, diminuent la tension interfaciale 

et inhibent l’agrégation110-114. En présence des anions kosmotropes (fortement hydratés) en 
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solution, les têtes polaires des lipides sont déshydratés119, ce qui cause l'agrégation de bicouches. 

L’agrégation de lysozyme, une protéine chargée positivement, en présence des anions 

monovalents illustre bien l’effet de la concentration de sels110-114. Aux basses concentrations 

d’anions (~ d’ordre 101 mM), la grandeur de l'effet suit les séries inverses d’Hofmeister. À 

hautes concentrations de sels (≅ d’ordre 102 mM), la grandeur de l'effet suit la série directe 

d’Hofmeister. 

 L'effet des anions sur l’auto-assemblage de phospholipides a aussi été discuté en termes 

de séries d'Hofmeister. Le comportement de phase de POPE, possédant un groupement 

ammonium comme SA, en dispersion aqueuse a été examiné en présence de plusieurs sels de 

sodium à haute concentration118. La température de transition (𝑇!) de la phase lamellaire liquide-

désordonnée à la phase hexagonale inversée (𝐿! → 𝐻∥), a été mesurée. Lors de cette transition, 

deux bicouches doivent entrer en contact, un phénomène analogue à l’agrégation. La présence de 

sels composés d’anions kosmotropes (comme Na2SO4 et NaCl) a mené à une diminution 

substantielle de la 𝑇! tandis que les sels composés d’anions chaotropes (comme NaI et NaSCN) a 

mené à son augmentation. Un résultat similaire est observé pour DOPE et les mesures de la 𝑇! 

suivent la série inverse d’Hofmeister : 𝑆𝑂!!! < 𝐶𝑙! <   𝐵𝑟! < 𝑁𝑂!! < 𝑆𝐶𝑁!127. À exception de 

l’anion 𝑆𝑂!!! pour lequel les interactions électrostatiques sont dominantes, tous les autres anions 

sont monovalents. Ainsi, plus l’anion monovalent est hydraté, plus les interactions bicouche-

bicouche sont encouragées à une plus basse température. La phase hexagonale inversée est 

favorisée quand les têtes polaires des lipides sont déshydratées parce que les liaisons H entre les 

groupements phosphates et groupements éthanolamines protonés sont favorisés127.  

5.1.4 : Effet des anions chaotropes volumineux 

La calcéine est un anion volumineux qui, avec ses charges, est très soluble dans l'eau. La 

présence de cycles aromatiques, cependant, lui confère une certaine hydrophobicité (Figure 5.3). 

Les électrons pi des groupements aromatiques sont facilement polarisables. Les ions comme la 

calcéine ne peuvent pas être classifiés dans la série classique d’Hofmeister à cause de leur 

structure et comportement différents des ions classiques. Des études récentes ont proposé une 

catégorie à part pour ce genre d’ions : les chaotropes volumineux ou destructeurs de matière 

molle60, 128. Ce sont toutes des molécules volumineuses avec une certaine hydrophobicité. Cette 



    

	
   59	
  

catégorie inclut : tétraphénylborate (TPB-), tétraphénylphosphonium, tétraphénylarsonium, 

tétrabutylammonium, dipicrylamine, ion salicylate et PF6
-. Plusieurs chaotropes possèdent aussi 

des aromatiques substitués avec des groupements carboxylates, sulfonates et phénolates. Certains 

d’entre eux peuvent s’auto-assembler en solution mais à des concentrations beaucoup plus hautes 

que les surfactants. Divers études affirment que l’impact des chaotropes est plus grand que celui 

des ions kosmotropes et chaotropes classiques128. 

 

 

Figure 5.3. : Structure de calcéine 

 

Par exemple, l’effet de désordre de différents anions sur une monocouche de Langmuir de 

DPPC a été étudié à 12 °C60. En absence de sels, la monocouche est hautement ordonnée. Une 

étude utilisant les isothermes, la microscopie à l'angle de Brewster, la diffraction des rayons X à 

incidence rasante et la spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption confirme que le désordre 

dans une monocouche de DPPC en présence d’ions est le résultat de leur intercalation dans la 

monocouche, ce qui induit la phase fluide (Figure 5.4). La présence d'ions dans la monocouche 

cause son expansion et introduit du désordre dans les chaînes alkyles du lipide. Les anions 

chaotropes volumineux, PF6
- et TPB-, présentent un effet plus prononcé sur le désordre 129-131.  

 

 

Figure 5.4. : Schéma de la monocouche perturbée en présence des anions chaotropes et en 

présence des anions chaotropes volumineux60. 
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L’interaction de la calcéine avec des bicouches de PC a été étudiée par DSC132. Les 

résultats indiquent que la calcéine (10 mM) provoque, pour les bicouches DPPC, l’abolition de la 

pré-transition, une transition gel-gel existant une dizaine de degrés sous la 𝑇!. Cette abolition a 

été attribuée à la proximité de la calcéine à l'interface de la bicouche. La spectroscopie Raman 

indique l’interaction de la calcéine avec la choline des PC. De plus, la présence de calcéine 

provoque une augmentation de l’aire moléculaire dans les monocouches de PC à l'interface 

air/eau. Ces résultats suggèrent que la calcéine a tendance à s’associer aux têtes polaires des 

amphiphiles monoalkylés.  

Lors de l’utilisation de la calcéine comme sonde pour les mesures de perméabilité, il est 

supposé qu’il n’y a pas d’interaction entre cette sonde et les liposomes. Suite à des variations 

observées dans la perméabilité des vésicules à la calcéine et les problèmes constatés pendant les 

extrusions, nous avons examiné l’effet de divers anions, dont la calcéine, sur les bicouches 

chargées du mélange SA/Chol (50/50) et étudié si la magnitude de cet effet peut être rationalisée 

sur la base de la série d'Hofmeister.  

Nous avons étudié le thermogramme du mélange équimolaire SA/Chol hydraté dans le 

tampon TRIS (5 mM), à pH 7.4, en présence de différents ions, dont la calcéine. Les ions choisis 

pour cette étude sont l’ion chlorure Cl- (375 mM), l’ion hydrogénophosphate HPO4
2- (125 mM) 

et l’ion sulfate SO4
2- (125 mM). Les concentrations d’ions ont été choisies afin d’avoir une force 

ionique équivalente pour toutes les solutions. Afin d'éviter une saturation des signaux DSC, la 

calcéine fait cependant exception; sa concentration (3 mM) était 40 fois inférieure à celle qui 

aurait mené à la même force ionique. Le contre-ion utilisé est le cation Na+.  

5.2 : Résultats et discussion 

Les liposomes SA/Chol (50/50) préparés pour étudier le comportement thermique avaient 

un diamètre moyen, mesuré par DLS, de 124 ± 9 nm (n = 3) avec un PDI de 0.126. En premier, 

l’analyse thermique de vésicules SA/Chol (50/50) dans le tampon TRIS (5 mM), à pH 7.4, a été 

faite pour avoir un point de référence. Le thermogramme a été enregistré entre 25 et 90 °C 

(Figure 5.4). Il n’y a aucune transition de phase observée. Ce résultat concorde avec la littérature 

qui indique qu’il n’y pas a de transition observée pour le mélange équimolaire SA/Chol puisque 

la bicouche demeure en phase fluide sur tout ce domaine thermique5.  
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Le thermogramme de liposomes SA/Chol (50/50) hydratés dans le tampon TRIS (5 mM) 

en présence d’ion NaCl (375 mM) est présenté à la figure 5.5. Il n’y a pas de transition de phase 

significative observée, de manière similaire aux bicouches SA/Chol (50/50) hydratées dans le 

tampon TRIS (5 mM) sans autre ion4. L’ion Cl- n’a pas d’effet apparent sur le thermotropisme 

des stérosomes SA/Chol (50/50).  

La présence de HPO4
2- (125 mM) modifie l'aspect du mélange SA/Chol. La figure 5.6; a, 

b montre la dispersion de SA/Chol (50/50) avant et après l’ajout d’ions HPO4
2- à la température 

ambiante. On observe la formation d’agrégats macroscopiques instantanément après l’ajout des 

ions HPO4
2-. Le thermogramme de SA/Chol (50/50) en présence de Na2HPO4

 (125 mM) est 

présenté à la figure 5.5. Un signal endotherme complexe est observé autour de 55 °C. L’enthalpie 

de transition correspond à 8 kJ/mol de lipides (soit SA et Chol) (Tableau 5.1). Les agrégats 

observés pourraient être associés à la transition de phase à 55 °C, puisque, visuellement, 

l'échantillon passe d’un état solide/agrégé à un état mieux dispersé lors du chauffage de manière 

réversible.  

 

 

Figure 5.5. : Thermogrammes du mélange SA/Chol (50/50) hydraté dans le tampon TRIS (5 

mM) en présence de différents ions.  
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Tableau 5.1. : Enthalpie de transition associée au pic principal des thermogrammes du 

mélange SA/Chol (50/50) hydraté dans le tampon TRIS (5 mM) en présence de différents 

ions 

Ion 
Cl- 

(375 mM) 

HPO4
2- 

(125 mM) 

SO4
2- 

(125 mM) 

Calcéine 

(3 mM) 

Température de 

transition (℃) 
- 55 75 85 

Enthalpie de transition 

(kJ/mol de lipides) 
- 8 90 67 

 

 

 

 

Figure 5.6. : Les mélanges SA/Chol (50/50) hydratés dans le tampon TRIS (5 mM) : en absence 

d'autre sel (a), en présence de HPO4
2- (125 mM) (b), de SO4

2- (125 mM) (c) et de calcéine (3 

mM) (d). 

 

 

 

(a)            (b)         (c)        (d) 
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On a aussi étudié les vésicules SA/Chol en présence d’ions SO4
2-. L’observation 

d'agrégats à la température ambiante dès l’ajout de la solution d’ions SO4
2- était très similaire au 

comportement du mélange avec l’ion HPO4
2- (Figure 5.6; c). Le thermogramme (Figure 5.5) de 

SA/Chol (50/50), pH = 7.4, en présence de Na2SO4
 (125 mM) montre un pic à 75 °C. L’enthalpie 

de transition correspond à 90 kJ/mol (Tableau 5.1). Les agrégats semblent passer d’un état 

solide/agrégé à un état mieux dispersé à 75 °C, lors du chauffage de l'échantillon de manière 

réversible.  

L'effet des ions sur la température et l'enthalpie de transition suit le même ordre que la 

série d’Hofmeister pour la précipitation de protéines d’œuf de poule :  𝑆𝑂!!! > 𝐻𝑃𝑂!!! >

𝐶𝑙!(𝑝𝑎𝑠  𝑑𝑒  𝑝𝑖𝑐)106-108. Les anions SO4
2- et HPO4

2- sont divalents. Donc, leur interactions 

électrostatiques avec le groupement ammonium de SA sont plus fortes que l’anion monovalent 

Cl-, ce qui encourage l’agrégation. Pour ces deux anions, l’impact sur l’agrégation des vésicules 

dépend de leur degré d’hydratation. L’anion SO4
2- est plus fortement hydraté que HPO4

2-. Alors, 

il déshydrate plus les lipides des bicouches, ce qui augmente la tension interfaciale 

bicouche/phase aqueuse et favorise l’agrégation. Ce comportement est observé quand la 

concentration de sels est assez haute pour que tous les sites chargés soient essentiellement 

neutralisés, ce qui est le cas dans le cadre de nos travaux d’expérimentation. 

L'effet de la calcéine sur les bicouches SA/Chol a aussi été examiné. L’observation 

d'agrégats était visible dès l’ajout de la calcéine (Figure 5.6; d). Le thermogramme de bicouches 

SA/Chol (50/50) hydratées dans le tampon TRIS (5 mM) en présence de la calcéine (3 mM) est 

présenté à la figure 5.5. La concentration de calcéine utilisée est 40 fois inférieure à celle qui 

conduirait à la même force ionique que les autres ions étudiés. Un pic a été observé autour de 85 

°C et l’enthalpie de transition correspondante était de 67 kJ/mol (Tableau 5.1). La température de 

transition pour la calcéine est plus haute que celles obtenues avec tous les autres ions.  

Les résultats d'une étude antérieure indiquent une interaction PC-calcéine132; nous 

proposons que la calcéine s’associe avec le groupement ammonium de SA à cause des 

interactions électrostatiques. Bien qu'une certaine association soit mise de l'avant, la stabilité des 

bicouches de PC ne semble pas être perturbée de manière significative par la calcéine132-133. 

Cependant, dans le cas du système SA/Chol, les interactions électrostatiques SA-calcéine 
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devraient être plus fortes. De plus, la calcéine semble posséder les caractéristiques d’un anion 

chaotrope volumineux. Donc, en plus des interactions électrostatiques, la calcéine pourrait 

pénétrer dans la bicouche, de par sa nature hydrophobe, et ce phénomène pourrait contribuer à 

son impact plus intense sur l’agrégation.  

5.3 : Conclusion 

Notre étude de calorimétrie à balayage a montré que certains anions peuvent avoir un effet 

sur la stabilité des vésicules cationiques de SA/Chol (50/50). L’ampleur de l’impact des anions 

est d'autant plus importante que son classement est haut en tant que kosmotrope dans la série 

d’Hofmeister. Plus la valence d’anions est grande, plus l’interaction électrostatique est 

importante. Pour deux anions avec la même valence (HPO4
2- et SO4

2-), plus l’anion est hydraté, 

plus la tension de surface à l’interface bicouche/phase aqueuse est grande, ce qui favorise 

l'agrégation des vésicules. Le régime étudié correspond aux conditions où la concentration des 

sels est suffisante pour neutraliser toutes les charges positives de la bicouche. Nos résultats 

montrent que la calcéine n'est pas une sonde fluorescente inerte avec le système SA/Chol. En fait, 

elle occuperait une place dans la liste des ions chaotropes volumineux.  

Nous avons fait l’expérience avec seulement trois anions d’Hofmeister. Il serait important 

d’expérimenter avec d’autres anions dans la série d’Hofmeister pour compléter notre 

compréhension sur l’effet des sels sur le système SA/Chol (50/50). Par la suite, il serait 

intéressant d'examiner plus en détails l'effet de la calcéine sur d’autres liposomes cationiques et 

anioniques comme les vésicules PA/SChol et PA/SChol/Chol dans le but de déterminer jusqu'à 

quel point cet anion est une sonde inerte de perméabilité. 



  

	
  

Chapitre 6  

Conclusion générale 

Lors de notre étude, nous avons essayé de former des bicouches lo orientées 

magnétiquement avec le mélange PA/stérol, et ce, afin d’étudier la diffusion latérale des lipides à 

l’aide de la RMN à gradients pulsés. Malheureusement, les diverses stratégies envisagées n'ont 

pas mené à la formation de bicelles orientées. Les deux premières approches consistaient en 

l’ajout d’un lipide à courtes chaînes (HA ou DHPC) dans le mélange PA-d31/Chol. Ces 

expériences, où la température et la concentration lipidique ont été variées, n'ont pas conduit à la 

formation de bicouches orientées magnétiquement. Dans la troisième approche, le système 

DMPC/DHPC, connu pour faire des bicouches orientées, a été modifié par l'ajout de Chol. Nous 

avons trouvé que cette addition inhibait l'orientation magnétique des bicouches. Par contre, il a 

été possible d’avoir des bicouches orientées avec l’axe 𝒏  perpendiculaire au champ magnétique 

pour le mélange DMPC/DHPC/SS avec les proportions 67/19/14 et 72/21/7 à 40 °C et 50 °C. Il 

serait donc intéressant d’étudier le système PA/SS en présence d’un lipide à courtes chaînes afin 

d’observer si les bicouches formées s’orientent magnétiquement. Une autre piste serait d’étudier 

le système PA/Chol avec un lipide à courte chaîne en présence des lanthanides. Comme 

mentionné précédemment, la présence des lanthanides aide les bicouches incluant du Chol à 

s’orienter magnétiquement64. D’autres méthodes de caractérisation de la diffusion latérale des 

lipides pourraient être envisagées. Le retour de fluorescence après photoblanchiment (FRAP, de 

l'anglais Fluorescence recovery after photobleaching) est une technique utilisée à cette fin134. En 

FRAP, une impulsion de lumière de haute intensité photo-blanchit les fluorophores liés aux 

lipides dans une région définie. Le retour de la fluorescence est causé par la diffusion latérale des 

lipides qui n'ont pas été photo-blanchis vers la zone d'observation. La cinétique de ce retour 

permet la détermination du coefficient de la diffusion. La spectroscopie de corrélation de 

fluorescence et la microscopie en molécule unique sont également utilisées pour étudier la 

diffusion des lipides dans une membrane134. Les vésicules à base de PA sont prometteuses dans 

plusieurs domaines, d’où l’importance d’étudier leurs propriétés dynamiques et structurales.  
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Nos travaux ont aussi tenté d'identifier différentes formulations de liposomes, 

majoritairement composées de PA et d’un stérol, avec différentes perméabilités dans le but 

d’avoir un contrôle sur le temps de relargage de leur contenu. Premièrement, la substitution 

complète de PA par OA, possédant une insaturation dans la chaîne, a mené à des vésicules, ce qui 

n’a jamais été démontré auparavant. Par contre, la bicouche OA/Chol avait une perméabilité 

analogue à celle des bicouches PA/Chol. Deuxièmement, l’ajout de POPC dans le mélange 

PA/Chol n’a pas augmenté sa perméabilité. Il a été constaté des contradictions dans la littérature 

concernant la perméabilité des bicouches de PC pour la calcéine1, 86-87, 97-98. L’effet de la 

température sur le relargage de la calcéine était plus prononcé pour les bicouches POPC que pour 

les bicouches POPC/Chol (40/60), et devenait très limité pour les bicouches OA/Chol (30/70). 

Ces résultats suggèrent que l’expansion thermique est la plus grande pour le système POPC et 

que la présence du Chol limite cette expansion. Troisièmement, la substitution partielle de Chol 

par SC, une molécule chargée négativement n’ayant pas de chaîne alkyle en position 17, n’a pas 

permis d'accroître la perméabilité membranaire. Une première suggestion serait que le SC, 

présent dans la membrane, ne conduit pas à une diminution d’empilement des lipides. Une autre 

supposition serait que le SC, une molécule plus hydrophile, s’exclut de la membrane PA/Chol, 

pour former des micelles91, ce qui reste à confirmer par des études plus approfondies. Cependant, 

une très grande perméabilité a été observée en substituant totalement le Chol par SChol, une 

molécule chargée négativement, et en préparant la formulation à bas pH; le relargage est alors 

induit par la variation de pH. Un ajustement fin du pourcentage molaire de SChol entre 95 et 

10059 dans le mélange PA/Chol/SChol pourrait permettre d'obtenir une gamme de vitesse de 

libération du contenu. Une autre piste serait d’étudier le mélange PA/DHPC/Chol; l’ajout de 

lipides à courtes chaînes dans la membrane pourrait provoquer l’augmentation de la perméabilité 

en diminuant la densité d’empilement79.  

Enfin, on a étudié l’influence des anions, incluant la calcéine, sur la stabilité des 

bicouches cationiques SA/Chol (50/50) à l’aide de DSC. Ce mélange hydraté à pH 7.4 ne 

présente pas de transition entre 25 et 90 °C. L’ajout de certains sels à des liposomes formés de ce 

mélange permet d’observer des agrégats et l’apparition d’une transition dans le thermogramme. 

L’effet des anions sur la température et l’enthalpie de transition suivent le même ordre que la 

série d’Hofmeister pour la précipitation des protéines d’œuf de poule106-108 :  𝑆𝑂!!! > 𝐻𝑃𝑂!!! >

𝐶𝑙!  (𝑝𝑎𝑠  𝑑𝑒  𝑝𝑖𝑐). Les anions divalents provoquent la formation d’agrégats contrairement à 
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l’anion monovalent Cl-, ce qui s’explique par des forces électrostatiques SA-anion plus fortes. 

L'anion  𝑆𝑂!!!possède un plus grand degré d’hydratation que l’anion 𝐻𝑃𝑂!!!; il augmente donc 

de manière plus considérable la tension interfaciale bicouche/phase aqueuse et favorise 

l'agrégation des liposomes. Cette tendance est observable dans les situations où la concentration 

des sels est assez haute pour neutraliser tous les sites avec les charges positives à la surface des 

vésicules, ce qui est le cas dans le cadre de nos travaux. L’influence de la calcéine était la plus 

prononcée sur la stabilité des vésicules SA/Chol. Son impact important sur l’agrégation est, en 

partie, expliqué par les fortes interactions électrostatiques entre la calcéine (charge -4) et le 

groupement ammonium de SA (charge +1), ce qui n’est pas le cas pour les interactions PC-

calcéine (PC globalement neutre)132-133. De plus, on propose que la calcéine pourrait être un anion 

chaotrope volumineux. Ainsi, il pourrait faire des interactions hydrophobes avec les lipides; ceci 

pourrait contribuer à son impact plus intense sur l’agrégation. Les effets de la calcéine sur les 

liposomes SA/Chol indiquent que cette sonde fluorescente n’est pas un bon candidat pour étudier 

la perméabilité membranaire de ce système. 

Pour la poursuite du travail, il serait intéressant d’étudier le système SA/Chol en présence 

des autres anions de la série d’Hofmeister pour généraliser nos résultats. Ensuite, il serait 

pertinent d’étudier l’influence de la calcéine sur la stabilité des autres vésicules cationiques et 

anioniques comme les vésicules PA/SChol et PA/SChol/Chol. Diverses études, autres que celles 

menées sur des propriétés thermodynamiques, peuvent être faites pour mieux établir et 

comprendre l’effet de la calcéine sur les bicouches132. L’emplacement de la calcéine dans la 

bicouche et son interaction avec la tête polaire des lipides peuvent être déterminés par la 

spectroscopie Raman et la spectroscopie de l’infrarouge réflexion-adsorption à modulation de 

phase. Il faut se rappeler que la calcéine est souvent utilisée comme sonde dans des expériences 

de perméabilité et que cette approche suppose l'absence d'interaction entre la calcéine et les 

liposomes. D’où l’importance de faire des études plus approfondies sur l’interaction de la 

calcéine avec les bicouches.  
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