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Avant-propos

Les bicouches lipidiques supportées sont des systemes remarquables ot une bi-
couche unique parfaitement localisée est accessible par d’autres molécules, par exemple
des protéines, des peptides, de 'ADN ... Au-dela de leur intérét dans le domaine
des biosenseurs, I'acces qu’elles donnent a une membrane plane en font des systemes
particulierement adaptés a des études fondamentales dans le domaine de la biophy-
sique et de la biologie [1, 2]. En particulier, les bicouches supportées permettent de
caractériser finement les interactions entre une membrane et son environnement. Ces
interactions jouent non seulement un role dans la fusion membranaire, les échanges
avec le milieu extracellulaire, 'endocytose et 'exocytose [3, 4], mais sont également
fascinantes pour le physicien.

La structure et les propriétés élastiques d’'une membrane unique ont beaucoup
été étudiées lors de ces dernieres décennies. Elles sont aujourd’hui bien connues a
I’échelle micrométrique, grace en particulier aux différents travaux menés sur des vé-
sicules unilamellaires. L’analyse par microscopie optique des fluctuations de forme
[5, 6] et les expériences de micromanipulation de vésicules [7, 8] permettent de mesu-
rer précisément les constantes élastiques d’une bicouche. Néanmoins, ces techniques
sont limitées par la résolution des microscopes et ne permettent d’accéder aux pro-
priétés des membranes qu’a des échelles supérieures au micron.

Les expériences de diffusion de rayonnement menées sur des systemes multi-
lamellaires donnent acces a des informations uniques sur la structure moléculaire
des membranes, ainsi que sur leurs fluctuations thermiques a des échelles submicro-
niques [9, 10]. Ces travaux ont permis de grandes avancées dans la compréhension
des interactions entre membranes, mais les phases multilamellaires, constituées d’un
grand nombre de bicouches, contiennent des défauts structuraux et ne permettent
pas d’accéder aux fluctuations d’'une membrane unique.

Nous nous sommes intéressés dans cette these a un systeme composé de deux
bicouches supportées sur un substrat de silicium (voir la figure 1), dans la conti-
nuité des travaux de these de L. Malaquin et S. Lecuyer [11, 12]. La fabrication tres
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controlée de cette “double bicouche”, combinée a des expériences précises de diffu-
sion de rayons X, nous permet d’accéder au spectre de fluctuation d’une membrane
unique contenant peu de défauts, de I’échelle nanométrique a I’échelle du micron.

FIGURE 1 — Représentation schématique d’une expérience de diffusion de rayons X
sur une double bicouche supportée.

Dans un premier temps, nous avons étudié par diffusion de rayons X les pro-
priétés de doubles bicouches composées de lipides zwitterioniques. Nous montrons
que les doubles bicouches sont plus hydratées que les phases multilamellaires et que
le potentiel d’interaction inter-membranaire est plus “mou”. Nous attribuons ces
différences a la répulsion électrostatique due a la faible fraction de lipides ionisés.
Cette hypothese est confirmée par des expériences réalisées a différentes longueurs
de Debye-Hiickel. Une analyse fine des potentiels d’interaction nous permet égale-
ment de comparer nos résultats expérimentaux aux différents modeles de répulsion
entropique proposés dans la littérature.

La technique de diffusion de rayons X appliquée au systeme modele de double bi-
couche supportée permet d’étudier des situations plus complexes. Nous nous sommes
intéressés aux différentes étapes de la déstabilisation d’'une membrane par un champ
électrique alternatif. Nous montrons notamment qu’en deca de la limite de déstabili-
sation le champ induit des modifications importantes dans les parametres élastiques
de la bicouche flottante, sans modifier sa structure de fagon irréversible. Nous étu-
dions également, par microscopie de fluorescence, les étapes suivant la déstabilisation
en cernant les conditions d’électroformation sur une simple bicouche supportée puis
en étudiant la cinétique de croissance des vésicules obtenues.



Enfin, nous présentons les résultats de nos analyses préliminaires sur des doubles
bicouches composées de lipides chargés. Des modifications de la structure échappant
a nos modeles semblent apparaitre a la transition gel-fluide. Nous montrons néan-
moins que les bicouches chargées ont des interactions plus fortes que les bicouches
neutres. Ces expériences menées sur des membranes a forte densité surfacique de
charges ouvrent des perspectives intéressantes pour tester les limites de la théorie
de Poisson-Boltzmann.
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Premiere partie

Introduction






1. La membrane lipidique

1.1 Systemes modeles et techniques expérimen-
tales

1.1.1 La membrane cellulaire

Les cellules, unités constitutives et fonctionnelles de tout étre vivant, sont déli-
mitées par une membrane dont la structure est quasi-universelle. Cette membrane
cellulaire est formée d’une bicouche phospholipidique dans laquelle évoluent diverses
protéines nécessaires a son fonctionnement (voir la figure 1.1 page suivante). Sa
composition hétérogene fait intervenir de nombreux types de lipides : phosphatidyl-
choline, sphingomyéline, phosphatidylsérine, phosphatidylinositol ...; ainsi que des
molécules de cholestérols, dont la concentration a un réle majeur dans la fluidité de
la bicouche.

Les membranes sont présentes a deux niveaux dans la cellule : la membrane
plasmique sépare le milieu intérieur du milieu extérieur de la cellule, tandis que
les membranes intracellulaires forment les parois des organites. L'un de leurs roles
principaux est de controler sélectivement les échanges entre les milieux intra et
extracellulaires. Citons par exemple le role des canaux ioniques, protéines trans-
membranaires régulant le potentiel électrostatique de la cellule en sélectionnant les
ions pouvant franchir la membrane.

La structure adoptée par la membrane plasmique, sa composition et ses pro-
priétés peuvent étre complexes. Par exemple, les étioplastes! d’une plante plongée
dans 'obscurité forment un réseau cubique de type diamant (voir la figure 1.2).

1. Organites liés au processus de photosynthese.
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8 1. La membrane lipidique

cytoskelet:

Peripheral Integral
protein protein CYTOPLASM

FIGURE 1.1 — Représentation schématique d’une membrane cellulaire [13].

FIGURE 1.2 — A gauche : zoom sur les étioplastes d’une plantule de mais dont
une partie de la croissance s’est effectuée dans 1’obscurité, observée par microscopie
électronique [14]. A droite : zoom sur les chloroplastes d'une feuille de feve s’étant
développée a la lumiere, également observée par microscopie électronique [15].

Lorsque la plante est a nouveau éclairée ces étioplastes se différencient en chlo-
roplastes, et forment une phase lamellaire. Le role éventuel de cette organisation
supra-moléculaire n’est toujours pas compris.

Cette complexité des membranes cellulaires rend difficile I’étude de leurs proprié-
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tés intrinseques. L'une des approches privilégiées de la biophysique est 1'utilisa-
tion de systemes modeles permettant de caractériser indépendamment les différents
constituants de la membrane et leurs interactions. Un grand nombre d’études se
concentrent donc sur des systémes simplifiés, composés de bicouches phospholipi-
diques de compositions tres contrélées. Intéressons nous dans un premier temps aux
propriétés d’une telle bicouche, puis aux techniques expérimentales qui permettent
de les étudier.

1.1.2 Propriétés physiques des membranes

La bicouche lipidique modele est un objet intéressant du point de vue du physi-
cien, pour qui la membrane est un “monde” en deux dimensions évoluant dans un
espace a trois dimensions.

Transitions de phase La membrane lipidique est notamment un systeme inté-
ressant de par la présence de transitions de phase a certaines températures carac-
téristiques. Les propriétés des bicouches comme leur épaisseur, fluidité, et ordre a
grande distance, varient beaucoup selon la phase étudiée [16]. Décrivons les trois
principales phases observées (voir la figure 1.3 page suivante) :

— a tres basse température la membrane est dans une phase cristalline L. ou les
lipides ont une structure périodique et une mobilité nulle,

— a plus haute température, la bicouche passe en phase gel Lg, les chaines
conservent un ordre orientationnel mais 'organisation latérale des lipides est
perdue. Le coefficient de diffusion est faible mais non nul D < 1072 ym?.s~!

[17, 18], la conformation des chaines changent et 1’épaisseur de la membrane

est maximale,

— au-dela de la température de transition principale T}, la bicouche est en phase
fluide L,. La mobilité des lipides augmente fortement D ~ 1 —10 ym?-s~* [19,
20], de méme que le désordre dans les chaines qui deviennent principalement
gauches, diminuant 1’épaisseur de la membrane. La bicouche est plus “molle”,
fluctue davantage et est plus facilement déformable,

— certains lipides présentent également une phase précédant la transition gel-
fluide nommée phase ripple, caractérisée par la présence de corrugations espa-
cées de 100 & 300 A selon les lipides [21, 22].

La valeur des températures de transition entre les différentes phases dépend
essentiellement de la nature des chaines, comme il est possible de le constater dans
le tableau A.1.1 page 166, ou sont répertoriées les températures de transition gel-
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fluide des lipides utilisés dans cette these. T, augmente notamment avec la longueur
des chaines (il est plus difficile de désordonner des chaines longues que des chaines
courtes) et diminue avec le nombre d’insaturation.

iidlig u %é? W .
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FIGURE 1.3 — A gauche : exemples de phases ordonnées d’une bicouche lipidique
modele. L, désigne la phase cristalline, Lg la phase gel, Py la phase ripple et L,
la phase fluide. A droite : mise en évidence par calorimétrie différentielle de la
température de transition gel-fluide T}, et de pré-transition vers la phase ripple T,
pour des bicouches de DMPG [1] .

Degrés de liberté Dans une membrane, les phospholipides ont acces a un grand
nombre de degrés de liberté microscopiques couplés a des mouvements collectifs
impliquant un nombre de molécules plus important (voir la figure 1.4 page suivante).

Les degrés de liberté microscopiques sont variés :

— les tétes et les chalnes sont mobiles, et les changements de conformations sont
rapides ~ 107125,

— les lipides peuvent aisément tourner sur eux méme, en un temps caractéristique
~ 1075,

— ils ont également la possibilité de quitter le plan de la membrane sur une
distance de l'ordre de I’Angstrom. Ce degré de liberté, nommé protrusion, est
supposé fréquent dans la membrane et intervient en un temps de l'ordre de la
nanoseconde [23],

— les lipides diffusent dans le plan de la membrane. Comme nous l’avons vu,
en phase fluide le coefficient de diffusion est relativement élevé (D ~ 1 —
10 um?-s71), et un lipide explore la surface d’une vésicule de taille classique en
environ 30s. En phase gel le coefficient de diffusion décroit de plusieurs ordres
de grandeur (D < 1072 ym?-s™1),

— enfin, les lipides ont la possibilité de passer d’une monocouche a 'autre lors
d’un flip-flop. Ce processus étant tres défavorable d’'un point de vue énergé-
tique (la téte polaire doit traverser la zone hydrophobe formée par les chaines),
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FIGURE 1.4 — Représentation schématique des différents degrés de liberté accessibles
aux lipides d’'une membrane. Cette dynamique moléculaire se combine aux mouve-
ments collectifs des lipides impliqués dans les fluctuations de forme de la membrane
(d’apres [1]).

il serait extrémement lent dans les membranes modeles, avec des temps carac-
téristiques supérieurs a '’heure [24]. La fréquence de ces flip-flop est une ca-
ractéristique essentielle de la vie d’une cellule. En présence d'une enzyme (la
flippase) la probabilité pour un lipide d’effectuer un flip-flop est multipliée par
~ 10%, et les deux monocouches de compositions originelles différentes s’ho-
mogénéisent rapidement. Cette perte d’asymétrie et en particulier 'apparition
de phosphatidylserine (PS) sur le feuillet extérieur est notamment la premiere
étape de 'apoptose d'une cellule [25].

Ces modes d’excitation d’ordre moléculaire sont couplés a des excitations col-
lectives de lipides de longueurs d’onde supérieures a I’épaisseur de la bicouche. Ces
fluctuations de forme se divisent en deux catégories :
— les modes d’ondulation, ou les feuillets oscillent en phase (décrits dans le cha-
pitre 2),

— les modes péristaltiques, ou les feuillets fluctuent avec un décalage de phase,
donnant lieu a des fluctuations d’épaisseurs de 15 & 20 % autour de la valeur
moyenne, sur des longueurs de l'ordre de I’épaisseur de la membrane [4].
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Elasticité des membranes Dans de nombreux systemes étudiés I’épaisseur de la
bicouche est tres inférieure aux dimensions caractéristiques de 1’objet qu’elle forme.
Une vésicule géante a, par exemple, un diametre pouvant atteindre plusieurs dizaines
de microns, a comparer a son épaisseur d’environ 5 nanometres. Dans ces conditions,
la membrane peut étre décrite par un film continu & deux dimensions [26, 27| dont
les déformations élastiques se décomposent toutes en trois déformations élémentaires
indépendantes : variation d’aire par élongation/compression, cisaillement pur, et
courbure (voir la figure 1.5). La déformation par cisaillement n’est a prendre en
compte que dans le cas de membranes cristallines. En phase fluide, la membrane
n’oppose pas de résistance au cisaillement : les modes de courbures et de tension
sont prédominants [28].

a) T b) c) -
) “ T f T
- v

e

FIGURE 1.5 — Représentation schématique des trois modes de déformations élé-
mentaires d’'une membrane 2D. a) Variation d’aire par élongation/compression. b)
Cisaillement pur & aire constante. ¢) Courbure a aire constante (adapté de [28]).

La variation d’aire par élongation ?

est limitée a de petites déformations, infé-
rieures a ~ 5%. Une élongation plus importante de la membrane entraine I'appa-
rition de pores, puis sa destruction. En régime d’élasticité linéaire, I’énergie libre
par unité de surface associée a une variation d’aire AAy/Ay est quadratique en la

déformation :

K, [ AA°
_ e 1.1
fst 2 < AO ) ) ( )

avec K, le module de compressibilité dont les dimensions sont celles d’une tension de
surface. Sa valeur est de I'ordre de 200 mN/m pour des vésicules géantes [8], mesurée
par aspiration par micropipette. Une membrane tendue est donc généralement tres
peu extensible.

2. Il est expérimentalement bien plus simple d’étirer une membrane que de la comprimer.
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Le terme “tendue” employé ici marque une subtilité dans la description des effets
d’une variation d’aire. Nous avons considéré ci-dessus 1’élongation de la surface réelle
Ay de la membrane, qui differe de I'aire apparente A,y issue d'un “coarse-graining”
de la surface observée (voir la figure 1.6).

ANSS
17777
AN

FIGURE 1.6 — Représentation schématique des différences entre I'aire réelle A, et
'aire apparente A,,. Lorsque l'on tire sur la membrane, on acceéde d’abord a un
régime ou elle se “déplie” puis a régime de membrane tendue (adapté de [29]).

A la variation d’aire apparente est associée un nouveau parametre élastique, la
tension de surface ~, et une nouvelle expression pour ’énergie libre :

2
7 [AAy
Fst = 5 ( A, ) : (1.2)

Les valeurs de v mesurées dépendent fortement du systeme. Pour des vésicules

géantes de SOPC étudiées par analyse de contour, «y est de 'ordre de 107°-1073 mN/m
6], tandis que la tension mesurée par diffusion de rayons X sur une simple bicouche

supportée peut atteindre la dizaine de mN/m, en raison des interactions avec le

substrat qui “tendent” la bicouche [30]. Cette notion de tension d’une bicouche, ses

origines, et les disparités qui apparaissent dans les valeurs mesurées, sont un sujet

actif dans I’étude des membranes (pour une revue récente, voir la Réf. [31]).

La déformation par courbure est une autre de ces déformations élémentaires,
caractérisée par ses deux courbures principales C; = 1/R; et Cy = 1/Ry ou Ry
et Ry sont les rayons de courbure (voir la figure 1.7 page suivante). Deux inva-
riants émergent de I’analyse géométrique de la courbure d’une surface : la courbure
moyenne C,,, = Cy + Cy, et la courbure de Gauss Cg = C1C5, qui permet de classer
les déformations locales en trois catégories : elliptique, parabolique et hyperbolique.
Le théoreme de Gauss-Bonnet permet de montrer que la courbure gaussienne est

directement liée a la topologie de la surface : / dSC1Cy = 47m(1 — g), ou g est le
S
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genre topologique de la surface, par exemple g = 0 pour une spheére et ¢ = 1 pour

un tore.
*ﬁ’
) /™
>
R1 . . .
elhpthue parabohque hyperbohque
CiCy, >0 CiCy =0 CiCy <0

FIGURE 1.7 — A gauche : définition des rayons de courbure principaux. A droite : les
trois types de topologies locales caractérisées par le signe de leur courbure gaussienne
[32].

En appelant Cy la courbure spontanée de la bicouche, 1’énergie libre par unité
de surface associée & la courbure d’'une membrane s’écrit :

dFpe K
dg =5 (Cm — Co)* + keCoa, (1.3)

et fait intervenir deux nouveaux parametres élastiques x et kg, qui ont tout deux

les dimensions d’une énergie, généralement donnée en unités de kgT.

k désigne le module de rigidité de courbure moyenne, et permet de quantifier
I’énergie nécessaire pour courber une membrane. En phase fluide x est de l'ordre de
la dizaine de kgT pour les phospholipides (voir le tableau 2.1 page 32) et supérieur
a 100k T en phase gel [33, 34].

ka quant a lui dicte la topologie du systeme. En effet, en intégrant 1’expression
1.3 sur la surface totale, on obtient grace au théoreme de Gauss-Bonnet :

Foe = //5 g (Con — Co)2dS + drrg (1 — g). (1.4)

Lorsque kg < 0, I'énergie libre est minimisée pour g = 0, et des fluctuations de
grandes amplitudes peuvent déstabiliser le systéme en formant des vésicules. Si
kg > 0, il sera au contraire plus favorable de maximiser g en formant, par exemple,
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une phase éponge (voir la figure 1.8).

Dans des systemes de type bicouches supportées a 1’équilibre, les fluctuations
thermiques sont trop faibles pour induire un changement de topologie. Le terme
4dmkg(1 — g) reste constant, et ne sera donc pas considéré par la suite. De plus, ces
systemes symétriques ne présentent pas de courbure spontanée et Cy = 0.

kgT =0 kT # 0

PO T
WSRO
S g

FIGURE 1.8 — Diagramme de phase schématique pour un systeme lamellaire. A
gauche : structures a température nulle. A droite : structures équivalentes a tempé-
rature non nulle (d’apres [35]).

L’étude fine des propriétés physiques des membranes présentées ici nécessitent
des expériences précises sur des systemes modeles, dont nous allons donner quelques

exemples.

1.1.3 Vésicules

Les vésicules (ou liposomes) sont formées d’une paroi constituée soit d’une seule
bicouche, auquel cas elles sont qualifiées d’'unilamellaires, soit d’une multitude de
bicouches et présentent alors une structure multilamellaire en “oignon”, nommeée
MLV pour multilamellar vesicles (voir la figure 1.9 page suivante). Lorsqu’elles sont
unilamellaires, les vésicules sont classées par tailles :

— les SUVs (small unilamellar vesicle) ont une taille comprise entre 40 et 100 nm,



16 1. La membrane lipidique

— les LUVs (large unilamellar vesicle) sont de tailles plus importantes, comprises
entre 100 et 500 nm,

— et les GUVs (giant unilamellar vesicle) dont la taille est supérieure a 500 nm
et généralement inférieure a 100 pm.
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FIGURE 1.9 — A gauche : représentation schématique d'une vésicule multilamellaire

en solution aqueuse (zones noires) [36]. A droite : description de différents types de
vésicules [37].

Une des méthodes utilisées pour préparer des vésicules en solution consiste a

hydrater un dép6t de lipides (voir la figure 1.10 page ci-contre). Des vésicules multi-
lamellaires de différentes tailles et de différentes épaisseurs se forment alors spontané-
ment. Diverses techniques existent ensuite pour obtenir des vésicules unilamellaires
a partir de ces solutions, citons par exemple la sonication des MLVs permettant
d’“éplucher” leur paroi, et qui donne essentiellement des SUVs.
Cette méthode de formation spontanée a partir d’un film de lipides est simple mais
peu controlée : les vésicules formées ont une grande polydispersité de tailles, sont
multilamellaires, et présentent souvent des défauts structuraux. D’autres techniques
ont ainsi été développées pour palier a ces limitations comme ['électroformation,
dont les principes sont détaillés dans la partie IV.

Les GUVs sont particulierement adaptées a 1’étude des propriétés d’'une mem-
brane unique. Leur grande taille permet leur observation directe par les différentes
techniques de microscopie optique (fluorescence, RICM, confocale, contraste de
phase), ainsi que leur manipulation a 1’aide d’une micropipette (voir la figure 1.11
page suivante). Les progres a la fois théoriques et expérimentaux sur les GUVs ont
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F1GURE 1.10 — Méthode classique de préparation d’une solution de vésicules multila-
mellaires. Diverses techniques comme la sonication, I’extrusion ou I’homogénéisation
permettent ensuite d’obtenir des vésicules unilamellaires (d’apres [38]).

permis de grandes avancées de la physique des membranes (pour une revue, voir la
Réf. [1]). 1l est possible d’utiliser des GUVs pour étudier entre autres 1’élasticité des
bicouches, leurs transitions de phases [39], les interactions entre différents types de
lipides [40], les effets d'un champ électrique [41], etc .. ..

Les liposomes n’ont pas qu’un intérét en recherche fondamentale et intéressent
également les industries cosmétiques et pharmaceutiques, de part la possibilité d’y
encapsuler des principes actifs. En incorporant dans leur paroi des longues chaines de
polyéthylene glycol, inertes dans le corps humain, les liposomes deviennent “furtifs”
et sont protégés contre leur destruction par les cellules du systeme immunitaire. Ils
ont ainsi une durée de vie suffisante pour délivrer le médicament qu’ils contiennent
directement a l’endroit visé, par exemple une tumeur.

FI1GURE 1.11 — Mesure d’exces d’aire par aspiration d’une vésicule unilamellaire par
micropipette, observée en microscopie de fluorescence (issu de [42]).

De nombreuses études sur les propriétés des membranes, et plus particulierement
leurs interactions avec leur environnement, ont été menées sur des phases multila-
mellaires de phospholipides dans des solutions de MLVs. Les expériences de diffusion
de rayons X sur ces phases multilamellaires ont permis des avancées majeures dans
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la compréhension de la structure des bicouches phospholipidiques, et ce pour de
nombreux types de lipides [43, 44]. Néanmoins, la faible orientation de ces “pou-
dres” limite l'utilisation de la diffusion de rayons X pour étudier les fluctuations
thermiques des membranes.

1.1.4 Black Lipids Membranes

Les films de lipides suspendus (BLM pour Black Lipids Membranes) sont des

bicouches formées sur des substrats, généralement en Teflon, dans lesquels une ou-
verture d’un diametre de l'ordre de la centaine de microns a été faite (voir la fi-
gure 1.12). Les BLMs ont 'avantage de permettre 1’étude d’une bicouche plane,
localisée, et d’extension trés contrdlée, séparant deux milieux distincts.
Les propriétés électriques d’une bicouche étant tres sensibles a sa structure et sa
composition, les mesures de conductivités sur une BLM nous renseignent sur 1’élec-
trophysiologie des membranes, notamment sur ses capacités d’électrostriction [45],
ainsi que sur les possibilités d’incorporation de protéines [46].
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FIGURE 1.12 — Schéma d’une expérience d’imagerie par rayons X (X-Ray propagation
imaging) sur un film de lipides suspendu (BLM) auquel est appliqué une pression
hydrostatique (adapté de [47]).

De grands progres ont été fait récemment dans le maintien de la stabilité des
BLMs, et il est a présent possible d’étudier par différentes techniques d’imagerie
de rayons X des films de lipides séparant des solutions différentes (en pH, en force
ionique, ...) élargissant le champ des propriétés membranaires accessibles par ce
systeme modele [47]. Néanmoins, I’extension spatiale du film de lipide, dictée par la
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taille de 'ouverture formée dans le substrat, ne permet pas 1’étude des fluctuations
thermiques sur une grande gamme de longueurs d’onde.

1.1.5 Phases multilamellaires supportées

Depuis le début des années 2000, la structure et les interactions entre bicouches
sont essentiellement étudiées sur des membranes supportées sur un substrat solide.
Ces échantillons, stables, ne présentent pas de grandes difficultés dans leur prépa-
ration. Une solution de lipides dissous dans un solvant organique est déposée sur
un substrat (wafer de silicium, feuillet de mica, lame de verre, ...). Apres évapora-
tion du solvant et hydratation des lipides par saturation de I’atmosphere en vapeur
d’eau, on observe un film de 50 & 1000 bicouches orientées. Plus récemment, Salditt
et al. [48] ont montré qu’il était possible d’obtenir un nombre contrdlé de bicouches
supportées fortement orientées par spin coating (voir la figure 1.13). Les expériences
de diffusion de rayons X sur ces systemes sont décrites dans la partie II.

A) B)

_~ lipid solution

®=3000 pm i

Substrate

FIGURE 1.13 — a) Schéma illustrant la technique de déposition par spin coating.
b) Schéma d’une expérience de diffusion de rayons X sur une phase multilamellaire
supportée déposée par spin coating (adapté de [49]).

1.1.6 Bicouches et doubles bicouches supportées

Les simples bicouches supportées, déposées sur substrat solide par la méthode
dite de Langmuir-Blodgett (voir la figure 1.14 page suivante), permettent d’utiliser
la technique expérimentale de diffusion de rayons X pour accéder aux propriétés phy-
siques d'une bicouche unique, plane, et totalement hydratée. La bicouche, fortement



20 1. La membrane lipidique

liée au substrat par interaction de van der Waals, fluctue tres peu. Cette proximité
avec le substrat (~ 1nm) affecte également fortement les propriétés élastiques des
membranes [34, 50].

Les simples bicouches supportées ont permis des avancées importantes dans I’étude
des membranes phospholipidiques du point de vue de la physique fondamentale,
mais également dans le domaine des biotechnologies en tant que biosenseur ou en
permettant la fonctionnalisation de surfaces solides (pour une revue, voir la Ref.
[51]).

Afin d’éloigner la bicouche étudiée du substrat et d’accéder au spectre de fluc-
tuation d’'une membrane unique, libre, pour des échelles allant du nanometre au
micron, deux types de systémes seront utilisés dans cette these (voir la figure 1.15
page suivante) :

— les doubles bicouches supportées OTS /lipides [52, 53], ot un film d’octadecyl-
trichlorosilane (OTS) hydrophobe est greffé de maniere covalente au substrat,
suivi de deux monocouches de lipides déposées par la technique de Langmuir-
Blodgett, et une monocouche finale déposée par la technique de Langmuir-
Schaefer décrite en annexe A.2,

— les “vraies” doubles bicouches supportées [54], formées de trois monocouches
déposées par la technique de Langmuir-Blodgett et d'une quatrieme mono-
couche par la technique de Langmuir-Schaefer.

Une troisieme méthode que nous n’utiliserons pas ici consiste a introduire un
“coussin” de polymeres entre le substrat et une bicouche simple [55]. Dans ces trois
cas la premiere bicouche ou le coussin de polymere servent essentiellement d’espaceur
permettant d’éloigner la bicouche “flottante” du substrat. Les doubles bicouches
OTS/lipides sont moins fragiles que les vraies doubles bicouches, mais ces dernieres
ont 'avantage de n’étre composées que de lipides et d’étre plus symétriques.

“ /Wafer de sﬂlc:um\

o=, — Lipides —

o
Langmuir-Blodgett Langmuir-Schaefer

FIGURE 1.14 — Représentation schématique de la fabrication d’'une double bicouche
supportée par déposition de Langmuir-Blodgett et de Langmuir-Schaefer.
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FIGURE 1.15 — a) Simple bicouche supportée déposée par la technique de Langmuir-
Blodgett. b) Double bicouche supportée déposée par une combinaison des techniques
de Langmuir-Blodgett et Langmuir-Schaefer détaillées dans I'annexe A.2 . ¢) Double
bicouche supportée mixte OTS /lipides ot la premiere monocouche d’OTS est greffée
au substrat. La rugosité du substrat est volontairement exagérée sur ces figures. d)
Phase multilamellaire supportée.
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Comme nous le verrons par la suite, les doubles bicouches supportées sont par-
ticulierement adaptées a ’étude des propriétés intrinseques d’une membrane et des
interactions intermembranaires par diffusion de rayons X.

Des travaux récents menés par F. Harb et al. sur des doubles bicouches suppor-
tées étudiées par FRAPP (recouvrement de fluorescence apres photoblanchiment)
montrent également leur potentiel en tant que systeme modele d’une bicouche proche
des conditions physiologiques.

Ils parviennent notamment a mesurer précisément le coefficient de diffusion de pro-
téines insérées dans des membranes [56] ainsi qu’a étudier les effets de la force ionique
sur la dynamique des bicouches [57]. Citons également leurs expériences de sépara-
tion de protéines membranaires par électrophorese, illustrées sur la figure 1.16 [58].

Le point clé dans ces expériences est qu’elles menent a des résultats différents
lorsqu’elles sont effectuées sur de simples bicouches supportées : la proximité du sub-
strat modifie entre autre la dynamique et la structure des protéines incluses, menant
éventuellement a leur dénaturation [55]. En particulier, la mobilité électrophorétique
est nulle dans une membrane supportée mais ne 1’est pas dans la membrane flottante
d’une double bicouche supportée.

De méme, I’élasticité de la membrane et la mobilité des lipides different dans ces deux
systemes, le coefficient de diffusion ainsi que la température de transition principale
sont, par exemple, affectés par la présence du substrat [17, 57]
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FIGURE 1.16 — Représentation schématique d'une expérience d’électrophorese sur

une double bicouche supportée, notée BLS ici (adapté de [58]).



2. Modélisation d’une membrane
fluctuante

Les membranes phospholipidiques sont des objets “mous” qui fluctuent sous 1'ef-
fet de 'agitation thermique. Nous nous intéresserons dans ce chapitre aux fonctions
de corrélation des hauteurs directement liées a la dynamique des membranes et né-
cessaires pour le calcul des sections efficaces de diffusion, puis a la description de la
structure des échantillons, et finalement aux relations liant les différents parametres
structuraux.

2.1 Spectre de fluctuations et fonction de corré-
lation

2.1.1 Bicouche libre

Considérons une membrane quasi-plane, continue, infiniment fine, dans la limite
des faibles fluctuations. La représentation de Monge permet de décrire cette interface
par rapport a un plan de référence auquel est associée un repere cartésien R =
(O;x,y,z). Un point de la membrane a alors pour coordonnées (rH = (z,y), h(rH))
(voir la figure 2.1 page suivante). Par souci de simplification, nous omettrons le
symbole || par la suite et h(r|) sera noté h, sauf en cas de possible ambiguité.

Comme nous ’avons vu au chapitre précédent, 1’énergie libre d’'une membrane in-
finiment fine est la somme d’une énergie “de tension” et d’une énergie de “courbure”.
Dans l'approximation de Monge |Vh|2 < 1, I'énergie libre totale de la membrane,
dite de Canham-Helfrich [26, 27|, s’écrit :

Flh] = % [ e (5 (VR 4+ 5 (AR)%). (2.1)

23
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FIGURE 2.1 — Paramétrisation de la surface d’'une membrane dans la représentation
de Monge.

En introduisant la série de Fourier h(r Z h qu, nous obtenons 'expres-

sion des modes découplés de 1’énergie de Canham Helfrich :

1

f(Q):§

<2
(v + 5q") [A(a)] - (2-2)

D’apres le théoreme d’équipartition de ’énergie, chaque degré de liberté contri-
bue pour kgT'/2 a 'énergie totale. Nous obtenons donc directement le spectre de
fluctuation de la membrane :

o keT
(|h(a)*) = o gt (2.3)

Cette expression montre notamment qu'’il existe deux régimes de fluctuations : les
fluctuations de grandes longueurs d’onde (q <\/7v/ /<;) sont dominées par la tension

de la membrane, tandis que les fluctuations de petites longueurs d’onde (q >\/v/ /@)
sont dominées par la rigidité de courbure.

Longueur de persistance L’équation 2.3 indique également comment la mem-
brane est froissée aux différentes échelles. La théorie du groupe de renormalisation,
appliquée a ce systeme, permet de calculer la renormalisation du module de courbure
(a tension de surface nulle) [59, 60] :

(2.4)

Ret(§) = K (1 - 35:: In g) ,
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ou a est une longueur de coupure microscopique, typiquement de l'ordre de la lon-
gueur d’un lipide. kg dépend de ’échelle d’observation £ et fait apparaitre naturel-
lement la longueur de persistance de la bicouche £k, également nommée longueur
de “de Gennes-Taupin” :

dm } (2.5)

S = aexp [31{BT

Donnons quelques ordre de grandeurs de &g :

— pour x ~ 10kgT, caractéristique d'une bicouche en phase fluide, £ ~ 1019 m,
et la membrane reste quasi-plane a toute les échelles.

— pour k ~ kgT, £k ~ pum. On peut alors observer des fluctuations importantes
de la membrane de 'ordre du pum. Ces fluctuations apparaissent par exemple
sur des vésicules géantes dont le module de courbure a été abaissé par ’ajout
d’une fraction de lipides bipolaires [61].

— les micro-émulsions présentent des valeurs de k < kg'T, les fluctuations sont
alors tres importantes et les gouttelettes ont une taille caractéristique de I'ordre
de ¢k.

Pour des échelles d’observation inférieures a cette longueur, la membrane apparait
comme tendue et fluctue tres peu, permettant 1'utilisation de I'approximation de
Monge. A des échelles supérieures, kog — 0 et les fluctuations deviennent tres im-
portantes. La membrane exécute alors une marche aléatoire a trois dimensions et
notre approximation de membrane quasi-plane n’est plus valable.

2.1.2 Simple bicouche supportée

Fluctuations thermiques Comme nous le verrons plus loin, les membranes in-
teragissent de différentes fagons avec leur environnement extérieur (substrat ou autre
membrane) : interaction de van der Waals, électrostatique, répulsion d’hydratation,
etc ...Considérons une membrane située a une distance h; d’un substrat plan, de
tension 7; et de module de courbure x;. Les interactions sont prises en compte en
ajoutant un potentiel d’interaction (par unité de surface) U 5(hy) & I'énergie libre :

Flhy] = / d%% (71 (Vhe)® + iy (Ah1)?) + U (o). (2.6)

Afin de poursuivre le calcul analytique, nous faisons une approximation quadratique
du potentiel autour de sa valeur a I'équilibre’ : Uy (h1) ~ U, 0h7/2, ont 6hy =

1. Cette approximation n’est valable que dans le cadre des faible fluctuations, loin de la tran-
sition de décollement.
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hi — hyeq est la position de la membrane par rapport a sa position a température
nulle. Le spectre des fluctuations thermiques s’écrit alors :

~ 2 ]{ZBT
(@) = | 2.7
<’ 1(q)‘ th Ul's+m¢* + kgt (27)

Si A =42 — 4UY (k1 > 0, trois régimes de fluctuations sont a distinguer : les
fluctuations de grandes longueurs d’onde sont dominées par le potentiel d’interaction
pour ¢ < /U{ /71, a plus grands vecteurs d’onde les fluctuations sont dominées par

la tension, suivi d’un régime de courbure pour ¢ > (v1/k1)"* (voir la figure 2.2).
Pour A < 0 la membrane passe directement du régime dominé par le potentiel ou
la membrane suit le substrat, au régime de courbure contrélé par la rigidité.

1 x 109 2 % 108
1
: Plage expérimentale

UI/ f)/ K qx (mfl )

- - =%

4%107 8% 107

FIGURE 2.2 — Domaine de prédominance indicatif des parameétres élastiques et plage
de vecteurs d’onde ¢, accessibles lors de nos expériences de diffusion de rayons X,
dans le cas ou A > 0.

L’amplitude rms des fluctuations thermiques oy, est obtenue en intégrant le
spectre de fluctuation :

7t = [ da(|m(a)|’) (28)

kgT )
- log 2. 2.9
2wV A & Q1 (2:9)
-1 — VA 71+ VA

avec ¢¢ = et 2 = . Un calcul d’ordre de grandeur pour

1 2Ky
une bicouche flottante, effectué a partir des données expérimentales obtenues dans

la partie III, donne o4, < 1nm. La diffusion de rayons X aux petits angles permet
d’étudier ces fluctuations thermiques, relativement faibles, et d’en déduire les valeurs
de U”, k et 7.

La transformée de Fourier inverse de 1’équation 2.7 nous permet d’obtenir la
fonction de corrélation des hauteurs issue des fluctuations thermiques [30] :
kgT

(0h1(0)0h1 (7)), = 27rx/2§[}<b(qlr) — Ko(ger)] (2.10)
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ou K, désigne la fonction de Bessel modifiée du second ordre K, pour n = 0.
(0h1(0)6hy(r)),, est tracée pour différentes valeurs des parametres élastiques sur la

figure 2.3.
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FIGURE 2.3 — Fonctions d’auto-corrélation thermiques d’une simple bicouche sup-
portée (6hq(r)dhi(0)),, exprimées en m? pour r; = 30kgT, 1 = 0.5mN/m,
U/, = 10%Jm™* et T = 60°C. La bicouche fluctue d’autant plus que x; et v
sont petits (figures a et b). Le potentiel d’interaction Uy, intervient a la fois dans
I'amplitude des fluctuations et dans la portée des corrélations (figure c). Les varia-
tions de température semblent avoir peu d’importance (figure d), mais rappelons
que les valeurs intrinseques des parametres élastiques dépendent également de la

température.

Prise en compte de la rugosité du substrat Le substrat de silicium utilisé
n’est jamais parfaitement plan. Méme apres polissage (effectué par la société SESO)
sa rugosité déterminée par AFM est de I'ordre de quelques Angstroms. La surface du
substrat est décrite par une approche statistique, et nous choisissons de modéliser la
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fonction de corrélation des hauteurs par une fonction auto-affine de la forme [62] :

2H,
(8hs(0)8hy(r)) = 0% exp [— (g) ] (2.11)
avec g la rugosité rms du substrat et 0 < Hy, < 1 un exposant qui décrit la forme
de la fonction de corrélation. &, est une longueur de coupure : pour des distances
plus petites que & la rugosité est de I'ordre de o, tandis qu’a plus grande échelle
le substrat parait lisse. dh, représente ici la hauteur du substrat par rapport a sa
hauteur moyenne.

Pour calculer la fonction de corrélation statique de la membrane, nous avons besoin
de I'expression de la fonction 2.11 dans I'espace réciproque. Elle a pour transformée
de Fourier approchée :

2
oha(a)| >:=2w- e (2.12)

FIGURE 2.4 — A température nulle, une membrane molle suit la rugosité de grande
longueur d’onde du substrat.

La membrane tente de s’adapter a cette rugosité en se déformant sous I’action du
potentiel d’interaction (voir la figure 2.4). Cette déformation a un cotit énergétique :
plus la rigidité de la membrane est importante, moins elle suivra la rugosité du
substrat. Les corrélations entre la forme statique de la membrane et la rugosité du
substrat ont été traitées en détail par Swain et Andelman [63, 64].

Calculons dans un premier temps la transformée de Fourier de I’énergie libre 2.6
pour un mode q :

-7:(01) = ( {/s + ’qu2 + H1q4) |5~hl(0.l)|2 - {I,s(s~h1(q)5~hs(_q)' (2'13)

N | —

Cette expression est minimisée pour :

i

oh - L Shy(q) = 0hysiai(q). 2.14
1(9) G —— (a) 1stat (Q) (2.14)
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On observe bien que si les valeurs de v; ou k; sont faibles, 57117Stat(q) ~ 57zs(q) et la
membrane suit le substrat. A I'inverse si la membrane est rigide, dh stat(q) — 0 et
la membrane reste tendue.

L’équation 2.14 nous permet d’écrire les fonctions de corrélation statiques :

Sy 2 U{ISQ 7 2
(st = = ((dh.(a)?)
(U{:s + 1+ /€1Q4)
5 ~ U//s ~
<5h1,stat(Q)5hs(—Q)> U+ %Zz ¥ g ([0hs(@)]?). (2.15)

Les fonctions de corrélation dans I'espace réel sont plus complexes que dans le
cas des fluctuations thermiques. Les transformées de Fourier des expressions 2.15
peuvent étre exprimées comme des produits de convolution :

(0h1(0)0h1 (7)) g =S ()
(0h1(0)0hs(r)) gear =9 (1)

* *
a —~
=2
> >
© ®»
N~
(el )
SN— ~ /
SN o
> >
© ®
—~
S
SN—
S~ ~—

(2.16)

f(r) et g(r) décrivent comment les fonctions d’autocorrélation et de corrélation croi-
sée de la membrane sont liées a la fonction de corrélation des hauteurs du substrat :

[ 2
f(r) =TF! Ui
" 2 4 2
( 1s T 1d +/€1Q)
r U//
=TF! Ls . 2.17
9(r) U+ ma? + /{1614] 217

Une décomposition en éléments simples permet d’obtenir leurs expressions fi-

nales :
1 U{'SZ n’r (Ki(qr) K (gr)
f(r) =0 K A(KO(W”)—KO(W”))JFT o + 0
LU
g(r) :%K—l’sn [Ko (ur) — Ko (qar)] (2.18)
avec .
B 2
(- a3)° (2.19)
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Enfin, nous faisons 'hypotheése qu’il n’y a pas de corrélations entre les fluctua-
tions thermiques et la rugosité statique de la membrane, de telle sorte que :

([0h1 41 (r) + 0P stat (T)] [0R1 41 (0) + 0P stat(0)]) = (dh1 tn(r)0h1 1 (0)) + (0h1 stat (T)OR1 stat (0))
([0h14n(r) + 0h1 stat(r)] 0hs (0)) = (5h1 stat(r)0hs (0)) . (2.20)

2.1.3 Double bicouche supportée

Les fonctions de corrélation statiques et thermiques des membranes d’un systeme
de double bicouche supportée se calculent de la méme maniere que précédemment.
Aux interactions membranes-substrat Uy et Uy s’ajoutent a présent un potentiel
d’interaction inter-membranaire UY,, et I'énergie libre du systeme s’écrit :

- 12

Fla)=5 % (ai(a) + UY,) [0hi(a)* — U 501 (a)dhs(—q)
—Uy 5ha(q)0hs(—q) — Uy 6hi(q)dhs(—q), (2.21)

ou a;(q) = U/ + 7iq? + Kigt.

FIGURE 2.5 — Paramétrisation d'un systeme de double bicouche supportée sur sub-
strat rugueux.

La partie de 1'énergie libre liée aux fluctuations thermiques devient :

2
Ful@) =5 3 (a(@) + UL [han(@)]> = Uf o n(@)dhain(—q) (2.2)

=1

y _ y _ ai(q) + U{/,2 _U{tz 5~h1,th(Q)
( 0h1n(—q) Showm(—q) ) ( _U{iz as(q) + U{tg 5~h2,th(q)

DO | — l\.’)li—‘
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Le potentiel d’interaction inter-membranaire couple les modes de fluctuations
thermiques des deux membranes. Les fonctions de corrélation thermiques s’obtiennent
apres diagonalisation de la matrice et application du théoreme d’équipartition de
I’énergie :

CL2(Q) + Uf,z
ar(q)az(a) + Ur'y (a1(q) + az(q))
ay(q) + U{I,Q
ar(a)az(a) + UY's (ar(a) + az(q))
Ut
ar(q)az(q) + U7 (a1(q) + a2(q))

Leurs expressions dans l’espace réel sont également des combinaisons linéaires des
fonctions de Bessel K et K7, explicitées dans les Réf. [11, 34].

<|57l1,th(q) \2> =kgT

([hsm(a)|*) =kpT

(0h () Ohan(—a)) =kpT

(2.23)

A nouveau les fonctions de corrélation statiques s’obtiennent par minimisation
de I'énergie libre par rapport a dhi(q) et dha(q), et nous obtenons :

| Uleala) 4 Ul (V. 4 UR) o
ar(q)az(q) + Uy (ai(q) + az(q)) ’
U/Isa + U/I UI/S + UI/S B
__ %@ 2 (vt +03.) Shs(q). (2.24)
ai(q)az(q) + Ul (ai(q) + az(q))

6~h1,stat (q)

5~h2,stat (q>

Ce sont a présent 5 fonctions de corrélation qu’il faut calculer :
— les fonctions d’autocorrélation de chaque membrane (6h(0)0h1 (7)) s
et (6h2(0)0ha(r)) gar
— les fonctions de corrélation croisée membranes-substrat (dhq(0)dhs(r))
et (0h2(0)0hs(7))gars
— et la fonction de corrélation croisée membrane-membrane (0hq(0)dha(r))

stat

stat”
Les transformées de Fourier se résolvent également par décomposition en éléments

simples, et s’expriment sous forme de combinaisons linéaires de Ky et Kj.

2.2 Limites du modeéle de membrane d’épaisseur
nulle

Il existe de nombreuses techniques expérimentales permettant d’accéder aux va-
leurs des parameétres élastiques d’une membrane phospholipidique (voir la section
1.1.2). Le tableau 2.1 page suivante est extrait d’'un recensement partiel de J.F.
Nagle des différentes valeurs de x qu’il est possible de trouver dans la littérature
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[65]. On remarque que pour un méme type de lipide, les valeurs mesurées peuvent
varier du simple au double.

Une différence d'un facteur deux dans x peut étre d’une importance cruciale, sur-
tout lorsque I'on considere des processus activés thermiquement dont les fréquences
d’apparition dépendent exponentiellement de 1’énergie d’activation. Un processus
fréquent pour x = 20kgT aura une fréquence d’apparition plus faible d’une dizaine
d’ordre de grandeur pour xk = 40kgT.

Rayons X Micro manipulation | Analyse de formes
phase lamellaire GUV GUV
DOPC 18.2 £ 2.7 19.1 £ 2.2 26.5 £+ 2.7
15.1 +1.6 23 £2.2 17-24 + 2
SOPC 21.1 £ 1.6 20.2 £ 1.3 304 + 1.7
30 £ 1.6 294 £ 6.1
36.9 £ 1.2 379 £ 0.8
DMPC 15.8 £ 24 134+ 14 31.1 £ 1.9
diC22:1PC 30.6 £ 4.5 273 £ 34

TABLE 2.1 — Exemples de valeurs du module de courbure x disponibles dans la
littérature, mesurées par différentes méthodes (extrait de [65]). Les valeurs de x
mesurées par analyse des fluctuations de forme de GUVs sont systématiquement
une a deux fois plus grandes que celles obtenues par micro-manipulation de GUV
ou par diffusion de rayons X.

Une hypothese avancée par J.F. Nagle pour expliquer ces disparités dans la
détermination des parametres élastiques est I’absence de prise en compte des degrés
de liberté internes dans ’énergie libre de Canham-Helfrich, utilisée dans la majorité
des analyses de résultats expérimentaux [65]. En effet, les techniques expérimentales
évoquées ici mesurent x a différentes échelles. La longueur caractéristique dune
analyse de fluctuations de forme d’'une GUV est de I'ordre de 10 pm (longueur d’onde
du douzieme mode d'une GUV de rayon R = 20um), tandis qu'une expérience
d’aspiration par micropipette se base sur I’'étude de ’exces d’aire sur ’ensemble des
modes de longueur d’onde supérieure a la distance entre lipides d ~ 8 A.

Watson et al. ont développé un modele décrivant les fluctuations d’une membrane
d’épaisseur non nulle de I’échelle moléculaire a ’échelle des fluctuations de grande
longueur d’onde [66, 67]. Ce modele, développé pour une membrane libre sans tension
macroscopique, prend notamment en compte la contribution énergétique issue du tilt
des lipides, i.e. leur orientation vis-a-vis de la normale a la surface locale. Il prédit
une contribution Eyy = ket(r)/2 du tilt moléculaire ¢(r) a 1’énergie libre totale, et
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le spectre de fluctuation s’écrit :

<‘5~h(q)‘2>th = kT (L ;2 ) . (2.25)

Koq> /-c—q‘l
Les modes de fluctuations de grande longueur d’onde sont dominés par la courbure,
comme dans le modele classique, tandis que pour q 2 \/kg/k le terme de tilt domine.
Dans I’hypothése ou ce modele, encore tres récent, est réaliste, cette contribution
a petite longueur d’onde pourrait expliquer pourquoi les valeurs de x mesurées dif-
ferent selon 1’échelle caractéristique d’observation des différentes méthodes.

Des simulations numériques de Watson et al. [67] prédisent une valeur de kg de
l'ordre de 5 x 1072 J/nm ™2, soit un changement de régime pour ¢ ~ 5 x 108m™1,
a la limite de notre résolution expérimentale. Ce modele ne prend cependant en
compte ni la tension de la membrane ni le potentiel d’interaction, et un effort im-
portant de modélisation serait nécessaire si nous souhaitions ’adapter a nos systemes
expérimentaux.

2.3 Structure d’une double bicouche supportée

Les fonctions de corrélation calculées précédemment nous permettent de décrire
la forme statique et les fluctuations thermiques des deux membranes supportées.
Intéressons nous maintenant au facteur de structure de nos échantillons.

2.3.1 Calcul de la densité électronique

Une premiére possibilité pour modéliser la densité électronique p(z) d’une bi-
couche consiste a utiliser un développement en série de Fourier [30] :

Fy 2 hmax 21hz
59(5) = ple) = pmso = 3+ 5 5= Fucos (7).

(2.26)

ot Fj, est le hi®™® coefficient de Fourier, . l'ordre maximal du développement
(généralement hy.e = 5 — 6), D le pas smectique dans le cas d'un empilement de
bicouche?, et pg,o = 0.334e~/ A’ 1a densité électronique de l'eau. Cette approche
permet de simplifier 'analyse des courbes de diffusion hors-spéculaire (voir le cha-
pitre 1 de la partie II).

2. Dans le cas d’un empilement d’une ou de deux bicouches uniquement, D est une pseudo-
période prise comme un parametre d’ajustement libre.
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FIGURE 2.6 — Introduction des différents parametres utilisés pour décrire la structure

d’une double bicouche supportée.

Pour prendre en compte une éventuelle asymétrie dans la densité électronique des

deux feuillets d'une bicouche, nous choisissons d’adapter le modeéle communément
nommé “1G-hybrid box model” [68, 69] au cas des doubles bicouches [11]. p(z) est
modélisée par une somme de fonctions analytiques continues par morceaux :

— les tétes sont modélisées par des fonctions gaussiennes

2
Z = Zhea

0phead (2) = (Phead — PHL0) €XD _ (7= Zhed)” , (2.27)
thead

— de méme pour les groupements méthyl

2
2 — Z2CHs
0pc, (2) = (pcm, — po0) eXp (e~ zem)” : (2.28)
2dCH3

— les chaines sont de densité électronique constante et sont localisées par des
différences de fonctions de Heaviside O(z)

Optait (2) = (Ptait — PH,0) [© (2 — Zhead — Ahead) — © (2 — zoH, + dhead)) -
(2.29)

Les chaines sont raccordées aux tétes ainsi qu’aux groupements méthyl par
des fonctions sinus. La discontinuité que présentent la fonction de Heaviside
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génere des instabilités numériques, et nous utilisons a la place de 1’équation

2.29 :
1 & — Zhead — d ea
0Ptait (2) =3 (Ptait — PH20) [erf < " Z h d) (2.30)
—erf <Z — 2cH; T dheadﬂ ’
€

oll € est pris aussi petit que possible (typiquement ¢ = 107100).
La membrane est donc décrite par une fonction continue et lisse, dont on peut
controler finement I’asymétrie (voir la figure 2.6 page ci-contre).

2.3.2 Relations géométriques entre parametres

Un certain nombre de grandeurs caractéristiques des bicouches peuvent étre ex-
traites des profils de densité électronique. Nous nous concentrerons par la suite sur
la structure de la bicouche flottante. En effet, la proximité de la premiere membrane
avec le substrat rend délicat I'exploitation de son profil. De plus, nos analyses por-
teront essentiellement sur des expériences de diffusion hors-spéculaire de rayons X,
et seront donc plus sensibles aux propriétés de la bicouche flottante.
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FIGURE 2.7 — Zoom sur le profil de densité de la bicouche flottante et définition des
notations utilisées. En vert (resp. bleu), domaine d’intégration dans le calcul de Ay,
(resp. nl,) . Dp et DYy désignent les notations utilisées dans la Réf. [44].
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Nous choisissons de calculer 'aire par lipide Ay ; pour chaque monocouche ¢ de
la bicouche flottante par intégration du profil de densité sur I’épaisseur des chaines :

b;
ALJ/ p(z)dz =nly,, (2.31)

avec ny, le nombre d’électron total dans les chaines, par exemple pour une molécule
de DSPC n};, = 274 (voir la figure 2.7).

Nous calculons également le nombre de molécules d’eau par lipide n,, comprises
entre les deux bicouches [70] :

A
1V =7L (D — Dp) = Apyicady, — Ap1dnt — Apadys, (2.32)

ouV, =30 Ag est le volume d’une molécule d’eau et Ap pico = (Ap1 + AL2) /2.

Une troisieme quantité intéressante a analyser est le nombre de molécules d’eau
par lipide n/, situées dans la région des tétes, calculé d’apres [44] :
AL DY

Vi = — V., (2.33)

avec Vp, le volume d’un lipide, défini par la relation V;, = Ay Dpg/2.

Le calcul de n}, nous permet d’estimer le nombre de molécules d’eau par téte
de lipide, et de comparer ce résultat aux expériences menées sur des phases mul-
tilamellaires. Néanmoins, ce calcul purement géométrique ne prend pas en compte

la densité électronique des tétes ppeqq, pouvant varier selon les échantillons. Nous

/
w?

introduisons donc une nouvelle quantité n, , calculée par intégration du profil de

densité sur la région des tétes :

1 d
nin., = 3 ZALJ/ p(z)dz — nj, (2.34)
i=1 Ci
ou n;, = 10 est le nombre d’électrons dans une molécule d’eau et n; le nombre

d’électrons situés dans la téte du lipide (nj = 164 pour du DSPC).

n. est une estimation autre que n,, qui elle est purement géométrique, du nombre
de molécules d’eau situées dans la région des tétes. n!, est cependant moins précise
a cause du plus grand nombre de parametres expérimentaux qu’elle fait intervenir.
Afin de préciser les ordres de grandeurs de ces quantités, prenons comme exemple
un profil de densité idéal symétrique correspondant a une double bicouche de DSPC
en phase fluide :

Phead _ Ptail __ PCH3 dhead | diair | domz | dw
0.42e¢= /A" | 0316 /A% | 0.28e /A" | 54 | 194 | 254 | 224

Nous obtenons alors Ay, yico = 57 AQ, Ny = 23, n,, =10 et 0/, = 17.
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1. Diffusion de rayons X sur une
membrane unique

1.1 Généralités sur les interactions rayons X-matiere

Les rayons X interagissent avec la matiere selon divers mécanismes (diffusion élas-
tique, inélastique, absorption, ionisation, ...). Nous ne nous intéresserons ici qu’a
la diffusion Thomson : les électrons du milieu diffusant sont accélérés par le champ
électrique incident E;, et réémettent un champ E,.. Cette diffusion est élastique et
k? = k2, ou k;, (resp. k) est le vecteur d’onde de 'onde incidente (resp. diffu-
sée). Les protons du noyau étant beaucoup plus lourds que les électrons du cortege
électronique, ils contribuent trés peu au rayonnement réémis. Le milieu diffusant est

donc entierement défini par sa densité électronique p(r).

Dans un milieu diffusant décrit comme un milieu continu, l'indice de réfraction
complexe est donné par la relation [71] :

n=1-06—ip, (1.1)

avec § = N’r.p/2m. X\ désigne la longueur d’onde du champ électromagnétique et
r. = 2.818 x 107 m le rayon classique de I’électron (dans notre cas § ~ 107°).
[~ 108 décrit I’absorption des rayons X au cours du processus de diffusion, que
nous négligerons par la suite.

Dans le cas d'un milieu faiblement diffusant (n proche de 1), la diffusion peut
étre décrite dans le cadre de 'approximation de Born : le diffuseur perturbe peu le
champ incident et nous pouvons négliger les diffusions multiples. Les ondes émises
par deux électrons séparés d’une distance r ne différent que d’un facteur de phase
e on q = k. — ky, est le vecteur d’onde de transfert de norme ¢ = 47 sin6/\,
avec 26 I'angle de diffusion. En sommant sur tous les électrons du milieu, la section
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40 1. Diffusion de rayons X sur une membrane unique

efficace différentielle de diffusion (définie comme étant U'intensité diffusée par unité
d’angle solide ) dans la direction k. par unité de flux incident dans la direction
k;,) s’écrit dans la limite continue :

do 2
—_— :Te

= (1.2)

/dreiq'rp (r)

L’intensité I(q) mesurée par un détecteur situé a une distance r et de surface élé-
mentaire 72dS) est proportionnelle & do/dS2. La diffusion de rayons X permet donc
d’accéder a la structure interne du systéme étudié, en mesurant /(q) pour différents
angles d’incidence.

1.2 Intensité diffusée par un milieu stratifié plan

1.2.1 Angle critique de réflexion totale

Considérons deux milieux semi-infinis définis par leurs indices respectifs ny et ng
avec ny > no, séparés par une interface parfaitement plane (voir la figure 1.1).
D’apres les lois de Snell-Descarte 1'angle réfléchi 6. est égal a I’angle incident 6;,,
et il existe un angle critique 6. en de¢a duquel la réflexion est totale. 6. est défini
par la relation :

n
cosf, = —. (1.3)

ny
Pour des rayons X sur une interface eau-silicium, I’angle critique est petit (6. ~
0.04°), nous permettant d’effectuer un développement au premier ordre de 1’équation

1.3 : 0. >~ /2(dy — 01).

A

FIGURE 1.1 — Représentation schématique de la réflectivité de Fresnel.
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1.2.2 Réflectivité spéculaire

Réflectivité de Fresnel Pour 6; > 6., une partie de I’onde incidente pénetre dans
le milieu 2. La réflectivité de Fresnel Rp, définie comme étant le rapport entre I'in-
tensité réfléchie et I'intensité incidente pour une interface donnée, s’obtient a partir
des équations de continuités des composantes tangentielles du champ électromagné-
tique. Elle est donnée par la relation :

2, (1.4)

)

B kin,z + kt,z

o kin,z - kt z

avec k, = k - e,. Lors de nos expériences de réflectivité de rayons X, nous gardons
A = 0.459 A fixe et obtenons une courbe de réflectivité Rp(q.) en faisant varier 0;,.
Les courbes ainsi obtenues présentent un plateau pour ¢, < ¢. et une décroissance
~ q;* pour les plus grands vecteurs d’onde (voir la figure 1.2).

10° q

107 b <——— Reflectivite de Fresnel

10-5 L L L L L
0010° 2510® 5010®8 7510®  1.010° 1.210°

a, [m™]

FI1GURE 1.2 — Allure d’une courbe de réflectivité de Fresnel. On observe un plateau
jusqu’au vecteur d’onde critique ¢. correspondant a ’angle 6., suivi d’'une décrois-
sance qui tend rapidement vers une courbe proportionnelle & ¢;* (issu de [11]).

Approximation de Born de 'onde distordue (DWBA) Au voisinage de
I’angle critique, I'intensité du faisceau réfléchi est grande, il y a diffusion multiple et
I’approximation de Born n’est plus valable. Nous utilisons alors I'approche pertur-
bative DWBA (Distorted-wave Born approximation) ou le systéme non perturbé est
un systeme pour lequel les champs électriques réfléchis et transmis peuvent étre cal-
culés exactement [71]. La contribution de la perturbation est ensuite calculée dans
le cadre de 'approximation de Born.
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Si le systeme est constitué, par exemple, d’une bicouche supportée sur un substrat de
silicium, on calcule de fagon exacte la réflectivité d’une interface parfaitement plane
entre le silicium et ’eau. La présence de la bicouche est traitée ensuite comme une
perturbation de la densité électronique. Ceci est possible car sa densité électronique
est proche de celle de I'eau (voir la figure 1.3).

Systeme réel Ordre 0 Perturbation
z
bicouche
= +
Calcul exact Calcul analytique Approximation de
impossible exact Born

FIGURE 1.3 — Représentation schématique de 'approximation DWBA.

Réflectivité du systéme total Dans le cadre de 'approximation DWBA la ré-
flectivité R(q,) du systeéme total, décrit par sa densité électronique dp(z), est donnée
par la relation [72] :

5 ' 2
R(q.) = Rr(¢:) 1 +iqz/%ewdz‘ . (1.5)
Psi

Le terme d’interférence fait apparaitre des oscillations nommeées franges de Kiessig
dans la courbe de réflectivité. Dans le cas d’une couche de densité homogene dé-
posée sur un substrat semi-infini, la position et 'amplitude de ces oscillations sont
directement liées respectivement a 1’épaisseur des couches et a leur rugosité.

L’interprétation des courbes expérimentales de systémes constitués de plusieurs
couches de densités électroniques différentes est complexe (voir la figure 1.4). On
remarque dans I’équation 1.5 que les informations liées a la phase sont perdues : deux
systemes ayant des structures différentes peuvent donc avoir des réflectivités tres
semblables. Il est nécessaire d’estimer le plus précisément possible dans quelle gamme
les parametres des différentes couches peuvent varier afin d’obtenir un ajustement
unique des données expérimentales.
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FI1GURE 1.4 — Exemples de courbes de réflectivités calculées d’apres 1’équation 1.5.

1.3 Effets de la rugosité : diffusion hors-spéculaire

Nous n’avons considéré jusqu’ici que des surfaces parfaitement planes, invariantes
par translation dans le plan (x,y). Cette invariance est rompue par la rugosité
statique du substrat et des membranes, les fluctuations thermiques de ces dernieres,
la présence de trous, de défauts structuraux, etc ...Ces inhomogénéités latérales
donnant lieu a une diffusion dans les directions hors-spéculaires, le vecteur d’onde
de transfert n’est plus purement transverse : q = q. + q (voir la figure 1.5 page
suivante). Comme nous allons le voir, la section efficace de diffusion se décompose
en deux parties, d'un coté la réflectivité dans la direction spéculaire, et de I'autre la
diffusion dite hors-spéculaire, liée aux fonctions de corrélations des hauteurs.

1.3.1 Calcul de la section efficace de diffusion

Dans le cadre de la DWBA la section efficace différentielle de diffusion totale se
décompose en deux parties [30, 71] :

do _(do\  (do
ar  \de) . \dQ
re pert

~(55) et e e (| aresio e

Do e
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FIGURE 1.5 — La rugosité d’une interface donne lieu a une diffusion dans les direc-
tions hors-spéculaires. Les vecteurs d’onde incident et diffusé sont respectivement
désignés par k;, et ky.. q est le vecteur d’onde de transfert.

ou (e, - esc)2 ~ 1 décrit le changement de polarisation entre le champ incident et
le champ diffusé. |ti"|2 et |t°¢|* sont les coefficients de transmission de Fresnel entre
I’eau et le substrat & incidence rasante. ™ est une bonne approximation du champ
électrique incident, et t*¢ décrit de quelle maniere I'onde diffusée se propage jusqu’au
détecteur. La section efficace de référence (do/dQ).es est la réflectivité spéculaire
correspondant a une interface parfaitement plane silicium/eau.

La partie perturbée du systeme est décrite par la somme des densités électro-

niques du substrat rugueux et des membranes M; et M, :

0p (2) = 6psun (2 — 25) +0pn, (2 — 210n — 21,6) +0pm, (2 — 2200 — 22,6¢) - (1.7)

Nous obtenons comme expression de la partie perturbée de la section efficace de
diffusion [11, 34, 73]:

(Z%)pert :A’r‘g|tin|2|tsc|2 (€ - 850)2 {g (¢.) (27r)2 ) (q“> + /dr”eiq”r“f <r||7 %)] ,
(1.8)

avec A l'aire de I'échantillon illuminée par le faisceau (de 'ordre du pm?).

La fonction ¢ (q,) décrit la partie spéculaire de la perturbation. Nous n’utiliserons
pas cette fonction par la suite, mais ’équation 1.5 qui donne acces a la réflectivité
totale et non pas uniquement a la partie perturbée.
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La fonction f (r”, qz) est donnée par :
267(]20’3 (€q§<zs(r”)zs(0)> _ 1)
2e_qz<o—§,th+aist) (qu<Zl,th(1'||)zl,th(0)>qu<zl,st(r||)zl,st(0)> _ 1)

qg(ag,th"'ag,st) (6(]2<z2,th(r||)z2,th(0)>6qz<22,st(l‘”)22,st(0)> . 1)

f (I'”, QZ) = 5~psub (QZ)

+ 5~PM1 (qZ)

+0puiz (qz)
+

( le (4) 6pia (4=) + Opaia (2) 5/)1\/12 (q )) e~ 2 (Lo todstod tod )
« ( @2 (z1.0n(r)) 22 th(0)>qu<zl st(r)) 22,66 (0)) _ 1)

+

+ (5 (4:) Py (42) + 0pnaa () 05, (g:)) € 3 (Runt Rt

(1.9)

f est une fonction des transformées de Fourier des densités électroniques, de la
rugosité des interfaces, et des fonctions de corrélation des hauteurs <zz (r”) Zj (0)>
décrites dans le chapitre 2 de la partie 1. 7 et j désignent la premiere membrane,

la seconde, ou le substrat. Le détail des calculs présentés ici est disponible dans les
Réf. [11, 34).

1.3.2 Prise en compte de la résolution du détecteur

Contrairement au cas de la réflectivité spéculaire, l'intensité diffusée est liée a
la résolution expérimentale : il faut prendre en compte les dimensions du faisceau
ainsi que sa divergence, en intégrant sur tous les angles d’incidence et de diffusion
accessibles. Le calcul de l'intensité recue par un détecteur placé a un angle 6. est
donné par la relation :

Iy do do do
I= / Lk Lk Gk Q) dQ 1.1
hiwi <d9>ref " <d9>spec " <d9>offspec] RBS( ) ’ ( O)

ou h; et w; sont respectivement la largeur et la hauteur des fentes collimatrices si-

tuées en aval de ’échantillon. Le terme Iy/h;w; désigne donc le flux incident.

L’équation 1.10 fait intervenir la résolution du détecteur Res (£2) = Res (Ose, V),
décrite par une fonction créneau de largeur Af dans le plan d’incidence et A
dans le plan transverse, de sorte que Res (0sc, 1) = 1 si (s, ¥) est en direction du

5 qz 5psub (QZ) + 5pM1 (qz> 5psub ( )) e_%qz <U%’th+0i5t+02> (qu <Z1’St (r“)25(0)> —
<qu<22,st(l‘)zs(0)> -1

)
)
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FIGURE 1.6 — Définition des parametres utilisés dans le calcul de I'intensité diffusée
(extrait de [73]).

détecteur et Res (05, 1) = 0 sinon. A et Ay font intervenir la taille de la fente d
placée devant le détecteur, ainsi que la divergence du faisceau §6 (voir la figure 1.6):

(1.11)

A0 = hy/Ly + 56
A'@D = wd/Ld.

Dans nos expériences, les fentes sont trés ouvertes selon leur largeur (voir le ta-
bleau 1.1 page 50), par conséquence 'expression de la fonction de résolution dans
'espace réciproque ne dépend pas de g, : Res (q”) = Res (Gz)-
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Lorsque 0. # 0;,, 'équation 1.10 se réduit a :

[0 do ~
[0 —spec :—/ - Res r d md . 1.12

ff—sp (q”) hzwzkg sin 936 <d9>0ﬁrspec (q ) Ay ( )

Apres simplifications détaillées dans la Réf. [34], I'intégrale est calculée numérique-
ment au cas par cas. Nous accédons ainsi a l'intensité diffusée dans les directions
hors-spéculaires de nos systemes de doubles bicouches supportées (voir la figure 1.7).

106} ganns -

I,

o\ "‘ \\
1 0—1 oL " PR
— Silicium nu et non rugueux ‘\
Fomm Simple bicouche supportée H e
- - - Double bicouche supportée ;
_12 il 1 1 1 PR | 1 1 1 PR R | 1 1
10 108 107 108

dy (M=)

FIGURE 1.7 — Intensité hors-spéculaire normalisée par I'intensité du faisceau incident
Iy, calculée en fonction de g, = kj, (cos6;, — cosb,.) pour différents systémes.

1.3.3 Intensité totale dans la direction spéculaire

Les fluctuations thermiques et la rugosité statique des interfaces du systéme ont

deux effets sur les courbes de réflectivité spéculaire :

— l'expression de la réflectivité donnée par ’équation 1.5 est multipliée par une
exponentielle décroissante, nommée facteur de Debye-Waller, qui traduit la
diffusion dans les directions hors-spéculaires du champ incident. Par exemple,
pour une interface de silicium de rugosité o :

[spec (q;:) :RF (qz) equJQ. (113)

Ce facteur réduit le contraste des oscillations de la courbe de réflectivité.
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— la résolution finie de nos expériences (nos fentes ont une certaine largeur) mene
a une contribution du signal hors-spéculaire dans la direction spéculaire : a
grand ¢, la diffusion hors-spéculaire domine le signal mesuré.

L’intensité totale détectée dans la direction spéculaire (6. = 6;,,) est donc donnée
par I'expression :

[spec,mes (esc) :[spec (QZ) + [offfspec (q,w Qe = 0) . (114)

Une simulation de courbes de réflectivité mettant en évidence ces deux effets est
présentée sur la figure 1.8.

1 4 ' — Réflectivité totale
10 107" ) R .
------- Réflectivité spéculaire
3 3 — — Diffusion hors—spéculaire
10™ 107~°F .
107° o 1070 i
. = AN,
N\
1077 10771 AN 1
N7 \\ PanEN N .
WO
1079 1079 AR N 1
107" 99 ‘99 09 09 107" 99 09 09 09
0 210 410 610 810 0 210 410 610 810
gz (M) gz (m-7)

FIGURE 1.8 — A gauche : réflectivité d’'une double bicouche supportée calculée pour
deux rugosités thermiques moyennes de la membrane libre oy, 2. A droite : détail
des différentes contributions a la réflectivité dans la direction spéculaire.

1.4 Mesures effectuées

Le formalisme présenté précédemment, associé a la modélisation de la structure
des bicouches et au calcul des fonctions de corrélations des hauteurs nous permet de
calculer 'intensité diffusée par une double bicouche supportée dans les différentes
directions. L’intensité détectée dans la direction spéculaire nous renseigne essentiel-
lement sur la structure de ’échantillon, tandis que la diffusion dans les directions
hors-spéculaires est également sensible aux inhomogénéités latérales. Nous allons a
présent décrire les méthodes expérimentales nous permettant de mesurer ces inten-
sités.
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1.4.1 Dispositif expérimental

Les expériences de diffusion de rayons X ont été menées sur la ligne BM32 de
" Buropean Synchrotron Radiation Facility (ESRF). Le rayonnement synchrotron
présente un flux important d’environ 10! photons/s nous permettant d’obtenir une
courbe de réflectivité en une heure environ. Nous ne détectons qu'un photon sur
10" & grands ¢, en diffusion hors-spéculaire (voir la figure 1.7 page 47), et un flux
conséquent tel que celui disponible a 'ESRF est nécessaire pour obtenir une bonne
statistique en un temps raisonnable sans dégrader 1’échantillon.

La ligne BM32, décrite sur la figure 1.9, possede un goniometre nous permettant
de controler tres précisément la hauteur et 'orientation de ’échantillon (angles 6 et
¥). Nous nous plagons toujours dans le plan formé par le faisceau incident/ faisceau
spéculaire lors de nos expériences (¢ = 0), et translatons régulierement 1’échan-
tillon afin de limiter I'exposition de la zone étudiée. Un moniteur placé juste avant
le goniomeétre nous permet de mesurer le flux incident pour chaque mesure effectuée.

Détecteur \ \ fe\ ‘ | M, Monochromateur
B AW _
W&- \ \ ‘ | shutter
F Fi FZ
R N/ |
d \ — Source
S|
Fl
Cabine expérimentale ) ,J ] Cabine optique

FiGURE 1.9 — Schéma du dispositif expérimental sur la ligne BM32 de 'ESRF
(adapté de [12]). L’angle 6 désigne une rotation dans le plan formé par le faisceau
incident /faisceau spéculaire, 1) une rotation hors de ce plan.

La longueur d’onde du faisceau est fixée a 27keV (0.459 A) grace a deux cristaux
monochromateurs de Si(111). Nous contrdlons I'aire éclairée et la résolution de l'ex-
périence a l'aide de fentes en tantale caractérisées par leurs ouvertures w x h. Pour
toutes nos expériences I'ouverture de la fente F; située en amont du goniometre est
fixée a 500 pm x 20 pm. Les fentes situées entre 1’échantillon et le détecteur sont mo-
difiées selon le type de mesure réalisée. Lors d’une mesure du signal hors-spéculaire,
le choix de leurs ouvertures résulte d’'un compromis entre une résolution expérimen-
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tale suffisamment fine et une quantité de photons détectés suffisamment importante.
En réflectivité spéculaire la taille des fentes n’influe pas sur la résolution, I’'ouverture
doit étre assez grande pour détecter le signal réfléchi mais rester fine pour limiter la
contribution de la diffusion hors-spéculaire dans la direction spéculaire.

U" vs température | Pression osmotique | Pression osmotique
Champ électrique | Membrane chargée | Electrostatique GP
h, 500 pm 200 pm 200 pm
Spéculaire | w, 1 mm 2 mm 2 mm
hy 100 pm 200 pm 200 pm
Wy 1 mm 2mm 2mm
h,. 200 pm 200 pm 200 pm
Hors- W, 2cm 2cm 5cm
spéculaire | hy 200 pm 200 pm 200 pm
Wy 2cm 2cm 2cm

TABLE 1.1 — Dimensions des fentes utilisées sur la ligne BM32, classées par type
d’expériences.

Les dimensions des fentes utilisées dans cette these sont données a titre indicatif
dans le tableau 1.1. Nous les caractérisons précisément avant chaque série d’ex-
périence, une différence d’une vingtaine de microns pouvant étre parfois constatée
entre la consigne et les dimensions effectives. La divergence du faisceau est également
mesurée au cas par cas, et est comprise entre 10 et 70 urad.

1.4.2 Mesure de la réflectivité spéculaire

La réflectivité dans la direction spéculaire est mesurée en utilisant la géométrie
décrite sur la figure 1.10. En faisant Valurier I’angle 6 entre 0 a 4° nous couvrons une
gamme de ¢, comprise entre 0 et 1A .

Pour chaque valeur de 6, le détecteur mesure 'intensité a 'angle 26. Le bruit de
fond est mesuré en réalisant un “offset scan” [74], i.e. en décalant le détecteur de
00 = 0.08° par rapport a 26 pour chaque point. Nous obtenons ainsi une courbe de
réflectivité (voir la figure 1.11 page ci-contre) en environ 1h45.
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F1GURE 1.11 — Points expérimentaux obtenus par réflectivité spéculaire pour une
double bicouche supportée de DSPC en phase gel. La courbe représente le meilleur
ajustement obtenu par I’équation 1.14. En insert, le profil de densité électronique
correspondant.

1.4.3 Mesure de la diffusion hors-spéculaire

Lors d’une expérience de diffusion hors-spéculaire, I’angle d’incidence est fixé a

0.04°, soit légerement en deca de I'angle de réflexion critique de l'interface Si-eau
(0.048° a 27 keV). Nous mesurons le signal hors-spéculaire en écartant le détecteur
de la direction spéculaire d’'un angle pouvant varier de 0 a 4° (voir la figure 1.12
page suivante).
Le signal est diffusé par chaque milieu qu’il rencontre. En travaillant a cet angle
d’incidence, seule une onde évanescente se propage dans le silicium avec une lon-
gueur de pénétration de quelques nanometres. La contribution principale au bruit
de fond est donc due a la diffusion par la couche d’eau traversée.
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FIGURE 1.12 — a) Géométrie adoptée lors d'une mesure de la diffusion hors-
spéculaire. b) Mesure de la diffusion du faisceau incident due a la traversée du
volume d’eau (issu de [11]).

Le bruit de fond est mesuré en translatant le substrat de silicium de telle sorte
qu’il n’intercepte plus le faisceau incident. En répétant 'opération pour chaque angle
du détecteur utilisé pour la mesure du signal, nous obtenons une courbe du bruit
fond définie par la relation :

[Imes (esc) +R (em) X Imes (080 - 20271)] ) (115)

| —

Ibg (986) -

ou R (0;,) est la réflectivité mesurée a l'angle 6,,. Le premier terme correspond a
la diffusion par 'eau du faisceau incident, tandis que le deuxieme terme décrit la
diffusion du faisceau réfléchi dans la direction spéculaire. La soustraction du signal
brut et du bruit de fond nous donne le signal hors-spéculaire, auquel nous pouvons
ajuster les courbes obtenues par 1’équation 1.12, dont un exemple est donné sur les
figures 1.13 et 1.14.

La figure 1.14 montre le meilleur ajustement d’une courbe expérimentale prise en
exemple, auquel nous comparons les courbes obtenues par variations indépendantes
de différents parametres de la bicouche libre. On observe bien que chaque para-
metre élastique a une zone de prédominance décrite sur la figure 2.2 page 26, et que
la courbe de diffusion est également sensible aux parameétres structuraux comme d,,.
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FIGURE 1.13 — A gauche : courbe de diffusion hors-spéculaire obtenue par soustrac-
tion du bruit de fond, pour une double bicouche de DPPS. A droite : contribution
du substrat atténuée en représentant ¢I/I, en fonction de ¢.. La courbe rouge
représente le meilleur ajustement obtenu.
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FIGURE 1.14 — Mesure de diffusion hors-spéculaire et meilleur ajustement associé
(ligne noire) pour une double bicouche de DSPC en phase gel. Les courbes obte-

nues par variations indépendantes de différents parametres de la bicouche libre sont

également représentées.
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1.4.4 Ajustements des courbes expérimentales

Au total, 27 parametres structuraux et 7 parametres élastiques sont nécessaires
pour décrire une double bicouche supportée. Il nous est donc impossible de mini-
miser le x? de nos ajustements par une méthode simple en explorant I’espace des
phases dans son intégralité.

Les meilleurs ajustements sont obtenus par minimisation du x? par un algo-
rithme de recuit simulé, particulierement adapté aux problémes de minimisation
de fonctions a plusieurs variables continues [75]. La stratégie de cet algorithme est
comparable au mécanisme de recuit des métaux qui consiste a porter le métal a
haute température puis a le refroidir lentement. A chaque étape du refroidissement
les atomes du métal se réorganisent en une structure proche de celle de plus basse
énergie. Si le refroidissement est suffisamment lent, le métal forme un cristal quasi-
parfait a la fin du processus.

Ici, la “température” détermine la probabilité P = exp [—(x? — Xfest)/T] qu'un ajus-
tement de moins bon x? que le meilleur ajustement actuel soit temporairement ac-
cepté, nous évitant ainsi d’étre “piégé” dans un minimum local.

Afin d’optimiser cet algorithme, une bonne connaissance préalable du systeme
est nécessaire pour déterminer une gamme de variations autorisées des différents
parametres la plus étroite possible. Le temps nécessaire pour obtenir un ajustement
reste cependant long, de deux semaines a un mois par courbe.
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Une membrane lipidique interagit avec son milieu extérieur par le biais de dif-

férentes forces dites microscopiques : les interactions attractives de van der Waals,
omniprésentes dans le domaine de la matiere molle, la répulsion d’hydratation, les
interactions électrostatiques, attractives ou répulsives, ...
A ces interactions “directes” s’ajoutent une contribution entropique répulsive, propre
aux systemes fluctuant sous l'effet de I'agitation thermique. Cette force, d’origine
purement thermodynamique, entre en compétition avec les interactions microsco-
piques et joue un role prépondérant dans I'organisation des systemes étudiés.

Cette partie sera dans un premier temps consacrée aux différents potentiels d’in-
teraction entre une membrane et son environnement, puis a leur étude par diffusion
de rayons X sur une membrane unique.



1. Origines et expressions des
potentiels d’interaction

1.1 Potentiels moléculaires

1.1.1 Forces de van der Waals

La force dite de van der Waals résulte des interactions dipole-dipdle et se décom-
pose en trois interactions électrodynamiques :
— les forces de Keesom, issues des interactions entre dipdles permanents,
— les forces de Debye, issues des interactions entre un dipdle induit et un dipole
permanent,
— et les forces de dispersions de London, issues des interactions entre dipoles
induits.

Sommation par paire Un calcul rigoureux de I'expression des forces de van der
Waals entre deux objets nécessitent des calculs lourds d’électrodynamique quantique
[76]. Une approche semi-classique simple permet néanmoins d’établir la dépendance
en r~% du potentiel d’interaction de van der Waals entre deux atomes A et B [32] :

C
Uap(r) = —%, (1.1)

avec C'4p une constante exprimée en J-m®, proportionnelle au produit des polarisa-
bilités des atomes a4 et ap.

Cette expression de I’énergie d’interaction de van der Waals entre deux dipdles
ponctuels va nous permettre de déterminer I'expression des interactions entre des
objets macroscopiques. Une premiere approche, qui fut historiquement celle de Ha-
maker, consiste a considérer uniquement les interactions entre paires de volumes

o8
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élémentaires. Comme nous le verrons plus loin, cette approche a ses limites, mais

reste une bonne approximation de l'interaction de van der Waals & faible distance!.

Considérons comme exemple le cas d’un atome ponctuel A situé a une distance
d d’un film d’extension infinie, d’épaisseur e et de densité p exprimée en nombre
d’atomes par unité de volume. En suivant la paramétrisation de la figure 1.1, le
potentiel d’interaction entre I'atome et un volume infinitésimal du film situé en B

s’écrit :
_ CappdV_ Cypprdrdfdz (1.2)
T T dist(A,B)° T (22 +12) '
I1 vient alors :
dte oo 2mrdr
Unp == Capp [ dz [~ 0
AB ABP p z 0 (22+r2)3
T (1 1
_ N 1.

FIGURE 1.1 — Paramétrisation du calcul des interactions de van der Waals entre un
atome et un plan.

Intéressons-nous au cas particulier de deux films d’épaisseurs finies e; et ey sé-
parés d'une distance d. Le calcul, qui ne nécessite qu’une intégration de I’expression

1. A tres faible distance, cette approche de sommation par paires fait apparaitre des divergences
corrigées par I'approche de Lifshitz discutée plus loin.
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1.3 sur le deuxiéme film, donne un potentiel attractif (par unité de surface)? :

7Tp1p2012 1 1 1 1 )
U — _ _ _ — + . 1.4
b2 12 <d2 (d+b)°  (d+b)”  (d+Dby+b)? 4

Cette équation fait apparaitre la constante dite de Hamaker : Hiy = m2p;p2Cho,
caractéristique de I'interaction entre les deux objets considérés. Elle a les dimensions
d’une énergie et dépend notamment des polarisabilités des matériaux. Sa valeur est
de T'ordre de 1072! — 1072°J pour des membranes phospholipidiques dans de 1’eau.
Nous reviendrons sur cette “constante” dans la section suivante.

w

o0

FI1GURE 1.2 — Représentation schématique d'une double bicouche supportée pour le
calcul du potentiel d’interaction de van der Waals.

Enfin, donnons ’expression des potentiels de van der Waals pour le cas particulier
qui nous intéresse (voir la figure 1.2) :
— deux milieux semi-infinis (silicium et eau),
— deux couches M; et M, représentant les bicouches lipidiques, d’épaisseurs by
et by,
— et deux couches d’eau, d’épaisseurs [ et [s.
Les tétes des lipides, fortement hydratées, sont incluses dans la couche d’eau.

2. L’ensemble des potentiels d’interactions suivants seront exprimés par unité de surface.
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Unty mt :—HM1M2 (l— ! — ! + ! )
1Mz 121 \B  (lb+b)° (a+b)®  (a+b+b)?)
Unp i — — Hws (L 1
e \B ()P
H 1 1
Uy, si = — 2 ( 5 — 2) . (1.5)
27 \(li + by + 1s) (l1+ b1 + o+ b)

Approche de Lifshitz Bien qu’elle donne de bons ordres de grandeur des inter-
actions de van der Waals entre objets macroscopiques, cette approche de sommation
par paire présentent néanmoins certaines limitations [76]. Dans les milieux conden-
sés par exemple, les interactions a trois corps et des corrections d’ordres supérieurs
doivent étre prises en compte. De plus, le calcul de la constante de Hamaker ne
traite pas rigoureusement des effets de la fréquence du champ électromagnétique sur
la polarisabilité des molécules.

En traitant des interactions électromagnétiques entre des milieux continus, définis
par leurs propriétés volumiques plutot que leurs structures moléculaires, la théorie
de Lifshitz est plus générale que la sommation par paire. Elle décrit notamment plus
précisément les effets de la fréquence du champ électromagnétique sur le comporte-
ment des molécules des différents milieux. Pour une description compléete des calculs
voir les Réf. [11, 76, 77].

En utilisant la méme description de notre systéme que précédemment (voir la
figure 1.2 page ci-contre), la théorie de Lifshitz donne comme potentiel d’interaction
inter-bicouche? :

kT & I oo o -
- 8%[% Z /7" z In {(1 - ASi,wl (lla bl) Awg,woo <b2) 671)

! x (1= Asiy (l,01) Dy e (b2) €77) | . (1.6)

Unty oy (12, T)

A et A ont des expressions complexes, qui dépendent des parametres géomé-
triques (b;,1;) et des permittivités diélectriques relatives ¢; de chaque milieu (les
calculs complets peuvent étre trouvés dans la Réf. [76]). r, est un rapport sans
dimension défini par :

47l e%U/anBT
Ty = ——
ch

3. Le’ sur la somme signifie que le terme en n = 0 doit &tre compté pour moitié.

(1.7)
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Pour l; de 'ordre de quelques nanometres r, < 1, et les effets de retard dus a la
vitesse finie de propagation des ondes électromagnétiques peuvent étre négligés.

Pour poursuivre ce calcul il est crucial de décrire correctement les dépendances
en fréquences des permittivités diélectriques. L’expression de ¢; (w) est donnée par
[78]:

£y .

1 —w?/w? +j’ypw/w§'

=1 T

1 —|—jw/wr (18)

Les termes w,, et (), désignent respectivement les fréquences et les intensités
des pics d’absorption et v, les facteurs d’amortissement. La premiere somme décrit
la relaxation dans le domaine des micro-ondes et la seconde les pics d’absorption
dans les domaines des ultra-violets et des infrarouges (voir le tableau 1.1). Pour des
systeémes composés de lipides dans de I’eau, Ninham et Parsegian [77] ont montré la
nécessité d’évaluer correctement toutes les composantes des constantes diélectriques
pour analyser les fluctuations du champ électromagnétique. Des expériences d’appa-
reil a force de surface (SFA) ont notamment démontré I'importance des contributions
dans les domaines infrarouge et micro-onde [78].

On définit ici une “constante” de Hamaker effective : H (2, T') = —127l3Uns, a1, (L2, T).
Pour des épaisseurs d’eau d,, = ls — 2dpeaq plus grandes qu'un nanometre, les va-
leurs de la constante de Hamaker effective prédites par la méthode de sommation
par paire et celles prédites par la théorie de Lifshitz différent grandement (voir la
figure 1.3 page suivante).

Pour les épaisseurs d’eau caractéristiques de nos systéemes (d,, < 3nm), les in-
teractions de van der Waals inter-membranaires sont correctement décrites par le
potentiel d’interaction de deux demi-espaces semi-infinis *

H(ly =0,T)

U b, T) = — ’
M, M> (b2, T') 127 (dy + Zdhead)Q

(1.9)

avec H(lo =0,T) =53 x 1072 J.

1.1.2 Répulsion d’hydratation

A cette attraction due aux forces de van de Waals s’oppose une force a courte
distance nommeée répulsion d’hydratation. L’origine exacte de cette force est encore

4. Pour des épaisseurs de membranes classiques by = by ~ 5nm, les termes d’ordre supérieur a
1/(d + b;)? sont négligeables.
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H(l,,T) (10-21J)

o Théorie de Lifshitz
—— Sommation par paire

—— =12t 12U(l,,T)

1

2 (nm)

10

FIGURE 1.3 — Constante de Hamaker effective H (l5,T") en fonction de Iy pour une
double bicouche supportée. La sommation par paire tend a sous-estimer l'intensité

des interactions de van der Waals pour /s > 1nm. En pointillés, constante de Ha-
maker effective pour un potentiel de la forme U(ly,T) = —H (I, = 0,T) /127l3. En
insert, zoom sur la zone intéressante pour nos expériences.

Micro-onde Infrarouge Ultraviolet
€(0) WMW Cuw WIR Cir VIR wuv Cuv Yov
[10'! rad-s~1] [10'4 rad-s™1] [10'3 rad-s~1]|| [10'6 rad-s™!] [1015 rad-s™1]
Silicium|| 11.6 0.345 0.043 0 0.503 10.448 0
0.535 0.050 0
0.884 0.059 0
Eau 80.1 1.083 75.3 0.314 1.4635 2.29 1.2593 0.0392 0.774
1.047 0.7368 5.78 1.5172 0.0570 1.335
1.396 0.1526 4.22 1.7296 0.0923 2.336
3.065 0.0136 3.81 1.9724 0.1556 3.110
6.450 0.0751 8.54 2.2606 0.1522 4.491
2.8068 0.2711 9.498
| Alcanes [[ 2.014]] | 5.54 | 0.025 ] 0 | 1848 ] 1.026 ] 0

TABLE 1.1 — Valeurs des constantes utilisées pour le calcul de la constante diélec-
trique € (w) du silicium [79], de I'eau [78] et des alcanes [80].

sujette a débat, malgré une activité récente intense sur les plans théoriques [81, 82] et

numériques [83, 84, 85]. Des expériences menées sur des empilements de membranes

auxquels une pression osmotique est appliquée (voir le paragraphe 1.1.4 page 70)
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9], ainsi que des mesures par SFA [86], ont permis de déterminer I'intensité de cette
répulsion en fonction de 1’épaisseur d’eau entre les membranes. Il est aujourd’hui éta-
bli que le potentiel d’hydratation peut étre décrit par une exponentielle décroissante
avec une longueur caractéristique z;, de quelques Angstroms :

z

Unyd(2) = Pz exp (——) (1.10)

Zn
Typiquement, pour des bicouches phospholipidiques : P, ~ 107 Pa et 2, ~ 0.2 nm.

La répulsion d’hydratation est d'une importance cruciale dans les systémes bio-
logiques, assurant la lubrification nécessaire a leur fonctionnement. Attardons nous
quelques instants sur les récentes avancées dans ’étude des caractéristiques de cette
force. Comme son nom l'indique, la répulsion d’hydratation a pour origine ’hydra-
tation des tétes des lipides de la bicouche. Le caractére hydrophile des tétes les lie a
un nombre important de molécules d’eau, les ordonnant méme sur une distance de
plusieurs Angstroms. Ce qu’on appelle toujours répulsion d’hydratation semble étre
la combinaison d’interactions directes attractives et indirectes répulsives dues a cette
orientation locale des molécules d’eau. Chacune de ces interactions se décomposant
elle-mémes en une contribution enthalpique et une autre entropique.

Cette complexité explique les résultats parfois contradictoires des nombreuses
études théoriques et numériques des origines de la répulsion d’hydratation. Il faut
en effet traiter de la maniere la plus précise possible des interactions complexes entre
les molécules d’eau. Pour palier a cette difficulté, la plupart des études théoriques
se concentrent sur des parties limitées et supposées indépendantes de ce probleme,
comme les interactions entre molécules d’eau et tétes de lipides ou les corrélations
entre molécules d’eau elles-mémes [81, 82]. De méme, les simulations numériques
sont limitées par le traitement coliteux en temps de calcul des molécules d’eau.

Récemment, Schneck et Netz [87] ont proposé une interprétation de la répulsion
d’hydratation, basée sur des simulations numériques avec un modele réaliste d’eau
et de lipides. A grande séparation, les bicouches sont totalement hydratées et la
répulsion est due aux interactions entre les couches de molécules d’eau polarisées
par la surface. Cet effet serait universel et indépendant de la nature des surfaces
étudiées, a condition qu’elles soient suffisamment hydratées.

A faible séparation (~ 5A), les couches d’hydratation des tétes commencent a
se recouvrir et interagissent directement. Les molécules d’eau sont fortement liées
aux tétes, et le cotit énergétique nécessaire pour les retirer contribue grandement a
la répulsion a courte distance.

Il a été considéré pendant longtemps que la répulsion stérique due aux modes de
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FIGURE 1.4 — En haut, a gauche : contribution directe attractive Ilg;, et contribution
indirecte répulsive 11,4 de la pression totale II. En haut, a droite : énergie libre totale
d’interaction G décomposée en une partie enthalpique H et une partie entropique
—T'S. En bas, a gauche : représentation schématique de 'ordre induit par la couche
de molécules d’eau liées aux tétes. En bas, a droite : représentation schématique de
la réorganisation des tétes a faible épaisseur d’eau. D’apres [85].

protrusion jouait un role prépondérant en augmentant la répulsion a courte portée
[88]. Les travaux récents de Schneck et Netz [87] montrent que la contribution des
tétes des lipides n’est pas liée aux collisions dues au modes de protrusion. Il faut
considérer les interactions complexes entre les dipoles électrostatiques formés par les
groupements azote et phosphate des tétes en regard (voir la figure 1.4). Ces interac-
tions induisent une réorganisation des tétes dans les bicouches et réduit de fait leur
entropie configurationnelle a courte distance. A cette répulsion d’origine entropique
s’ajoute une attraction d’origine enthalpique, due a I'attraction coulombienne entre
les dipoles orientés favorablement au fur et & mesure de la déshydratation des tétes.

La répulsion a courte distance serait donc le résultat d'une balance entre une
forte contribution attractive et une forte contribution répulsive, qui, dans le cas des
membranes de phospholipides, aboutit a une répulsion exponentielle. Ces contribu-
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tions étant chacune spécifique a la nature des lipides, le caractere universel de la
répulsion d’hydratation est aujourd’hui sujet a débat.

1.1.3 Contribution électrostatique

Intéressons nous a présent aux interactions électrostatiques dans nos systemes.
Comme nous le verrons plus loin, les interactions électrostatiques entre membranes
peuvent apporter une contribution non négligeable au potentiel d’interaction. Avant
de donner les expressions des potentiels d’interactions électrostatiques, nous devons
tout d’abord introduire trois longueurs caractéristiques des interactions électrosta-
tiques en solution aqueuse.

Longueur de Bjerrum Calculons I'énergie potentielle électrostatique entre deux
ions monovalents identiques et isolés, séparés d’une distance r, en solution dans

I'eau :
o2
U elec = V = ?
pelec(r) = €V(r) Arenr
ou V (r) désigne le potentiel électrostatique.
o2
Upelec(lp) = kT = g = ————. 1.11
p,el ( B) B B 47T5kaT ( )

(g est nommée longueur de Bjerrum, vaut 7 A dans I'eau & 20 °C, et correspond a la
distance a laquelle I'énergie électrostatique égale celle d’agitation thermique.

Longueur de Debye-Hiickel On considere a présent le cas d'un soluté chargé
dissous dans de I'eau. Ce soluté est composé d’ions d’especes i (i = 1...A, A étant
le nombre d’espéce ionique), portant la charge ¢; (¢; pouvant étre positif ou négatif)
en nombre n; o par unité de volume.

Nous faisons 'hypothése que I'énergie électrostatique entre deux charges ¢/ (4me,d)
est tres petite devant kgT. La distance moyenne entre deux charges étant donnée
1/3 o . s
par 1/n;%’, on a donc la condition suivante sur la densité :

3
dre,kgT
nig < (%) . (1.12)

Si la solution était homogene a toutes les échelles, et les concentrations en élec-
trolytes uniformes, 1’énergie électrostatique totale serait nulle et le systéeme se com-
porterait comme un gaz parfait. Or, un ion donné modifie la distribution de charge
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autour de lui en attirant préférentiellement les charges de signe opposé.

Pour décrire ce nuage créé autour d’un ion donné, déterminons le potentiel élec-
trostatique ® (r) autour de lui. On suppose que celui ci ne dépend que de la distance
a I'ion (symétrie sphérique), avec @ (r — 400) = 0. La distribution des ions d’espece
1 suit alors la distribution de Boltzmann :

_4;%(n)

ni(r) =mn;pe 8T, (1.13)

et la densité volumique de charge dans le milieu s’écrit

_3;®(r)

p(r) =3 nioge BT . (1.14)

D’autre part, le potentiel dans la solution satisfait I’équation de Maxwell-Gauss :

AD (1) = _@ — _Z nio% o (1.15)

Ew ~ Ew

Dans l'approximation de faible densité 1.12, il est possible de linéariser cette

équation, on obtient alors en utilisant la condition d’électroneutralité }° gin; o = 0 :

A (r) + - kl:BT (Z ni,oin) d(r)=0 (1.16)

Il apparait une longueur caractéristique nommée longueur de Debye-Hiickel et
notée ¢p par la suite, qui s’exprime comme :

(1.17)

Dans le cas ou seuls deux types d’ions de valence z sont présents, on retrouve

Ewk’BT
= —. 1.1
to \ 2ngz2e? (1.18)

On peut alors résoudre 'équation de Maxwell-Boltzmann pour obtenir le poten-

I’expression classique :

tiel au voisinage d’un ion j. On obtient :

D (r) = e/, (1.19)
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Le potentiel électrostatique se comporte comme celui d'une charge isolée quand
r—0:®(r)~ q;/ (4me,r). Lorsque 'on s’éloigne de la charge centrale, le potentiel
est écranté par le nuage d’ions de charges de signe opposé et décroit exponentielle-
ment sur une distance caractéristique ¢p.

La longueur de Debye-Hiickel peut donc s’interpréter grace a cet exemple comme
étant la distance entre deux ions dans une solution chargée a partir de laquelle
les effets de 'agitation thermique deviennent comparables a ceux de l'interaction
électrostatique. Elle vaut £p = 960 nm dans I'eau pure (pH=7 a 20°C).

Cette hypothese d’eau pure au pH neutre et constant n’est pas valide pour nos
systemes. En effet, au contact de l'air la dissolution du CO5 dans I’eau mene rapide-
ment a un pH ~ 5.5 — 6, et une longueur de Debye-Hiickel /p ~ 200 nm est plus réa-
liste [89]. Enfin il est intéressant, et pratique, de noter que {p ~ 0.3nm/,/cy(mol/L)

pour un sel monovalent dans de I'’eau a température ambiante.

Longueur de Gouy-Chapman La définition exacte de la longueur de Gouy-
Chapman apparait naturellement dans la résolution analytique de l’équation de
Poisson-Boltzmann, a laquelle nous préférons un exemple physique simple.

Une membrane plongée dans 'eau va acquérir une charge de surface plus ou
moins forte, due a la dissociation des tétes des phospholipides. Considérons une
surface dans de l'eau, portant une densité surfacique de charge uniforme oy. Par
application directe du théoréme de Gauss, le champ local s’écrit Eg = 0¢/2¢,, et :
2e,kgT

decla) ~ kT = la =
Up etec({c) Bl = lg .

(1.20)

La longueur de Gouy-Chapman ¢ représente la distance limite pour laquelle
les effets du champ local de la surface sont comparables aux effets de 1'agitation
thermique. La majorité des contres-ions sera donc située dans une zone d’épaisseur

~ (q. Pour de la silice de densité surfacique oy = 2.5 mC-m~2, plongée dans de I'eau
a pH = 7a 20°C, on obtient {; = 14.2 nm.

Potentiel d’interaction électrostatique Intéressons nous a présent aux inter-
actions électrostatiques dans le cas particulier de notre systeme de double bicouche
supportée. Dans la limite des potentiels électrostatiques suffisamment faibles ou
les corrélations entre ions peuvent étre négligés, le potentiel d’interaction entre
deux membranes planes et rigides s’obtient par résolution de 1’'équation de Poisson-
Boltzman [90]. Cette équation de champ moyen se résout différemment selon le ré-
gime dans lequel le systeme considéré se trouve, dont les longueurs caractéristiques
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lp et lg introduites précédemment permettent de définir les limites (voir la figure
1.5). Nous verrons dans la partie V que cette théorie n’est plus adaptée pour décrire
des membranes fortement chargées.

e /d A

I
| - (de =1

Debye- | PhE

Huckel
I Gaz
| parfait

1 J -
(Fterme. Gouy-Chapman
diaire >

1 ¢/d

FI1GURE 1.5 — Délimitations des différentes zones pour la résolution de I’équation de
Poisson-Boltzmann (d’apres [90]).

Considérons dans un premier temps le cas de bicouches composées uniquement
de phospholipides zwitterioniques (DSPC), dont la faible charge de surface n’est due
qu’a la dissociation des tétes dans 'eau. Avec oy = 0.001 e:-nm ™2 (voir la section 2.3.2
page 93) et d,, = 2.5nm, nous obtenons {¢/d, ~ 90 et {p/d, ~ 80. Nous sommes
donc, d’apres la figure 1.5, dans le régime du gaz parfait. Dans ce régime, le potentiel
¢électrostatique est dominé par ’entropie des contre-ions, plutot que par leur charge.
La résolution de I’équation de Poisson-Boltzmann nous donne comme potentiel inter-
membranaire [90] :

kpT
Uacr(2) = - EZ . In(2). (1.21)

Ce potentiel, négligeable devant les autres contributions au potentiel total a faible
épaisseur d’eau, devient prédominant pour des distances z 2 2.5nm.

Pour finir, étudions le méme cas mais dans une solution saline d’ions monovalents
de concentration ¢y, exprimée en mol-L~!. L’adjonction de sel diminue la valeur de
la longueur de Debye-Hiickel, sans changer celle de Gouy-Chapman. La limite en
deca de laquelle I’équation de Poisson-Boltzmann se résout dans le régime de Debye-
Hiickel est donnée par 1'équation Z%Jim = d,l¢, ce qui se traduit par la concentration
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limite :
1

im = . 1.22
ol 8- 1037d N alel s (1.22)
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Fi1GURE 1.6 — Différentes contributions au potentiel d’interaction microscopique
Umicvo = Usaw + Unya + Uslec,cp, prises pour H(ly, = 0,7) = 53 x 10721 ],
0o = 0.00lenm™2, P, =3 x 10" Pa et 2z, = 0.2nm.

Des valeurs caractéristiques de nos systemes donnent ¢ jip, >~ 0.2 mmol-L~!. Pour
Co > Coim, le potentiel s’écrit [90] :

. kBTED z
Ua,pu(2) = "y <coth <2€D> 1> . (1.23)

A noter que dans les régimes ou I'équation de Poisson-Boltzmann est valide les
interactions entre surfaces chargées de méme signe sont toujours répulsives. Nous
verrons que cela n’est plus le cas lorsque les corrélations entre ions ne sont plus

négligeables.

1.1.4 Pression osmotique

Il est possible d’appliquer une pression osmotique aux membranes en ajoutant
un polymere hydrosoluble au solvant. Cette technique, trés employée sur des sys-
temes multilamellaires pour mesurer leur compressibilité, n’avait a notre connais-
sance jamais été utilisée sur des doubles bicouches supportées. La relation entre la
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concentration en polymere et la pression osmotique exercée II est déduite de calculs
de Vink [91], reportés dans la Réf. [92]. Le potentiel a comme expression :

Ussmo(z) = 1lz. (1.24)

Pour atteindre une distance inter-membranaire ~ 1.5 nm, des pressions de ’ordre
de IT ~ 500 kPa, soit environ 5 atmospheres, seront nécessaires.

FI1GURE 1.7 — Représentation schématique de I’application d'une pression osmotique
par un polymere hydrosoluble.

D’autres méthodes sont possibles pour appliquer une pression plus importante
sur un empilement de bicouches [93]. Il est par exemple possible d’appliquer directe-
ment une pression hydraulique au systeme dans une cellule ou 'eau peut s’évacuer
par une membrane semi-perméable (6 < II < 500atm), ou de placer une solution
saline dans la méme cellule isolée que 'empilement, la pression partielle de la vapeur
résultante étant plus basse que la pression de vapeur de ’eau pure, 1’épaisseur d’eau
inter-membranaire va diminuer pour atteindre 1’équilibre des potentiels chimiques
(225 < I < 1500 atm).

1.2 Interactions d’origine entropique

Que ce soient dans I’étude de systeémes biologiques ou de systemes modeéles, les
membranes fluctuent et sont généralement a proximité de membranes voisines. Le
confinement imposé par le substrat et/ou par les bicouches avoisinantes limite 1’ex-
tension spatiale des fluctuations thermiques, et modifie de ce fait les interactions
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entre une membrane et son environnement. Dans une description simplifiée ne pre-
nant en compte que des interactions de volume exclu, une membrane “touche” ses
voisines en fluctuant, et de ces “chocs” résultent une répulsion. Aux interactions mo-

léculaires “directes” ®

s’ajoute donc une contribution due au confinement. Une des-
cription de cette contribution entropique adaptée aux empilements de membranes
phospholipidiques nécessitent la prise en compte des interactions microscopiques, ce
dont nous discutons par la suite. La répulsion d’origine entropique peut empécher
I'adhésion d’une vésicule sur un substrat [94], et pourrait avoir un role dans les

interactions entre les cellules et leur environnement [95].

Savoir quelle méthode est la plus adaptée pour décrire les interactions issues des
fluctuations est un probleme complexe de physique statistique étudié depuis plus de
40 ans. De nombreuses approches ont été développées pour décrire les fluctuations
d’une membrane confinée [96] : simulations Monte-Carlo [97], théorie de Flory [98],
utilisation du groupe de renormalisation [99], calcul numérique auto-cohérent [100],
etc ... Nous discuterons ici de plusieurs potentiels effectifs utilisés pour décrire les
interactions d’origine entropique, puis de la théorie auto-cohérente développée par
Mecke et al. [101], et nous évoquerons pour finir ’approche variationnelle développée
par Manghi et Destainville [102].

1.2.1 Détermination du potentiel effectif

Interactions de type murs durs C’est W. Helfrich qui, le premier [103], décrivit
les effets de cette force en considérant une membrane fluctuante entre deux murs.
Pour obtenir une expression analytique du potentiel effectif par une approche sem-
blable a celle d’Helfrich, nous émettons certaines hypotheses que nous discuterons
par la suite :

1. les interactions entre la membrane et les murs sont de type “murs durs”, i.e.
la membrane ne “sent” le mur que lorsqu’elle le touche,

2. la tension de surface de la membrane est négligeable, si bien que son spectre
de fluctuation s’écrit : <\hq\2> = kgT/rq*,
3. la membrane est décrite comme une mosaique de domaines, séparés d’une

distance & définie comme étant la distance caractéristique entre deux chocs
(voir la figure 1.8 page suivante),

4. chaque choc entre la membrane et la paroi décorrele les domaines,

5. Pamplitude des fluctuations o fixe la distance entre les parois d.

5. Comme nous I'avons vu, des contributions entropiques interviennent dans ’expression des
potentiels d’interactions microscopiques.
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FIGURE 1.8 — Schéma du systeme considéré par Helfrich dans son calcul du potentiel
entropique : une membrane fluctuante entre deux murs durs séparés d’une distance
d. La distance caractéristique entre deux chocs & définit la longueur de coupure des
corrélations de la membrane.

La membrane est donc décrite comme une collection de domaines indépendants ©
d’aire moyenne fﬁ

L’amplitude des fluctuations o est liée au spectre par la relation :

o? = /dq<|hq|2>, (1.25)

soit :

g

kT [+
2 _ 27Kz / dq (1.26)
q

Le plus petit vecteur d’onde a prendre en compte dans cet exemple est celui corres-
pondant a la longueur de corrélation : g, = 27/&. On obtient donc :

kT
d* ~o? ~ g2, (1.27)
|

Exprimons cette longueur § en fonction des parametres du systéme. La courbure
moyenne de la membrane est de 1/R ~ d/ §ﬁ, et I'énergie élastique (partie enthal-
pique du potentiel) s’écrit par unité de surface :

K (k’BT)2
AE ~ — ~ )
¢ R? Kd?

(1.28)

6. On remarquera la correspondance entre ce modeéle et celui du gaz parfait.
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Chaque morceau apporte une contribution (toujours par unité de surface) —T'AS =
kgT/ fﬁ a la partie entropique du potentiel. Pour conclure :

Utteltricn (2) =AE — TAS
(ksT)?

=CH——— (1.29)
ol cy est un facteur sans dimension dont la valeur est encore aujourd’hui sujette
a discussion. Dans son calcul initial Helfrich estimait le coefficient cy & 37%/128 ~
0.231. Un certain nombre de simulations Monte-Carlo ont depuis donné des valeurs
plus petites de ¢y : ¢y = 0.116 £ 0.002 [97], ¢y = 0.106 [104], ¢y = 0.101 % 0.002
[105] ... Mecke et al. [101] donne une valeur ¢y = 0.08 encore plus petite par calcul
auto-cohérent (voir la section 1.2.2 page 76). De la méme maniere, I'influence sur la
valeur de ¢y du nombre de membranes [97], ainsi que de la perte de symétrie dans

le cas d’une bicouche supportée [106], n’est pas parfaitement établie.

Des expériences de diffusion de rayons X sur des systemes multilamellaires de
faible rigidité de courbure k ~ kg7, donc aux fluctuations trés importantes, ont
permis de mettre en évidence la répulsion stérique entre membranes [107]. L’étude
des pics de diffraction de ces systémes quaternaires de tensioactifs (SDS/pentanol),
d’alcanes (dodécane) et d’eau pour différentes valeurs du pas smectique a permis de
vérifier la validité du potentiel de répulsion entropique de type murs durs, et, fait
surprenant, pour une valeur de cg proche de celle prédite initialement par Helfrich.

On comprend bien la nécessité d’expériences supplémentaires sur des systémes
modeles pour décrire les effets du confinements. Comme nous le verrons plus loin, le
potentiel effectif de Helfrich n’est pas adapté a nos systemes, et nous devons intégrer
d’autres effets pour établir un potentiel réaliste.

Prise en compte de la tension de surface Dans I’établissement du potentiel
de Helfrich nous avons supposé que les effets de la tension v de la membrane étaient
négligeables devant ceux de la courbure x. L’introduction d'un terme de type v¢*
dans le spectre de fluctuation ne permet plus le calcul analytique du potentiel entro-
pique. Néanmoins, une approche phénoménologique menée par Seifert [108] permet
d’obtenir un potentiel tenant compte de v :

6¢% (kgT)> o2 2 y
Useitert (2) = -2 A 1.30
Seifrt(2) k22 sinh?(y) Wy =9 cskpT (1.30)

ou ¢g = y/cy /6. On remarque que pour v — 0 :

USeifert (Z) 'y:O UHelfrich(z) . (1 3].)
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Avec z = 2.2nm et v = 0.1 mN-m~!, valeurs typiques pour notre bicouche flottante,
on obtient y?/sinh? (y) ~ 0.93 et Useitert(2) ~ Unemicn(2). Nous ne considérerons
donc pas les effets de tension de surface sur le potentiel entropique dans I'interpré-
tation de nos résultats.

Potentiel “soft” Lors de I’étude des interactions microscopiques nous avons vu
que deux membranes proches I'une de I'autre subissent une répulsion d’une portée
de T'ordre de plusieurs Angstroms. La présence de cette force contredit I’hypothese
selon laquelle les interactions sont de type murs durs : la membrane “sent” le mur
par 'intermédiaire de la répulsion d’hydratation, avant de le toucher.

Une description réaliste des interactions d’origine entropique doit donc intégrer
les effets, eux méme d’origines enthalpiques et entropiques, de la répulsion d’hydra-
tation. Des calculs auto-cohérents [28, 100, 109] donnent comme renormalisation du
potentiel, pour v ~ 0 uniquement :

7T/{ZBT Ph ( z )
Uso = \— -, 1.32
ft(z) 16 Kz, eXp nzp, ( )

ou z, et P, sont définis dans I’équation 1.10 page 64.

n est un nombre sans dimension qui définit la longueur caractéristique de I’exponen-
tielle. Les calculs auto-cohérents originaux prédisent une valeur n = 2, tandis que
les expériences sur des empilements multilamellaires de Petrache et al. [9], de méme
que la théorie auto-cohérente développée par Mecke et al. [101] (voir la section 1.2.2
page suivante), montrent qu’une valeur plus élevée n ~ 2.4 est plus réaliste.

Le potentiel ainsi obtenu est plus “mou” que le potentiel de Helfrich (voir la
figure 1.9 page suivante).

Discussion sur la renormalisation du potentiel Il est donc possible, et comme
nous le verrons plus loin nécessaire, de prendre en considération les effets de la
répulsion d’hydratation dans ’expression du potentiel entropique. Qu’en est-il des
autres contributions enthalpiques ?

Les interactions de van der Waals ont été prises en compte par Podgornik et Par-
segian [100] mais donnent un potentiel complexe, dont certains parametres doivent
étre calculés numériquement au cas par cas. Petrache et al. [9] ont montré expé-
rimentalement qu’un potentiel effectif de type “soft”, sans renormalisation des in-
teractions de van der Waals, est suffisant pour décrire correctement les interactions
entropiques dans les systémes multilamellaires. A notre connaissance, aucune étude
théorique récente sur le sujet n’a été menée.
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FicUurke 1.9 — Effets du potentiel “soft” et de Helfrich sur le potentiel d’interaction
total avec les valeurs des parametres de la figure 1.6 page 70, kK = 7T0kgT et cy =

0.08.

Les mémes questions se posent pour les interactions d’origine électrostatique.

Faut-il nécessairement les inclure dans la renormalisation du potentiel entropique ?
Bien qu’a nouveau cette question n’ait pas été étudiée en détail, ces interactions de
tres longue portée ne devrait étre renormalisées que marginalement.
En effet, D. Andelman montre dans la Réf. [90] que si la longueur de corrélation élec-
trostatique dans le plan & est grande devant la séparation entre les membranes, les
interactions électrostatiques peuvent étre négligées devant les interactions d’origine
entropique ”. L’expression de cette longueur est, dans le régime du gaz idéal :

% 7T£B€D/<L 1/4 1/2
&= </<;37T> d,/*. (1.33)

Dans nos systemes fﬁ est comprise entre 50nm et 100 nm, nous supposons donc
qu’il n’est pas nécessaire de tenir compte des interactions électrostatiques dans la
renormalisation du potentiel.

1.2.2 Théorie auto-cohérente

Nous venons de voir qu’un certain nombre de méthodes permettent d’obtenir des
potentiels effectifs Ug,. adaptés a diverses configurations : le potentiel Ugelgricn pour

7. En l’absence de forces de van der Waals et d’hydratation.
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décrire les interactions de type “murs durs”, celui de Seifert Usgiert lorsque les effets
de la tension de surface ne sont plus négligeables, et enfin Uy pour prendre en
compte les effets de la répulsion d"hydratation. On obtient le potentiel d’interaction
total entre une membrane et son environnement simplement en sommant le potentiel
microscopique Upicro €t le potentiel effectif Ugue @ Uiot = Umicro + Uiue. La position
d’équilibre du systeme d,, est donnée par le minimum de Uy, et sa dérivée seconde
prise & la position d’équilibre donne sa courbure U/, (d,,).

La théorie auto-cohérente développée par Mecke et al. [101] est une alternative
aux théories de potentiel effectif. En considérant les fluctuations de position d'une
membrane pres d'un substrat dans le régime des faibles fluctuations, i.e. loin de la
transition de décollement (unbinding transition), elle permet de calculer différentes
quantités comme :

— une fonction de partition Z de la membrane,

— la distance moyenne membrane-substrat d,,,

— l'amplitude des fluctuations thermiques rms oy,

— et la valeur moyenne de la dérivée seconde du potentiel extérieur (U”).

16K02 3(z —dy)?
Zsc = /dzeXp <_(l<; TYQU(Z) - %) ;
B th

1 16073 —d,)’
dy, = (2)=—= /dzz exp | — 61{0”; U(z) — M :
zZ (kgT) 807,

crfh = ((z— dw)2) = %/dz (z — alw)2 exp (— (1::;3]; U(z) — %) :
" _ 1 " 1650’t2h 3 (Z B dw)2
{u" = z/dzU (2) exp <_WU(Z) — W) : (1.34)

U(z) désigne ici le potentiel microscopique, pouvant étre symétrique ou non.
L’hypothése majeure sous-jacente a I'obtention de la fonction de partition est qu’il
est possible de traiter indépendamment les fluctuations de courtes longueurs d’onde
dans 'espace réciproque, et les fluctuations de grandes longueurs d’onde dans 1’es-
pace réel.

Ces équations peuvent étre résolues de fagon analytique pour quelques potentiels
simples, permettant ainsi une comparaison directe avec les théories de potentiel
effectif.
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Membrane entre deux murs durs En utilisant un potentiel d’expression :

{U(z) =0, pour —d < z < +d, (1.35)

U(z) = cste, sinon,
il est possible de résoudre analytiquement les équations 1.34. Imposer la contrainte
0% = ud? permet une détermination auto-cohérente de cy et donne la valeur cy =

0.08, en accord avec certaines simulations Monte-Carlo [110].

Potentiel linéaire L’exemple d’un potentiel linéaire de la forme U(z) = Pz ou P
a les dimensions d’une pression est intéressant, car il s’agit la d’un premier potentiel
asymétrique simple déja traité par d’autres méthodes [4]. La résolution analytique
des équations auto-cohérentes donne :

o ~ P73, (1.36)

résultat en excellent accord avec ceux obtenus par simulations numériques [97].

Transition entre un potentiel “soft” et un potentiel de type murs durs
Nous avons vu que le potentiel de Seifert (équation 1.30 page 74) redonne I'expres-
sion du potentiel de Helfrich lorsque la tension de surface v tend vers 0. L’expression
analytique du potentiel “soft” (équation 1.32 page 75), elle, ne permet pas de re-
trouver le potentiel de Helfrich, quelles que soient les valeurs prises pour P, et z.
La théorie auto-cohérente permet-elle de passer continument d'un systeme de type
“soft” a un systéme de type murs durs?

Nous avons résolu les équations auto-cohérentes pour un potentiel extérieur asymé-
trique U(z) composé d’un terme de pression d’hydratation Uynya(2) = Pz, exp(—z/nzy)
et d’une pression osmotique Usmo(z) = Pz. En faisant varier P, et z, de {P, =
5x 105Pa, z, = 0.18nm} a {P, = 5 x 10®Pa, 2z, = 0.005nm} nous mimons une
transition d’une répulsion de type “soft” a une répulsion de type murs durs (voir la
figure 1.10 page 80).

Comparons les résultats ainsi obtenus aux théories de potentiel effectif. Dans le

cas du potentiel “soft” :

— la théorie auto-cohérente (L) et la théorie du potentiel effectif (ligne discon-
tinue bleue) sont en trés bon accord, notamment pour les faibles épaisseurs
d’eau (régime des petites fluctuations);

— il est impossible d’ajuster les résultats prédits par la théorie auto-cohérente
avec un potentiel effectif de Helfrich, et ce quelque soit le module de courbure
utilisé;
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— le seul parametre libre dans 'ajustement du potentiel “soft” sur les résultats
auto-cohérents est le coefficient n (voir I’équation 1.32 page 75). La valeur
obtenue pour n est n = 2.4, en bon accord avec les résultats expérimentaux
sur des empilements multilamellaires [9];

— mnous retrouvons cet accord pour toute valeur de k comprise entre 5 et 200 kgT;

— l'approche auto-cohérente prédit une épaisseur d’eau inter-membranaire d,, a
pression nulle plus faible (W) que la théorie du potentiel effectif, et sur-estime
(U"). Ce probleme, majeur (voir la section 2.3.1 page 92), est certainement du
a un mauvais échantillonnage des micro-états les plus confinés.

Concernant le potentiel de type murs durs :

— il est impossible d’ajuster les résultats prédits par la théorie auto-cohérente
(o) avec un potentiel “soft” (ligne noire pointillée), et ce quelques soient les
parametres pris;

— il est possible d’ajuster ces résultats par un potentiel effectif de Helfrich (voir
équation 1.29 page 74), avec ¢y ~ 0.5. Il est intéressant de noter que cette
valeur de cy differe grandement de celle obtenue pour le cas symétrique.
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F1GURE 1.10 — Valeurs moyennes de la dérivée seconde du potentiel extérieur calcu-
lée par résolution des équations auto-cohérentes 1.34 (points) et par utilisation de
la théorie du potentiel effectif (lignes), pour une répulsion de type “soft” (I et ligne
bleue discontinue {F, = 5 x 10°Pa, z;, = 0.18 nm}) et pour une répulsion de type
murs durs (o et ligne rouge continue {P, = 5 x 10® Pa, z;, = 0.005nm}). Les points
pleins (o, M) et I'extrémité des lignes désignent les points a pression nulle (en in-
sert, les potentiels microscopiques correspondants). En pointillé, meilleur ajustement
possible de la répulsion de type murs durs (o) par un potentiel effectif “soft”.
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Ces résultats montrent que la théorie auto-cohérente, contrairement aux théories
de potentiel effectif, peut décrire une transition continue entre une répulsion “soft”
et une répulsion de type murs durs.

Toutes les théories présentées ici sont basées sur une approximation quadratique
du potentiel d’interaction, que ce soit dans le cas symétrique [100, 103] ou non
[101, 102]. Dans tous les cas, une situation non-symétrique, comme la notre, peut
étre symétrisée en identifiant la dérivée seconde du potentiel avec 'intensité A d’un
potentiel quadratique U(z) ~ A(z — 2)?, approximation valable dans la limite des
faibles fluctuations [101].

1.2.3 Approche variationnelle

Manghi et Destainville [102] ont développé un modele de la transition de décol-
lement d'une double bicouche supportée prenant en compte v et s, basé sur une ap-
proche variationnelle ot les potentiels d’interaction inter-membranaire et membrane-
substrat sont modélisés par un potentiel de Morse asymétrique (voir la figure 1.11
page suivante) :

Ustorse(2) = D [e722674) — ge7o=0)] (1.37)

décrit par sa profondeur D, sa largeur « et la position de son minimum d, ajustés
pour décrire un potentiel réaliste U,qp +Upyq. Cette approche leur permet de calculer
dans quelles conditions I’empilement est stable, en fonction des différents parametres
élastiques (potentiel d’interaction, module de courbure, et tension de surface) et
de la température. La physique du probleme est alors dictée par deux parametres
(adimensionnés) :

8akD 27y
= T, et o) avec O = ol

= (1.38)
= correspond a la dérivée seconde du potentiel de Morse prise a son minimum, et
O est une température caractéristique du systeme. La stabilité de I'empilement dé-
pend de la valeur de ces parametres : plus 7'/© est grand et = petit, plus on sera
proche de la transition de décollement. Le diagramme de phase est divisé en quatre
régions : systéme stable (1), décollement de la membrane libre (2), décollement des
deux membranes (3), et décollement des deux membranes liées (4).

Les calculs des auteurs pour des parametres de doubles bicouches supportées
issus des résultats de Daillant et al. [30] ménent & = ~ 200. D’apres la figure 1.11,
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FiGUurE 1.11 — En haut : potentiel de Morse utilisé dans le modele de Manghi et
Destainville pour décrire ici les interactions entre une membrane et un substrat,
comparé a un potentiel Upyq + Uyqw classique. En bas : température normalisée
de la transition de décollement, calculée en fonction du parametre de couplage =,
correspondant au potentiel d’interaction inter-membranaire. Les points colorés et les
lignes désignent les calculs des frontieres entre les différentes zones discutées dans le
texte. Le point (¢) correspond a notre situation expérimentale (adapté de [102]).

la transition de décollement de la bicouche libre se situe a des températures proches
de T~ 50 ~ 30°C, c’est-a-dire proches de la température a laquelle nos expériences
sont menées.

En montrant que la bicouche flottante est proche du décollement, ces travaux confirment

que les interactions de la bicouche flottante avec le substrat sont suffisamment faibles
pour lui permettre de fluctuer quasi-librement.

Nous allons a présent nous intéresser aux expériences que nous avons menées sur

des doubles bicouches supportées, puis nous comparerons nos résultats aux différents
aspects des théories présentées ici.



2. Mesure des potentiels
d’interaction par diffusion de
rayons X

2.1 Introduction : compressibilité des systémes li-
pidiques multilamellaires

Avant de décrire les résultats que nous avons obtenus sur les systemes de doubles
bicouches supportées, intéressons nous aux expériences menées sur des phases mul-
tilamellaires de phospholipides. Détaillons pour cela les travaux de Petrache et al.

[9, 111] sur des solutions de MLVs de DMPC, EggPC et DPPC en phase L,, obser-
vées par diffusion de rayons X.

L’amplitude de fluctuations rms des membranes est obtenue par ajustement des
courbes de diffusion de rayons X par une loi de Caillé [111, 112]. Le module de
compressibilité B, défini ici par la relation B = d0*F /0d?, est également déduit de
la loi de Caillé, mais nécessite une valeur de x déduite des meilleurs ajustements des
potentiels entropiques (voir la figure 2.1 page suivante). L’application d’une pression
osmotique variant de 0 a 58 atm permet d’obtenir la valeur des différents parametres
structuraux et élastiques des membranes pour différentes épaisseurs d’eau d,, (ces
résultats sont résumés dans le tableau 2.1 page suivante).

Les données expérimentales sont comparées a une théorie de potentiel effectif,
avec un potentiel microscopique de la forme Upicro = Uyaw + Unya + Uosm, €t un
potentiel entropique soit de Helfrich, soit de type “soft”. La charge de surface due a
la dissociation des tétes des lipides n’est pas prise en compte dans l'interprétation
de leurs résultats.

83



84 2. Mesure des potentiels d’interaction par diffusion de rayons X

Lipide T dp, dn K B Py, Zh n H
[C] [A] [A] [ksT] [10"J/m*] [10°Pa] [A] [10~*1 J]
DPPC* | 50 18.0 472 12 0.99 1.97 3.05 4.78
DMPC* | 30 188 44.0 19 1.13 1.97 2.59 4.91
EgegPC® | 30 209 454 13 2.11 1.07 1.94 3.04 4.73
DMPC? | 40 179 440 23 1.06 1.88 2.22 4.91

TABLE 2.1 — Valeurs des différents parametres structuraux et élastiques extraites
des analyses de diffusion de rayons X pour différents types de lipides en phase
multilamellaire (d’aprés [9]¢ et [113]°).

Comme on peut le voir sur la figure 2.1, seul un ajustement des données ex-
périmentales avec un potentiel “soft” est possible. Le parameétre d’écrantage n du
potentiel “soft” issu des meilleurs ajustements est cependant plus grand que la valeur
n = 2 prédite par la théorie, et varie de n = 2.4 a n = 2.9 selon I’échantillon.

o 6= nz/(ndd)
= exponential fit
=sunnm hulk values

(Petrache et al)

PR U IS R 1 1 1 1
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FIGURE 2.1 — 02 en fonction de d,, et comparaison a différents potentiels. A gauche :
phase lamellaire de EggPC. En tirets : potentiel de Helfrich, en pointillés : potentiel
“soft” avec m = 2, en trait plein : potentiel “soft” avec n = 2.9 (issu de [9]). A
droite : phase lamellaire supportée de DMPC. En trait plein : potentiel “soft” avec
n = 2.2, en tirets : comparaison aux résultats de Petrache et al. [9] (issu de [113]).

L’épaisseur d’eau inter-membranaire d,, a pression nulle semble relativement in-
dépendante des échantillons et vaut ~ 20 A. Le module de compressibilité B n’est
calculé que pour du EggPC, et a une valeur & pression nulle de 2.11 x 103 J/m*.
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Notons que Salditt et al. obtiennent des résultats équivalents sur des bicouches
de DMPC supportées obtenues par spin coating (N~ 16) [113] (voir le tableau 2.1).
Ils montrent également que seul un potentiel “soft” permet d’ajuster leurs données
expérimentales, et ce pour une valeur de n ~ 2.2.

Ces résultats caractéristiques des phases multilamellaires serviront de base de
comparaison a nos expériences sur des doubles bicouches supportées.

Role des défauts dans les phases multilamellaires Les expériences de diffu-
sion de rayons X sur des phases multilamellaires ont ainsi été a l'origine de grandes
avancées dans la compréhension des interactions entre bicouches. Cependant, le role
des défauts structuraux (voir la figure 2.2) dans ces systémes est aujourd’hui mis
en avant pour expliquer des différences entre les prédictions théoriques et certains
résultats expérimentaux.

Prenons I'exemple de la transition de décollement. Comme nous ’avons vu a la sec-
tion 1.2.1 page 72, la répulsion entropique entre membranes est directement liée a
leur amplitude de fluctuation o. Une augmentation de la température devrait donc
théoriquement résulter en une augmentation de I’épaisseur d’eau d,,. Au dela d’une
température critique 7;,, la répulsion entropique domine la partie attractive du po-
tentiel et les membranes se “détachent” une a une du substrat : c’est la transition
de décollement.
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FIGURE 2.2 — Epaisseur d’eau inter-membranaire en fonction de la température pour
une phase multilamellaire supportée de DMPC (issu de [114]). La ligne continue
correspond a la prédiction théorique d’une transition de décollement, calculée pour
deux membranes supportées. En insert, exemple de défauts présents dans les phases
multilamellaires : bourgeonnement et dislocation (issu de [115]).
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Vogel et al. [114] ont montré qu'une transition de décollement est bien présente
dans des échantillons multilamellaires supportés de POPC et de DMPC (a des tem-
pératures respectives de 80°C et 95°C), mais que ni I’épaisseur d’eau ni 'amplitude
des fluctuations n’augmentent a I’approche de T, (voir la figure 2.2 page précédente).
L’hypothese faite est que les défauts structuraux des membranes limitent I’augmen-
tation de d,, avec la température, et que la transition de décollement observée est
liée a une réorganisation de ces défauts a T,,.

2.2 Propriétés intrinseques d’une double bicouche
supportée

Les phases multilamellaires permettent d’étudier les fluctuations des membranes
dans un empilement de bicouches phospholipidiques ainsi que leurs interactions pour
différentes températures, pressions osmotiques, forces ioniques, etc ...Néanmoins,
ces systémes possedent probablement des défauts structuraux, et ne permettent pas
d’accéder aux fluctuations d’'une membrane unique.

De part leur conception tres contrdlée, les doubles bicouches supportées ne com-
portent que peu de défauts, et sont un candidat idéal a I’étude des fluctuations d’une
membrane unique. Nous avons mené plusieurs séries d’expériences de diffusion de
rayons X sur des doubles bicouches supportées de deux sortes :

— les “vraies” doubles bicouches constituées de deux bicouches de DSPC,

— et les doubles bicouches OTS-DSPC, ot la premiere monocouche est remplacée

par une couche greffée d’octadecyl-trichlorosilane (OTS) (voir I'annexe A.2).
Dans les deux cas la premiere bicouche, greffée ou quasiment adsorbée sur le substrat,
sert “d’espaceur” en éloignant la bicouche flottante sur laquelle notre étude portera
majoritairement.

A partir des ajustements réalisés conjointement sur des courbes de réflecti-
vité spéculaire et hors-spéculaire, nous déterminons les parametres structuraux des
doubles bicouches (en particulier ’épaisseur d’eau entre les membranes d,,) pour des
températures variant entre 42.9°C et 52.9°C. Nous avons aussi acces aux parametres
dits “élastiques” tels que la tension des bicouches 7, leurs rigidités de courbure k et
la dérivée seconde du potentiel d’interaction inter-membranaire Uy, 5. L’amplitude
des fluctuations o est également mesurée et décomposée en sa partie statique oy
et sa partie thermique oy,. L’essentiel des résultats est résumé dans le tableau 2.2
page 90.
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10°5 e —

------------------- Bicouche flottante.
------ Bicouche supportée
Signal total

I/lo

F1GURE 2.3 — Courbe de réflectivité hors-spéculaire d’une vraie double bicouche de
DSPC. La bicouche flottante domine le signal total & grand ¢, (adapté de [34]). En
insert, courbe de réflectivité spéculaire de la double bicouche. La ligne continue re-
présente le meilleur ajustement, avec le méme jeu de parametre pour les réflectivités
spéculaire et hors-spéculaire (ajustements couplés).

2.2.1 Propriétés de la bicouche supportée

Les propriétés de la bicouche la plus proche du substrat seront peu discutées dans

cette these essentiellement portée sur I'étude de la bicouche flottante. La bicouche
supportée étant tres proche du substrat (de 0 nm pour les bicouches OTS-DSPC a
~ 1nm pour les vraies doubles bicouches), ses fluctuations sont moins importantes
que celles de la bicouche flottante (04,1 < 5 A) et contribuent donc moins au signal
de diffusion hors-spéculaire (voir la figure 2.3). De ce fait, les incertitudes associées
aux mesures des parametres élastiques et structuraux de la premiere bicouche sont
nettement supérieures a celles de la membrane quasi-libre.
Cette proximité avec le substrat a une influence majeure sur la tension de la bicouche
supportée, comprise entre 10 et 30 mN/m, soit de deux a trois ordres de grandeurs
plus grande que celle de la bicouche flottante. Les interactions de van der Waals
“tendent” la bicouche sur le substrat, et suppriment les fluctuations de grandes
longueurs d’onde. Il est possible que la tension que nous mesurons corresponde a
la tension “microscopique” de la bicouche issue des modes de protrusions, dont la
tension de surface associée, i.e. le colit énergétique d’une protrusion, est prédit par
simulation numérique de 'ordre de 50 mN/m [23].
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2.2.2 Structure des échantillons et propriétés de la bicouche
flottante

Dans le cas des doubles bicouches sans ajout de polyvinylpyrrolidone (PVP) ni
de sel, la tension de la bicouche flottante déterminée par les ajustements est de
0.3+ 0.2mN/m. Comme reporté dans des travaux précédents de Daillant et al. [30]
sur des doubles bicouches supportées, on observe une transition gel-fluide nette a une
température d’environ 52°C pour laquelle le module de courbure chute de presque
un ordre de grandeur. Cette température de transition est légerement inférieure a
celle observée sur des vésicules multilamellaires (7, = 55.5°C d’apres la Réf. [116]).
Ce décalage, attribué aux interactions avec le substrat, est cohérent avec certaines
études menées sur des bicouches supportées [17, 117]. D’autres études menées par
AFM sur de simples bicouches de DMPC supportées sur des substrats de mica
[118, 119, 120] ont néanmoins mis en évidence un décalage de la température de
transition vers des températures plus élevées que sur des vésicules multilamellaires.
L’origine des disparités entre ces résultats n’est a ce jour pas connue.
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FIGURE 2.4 — A gauche : rugosité statique oy ; (points ouverts) et rugosité thermique
ow,; (points pleins) pour la bicouche en contact avec le substrat (i = 1, carrés
rouges), et la bicouche flottante (i = 2, triangles bleus). A droite : module de
courbure £ (M) et tension de surface v (¢) de la bicouche flottante. Les lignes sont
de simples guides pour les yeux.
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Dans les échantillons de doubles bicouches supportées, la transition principale
gel-fluide observée ne semble pas précédée d'une pré-transition de la phase gel a la
phase ripple.

La composante statique o 2 de la rugosité totale de la bicouche flottante reste
constante et comprise entre 0.5 et 3.5 A. Sa rugosité thermique oy, 2 est beaucoup
plus importante que celle de la bicouche supportée, allant de 6 a 13 A, et augmente
de fagon conséquente avec la température (voir la figure 2.4 page précédente). Ce
résultat, en opposition aux observations faites sur des systéemes multilamellaires
[114], justifie la dénomination de membrane flottante, et est en parfait accord avec
les expériences précédentes menées sur des doubles bicouches supportées [34].

Un zoom de la réflectivité hors-spéculaire sur la région ou elle est le plus sensible
au potentiel d’interaction Uy, ,, est montré sur la figure 2.5 pour différentes tempé-
ratures. Il est important de noter ici que la dérivée seconde du potentiel d’interaction
est directement liée a la profondeur du minimum de la courbe de réflectivité hors-

spéculaire autour de ¢, ~ 1.0 — 1.5nm™!

, sans étre fortement couplée aux autres
parametres. De la méme maniere, 1’épaisseur d’eau d,, est fortement corrélée a la
position en ¢, de ce minimum. Comme on peut le voir directement sur la figure 2.5,
d,, augmente (le minimum se décale vers les petits ¢,) et le potentiel devient plus

faible (le minimum est moins prononcé) lorsque la température augmente.

1031 T T T T T T
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FIGURE 2.5 — Courbes de réflectivité hors-spéculaire et ajustements associés, mul-
tipliés par un facteur ¢ pour faire ressortir la contribution des bicouches. Le zoom
est fait sur la partie la plus sensible au potentiel Uy, 5/, .
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Influence de la température

42.9°C 49.7°C 51.5°C 52.0°C 52.9°C

oy [A] 25.0+1 26.5+1 26.9+1 28.1+1 29.7+1
Appies [A] AT £6 4846 AT +6 AT 46 42 £5
N 29 +4 32 +4 24 +3 30 +4 33 +4

o 5 *+1 5 +1 6 +1 6 +1 5 +1

n, 3 +1 1+1 4 +1 4 +1 1 +£1

Ko [kpT] 280450  300£50  200+£50  60+20 50+20
v2 [mN/m] 0.3+0.2 0.3£0.2 0.4+0.2 0.440.2 0.540.2
02,5t [A] 2.0+0.5 2.5+0.5 3.5+0.5 3.0+0.5 3.0£0.5
O2.th [A] 6.3+0.7 8.64+0.9 10.7£0.8 1242 1343

[ U}, 0, [10° J/m?] [ 121203 118403 11.6£0.3 11.7£0.3 11.5+0.3

TABLE 2.2 — Effets de la température sur les parametres structuraux et élastiques

de doubles bicouches OTS-DSPC.

Comparons ces résultats a ceux obtenus par Petrache et al. [9] pour des phases
multilamellaires (voir la figure 2.6 page suivante). La distance inter-membranaire
d,, des doubles bicouches est plus grande de 0.1 a 0.5nm que la distance inter-
membranaire moyenne des échantillons de EggPC, et le potentiel d’interaction U7,
est plus faible d'un ordre de grandeur. Ces disparités significatives ne peuvent étre
attribuées a la seule différence dans la nature des lipides utilisés, et nécessitent une
modélisation plus poussée des interactions pour étre interprétées.

L’aire par lipide Ay, y;co ainsi que le nombre de molécule d’eau par téte de lipide n),
(et n!,) sont calculés selon la méthode développée dans la partie I (voir le tableau 2.2
pour les expériences a différentes températures, 2.4 pour les expériences avec ajout
de sel, et 2.5 pour celles ot une pression osmotique est appliquée). Nous obtenons
une aire par téte de lipide Ay pico = 48£6 AQ, de 'ordre de la valeur Ay, p;co >~ 54 AQ
mesurée par Daillant et al. par diffusion de rayons X sur des doubles bicouches de
DSPC [30].
Le nombre de molécule d’eau par téte de lipide est inférieur a la valeur n), ~ 11
obtenue par Tristram-Nagle et al. sur des phases multilamellaires de DOPC [44]. Cet
écart est probablement dii aux différences de nature entre les deux lipides utilisés.
Bien que Ap pico €t nl, restent du méme ordre de grandeur apres ajout de sel ou
de PVP, notre résolution expérimentale ne nous permet pas de conclure sur une
variation fine de ces deux quantités.
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FIGURE 2.6 — A gauche : dérivée seconde du potentiel d’interaction U}, en fonction
de I’épaisseur d’eau inter-membranaire d,,. (OJ) : data de Petrache et al. [9] sur du
EggPC en phase fluide, pour différentes pressions osmotiques, (H) : II = 0. (e) :
doubles bicouches de DSPC en phases gel et fluide pour différentes températures.
Ligne verte discontinue : modele auto-cohérent (SC) en phase fluide (k = 50kgT).
Les ellipses désignent les prédictions de théories de potentiel effectif, sans pression
appliquée, pour des interactions de van der Waals, d’hydratation et de Helfrich
(ellipse grise); van der Waals, hydratation et potentiel “soft” (ellipse rayée). Ces
ellipses sont obtenues par variation des différents parametres dans les limites de la
littérature (voir texte). A droite : d,, en fonction de la rugosité thermique de la
bicouche flottante oy . Ligne bleue discontinue : “Helfrich Ansatz” d2, = 1/607, ,.
Ligne bleue pointillée : modele de Helfrich, avec un décalage du minimum de 0.3 nm
pour la courbe supérieure. Tirets rouges : modele du potentiel “soft”.
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2.3 Détermination du potentiel d’interaction

2.3.1 Comparaison aux théories de potentiel effectif et a la
théorie auto-cohérente

Deux modes de représentation s’averent particulierement efficaces pour compa-
rer les résultats expérimentaux aux prédictions théoriques : d,, est représentée en
fonction de la rugosité thermique de la bicouche flottante oy, 2 et U7, est tracé en
fonction de I’épaisseur d’eau sur la figure 2.6 page précédente.

La précision de nos mesures, et en particulier pour les larges séparations, nous
permet de tester les différents potentiels microscopiques et entropiques proposés
dans la littérature. Sur la figure 2.6, nous calculons chaque contribution au potentiel
total en faisant varier les parametres dans des intervalles de valeurs provenant de la
littérature. Nous obtenons alors l'ellipse grise et I'ellipse rayée, correspondant aux
prédictions théoriques pour respectivement le modele de Helfrich et le modele “soft”.
Dans les deux cas le potentiel microscopique est décrit de la méme maniere (voir le
tableau 2.3 page suivante) :
— les forces attractives de van der Waals sont calculées en utilisant I’approche
de Lifschitz, Uqw = —H/127(2 + 2dpeaq)* avec H = 5.3 x 10721 J et dpeaq =
0.4 — 0.8nm [121, 122],

— la répulsion d’hydratation est décrite par une exponentielle décroissante clas-
sique Unya = Pyznexp (—z/zp) avec P, =1—5 x 10" Pa et z;, = 0.16 — 0.2 nm
9].

Nous ajoutons un potentiel de type murs durs Uge = cg/k(kgT/z)? [103] pour
obtenir l'ellipse grise, avec cy variant de 0.08 a 0.2. Les valeurs de d,, prédites sont
loin des résultats expérimentaux, aussi bien dans le cas des doubles bicouches (o)
que pour les échantillons multilamellaires (). Ce potentiel ne parvient pas non plus
a décrire I'évolution de d,, en fonction de oy, 2, de méme pour toute relation de la
forme! : d, o oy,. Nous vérifions également que décaler le zéro du potentiel pour
rendre le potentiel plus “mou” n’améliore pas la comparaison.

L'utilisation d'un potentiel “soft” Usyy = wkpT/164/Pr/kK/2zn exp(—z/nzp) per-
met d’améliorer I'accord avec les résultats expérimentaux mais prédit toujours des
valeurs de la courbure du potentiel Uf;, un a deux ordres de grandeurs plus grands
que ceux observés, et sous-estime les valeurs de d,, et oy, 2 pour les doubles bicouches
de DSPC. Le potentiel “soft” couplé a ce potentiel microscopique est par contre a
méme de décrire les résultats sur les phases multilamellaires de EggPC.

1. Cette relation de proportionnalité entre d et oy, est parfois nommée “Helfrich Ansatz”.
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Interaction Potentiel ‘ Valeurs des parametres
van der Waals Upaw = —H/127(2 + 2dpeaq)? H=53x10"2t]
dhead =0.4—0.8nm
Hydratation Unya = Prznexp (—z/zn) P,=1-5x10"Pa
zp = 0.16 — 0.2nm
cg =0.08—-0.2
Helfrich Uttet = i /k(kgT/2)? k=20—300kgT
T =40 —-60°C
“Soft” Usot = Wk:BT/IG\/Ph//{/zh exp(—z/nzy) | n =24
Electrostatique GP Uacp = kgTIn(z)/n/lg/lp (g =2251nm
lg=TA

TABLE 2.3 — Liste des potentiels et des valeurs des parametres utilisés pour tracer
les ellipses des figures 2.6 et 2.9.

La théorie auto-cohérente, supposée permettre le calcul de d,,, Uy et oy, 2 de
maniere plus satisfaisante que le potentiel effectif, sur-estime fortement leurs valeurs,
probablement a cause d’un mauvais échantillonnage des micro-états les plus confinés.

2.3.2 Contribution électrostatique

La théorie du potentiel effectif avec un potentiel total Uioy = Uvaw + Unyd + Usott
permet donc de décrire les résultats obtenus expérimentalement pour des phases mul-
tilamellaires, mais ne permet pas de rendre compte de I’épaisseur d’eau a 1’équilibre
et du potentiel d’interaction des doubles bicouches de DSPC. Comme la bicouche
flottante interagit faiblement avec le substrat et peut étre tres proche du décolle-
ment 2, une contribution répulsive faible mais de trés longue portée au potentiel total
suffirait a décaler sa position d’équilibre vers des valeurs de d,, plus grandes et de
U7, plus faibles. La contribution électrostatique, issue de la dissociation des tétes
PC, répond a ces conditions.

En effet, les tétes zwitterioniques de phosphocholines sont amphoteéres : leur taux
de dissociation dépend du pH de la solution (voir la figure 2.7 page suivante). Au
contact de 'air, du COy se dissout dans ’eau milli-() et I'acidifie rapidement jusqu’a
un pH~ 5.5—6. A ce pH, I'espéce zwitterionique est prédominante, mais une fraction

2. Décollement parfois observé pour des températures 2 60 °C.
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non négligeable de lipides sont chargés positivement [123] :

[ lipides chargés + |

= 10PHPRa1 ~ 1 /1000. 2.1
[lipides zwitterioniques] / (2.1)

Cette fraction de lipides chargés meéne a une charge surfacique de 'ordre de oy ~
0.001 e-nm~2. Il a été montré récemment que cette densité de charges, a priori faible,
était suffisante pour empécher I'adhésion de vésicules [124].

[CH, N'O,P] [C,H,N'O,0P] [C,H,,NO,OP]

' >
pKa ~3 pH~5.5 pKa ~11

FIGURE 2.7 — Diagramme de prédominance de la phosphocholine en fonction du pH
de la solution.

La faible densité surfacique de charge de nos systemes permet 'utilisation de la
théorie de champ moyen de Poisson-Boltzmann pour décrire les interactions élec-
trostatiques. La longueur de Gouy-Chapman vaut g ~ 10?2 — 103nm, celle de
Debye-Hiickel ¢ ~ 200 — 500nm, et I’épaisseur d’eau d, reste comprise entre
2 et 3nm. Nous sommes donc dans la limite du Gaz Parfait (GP) de la théorie
de Poisson-Boltzmann, ou le potentiel dominé par ’entropie des contre-ions s’écrit
Uacp = kT In(z)/m/lg/lp (voir section 1.1.3 page 66).

L’ajout de ce potentiel a Usoy = Uvaw + Unya + Usore donne une prédiction en tres
bon accord avec nos résultats expérimentaux (ellipse noire et lignes rouges sur la
figure 2.9 page 97). Cette contribution étant dominante a grand d,,, la densité de
charge prise en compte dans les ajustements est tres robuste et indépendante des
autres parametres. A courte distance, elle est négligeable, et de ce fait n’améliore
pas 'accord avec les autres formes de potentiels.

Ecrantage des interactions électrostatiques Pour vérifier I’hypotheése d’une
répulsion électrostatique, nous avons ajouté du NaCl a nos échantillons de maniere
a écranter les interactions électrostatiques. Cette méthode est plus simple a analyser
quun changement de pH par le biais d’une solution tampon, dont les effets sur les
bicouches peuvent étre complexes [125]. Deux concentrations de sel ont été testées,
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¢y =0.5mol- L™ et ¢ = 1 mol-L7! > Co1im, €quivalentes a des longueurs de Debye-
Hiickel respectivement égales a 0.45 et 0.3nm. Les résultats sont reportés sur la
figure 2.9 et dans le tableau 2.4.

Phase fluide Phase gel
Sans sel | /p=0.45nm | {p=0.3nm Sans sel | {p=0.3nm
dy [A] 28.0 £1 24.6 £1 20.3+1 24.3 +1 222+1
AL bic2 [Az] 64 £8 65 £8 53 +8 47 +8 60 +8
N 40 45 32 £3 24 +3 24 +3 26 +3
o 8 +2 11 £2 6 +1 741 9 +2
n, 8 +3 17 +6 4 +1 7 +3 11 +4
Ko [kpT] 80 £50 470 £50 230 +50 80 £10 180 £ 10
72 [mN/m] 0.8 +0.2 0.240.2 0.8+ 0.2 || 0.7£0.2 0.5+0.2
02,5t [A] 0.54+0.5 1.0 0.5 2.5 +£0.5 1.0 0.5 | 1.0+ 0.5
O2.1h [A] 7.5 1 4.9 £1 4.1 +1 8.0 £1 5.8 +1

| Uy, 109 3/m?] [ 121 £0.1 | 129 0.1 | 133 +£0.1 || 12.2 £0.3 | 13.0 £0.1

TABLE 2.4 — Effets du sel sur les parametres structuraux et élastiques de doubles
bicouches de DSPC en phase gel et en phase fluide.

On observe une diminution nette de d,, et de la rugosité thermique oy, 2, ainsi
qu'une augmentation de la courbure du potentiel U}, d’un ordre de grandeur envi-
ron, en accord avec I’hypothese d'un écrantage de la répulsion électrostatique. Ces
résultats sont correctement décrits par une théorie du potentiel effectif avec comme
potentiel total : Uoy = Uyaw + Unya + Usos + Uel pH, tracée en bleu sur la figure 2.9,
ce qui confirme donc le role de I'électrostatique.

Cette interaction électrostatique est ignorée dans les études de diffusion de rayons
X sur des lipides zwitterioniques en phase multilamellaire. Elle n’est, en effet, pas
nécessaire pour interpréter les résultats expérimentaux. Il se peut que dans ces ex-
périences le pH ou la concentration en charges de I’eau ne soient pas bien controlés,
mais il est plus probable que les défauts structuraux entre bicouches empéchent
I’empilement d’atteindre 1'épaisseur d’eau maximale, que nous atteignons avec des
doubles bicouches supportées.
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& NaCl: 1M
m NaCl:05M

O avant sel

1074 T
A
1076 I
=
=
1078 H
1010 \é
4109 ; 610° 8109
(m
10712 . L2 . . A
106 107 108
Gy (M)
FIGURE 2.8 — Courbes de réflectivités hors-spéculaire et spéculaire (en insert),

avant sel (o), avec 0.5 mol-L™! de NaCl (H), puis 1 mol-L ! de NaCl (). Les lignes
représentent les meilleurs ajustements, avec le méme jeu de parametres pour les
réflectivités spéculaire et hors-spéculaire.
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dw (nm) . Oth,2 (NM)

FIGURE 2.9 — Ajout des effets des charges a la figure 2.6. Doubles bicouches de
DSPC en phase fluide avant (e) et apres (o) un ajout de sel (T=58°C; {p = 0.45nm
puis 0.3nm); et en phase gel avant (A) et apres (A) un ajout de sel (T=40°C;
¢p = 0.3nm). Lignes rouges continues (resp. discontinues) : Uyaw + Unya + Usote +
Uacp en phase fluide (resp. gel). Lignes bleues continues (resp. discontinues) :
Usvaw +Unyd +Usott +Ue pn avec £p = 0.3 nm, en phase fluide (resp. gel). Lignes vertes
discontinues : modele auto-cohérent en phase fluide (k = 50kgT") avec une contribu-
tion électrostatique de type gaz parfait. L’ellipse noire représente les prédictions de la
théorie du potentiel effectif, sans pression appliquée, pour Uyqw + Unyd +Usott +Uer,gp-
(#) : effets de la pression osmotique sur des doubles bicouches de DSPC en phase
gel pour deux pressions Il = 14 £ 2 et 450 4 250 kPa.
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2.3.3 Application d’une pression osmotique

Afin de pouvoir accéder aux valeurs du potentiel d’interaction pour des distances

inter-membranaires plus faibles, nous avons appliqué une pression osmotique sur des
doubles bicouches supportées. Cette méthode, couramment utilisée dans les systemes
multilamellaires, n’avait a notre connaissance jamais été employée sur une double
bicouche.
La pression osmotique a été appliquée en ajoutant du polyvinylpyrrolidone (PVP)
de masse moléculaire moyenne de 40000 g-mol~! & de I’eau milli-Q. Des solutions
de ¢; = 4 et ¢; = 30% en masse de PVP ont été préparées et homogénéisées a 'aide
d’un agitateur magnétique pendant plusieurs heures. Les pressions osmotiques cor-
respondantes a c¢; et ¢y sont obtenues dans la littérature et valent respectivement
IT = 14 + 2kPa et IT = 450 4+ 250 kPa [91, 92].

L’eau de la cellule contenant la double bicouche doit étre soigneusement rempla-
cée par la solution visqueuse de PVP, afin d’éviter un décollement de la bicouche
flottante. Lors de I’échange des solvants, la solution dense de PVP se place au fond de
la cellule et nous controélons visuellement son niveau (voir la figure 2.10). A environ
1mm du substrat nous stoppons ’échange de solvant, et laissons diffuser pendant
plusieurs dizaines de minutes. Cette méthode permet d’appliquer la pression osmo-
tique sans abimer 1’échantillon, mais mene probablement a une légere sur-estimation
des concentrations de PVP en contact avec la bicouche flottante.

double

bicouche
| eau |t ~1mm

échange
de
solvant

FI1GURE 2.10 — Représentation schématique d’un échange de solvant. Lorsque la
solution dense et visqueuse de PVP est a environ 1 mm de la bicouche, nous stop-
pons I’échange et laissons le mélange s’homogénéiser pendant plusieurs dizaines de
minutes.
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Les effets de la pression osmotique sont résumés dans le tableau 2.5 page suivante
et sur les figures 2.11 et 2.12. Nous obtenons a nouveau une bonne correspondance
avec les prédictions du modele théorique précédent (voir la figure 2.9 page 97), ainsi
qu’avec les expériences sur des systéemes multilamellaires (voir la figure 2.12). Nous
ne disposons que de peu de points de pressions osmotiques différentes, mais la rela-
tion expérimentale observée entre oy, 2 et Il n’est pas incompatible avec la prédiction
théorique oy, » ~ 1713, 11 s’agit, & notre connaissance, de la premiére démonstration
que le potentiel inter-membranaire de deux bicouches supportées peut étre controlé

par 'application d’une pression osmotique.

—— Avant PVP
........ Apreés ajout de PVP (4 %)
1.00¢
& 0.75
oﬁ Y
2
a
w  0.50t+
0.25 e
0.00— 4 8 12
z (nm)

FI1GURE 2.11 — Profil de densité électronique d’une double bicouche supportée avant
et apres ajout de PVP (4%). Les lignes discontinues mettent en évidence la diminu-
tion de d,,.
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Pression osmotique
Avant PVP  PVP 4% PVP 30%
dy [A] 22.041 180+1  14.0+1
Appies [A7] 51 £8 AT £8 47 48
Ty 31 +4 17 £2 15 42
nl, 6 +1 6 +1 341
!, 743 743 <2
Ko [kpT] 100420 200450 50050
~y [mN /m] 02402  1.1£03  0.3+0.1
a5 [A] 241 441 3+1
oo [A] 9+1 441 3+1
| Ui, [10° 3/m?] || 12,0401 13.854£0.1  14.540.1

TABLE 2.5 — Effets de la pression osmotique sur les parametres structuraux et élas-
tiques de doubles bicouches de DSPC.

o (nm)
10il 11=0 _’EE\\ G~IT™R
N, 0.5 N :
., N
N,
£ AN
> 0° ~
20
on N
AN [e) N
@ 103 e D, N
o d 0.1
=3 N7 Ff 100 10° 102 108
= N 1 (kPa)
?.,R\DmA
AN
\\ O
S
1ol N B
\ b\\
5 \
\ O\? \\Uzo
\
VA AN
N \
| ! \
1 : Lo
190 1.0 20" " 3.0
dy (nm)

FIGURE 2.12 — Pression osmotique appliquée en fonction de d,,. Points ouverts : data
de Petrache et al. [9] sur du EggPC (O0), du DMPC () et du DPPC (/\) en phase
fluide. Le code couleur des lignes est le méme que pour la figure 2.9. En pointillés
noirs : potentiel microscopique Uyqw + Unya + Ue,gp sans contribution entropique.
En insert : o4, 2 en fonction de la pression appliquée. La ligne discontinue représente
une loi en oy 9 ~ Y3,
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2.4 Conclusion

Décrire de maniere réaliste les interactions entre membranes est un probleme

complexe de physique statistique. Nous avons vu et comparé dans cette partie deux
théories traitant des effets du confinement sur le potentiel d’interaction total. Les
théories dites de potentiel effectif autorisent la description des effets entropiques
par le simple ajout d’un nouveau potentiel au potentiel microscopique. Ce potentiel,
effectif donc, peut étre déterminé de différentes manieres selon les situations consi-
dérées. Diverses expériences sur des systemes multilamellaires ont montré que seul
un potentiel de type “soft” était en accord avec les résultats expérimentaux.
La théorie développée par Mecke et al. [101] permet d’obtenir de fagon auto-cohérente
les valeurs moyennes de 1’épaisseur d’eau inter-membranaire d,,, de la rugosité ther-
mique oy, et de la dérivée seconde du potentiel inter-membranaire Uy',. Bien qu’elle
décrive de maniere satisfaisante la transition continue entre une répulsion de type
“soft” et une répulsion de type murs durs, elle ne permet pas, pour le moment,
de rendre compte des résultats expérimentaux probablement a cause d'un mauvais
échantillonnage des micro-états les plus confinés.

Les expériences de diffusion de rayons X sur des doubles bicouches supportées,
assorties d’'une modélisation minutieuse des interactions microscopiques, ont mis en
évidence la nécessité de prendre en compte la faible répulsion électrostatique entre
bicouches composées de lipides zwitterioniques, et permet de tester les différents
potentiels, effectifs et électrostatiques, proposés dans la littérature. L’analyse cou-
plée de courbes de réflectivité spéculaire et hors-spéculaire montre également que
les bicouches supportées sont plus hydratées que les phases multilamellaires, possi-
blement a cause des défauts structuraux de ces derniéres. Enfin, nous avons montré
qu’il est possible d’accéder au régime d’interaction a courte portée par application
d’une pression osmotique sur une double bicouche.

Ces expériences ouvrent un vaste champ de possibilités abordables griace au
controle des interactions dans les doubles bicouches supportées, telles que la tran-
sition de décollement, les effets de différentes molécules a vocation biologique, les
conditions d’adhésion d’'une membrane a une paroi, etc ...



Quatrieme partie

Fluctuations d’une membrane
unique sous champ électrique
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De par leur faible perméabilité aux électrolytes, les membranes phospholipi-

diques voient leurs propriétés sensiblement modifiées par I'application d’'un champ
électrique. Une vésicule géante peut, par exemple, se déformer sous ’action d'un
champ électrique continu ou alternatif [126]. Pour des tensions transmembranaires
importantes, des pores peuvent se former dans la vésicule [127, 128]. Ce phénomene
nommé électroporation est non seulement intéressant du point de vue de la phy-
sique fondamentale, car lié aux parameétres élastiques et structuraux des bicouches,
mais également dans le domaine des biotechnologies. Il est en effet possible d’utiliser
’électroporation pour introduire des macromolécules (fragments d’ADN, protéines,
principes actifs, etc...) a 'intérieur d’une cellule [129].
Les techniques expérimentales basées sur ’application d'un champ électrique sur
une membrane lipidique, comme 1’électroporation, 1’électrofusion et 1’électroforma-
tion, ont été développées de fagon empirique et restent mal comprises du point de
vue fondamental. Dans cette partie nous nous intéresserons plus particulierement au
phénomene d’électroformation, en étudiant les effets d’un champ électrique alterna-
tif sur une membrane phospholipidique. Nous caractériserons dans un premier temps
les propriétés de doubles bicouches de DSPC sous champ électrique par diffusion de
rayons X, puis nous étudierons les conditions de déstabilisation de simples bicouches
supportées de différentes natures.



1. Mesure des effets du champ
électrique

1.1 Contexte et enjeux de I’étude

1.1.1 Principes de I’électroformation

L’électroformation est I'une des méthodes les plus utilisées en laboratoire pour
former des vésicules géantes unilamellaires (GUVs). Elle permet d’obtenir rapide-
ment des vésicules de plus grandes tailles et avec moins de défauts que les GUVs
obtenues par formation spontanée de vésicules [130, 131].

Décrivons succinctement le protocole expérimental classique d’électroformation
de GUVs tel que développé par Angelova et al. [132, 133, 134]. Les lipides, géné-
ralement dissous dans du chloroforme a une concentration de 1 & 2mg-mL™!, sont
déposés sur une lame de verre couverte d’une fine couche d’oxyde d’indium-étain
(ITO) conductrice. Le film de lipide est ensuite hydraté et placé dans une cellule
fermée (voir la figure 1.1 page suivante). On applique un champ électrique alternatif
(AC) d’'une fréquence de 10 Hz au systeéme, d’abord a une amplitude faible (~ 0.5V
pour une distance inter-électrode d’environ 2 mm), augmentée graduellement par pas
de 0.5V toutes les 20 minutes jusqu’a une valeur de 2'V. La fréquence est finalement
réduite a 5 Hz pendant quelques minutes pour détacher les vésicules des électrodes.

Les vésicules ainsi obtenues sont sphériques, unilamellaires, et ont un diameétre
compris entre 5pum et 50 um. Cette technique impose certaines contraintes : les
vésicules sont initialement tendues, d'une distribution de tailles large, et doivent
nécessairement étre formées en phase fluide. La force ionique de la solution doit
également étre inférieure a 50 mM, loin des conditions physiologiques (100 - 200 mM

KCI ou NaCl).

104



1.1 Contexte et enjeux de 1’étude 105

Un certain nombre de variations complexes, et toujours empiriques, de ce proto-
cole expérimental ont permis d’améliorer les caractéristiques des vésicules obtenues
par électroformation [135, 136, 137]. Néanmoins, la nature exacte de la déstabilisa-
tion du film multilamellaire plan de lipides vers une géométrie sphérique close de
vésicules n’est pas encore bien comprise. Une modélisation précise des effets d’un
champ électrique sur une membrane phospholipidique, accompagnée d’expériences
sur des systemes modeles et tres controlés, permettrait de mieux comprendre les
phénomeénes mis en jeu lors de 'électroformation, et éventuellement d’améliorer les
protocoles expérimentaux existants.

Lame de verre

Couche ITO

Film de lipides

FIGURE 1.1 — A gauche : représentation schématique de la technique d’électroforma-
tion de vésicules. A droite : GUVs formées par électroformation (extrait de [138]).

1.1.2 Modélisation d’une membrane sous champ électrique

Déstabilisation d’une membrane par un champ électrique Suivons dans
un premier temps le modele développé par Sens et Isambert d’'une membrane peu
perméable aux électrolytes, libre! (U” = 0), soumise & un champ électrique continu
(DC) transverse, dans la limite des hautes concentrations en sel (¢p — 0) [139].

Sous ’action du courant électrique imposé, les charges en solution vont s’accumu-
ler de part et d’autre de la bicouche induisant un champ électrique transmembranaire
Ep ~ ExXm/Xs, OU X €t X, sont respectivement les résistivités de la membrane et
du solvant, et E désigne le champ imposé a la cellule.

Dans le cas d’'une membrane parfaitement plane, les éléments d’aire des interfaces
inférieures et supérieures sont égales : d¥ = d¥_ = dX,, et le champ transmem-
branaire F,, induit une densité de charge oy = ¢,,FE,, sur chacune des interfaces,

1. II n’existe, & notre connaissance, pas de modele de membrane en interaction avec son envi-
ronnement sous champ électrique.
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ou &, est la permittivité diélectrique de la membrane (~ 2¢¢). Les forces exercées a
chaque interface sont opposées, ne résultant qu’en une compression de la bicouche.

Comme nous 'avons vu, une bicouche supportée n’est jamais parfaitement plane
et la symétrie est rompue par ses fluctuations thermiques et sa rugosité statique :
la distribution des charges de surface n’est pas uniforme. Prenons pour exemple
une membrane d’épaisseur d,, déformée comme h(x) = h,cosqgx (voir la figure 1.2
page ci-contre). L’élément d’aire de la face supérieure d¥, differe de celui de la face
inférieure d_

- dn\’
ds., :{1 + 2O+ Co) + <7> clcg}dz,
(1.1)
d

. dy\
O+ )+ (—) clcg]dz.

s :{1 _
5

C) et Cy sont les courbures principales de la membrane telles que définies a la
section 1.1.2 page 11. Dans notre exemple C ~ q2hq et Cy=0:

d
s, = 1+ ¢*h, dZ,

(1.2)
d, ]
dy_ = 1—7qh dy.
On peut alors calculer la densité de charge induite sur chaque interface :
_0Q dpm, T
1 — ¢*h,
az+ 0-0 2 q | )
(1.3)
09 [, A oo ]
82, ~ 0 -1 + 7q2hq_ .
La force dF|, qui agit sur un élément de surface dX s’écrit :
OF, ~ (04 —o_) E,,dX
~ — 00Endng*hydS ~ —ep B2 dpmg®h,dy. (1.4)

La contribution des charges de surface a ’énergie libre totale par unité de surface
est donc égale a :

O0F el r

el
Lal T (gn)? (15)
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ASF _~E odE

5F ~Eodf - -

FIGURE 1.2 — Schéma représentant la distribution non uniforme des charges élec-
triques sur une membrane courbe sous champ électrique.

avec 'y = 8mde,2n > 0. I'y;; a les dimensions d’une tension de surface, et vient
se soustraire a 7 dans 'expression de I’énergie libre totale de la membrane. Cet
approche simplifiée nous permet de montrer comment la distribution non uniforme
des charges de surface induit une diminution de la tension de la membrane. Un calcul
plus rigoureux a partir du tenseur des contraintes de Maxwell permet d’obtenir cette
contribution dans le cas général :

T,
Fa= 3 Foa=—— /dS (Vh)2. (1.6)
q

Ce terme s’ajoute a ’expression de 1’énergie libre de la membrane en diminuant sa
tension a 1’équilibre ~y :

1
Fib = [[ |5 (6= L) (V07 + w(80)°)] (1.7)
et le spectre de fluctuation s’écrit a présent :

2\ kBT

Si (v — ) <0, le spectre de fluctuation diverge, et la membrane se déstabilise
pour tous vecteurs d’onde ¢ tels que :
—(v—Ta)
g < ——— =q.. (1.9)
K
Tous les modes compris entre 0 et ¢. devraient donc étre déstabilisés. En consi-
dérant les interactions hydrodynamiques entre la membrane et le solvant, ainsi que
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la dissipation visqueuse interne a la membrane, Sens et Isambert ont montré qu'une
sélection étroite de modes se déstabilisant plus rapidement s’opere. Leur modele
prédit que I'évolution aux temps courts des modes de Fourier h, est donnée par

I’équation linéarisée :

(Nwq + bfrdzncf)hq =—((v— 1—‘el)CJQ + "“ﬁ)hq (1.10)
41078 et : : 41078
b Y —Ig >0 i Y —I'g <0
0
L 2.10—6
o s
K 4106 <z
0
-81075}
T e e
q (m™) q (m™)

FIGURE 1.3 — Temps caractéristique 7, en fonction du mode g. A gauche, y—I'¢; > 0
et le critere de déstabilisation n’est pas atteint, la membrane est donc stable pour
tous modes ¢. A droite, y—I'¢; < 0 et les modes g < g. sont instables (ligne pointillée
rouge, 7, positif). Le minimum de la courbe dans la région instable donne le vecteur
d’onde ¢* se déstabilisant le plus rapidement.

En associant une évolution temporelle de la forme h,(t) ~ €/™ A chaque mode
de Fourier, on obtient comme temps caractéristique pour un mode donné (voir la
figure 1.3) :

_ Nw [ 14q/qayn
%_FM<1—@M¥> (L11)

avec :

—(v—T,
Y o /et %) BN SR (1.12)
K

Thw _
Gayn :W ~5x10°m . (1.13)

Le terme gqyn décrit la dissipation visqueuse dans et autour de la membrane :
nw = 107% Pa-s désigne la viscosité dynamique du solvant, et b, ~ 10°® Pa-sm™!
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le coefficient de friction entre les deux monocouches.

Si 1, < 0, alors et/7a — 0 et le mode ¢ est stable. Comme nous le voyons dans
Iexpression 1.11, si I'; < 7, tous les modes sont stables. Si I'y; > «, 'ensemble des
modes ¢ < g. ont un temps d’évolution 7, positif et sont donc déstabilisés.

La minimisation de 7, par rapport a ¢ donne le vecteur d’onde pour lequel la
déstabilisation est la plus rapide. Pour g. > qgyn, 7, présente un minimum pour

* 2\1/3
¢ = (qayndc)
et prédisent donc une déstabilisation plus rapide des modes d’ondulations dune

. Les auteurs estiment la valeur de ¢* de l'ordre de 2 x 10" m™!,

longueur d’'onde A* = 27/¢* de l'ordre du pum, représentant la taille des plus pe-
tites vésicules créées. Ces vésicules croissent ensuite par divers processus (fusion,
échange de lipide avec la membrane, ...) pour atteindre la taille maximale observée
expérimentalement comprise entre 5 et 50 ym.

Contribution positive au module de courbure Lacoste et al. ont développé
un modele plus général des effets d’un champ électrique continu sur les parametres
élastiques d'une membrane libre, basé sur la résolution de I’équation de Poisson-
Boltzmann linéarisée [140] ou non[141]. Avant de décrire ces travaux plus en détail,
reprenons ’approche décrite au paragraphe précédent d'une déformation de la mem-
brane de la forme h(z) = h, cos gz, et calculons a présent la pression électrostatique
agissant sur un élément de surface d :

p, L7t
Em

2
Ng_odznq%g ~ e BL g h2. (1.14)

L’énergie libre par unité de surface se calcule directement :

fel,q :Pelecdv - Pelecdde
~emdo g hiEL dS. (1.15)

En plus de la contribution négative du champ a la tension de la membrane
calculée précédemment, le champ induit donc une contribution positive au module
de courbure, qui tend a stabiliser la membrane en limitant ses déformations. En
effet, ce terme positif en ¢* s’ajoute & x dans les expressions de I’énergie libre totale
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et du spectre de fluctuation :

FIb = [ e [2 (G L) (VR 4 (s -+ ma) (A1)
(1.16)
2\ kT
<‘hq‘ > _(7 - Fel)q2 + (/‘i + Hel)q4.

A nouveau, cette approche nous permet d’interpréter de facon simple les effets
du champ électrique sur les fluctuations d’'une membrane, mais ne permet pas de
saisir I'intégralité des phénomeénes mis en jeu.

Le modele développé par Lacoste et al. montre que I',; et ko dépendent chacun
des caractéristiques de la couche de Debye et du champ électrique transmembranaire.
Leurs expressions, complexes, se simplifient dans la limite du régime de Debye-Hiickel
(é D — 0) :

Fel,DH :gmdefn; (117)

5
Rel,DH :ﬂgmd%Egﬂ (118)

On retrouve bien la forme des expressions obtenues avec notre approche simplifiée.
Notons que le facteur numérique 5/24 dans Uexpression de ke pp, calculé dans le
modele de membrane d’épaisseur finie de la Réf. [140], est obtenu égal a 1/12 dans
les approches de Ziebert et al. [142] ainsi que d’Ambjornsson et al. [143]; dans le
premier cas avec un modele de membrane d’épaisseur nulle (mais de conductivité et
de résistivité finies), et dans le second par un modele de membrane d’épaisseur finie
décrite par une énergie libre effective.

Lacoste et al. ont calculé les valeurs de k. et 7, pour une large gamme de
longueurs de Debye variant du nanometre a la dizaine de microns, présentés sous
la forme de rapports a, = ke /Kepu et ar = I'q/Te pr (voir la figure 1.4 page
ci-contre).

Pour finir le modele de Lacoste et al. introduit également une contribution I'y
préfacteur d’un terme en ¢® dans le spectre de fluctuation. Cette correction, interdite
a Iéquilibre pour des raisons de symétrie, est cependant trés petite (~ 10724J/m)
pour des valeurs réalistes des parametres du systeme [140], et ne sera pas prise en
compte dans la suite.
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FIGURE 1.4 — En pointillés rouges (resp. tirets noirs) : valeurs prédites des rapports
ar = I'y/Tapn (resp. o, = Ke/Ke,pr) par le modele de Lacoste et al. [140] pour
différentes valeurs de la longueur de Debye ¢p. Notons que «, varie de plusieurs
ordres de grandeur tandis que ar reste compris entre 0 et 1. Zone hachurée : valeurs
de {p caractéristiques de nos systemes.

1.2 Diffusion de rayons X sur une membrane sous

champ électrique

1.2.1 Etat de ’art

Mesurer les effets d'un champ électrique faible (sous le seuil d’électroporation)
sur les parametres élastiques d’'une membrane nécessite des expériences précises sur
des systemes modeles tres controlés. Citons dans un premier temps les travaux de
Constantin et al. sur la transition de décollement induite par un champ électrique,
étudiée par réflectivité de rayons X sur des multicouches de lipides supportées [144].
Les auteurs mesurent dans un premier temps la cinétique de détachement des bi-
couches de I'empilement, en fonction de l'intensité et de la fréquence du champ.
Leurs résultats montrent que les bicouches se détachent plus rapidement lorsqu’un
champ de basse fréquence (< 100 Hz) est appliqué (voir la figure 1.5 page suivante).
La cinétique de ce détachement ressemble fortement a celle d'une transition de décol-
lement induite par une augmentation de température, mais a des échelles de temps
tres différentes.
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FiGUrE 1.5 — Cinétique de décollement d’un empilement de bicouche sous champ
électrique pour différentes fréquences du champ. L’intensité intégrée mesurée lors
de ces expériences de réflectivité est directement liée au nombre de bicouches de
'empilement (issu de [144]).

Afin de comparer directement ces résultats aux théories de ’électroformation,
les auteurs mesurent également I’amplitude moyenne des fluctuations, mais n’en dé-
tecte aucune modification lorsque le champ électrique est appliqué. La conclusion
tirée est que les effets du champ n’affectent que les bicouches du sommet de I’'empi-
lement : leur contribution au signal de diffusion total étant minime, I’augmentation
des fluctuations attendues ne peut étre détectée. Cette hypothese est cohérente avec
la nature unilamellaire des vésicules obtenues par électroformation, signe qu’il s’agit
tres certainement d’un processus de décollement bicouche par bicouche. Il est éga-
lement possible que 'empilement de membranes soit court-circuité par les défauts
structuraux a travers lesquels le courant circule préférentiellement.

La diffusion de rayonnement sur des bicouches et doubles bicouches supportées
permet de s’affranchir des contraintes des échantillons multilamellaires, de par leur
absence de défauts structuraux, et de par la possibilité de caractériser les fluctua-
tions d’une membrane unique faiblement liée au substrat.

Les travaux de Lecuyer et al. ont permis de montrer qu'une double bicouche sup-
portée peut étre déstabilisée par un champ électrique de basse fréquence f < 10 Hz
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[12, 35, 145], en accord avec les résultats obtenus sur des phases multilamellaires
[144]. Des expériences de réflectivité de neutrons ont permis aux auteurs d’obtenir
des résultats compatibles avec l'existence d’une contribution négative a la tension
de surface, induite par le champ électrique.

Grace a des analyses couplées de réflectivité spéculaire et hors-spéculaire de
rayons X, Malaquin et al. ont pu mesurer indépendamment I'y; et k., pour des
fréquences de 50 Hz et de 10 Hz & une tension fixe de 5V [11]. Ces analyses prélimi-
naires montrent qu’il est possible d’accéder directement aux corrections apportées
aux modules élastiques d’une bicouche flottante. Pour une fréquence de 50 Hz, T,
est évalué a 0.52 £ 0.15mN/m et ry a 65+ 15kgT, et pour une fréquence de 10 Hz
[y = 1.05+0.15mN/m et k, = 185 & 15kgT. Les travaux suivants s’inscrivent
dans la continuité de ceux de Malaquin et al., et visent a caractériser les effets de la
fréquence et de 'amplitude du champ électrique appliqué.

1.2.2 Dispositif expérimental

Le procédé de fabrication des échantillons est le méme que celui décrit dans
la partie III. Le champ électrique est appliqué entre une lame ITO placée dans le
fond de la cellule et le substrat de silicium, rendu conducteur par déposition sous
vide d'une couche d’environ 200nm de cuivre (voir la figure 1.6 page suivante).
Les caractéristiques du champ appliqué sont controlées grace a un Générateur de
Basses Fréquences (GBF)?2. 11 est délicat d’appliquer un champ électrique continu
sans provoquer une 1’électrolyse de I’eau, observée méme pour des tensions faibles de
I’ordre du Volt. Nous nous limiterons donc a 1'utilisation d’une tension alternative.

Les travaux de Lecuyer et al. [12, 145] et ceux de Malaquin et al. [11] ont permis
de déterminer les fréquences et amplitudes optimales pour observer les effets du
champ électrique sur les membranes, sans les dégrader ni oxyder le substrat :

— une couche d’oxyde de silicium croit rapidement lorsque la fréquence du champ

est inférieure a ~ 5 Hz, et ce méme pour des tensions faibles,

— les effets du champ ne sont mesurables que pour une fréquence inférieure a

100 Hz, et sont d’autant plus forts que la fréquence est basse,

— dans cette gamme de fréquences la tension peut monter jusqu'a ~ 10V sans

abimer le substrat ni les bicouches,

— une conductivité plus élevée de I’eau par ajout de sel accroit certes les effets du

champ local, mais mene également a un décollement de la bicouche flottante

2. Les tensions indiquées ici sont définies comme étant I’amplitude A d’un signal sinusoidal
U(t) = Asin(wt).
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soudain et bien sir indésirable ici.
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FIGURE 1.6 — Dispositif expérimental utilisé pour appliquer un champ électrique a

une double bicouche supportée.

Fort des résultats de ces analyses préliminaires, nous avons mené plusieurs séries
d’expériences sur des doubles bicouches de DSPC en phase fluide dans de I’eau milli-
Q, sans ajouter de sel, pour des fréquences variant de 50 Hz a 10 Hz et des tensions

toujours inférieures ou égales a 10'V.



qz*Mg (m)

1035

1034

1033

10%2
1031
1030

1029

1.2 Diffusion de rayons X sur une membrane sous champ électrique

115

1.2.3 Modifications structurelles

L’analyse des courbes de diffusion hors-spéculaire de rayons X nous permet a la
fois de caractériser la structure des doubles bicouches (voir la figure 1.7), et d’accéder
a leurs parametres élastiques. Les résultats essentiels des mesures effectuées pour

chaque série d’expérience sont répertoriés dans le tableau 1.1 page 120.

F5V 50Hz

ROV
SRR

1.2
5V 10Hz

5V 50Hz

0.8
2V 50Hz

(e-y-o) da3

1V 50Hz

0.4
avt champ

L 1 L 0.0

NN

8
d (nm)

FI1GURE 1.7 — A gauche : courbes de diffusion hors-spéculaire en fonction de ¢, pour

différentes fréquences et amplitudes du champ appliqué et ajustements associés. Les
courbes sont chacune décalées d’une décade par soucis de lisibilité. A noter la crois-

sance d'une “bosse” vers 1.5nm™! significative d’une augmentation de Pamplitude

des fluctuations thermiques, et son déplacement vers les plus grands ¢, traduisant

le rapprochement des membranes. A droite : profils de densité électronique associés,

décalés de 0.2e—-A .
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Le premier résultat intéressant qui se dégage de ces analyses est la diminution de
’épaisseur d’eau entre les bicouches lorsquun champ électrique est appliqué (voir la
figure 1.8). La diminution d’épaisseur d’eau est d’autant plus importante que la ten-
sion est élevée et la fréquence basse, d,, pouvant atteindre une valeur de 5+1 A pour
un champ de 5V 10 Hz. Nous observons dans le cas de la série 4 que méme un champ
de faible tension (1 V) peut mener & une diminution importante de ’épaisseur d’eau
(~ 68%). Cet effet peut s’expliquer par la présence d'une pression électrostatique
sur la bicouche flottante qui tend a la rapprocher du substrat. Comme nous l’avons
vu dans la partie précédente, une variation minime du potentiel d’interaction suffit
a modifier de fagon conséquente d,,.

- Série 1
- Série2 |
- Série 3
- Série 4

..D.
....
e
-

0.0 —————————
I'g) (MN/m)

FIGURE 1.8 — Variation relative de 'épaisseur d’eau inter-membranaire, tracée en
fonction de la tension induite par le champ I'y;, qui est une mesure indirecte du
champ local.

Nous observons également une compression des bicouches sous champ (voir la
figure 1.9), de 'ordre de 5% en moyenne et atteignant ~ 30% pour la série 3, a
laquelle nous avons appliqué un champ fort a basse fréquence sans étapes intermé-
diaires. Ce phénomene d’électrostriction peut étre modélisé de fagon simple. Considé-
rons la membrane comme un condensateur plan d’épaisseur variable d,,. La pression
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électrostatique s’écrit P... = €, E2. A Déquilibre mécanique, cette contrainte est
compensée par la réponse élastique de la membrane Y, Ad,,/d, 0, i.e. :

Ad,,  enEZ
dmo YL

(1.19)

ou Y est le module de Young transverse de la bicouche, et d,, son épaisseur a
champ nul. Une bicouche sera donc d’autant plus comprimée que le champ local
est important. La littérature donne des valeurs de Y| comprises entre 107 et 10® Pa,
mesurées par électrostriction sur des membranes lipidiques supportées [146].
Estimons le champ électrique transmembranaire FE,, grace a nos mesures de I';.
Nous savons que I'y; = apsmdefn, en prenant ',y = 1 — 2mN/m nous obtenons
E,, ~1.8—2.5 x 10 V/m. La variation relative d’épaisseur Ad,,/ dp o résultante est
comprise entre 1 et 10 %, en accord avec nos mesures expérimentales.

0.4

. Série 1

- Série 2
- Série 3
- Série 4

Sbod

g (MN/m)

FIGURE 1.9 — Variation relative de 1’épaisseur de la membrane flottante en fonction
de la tension induite par le champ I',;. La zone hachurée est issue de ’équation 1.19.

Sur la figure 1.10 page suivante nous comparons les courbes de diffusion hors-
spéculaire avant et apres une série d’expériences sous champ électrique. La similitude
entre les deux courbes contraste avec les différences dues au champ de la figure 1.7,
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et montre clairement que le champ électrique n’endommage pas la bicouche de fagon
irréversible.

L’aire par lipide mesurée est comparable a la valeur de 54 Az obtenue par Daillant
et al. sur des doubles bicouches supportées [30], et ne varie pas significativement
lorsque le champ est appliqué (voir la figure 1.11 page suivante). Seule la série 3
fait figure d’exception avec une variation de 'ordre de 30 %, que nous associons &
nouveau au champ électrique intense auquel elle est soumise.

Le nombre de molécules d’eau par téte de lipide n!, est cohérent avec les résul-
tats précédents de la partie III, et ne varie pas avec 'application du champ dans
la limite de notre résolution expérimentale, et ce méme pour des épaisseurs d’eau
inter-membranaire inférieures au nanometre.

Ces résultats nous confortent sur I'intégrité de nos échantillons lorsqu’un champ
électrique d’amplitude inférieure a 10V et de fréquence supérieure a 10 Hz leur
est appliqué. Nous pouvons donc mesurer les parametres élastiques des bicouches
flottantes sans craindre d’artefacts liés a la formation de pores ou d’autres défauts

T T
+ aprés champ
X avant champ

ES T -

structuraux.

1031

109 510°

F1GURE 1.10 — Comparaison de courbes de diffusion hors-spéculaire avant et apres
I’application d'un champ électrique sur un méme échantillon. Les courbes sont dé-
calées d'une demi-décade par soucis de lisibilité. La différence entre les courbes est
minime devant les différences induites par le champ électrique (voir la figure 1.7
page 115).
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FIGURE 1.11 — A gauche : nombre de molécules d’eau par téte de lipide. Les tirets
représentent la valeur de n/, = 11 mesurée par Tristram-Nagle et al. sur du DOPC
[44]. A droite : aire par lipide moyennée sur les deux monocouches de la bicouche
flottante en fonction de I’épaisseur d’eau inter-membranaire. Les tirets représentent
la valeur de 54 A” mesurée par Daillant et al. [30].
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| Série1(0) | Avant Champ 1V 50Hz 2V 50Hz 5V 50Hz 5V 10Hz |
| dy[A] | 225+1 1694+1 13.9+1 143 +1 86+1 |
Ko [kgT] 20 (10-35) 15 (10-30) 60 (45-80) 70 (50-90) 180 (150-220)
Y5 [mN/m] 16+02 154+02 08+02 06+02  04+02
oon [A] 8+ 18 9426 10+15 10+ 15 11+ 1.4
Uy o [10° J/mY] || 127402 123402 11.9+02 11.9+02 11.2+0.2
ker [kpT] 0 -4 (-16-17) 40 (22-65) 50 (27-74) 160 (128-202)
e [mN/m] 0 01+03 08403 1.0+03 12403
¢ [107m™] 9.1+ 1 73+1  434+1 4141 22+ 1
| Série2 (¢) | Avant Champ 5V 50Hz 5V 30Hz 5V 10Hz |
| d[A] | 220+1 8.7+1 7041 48 +1 |
Ko [kgT] 20 (15-30) 160 (130-210) 180 (150-220) 230 (200-280)
5 [mN /m] 0.8 + 0.2 0.7 £ 0.2 0.4 + 0.2 0.1 £ 0.2
oo [A] 9418 8+ 1 841 12 4+ 1.7
Uy o, 1107 J/m?] || 12,9 £0.2 12.7 + 0.2 11.8 + 0.2 11.0 + 0.2
Koy [kpT] 0 140 (110-191) 160 (130-201) 210 (180-261)
['e; [mN/m] 0 0.1+0.3 0.4 4+ 0.3 0.7 4+ 0.3
¢: [107m™] 9.9 + 1 51+ 1 2.9+ 1 18+1
‘ Série 3 (A) H Avant Champ 5V 10Hz 10V 10Hz ‘
| dy[A] | 225+1 184 + 1 173+1 |
Ko [kpT] 20 (15-40) 450 (200-600) 700 (500-1000)
5 [mN/m] 0.50 & 0.2 0.1+ 0.2 1.6 £ 0.2
oo [A] 9+ 2 541 6+ 1.5
Ul ap (107 3/mY] || 12.7 £ 0.2 12.9 + 0.2 12.7 + 0.2
ker [kpT] 0 430 (180-581) 680 (480-981)
e [mN/m] 0 0.6 + 0.3 2.1+ 0.3
¢ [107m™] 9.1+ 1 45+1 37+ 1
‘ Série 4 (0) H Avant Champ 1V 50 Hz ‘
| dy[A] | 235+1 7T5+1 |
ko [kgT] 30 (20-35) 40 (35-50)
Yo [mN /m] 01+02 -0.1+02
oo [A] 15 4+ 3.9 10 +1
Uy 107 3/mY] || 115+£02 125 +0.2
ke [ksT] 0 10 (2-24)
['e; [mN/m] 0 0.2+ 0.3
¢ [107m™] 42+ 1 6.7+ 1

TABLE 1.1 — Effets du champ électrique sur les parametres structuraux et élastiques
de doubles bicouches de DSPC, classées par séries d’expériences.
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1.2.4 Effets sur les parametres élastiques

Comme attendu, le champ électrique a un effet significatif sur les parametres

élastiques de la membrane flottante (voir tableau 1.1). Nous observons systémati-
quement une augmentation du module de courbure et une diminution de la tension
de la membrane lorsque 'amplitude du champ augmente ou lorsque la fréquence
baisse, confirmant les analyses préliminaires de Malaquin et al. [11].
Pour des membranes sous champ loin de la limite de déstabilisation, les variations
de 'amplitude de fluctuation oy, sont supposées faibles, car elles integrent deux
effets antagonistes : la contribution au module de courbure stabilisante, et la contri-
bution a la tension de surface qui tend au contraire a amplifier les fluctuations. Les
incertitudes expérimentales nous permettent difficilement de conclure quant a ces
variations fines de 'amplitude de fluctuation oy .

Détermination du champ local L’une des difficultés rencontrée dans I'interpré-
tation des résultats expérimentaux est la détermination de la relation liant le champ
“local” transmembranaire F,, au champ électrique appliqué a la cellule. Lecuyer et
al. ont proposé d’estimer ce champ local grace a un modele électrocinétique clas-
sique de double bicouche supportée, décrit en détail dans les Réf. [12, 145] (voir la
figure 1.12 page suivante). Une membrane lipidique peu perméable aux électrolytes
est classiquement modélisée par une résistance R,, et une capacité C,, en parallele.
La littérature donne une valeur de R,, - S de l'ordre de ~ 1 MQ-cm? [147, 148] et
de C,,/S ~ 0.3 —0.7uF-cm™2 [148, 149] ot S = 16 — 20 cm? est la surface couverte
par la bicouche.

La cellule est décrite uniquement par la résistance du solvant R ~ 90k() et une
capacité associée a la couche d’oxyde Cs0, >~ 30 uF, la résistance du silicium étant
négligeable devant celle du solvant.

La tension aux bornes de la membrane U, est alors donnée par :

Z
Uy, = ‘—’” U, 1.20
Ztot ( )

ot Z, = Ry /(147 Ry Chw) est 'impédance de la bicouche et Zy,; = Ry+(jCsio,w) 1+
27, 'impédance totale de la cellule a laquelle on applique une tension sinusoidale
U(t) de pulsation w.
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U(t)
R R
R
Cn Chn
_—
Up,(6)

FiGURE 1.12 — Modele électrocinétique d'une double bicouche supportée sur un
substrat de silicium oxydé. U(t) désigne la tension électrique appliquée a la cellule,
et U, la tension au borne d’'une membrane.
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FiGURE 1.13 — Estimation du champ transmembranaire par un modele classique

d’électrocinétique. Les courbes sont calculées pour une tension de 5V appliquée a la
cellule, R = 90k, Cgi0, ~ 30 uF, une surface de 20 cm? couverte par la bicouche,
et différentes valeurs de C), et R,,. Noter le comportement de type “passe-bas” du

circuit.
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Bien qu’il permette d’obtenir une expression analytique du champ transmembra-
naire, ce modele fait intervenir de nouveaux parametres dont il est difficile d’obtenir
une estimation fiable. Nous savons par exemple que la résistivité de I'eau décroit en
quelques dizaines de minutes, ce qui peut étre source d’erreurs dans ’estimation de
la résistance totale dont dépend fortement F,,.

Néanmoins, le comportement qualitatif de nos mesures est cohérent avec ce mo-
dele : la tension de surface décroit lorsque 'amplitude du champ augmente ou lorsque
sa fréquence baisse. Il est difficile de comparer les séries entre elles, car les conditions
changent nécessairement entre chaque expérience (état de ’échantillon, longueur de
Debye, etc ... ).

Pour une série donnée, une loi du type Iy oc U? issue des équations 1.17 et 1.18
page 110, est compatible avec nos résultats, mais il est difficile de conclure avec le
nombre de points dont nous disposons (voir la figure 1.14 page suivante).

De méme si 'on compare chaque série indépendamment, le comportement en fré-
quence est cohérent avec le modele électrocinétique pour des valeurs de R, - S =
1MQ-cm? et C,,/S = 0.5uF-cm™2, en accord avec les résultats de la littérature
(148, 149].

Lecuyer et al. ne parviennent a ajuster leurs données expérimentales que pour une
valeur de C,, inférieure de deux ordres de grandeur aux plus petites estimations de
la littérature (voir la figure 1.14), mais leurs valeurs de I',; obtenues par des mesures
indirectes sont surestimées, car elles ne prennent pas en compte les variations de k
et U” avec le champ.
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FIGURE 1.14 — (a), (b) et (c) : contribution du champ électrique a la tension I'y; en
fonction de I'amplitude du champ, pour trois fréquences différentes. Les pointillés

représentent une loi de puissance T'y; oc U?. (d) :

comparaison des résultats expéri-

mentaux au modele électrocinétique discuté dans le texte, avec des valeurs classiques
R, S =1MQ-cm? et C,,/S = 0.5 uF-cm~?2 (ligne continue). (x) : résultats obtenus
par Lecuyer et al. de maniére indirecte par diffusion de neutrons et meilleur ajus-
tement associé avec R, - S = 0.82MQ-cm? et C,,/S = 8.1 x 1072 uF-cm™? (ligne
bleue discontinue) [145].
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Devant ces difficultés a estimer la valeur du champ transmembranaire, nécessai-
rement différent pour chaque échantillon, nous cherchons une relation directe entre
I'.; et ke ne faisant pas intervenir E,,. En reprenant les expressions 1.17 et 1.18
page 110 on obtient :

5

e.pH =L pr—d2
Rel,DH z,DH24 m
o, D
= e :—H—d2 Fe , 121
el ar 24 m el ( )

ou les valeurs de «, et ar se lisent directement sur la figure 1.4 page 111. Nous
obtenons ainsi une relation entre les contributions du champ électrique a la tension
et au module de courbure indépendante du champ transmembranaire, a laquelle
nous pouvons directement comparer nos résultats expérimentaux.

Les valeurs de I'y; = y(E =0) — y(F) et kg = k(E) — k(E =0), sont calcu-

lées pour chaque expérience et présentées sur la figure 1.15. Le champ induit une
contribution négative a la tension de surface pouvant atteindre 2mN/m, et une
contribution positive au module de courbure comprise entre une dizaine de kgT et
environ 700 kgT. ’augmentation de I',; est fortement corrélée a 'augmentation de
Kel, €t est d’autant plus forte que la tension du champ est élevée ou sa fréquence
faible. Ces résultats sont en bon accord avec la théorie développée par Lacoste et al.
présentée ci-dessus, valable dans ’approximation de Debye-Hiickel ou I’équation de
Poisson-Boltzmann peut étre linéarisée [140].
Les longueurs de Debye-Hiickel obtenues en ajustant nos données a ce modele dif-
ferent selon les échantillons mais restent comprises entre 50 et 100 nm. Ces valeurs
sont inférieures a la longueur de Debye-Hiickel de I'eau pure (960 nm), ce qui s’ex-
plique par la dissolution du CO, dans I’eau au contact de 1'air [89].

L’équation de Poisson-Boltzmann ne peut étre linéarisée que si eV,,/kgT < 1,
ou V,, est le potentiel transmembranaire. Un calcul d’ordre de grandeur issu du
modele électrocinétique donne eV,,/kgT ~ 1 (voir la figure 1.13 page 122). Il serait
intéressant de comparer nos résultats au modele théorique plus récent développé par
Ziebert et al. [141] qui traite des effets du champ électrique sans linéariser 1’équation
de Poisson-Boltzmann, ce qui n’a pu étre fait dans le cadre de cette these faute de
temps.
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FiGURE 1.15 — Contribution au module de courbure k,; induit par le champ élec-
trique, en fonction de la contribution a la tension I'y;. Ce mode de représentation per-
met d’éliminer la contribution du champ transmembranaire E,, (voir texte). Chaque
type de point représente une série d’expériences différentes sur un méme échantillon
(voir le tableau 1.1). Les lignes discontinues désignent les prédictions du modele de
Lacoste et al. pour différentes valeurs de /p. La zone hachurée désigne la région
oll la membrane est déstabilisée par le champ, calculée pour U” = 108 J.m~*,
k=20kgT et v = 0.5mN/m.
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Prise en compte du potentiel d’interaction Pour pouvoir interpréter nos
résultats expérimentaux, nous devons prendre en compte les interactions entre la
membrane flottante et son environnement. Il nous faut donc adapter les théories
présentées a la section 1.1.2 au cas U” # 0. Un certain nombre de notations intro-
duites dans ce paragraphe sont résumées dans le tableau 1.2.

v, k, U" || Parametres élastiques avant I'application du champ

| Contributions du champ aux parametres élastiques
r K Valeur critique du couple (I'y;,x our laquelle la membrane se déstabilise

el,cy Mel,c elyfvel
qe Vecteur d’onde critique définit par I’équation 1.23 ci-dessous
Tq Temps caractéristique de croissance d’'un mode ¢, pour une membrane déstabilisée
q* Vecteur d’onde minimisant 7,, pour une membrane déstabilisée
Ty Temps caractéristique de croissance d’'un mode ¢, pour une membrane non déstabilisée
q: Vecteur d’onde minimisant 7, 5, pour une membrane non déstabilisée

TABLE 1.2 — Notations introduites dans ce paragraphe.

Nous supposons que le spectre de fluctuation d’'une membrane sous champ élec-
trique peut s’écrire :
2 kgT
<|h<11| > = T 2 4°
U+ (v = Ta)@® + (5 + Ka)q

(1.22)

La membrane se déstabilise lorsque le spectre de fluctuation diverge, i.e. v —
Lee = —24/(k + Kere)U”, faisant apparaitre deux vecteurs d’onde critiques :

— — 2
et = = Tao) (1 + J - HEt Kae)U ) (1.23)

2(/‘6 + K'el,c) (’7 - 1—‘el,c)Q

On retrouve bien les solutions de ’équation 1.9 page 107 pour U”" =0: q.— =0 et

Qe+ = \/_(7 —Ta) /(K + Kete)-
L’introduction d’un potentiel d’interaction implique donc de fait une sélection de

modes lorsque la membrane est déstabilisée (voir la figure 1.16 page suivante). La
membrane est stabilisée aux petites valeurs de ¢ par ses interactions avec le substrat,
et par I’énergie de courbure pour les grandes valeurs de ¢. Au final, lorsque le seuil de
déstabilisation est atteint, seuls les modes compris entre g._ et g, sont instables.

L’équation d’évolution temporelle des modes de fluctuation s’écrit ici :

(M0t + bprdsVhg = = (U + (v =T)@® + (5 + Ka)g* by, (1.24)
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et le temps caractéristique de croissance d’un mode ¢ devient :

wq + bprd? G
Ty = — AT 20 Cmd - (1.25)
U+ (v =Tea)g® + (k + Ka)g
6106 ———— —
41076 \ T T }
41076} 3.610-6- \‘\\ /I, ] ]
@ 3.240—6- 1 !
0210761 07 e
B S
0
_2.10—6

B S T )

FIGURE 1.16 — Temps caractéristique 7, en fonction du mode ¢ calculé pour un
potentiel non nul (ligne continue, en rouge la zone instable), et comparé au 7, obtenu
par Sens et Isambert [139] de la figure 1.3 (en pointillés). En insert : zoom sur le
minimum de 7, pour = 1 x 1072 Pa-s (tirets) et n = 0 (ligne continue).

q* s’obtient comme précédemment par la minimisation de 7, par rapport a q.
A ce stade, nous effectuons également I'hypothése ¢. > gqyn pour pouvoir pour-
suivre le calcul analytique. Cette hypothese traduit simplement le fait que dans le
régime des faibles fluctuations, loin de la déstabilisation, les effets dus aux interac-
tions hydrodynamiques avec le solvant sont négligeables devant la dissipation issue
de la friction entre monocouches (voir la figure 1.16). Le terme 7,q devient alors
négligeable devant b,.d% ¢* :

byrd2 g

Tqg = — .
U+ (v =Ta)g® + (k + ker) gt

q

(1.26)

La position du minimum ¢* et la valeur de ce minimum 7, ont alors des expres-
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sions simples :

U’ 1/4
i)

byd?
Tor = — kel (1.27)

! (v = Tu) + 2/(k + ra)U"

~51075

L 10
O

P
-1.51074

-2 0—4 |- II* | ,
4107 4 5107

F1GURE 1.17 — Croissance de l'instabilité pour différentes valeurs de I';; en gardant
ke constant. Les lignes continues représentent des systemes non déstabilisés (7, < 0).
La ligne discontinue est obtenue pour I'y; égal a I'; ., sa valeur critique pour laquelle
le systeme se déstabilise. Notons que la transition stable—instable (7, < 0 — 7, > 0)
s’effectue par le biais d'une divergence de 7,.

Dans les expériences décrites ici, les systémes restent stables (7; < 0). Nous
pouvons néanmoins supposer que les ¢* calculés a partir des mesures expérimentales
vont converger vers les valeurs qu’ils auraient si nous avions atteint la déstabili-
sation (voir la figure 1.17). Nous notons ¢ les vecteurs d’ondes calculés grace a
Iexpression 1.27 sur des systemes non déstabilisés.

Les valeurs de ¢! mesurées sont données dans le tableau 1.1 page 120 et en
figure 1.18 page suivante. ¢; décroit comme attendu lorsque la fréquence du champ
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diminue ou lorsque la tension du champ augmente, c’est-a-dire lorsque les effets du
champ sont les plus forts. Elle est comprise entre 2 et 4 x 10"m™!, soit de l'ordre
de grandeur des résultats prévus par la théorie.

f I |
O % :
wn
* O _ i
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10—7 . . . ! . o
107 5107 108

gs (m™)

FIGURE 1.18 — Minimum du temps de croissance de 'instabilité en fonction du vec-
teur d’onde ¢}, calculés d’apres I'équation 1.27 a partir des mesures expérimentales.

Une extrapolation de ces résultats pour déterminer la valeur de ¢* a la déstabi-
lisation est possible si nous supposons comme le font Lacoste et al. [140] qu'il existe
une relation de proportionnalité entre I'y; et k.. Comme le montre la figure 1.19
page 132, les valeurs de I' . et de k. sont données par le point d’intersection
entre la zone d’instabilité et une droite affine, dont le coefficient directeur dépend
fortement de la longueur de Debye. Le point d’intersection est solution du systeme :

— BT
{/{el,c ap 24%m* elc (128)

Y — Fel,c = -2 ("{ + K'el,c)U/la
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dont la solution est :

5
I 7+2—24diLU”+2\/_ (1.29)
w D
/‘fel,c 4deel ) (130)
5 5 2
A _ 1/ __d2 ( d2 > 1/ ]
avec U<+oz24m ap 24%m U

En prenant pour exemple v = 0.5mN/m, {p = 80nm, x = 20kgT et U" =
10 J.m~ le calcul donne :

[ere =3.3mN/m
Kel,e = 130 kgT (1.31)
¢ =21x10"m™!

La longueur de Debye de chaque série® est obtenue par un ajustement des points
expérimentaux de la figure 1.15 page 126 par une fonction linéaire, et nous permet
d’estimer ¢*

q* (£1 x 10"m™1)
Série 1 (O) 2.1 x 107m™!
Série 2 (o) 1.7x 10"m™!
Série 3 (A) 1.9 x 10"m™!

Ces résultats permettent donc d’estimer la taille des plus petites vésicules obte-
nues par électroformation a environ 1 pum, en accord avec les prédictions théoriques
du modele de Sens et Isambert [139].

3. La série 4 n’étant composée que de deux points a champ faible, nous ne I'utiliserons pas pour
extrapoler les résultats a la déstabilisation.
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500 : ; . ,

400

100

FIGURE 1.19 — Prédictions théoriques de la contribution au module de courbure
induite par le champ électrique, en fonction de la contribution a la tension pour deux
longueurs de Debye, d’apres le modele de Lacoste et al. [140]. Les zones hachurées
désignent les régions ou la membrane est déstabilisée par le champ, calculée pour
k = 20kgT, v = 0.5mN/m et deux valeurs de U” données en J-m~*. Le point
d’intersection entre une droite et une zone de déstabilisation donne les valeurs de
Lepe et Kepe.



2. Electroformation de vésicules
a partir d’une bicouche supportée

Dans le chapitre précédent, nous avons étudié les effets d’un champ électrique sur
une double bicouche supportée. En nous placant en deca de la limite de déstabilisa-
tion nous avons en particulier caractérisé son influence sur les parametres élastiques
de la membrane libre. L’extrapolation de nos résultats met en évidence I’existence
d’une limite de déstabilisation, et donne une taille caractéristique des objets formés
de l'ordre du micron.

Nous essayons a présent de comprendre par microscopie de fluorescence les étapes
qui suivent la déstabilisation et de déterminer, le cas échéant, les conditions requises
pour former des vésicules a partir d’une bicouche supportée.

2.1 Dispositif expérimental

L’étude des membranes supportées par microscopie de fluorescence nécessite
I'utilisation d’un substrat transparent. Nous ne pouvons donc pas nous placer exacte-
ment dans les mémes conditions expérimentales que lors de notre étude par diffusion
de rayons X. Le substrat est une lame de verre de dimensions 28 x 55 x 1.2 mm re-
couverte d'une couche conductrice d'ITO (Indium Tin Oxyde) d’épaisseur comprise
entre 60 et 100 nm.

Les lames de verre I'TO sont classiquement utilisées dans la technique d’élec-
troformation de vésicules sur des films de lipides. Ces lames sont différentes des
substrats de silicium de par leur composition et leur rugosité plus importante. Elles
ne permettent pas de préparer une double bicouche. En effet, une premiere mo-
nocouche peut étre déposée par la technique de Langmuir-Blodgett, mais lors du
deuxieme dépot, la premiere monocouche quitte systématiquement le substrat.
Nous parvenons néanmoins a déposer une simple bicouche marquée en fluorescence

133
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par ajout d'un faible pourcentage (~ 0.5%) de NBD-PE (décrit dans 'annexe A.1)
en suivant la méthode utilisée par Lecuyer et al. [12]:
— la premiere monocouche est déposée par transfert de Langmuir-Blodgett, de
maniére homogene et avec un taux de transfert > 95% (voir la figure 2.1),
— puis la seconde monocouche est déposée par la technique de Langmuir-Schaefer.

Nous plagons un espaceur en Teflon d’une épaisseur d’environ 5 mm sur la face ITO,
et nous refermons la cellule dans 1'eau avec une deuxieme lame ITO (voir la figure
2.2). L’échantillon est placé dans une cellule de thermalisation, dont nous avons
calibré la température. La bicouche supportée est ensuite observée par microscopie
optique (objectif x40).
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FIGURE 2.1 — Taux de déposition des deux premieres monocouches de DPPC a tem-
pérature ambiante pour une pression de 40 mN/m, sur une lame de verre classique
et une lame ITO. Les courbes ont été décalées par soucis de lisibilité (extrait de
[12]).

2.2 Résultats

S. Lecuyer a étudié dans son travail de these la déstabilisation par un champ élec-
trique d’une membrane supportée de DPPC a une température de 43°C (soit deux
degrés de plus que T,, = 41°C) [12, 35]. Cette étude montre notamment qu’il est
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Qi

g

FIGURE 2.2 — Représentation schématique d’une expérience d’électroformation sur
une bicouche supportée.

possible de former des vésicules de grande taille (> 10 ym) a partir d’une simple bi-
couche supportée, par application d’un champ électrique alternatif identique a celui
utilisé lors de nos expériences de diffusion de rayons X décrites au chapitre précédent
(5V créte-a-créte !, 5 Hz). Les vésicules se forment quelques minutes apres applica-
tion du champ et leur taille moyenne évolue lentement jusqu’a atteindre ~ 10 pym.
Apres quelques dizaines de minutes on peut observer des amas de plusieurs dizaines
de vésicules se déplagant dans la solution.

Dans la continuité de ces expériences préliminaires, nous nous sommes intéressés
aux conditions de déstabilisation de la bicouche supportée, puis a la cinétique de
croissance des vésicules obtenues. Ces travaux ont été effectué en collaboration avec
P. Chapuis (étudiant en M1 & 'Université de Strasbourg).

2.2.1 Conditions de déstabilisation

La déstabilisation de la membrane est sensible a un grand nombre de parametres
comme la température (phase gel, phase fluide, écart a la température de transition),
la longueur des chaines, la rugosité du substrat ... Les expériences de déstabilisation
par un champ électrique demandant beaucoup de temps, nous n’avons pas pu mener
une étude exhaustive de ces parametres lors de cette these.

1. Les amplitudes données dans ce chapitre sont toutes créte-a-créte.
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Nous nous sommes tout d’abord intéressés aux effets des parametres du champ
électrique. Nous parvenons a former des vésicules sur une simple bicouche de DPPC
par application d’'un champ électrique alternatif. Néanmoins, la gamme de fréquences
et d’amplitudes du champ permettant de former des vésicules sont restreintes :

— pour des fréquences > 10 Hz nous n’observons pas de formation de vésicules

(apres trois heures d’observation),

— la fréquence optimale permettant de former rapidement (~ 40min) des vési-

cules est proche de 5 Hz,

— pour une fréquence plus basse les vésicules semblent se détacher rapidement

du substrat,

— nous ne parvenons pas a déstabiliser la membrane pour une amplitude infé-

rieure a 5 V.
Ces résultats, en accords avec ceux de Lecuyer et al., sont cohérents avec ceux du
chapitre précédent ou nous avons vu que les effets du champ sont d’autant plus forts
que la fréquence est basse et 'amplitude élevée.

La température de I’échantillon joue également un réle important dans les condi-
tions de déstabilisation. En effet, les vésicules n’apparaissent que pour des tempé-
ratures légerement supérieures a la température de transition gel-fluide 7, (voir le
tableau 2.1). Nous vérifions que cet effet ne résulte pas d'une “thermoformation”
de vésicule, observée pour des bicouches supportées sur lame de verre [12, 35], en
répétant l'expérience sans champ électrique.

Lipide T (°C) T Formation de vésicules ?
DPPC 41 20°C a 45°C Oui, pour T' > T,,
DSPC 55 25°C a 60°C Non
DOPC -20 20°C Non

13:0-13:0 PC 14 20°C Non

TABLE 2.1 — Résumé des expériences de déstabilisation par un champ électrique
menées sur des bicouches supportées de différentes natures et a différentes tempé-
ratures, chacune répétée sur plusieurs échantillons.

Nous ne parvenons pas a déstabiliser une bicouche de DOPC ainsi qu'une mem-
brane de 13:0-13:0 PC a température ambiante (loin de T},,), quels que soient les
parametres du champ appliqué. Faute de temps, il n’a pas encore été possible de réa-
liser ces expériences en s’approchant de la température de transition. Ces expériences
pourraient permettre de savoir s’il est nécessaire d’étre proche de la température de
transition pour former des vésicules.
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En répétant I'expérience avec une bicouche de DSPC, nous n’observons pas de
vésicules quelles que soient la température, la fréquence, ou 'amplitude du champ
électrique appliqué, apres trois heures d’application du champ. Il est possible que
la bicouche de DSPC interagisse plus fortement avec le substrat qu'une bicouche de
DPPC, ce que semble indiquer la comparaison des taux de transfert lors des dépo-
sitions de Langmuir-Blodgett. Ces interactions sont peut-étre suffisamment fortes
pour empécher la déstabilisation.

Finalement, nous n’observons pas de vésicules avant une durée comprise entre
30 et 60 min, contrairement a Lecuyer et al. qui forment des vésicules aprés ~ 5 min
d’application du champ. Le temps nécessaire pour déstabiliser la membrane est pro-
bablement fortement dépendant de la nature de 1’échantillon et du substrat (épais-
seur d’oxyde, usure de la couche ITO).
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2.2.2 Cinétique de croissance

Les résultats obtenus sur une bicouche de DPPC a laquelle est appliqué un champ
de 10V 5 Hz a 45°C sont présentés sur la figure 2.3. Apres 60 min, de petites vésicules
d'une taille < 5 um apparaissent sur certaines zones de I’échantillon?. Les vésicules
grossissent avec le temps, et il semble que simultanément de petites vésicules conti-
nuent a apparaitre.

t = 1h, 10V 5Hz

t = 1h20, 10V 5 Hz t = 1h50, 10V 5 Hz

FIGURE 2.3 — Electroformation de vésicules sur une bicouche de DPPC supportée
sur une lame de verre ITO, a une température de 45°C.

2. Les plus petites vésicules observées ont un diametre de ’ordre de la limite de résolution de
Pobjectif utilisé (~ 1 pm).



2.2 Résultats 139

Ces observations sont confirmées par les analyses statistiques des vésicules for-
mées en fonction du temps, qui mettent en évidence deux populations de tailles (voir
la figure 2.4) :

— sur la gamme de nos mesures la taille des vésicules augmente de maniere
linéaire, et les vésicules formées sont plus grosses que dans les expériences de
Lecuyer et al. (~ 20 ym),

— des vésicules de petites tailles (< 5 pum) sont formées contintiment.

Ces résultats sont en tres bon accord avec ceux du chapitre précédent, ot nous avons
vu que la longueur d’onde du mode déstabilisé le plus rapidement (¢* ~ 2 x 10" m™1)
est de l'ordre du micron.
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FI1GURE 2.4 — Evolution de la taille des vésicules formées sur des simples bicouches
supportées de DPPC. Les points pleins représentent la population de vésicules de
petites tailles, et les points ouverts les vésicules dont la taille augmente. (o) et (o) :
résultats de Lecuyer et al. a 43°C et 5V 5Hz. (#) et (Q) : résultats obtenus lors
de nos expériences a 43°C et 5V 5Hz. (M) et (IJ) : 45°C et 5V 10Hz. La droite
discontinue représente un ajustement par une fonction linéaire.

Les mécanismes de croissance des vésicules formées a la déstabilisation peuvent
étre complexes. Il est possible que les vésicules restent connectées au réservoir de
lipides que forme la membrane supportée, et qu’elles croissent par le biais de cette
connexion. Nous observons aussi des événements de fusion qui contribuent a la crois-
sance des vésicules (voir la figure 2.5). D’une maniére générale la compréhension
profonde des mécanismes de croissance des vésicules supposent des expériences com-
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plémentaires qui n’ont pu étre effectuées lors de cette these faute de temps.

FIGURE 2.5 — Fusion entre deux vésicules au cours de ’électroformation (le contraste
a été augmenté). La barre représente 20 ym.

2.3 Conclusion et perspectives

Dans cette partie nous nous sommes intéressés aux effets d’un champ électrique
alternatif sur les propriétés des membranes phospholipidiques. En utilisant la diffu-
sion de rayons X aux petits angles sur des doubles bicouches de DPSC auxquelles
un champ électrique est appliqué, nous parvenons a mettre en évidence différents
effets. Les propriétés structurales des doubles bicouches sont légerement modifiées :

— D’épaisseur d’eau entre les membranes diminue d’autant plus que la fréquence

est basse ou 'amplitude élevée,

— nous observons également un phénomene d’électrostriction de la bicouche flot-

tante,

— finalement 1'hydratation des tétes reste comparable a celle des bicouches sans

champ.
Il apparait donc que l'intégrité de la membrane reste conservée au cours de ces
expériences. Nous avons également étudié les effets du champ sur les parameétres
élastiques de la bicouche flottante :

— k augmente et v diminue d’autant plus que le champ électrique local est im-

portant, en bon accord avec la théorie de Lacoste et al. [140],

— l'extrapolation de ces résultats nous permet de prédire la longueur d’onde des

modes déstabilisés.

Ces expériences nous permettent d’avoir une compréhension détaillée des effets du
champ électrique sur les membranes, et en particulier sur les premieres étapes de la
déstabilisation.
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Nous avons ensuite étudié les étapes suivant la déstabilisation par des expériences
de microscopie sur des bicouches supportées sous champ électrique. Nous montrons
alors qu’il est possible de former des vésicules a partir d’une simple bicouche, et
que les conditions pour observer 1’électroformation sont restreintes : il est nécessaire
d’appliquer un champ électrique d’une fréquence comprise entre 5 et 10 Hz a une
amplitude > 5V, et ’échantillon doit étre en phase fluide pour étre déstabilisé. Il
semble également que le lipide utilisé a une importance cruciale, la déstabilisation
n’ayant pas pu étre observée sur une bicouche de DSPC quelque soit la température
de I’échantillon et les parametres du champ.

La taille des plus petites vésicules observées (~ 2 um) est cohérente avec nos ana-
lyses du chapitre précédent. Ces petites vésicules sont générées de facon continue,
en accord avec les mécanismes prédits par les théories de 1’électroformation discu-
tées précédemment. Elle croissent ensuite linéairement jusqu’a une taille maximale
d’environ 30 pm par différents procédés qui doivent encore étre étudiés en détails.

De nombreuses perspectives sont envisageables pour améliorer notre compréhen-
sion de la déstabilisation et de la croissance des vésicules, en variant la température
et les lipides utilisés par exemple. Une étude exhaustive des conditions de désta-
bilisation et de l'influence de chaque parametre sur la croissance des vésicules doit
également étre menée.

La microscopie confocale, donnant acces a des mesures sur différents plans de
I’échantillon, devrait nous permettre de savoir si les vésicules restent connectées a
la membrane afin de mieux comprendre le mécanisme de croissance des vésicules.

Finalement, il serait intéressant de parvenir a mener cette étude sur une double
bicouche déposée sur un substrat de silicium, pour étre au plus pres des expériences
de diffusion de rayons X.
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Nous n’avons considéré jusqu'ici que des membranes composées de lipides zwit-
terioniques, dont le taux de dissociation au pH de nos expériences nous permet
d’étudier les interactions électrostatiques dans la limite des gaz parfaits de 1’équa-
tion de Poisson-Boltzmann (¢, ~ 200nm). En ajoutant du sel au volume d’eau,
nous accédons a la limite de Debye-Hiickel ou les interactions électrostatiques sont
tres écrantées (¢p ~ 0.3nm).

Nous allons étudier dans ce chapitre les interactions entre membranes fortement
chargées ({¢/d, < 1). Ces interactions sont intéressantes du point de vue de la
physique fondamentale, car ces systémes sont proches de la limite de validité de la
théorie de Poisson-Boltzmann (voir la figure 2.6). Des théories récentes prenant en
compte les corrélations entre ions prédisent des comportements sensiblement diffé-
rents de ceux attendus avec la théorie de Poisson-Boltzmann [150, 151].

Les interactions entre membranes chargées sont aussi importantes dans la vie d’'une
cellule, en intervenant par exemple dans 'adhésion cellulaire, les interactions protéines-
membrane, la fusion cellulaire . ..[1, 152, 153].

Nous allons présenter dans un premier temps I'état de ’art sur les membranes char-
gées et leurs interactions, puis nous rapporterons nos travaux préliminaires obtenus
par diffusion de rayons X sur des doubles bicouches de DPPS.
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FIGURE 2.6 — Délimitations des différentes zones pour la résolution de 1’équation de
Poisson-Boltzmann (d’apres [90]).



1. Diffusion de rayons X sur des
doubles bicouches chargées

1.1 Contexte et enjeux de I’étude

1.1.1 Structures des membranes chargées

La 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DPPS) est un lipide privilégié
dans I’étude des membranes chargées. Contrairement a la DSPC zwitterionique, la
téte de la DPPS posséde un groupe carboxylate qui lui confere une charge néga-
tive & pH neutre, dont le contre-ion est un ion Na™ monovalent (voir annexe A.1).
Comme nous le verrons, cette charge nette a des effets sur la structure et 1’élasticité
des membranes de DPPS.

DOPS® | DOPC® || DPPS? | DPPC? || DPPE®
A, | 653A° | 72547 || 5447 | 624 | 55447

TABLE 1.1 — Aires par lipide pour différents types de lipides, obtenues par : (a)
diffraction de rayons X [154], (b) simulation de dynamique moléculaire [155], et (c)
spectroscopie NMR [156].

A longueur de chaines égales, I'aire par lipide d’'une membrane chargée est plus
faible que pour une membrane composée de lipides zwitterioniques. Diverses expé-
riences et simulations numériques montrent une différence de l'ordre de 10% entre
l'aire par lipide chargé et 'aire par lipide neutre (voir le tableau 1.1). On pourrait
s’attendre a ce qu’au contraire la répulsion électrostatique entre les tétes mene a une
aire plus grande des lipides chargés. L’étude des lipides pourvus de tétes de phos-
phoethanolamine (PE) permet de mieux comprendre ces interactions entre tétes.

144
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Les tétes PE sont semblables chimiquement aux tétes PS mais sont dépourvues de
charge nette. Or on constate que l'aire par téte PE est semblable a l'aire par téte PS
(AL = 55 A2) [156]. La répulsion électrostatique ne semble donc pas jouer un role
important dans les interactions entre tétes.

La littérature donne des résultats contradictoires concernant la comparaison des
densités électroniques des tétes PS et PC (voir la figure 1.1). Les mesures de dif-
fraction de rayons X menées par Petrache et al. sur des phases multilamellaires
de DOPS et de DOPC montrent que la densité électronique des tétes PS est plus
grande d’environ 12% que celle des tétes PC [154]. A l'inverse, Jing et al. mesurent
par réflectivité de rayons X sur des phases multilamellaires de DPPS et de DPPC
une densité électronique des tétes PS ~ 17% plus faible que celle des tétes PC
[157]. Ces disparités montrent qu'un certain nombre de propriétés des membranes
chargées ne sont pas encore totalement comprises, et nécessitent des expériences
complémentaires sur des systémes modeles.

06k B - — pure DPPC
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FIGURE 1.1 — Comparaison de profils de densité électronique de membranes com-
posées de lipides zwitterioniques PC et de lipides chargés PS. A gauche : comparai-
son entre du DOPS et du DOPC (extrait de [154]). A droite : comparaison entre
membranes composées de DPPC pur, d'un mélange DPPC/DPPS et de DPPS pur
(extrait de [157]).

1.1.2 Propriétés élastiques

Diverses expériences menées sur des membranes chargées montrent que leur ri-
gidité de courbure est plus grande que celle des bicouches neutres. En mesurant les
fluctuations de forme de GUVs de DMPC, Rowat et al. montrent que l'ajout de
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5% de surfactant ionique a la composition de la membrane augmente le module de
courbure de 3 a 5kgT (soit ~ 10% d’augmentation)[158].

Sur des systémes assez différents de membranes catanioniques?!, Delorme et al. ont
étudié 'origine électrostatique de ce module de courbure élevé en mesurant leur mo-
dule d’Young par AFM [159]. En ajoutant du sel a la solution, le module de courbure
initial de kK = 450 £+ 38 kgT dans I’eau pure chute rapidement avec la force ionique
jusqu’a atteindre un plateau a k ~ 230kgT.

La contribution électrostatique 0x® au module de courbure a également fait
'objet de nombreuses études théoriques [90, 160, 161, 162]. Les modeles développés
montrent que lorsque les charges sont fixes, la contribution §x¢ est toujours stabi-
lisante (6x° > 0). Kumaran prédit I'apparition d’une instabilité lorsque les charges
sont libres de diffuser dans le plan de la membrane [163] : la densité de charge n’est
alors plus homogene et se couple a la courbure de la bicouche. Il est possible que
cette déstabilisation corresponde a celle observée pour des systémes multilamellaires
chargés a haute hydratation [164, 165, 166], sur lesquels nous reviendrons plus loin.

La grande rigidité des membranes chargées induit une diminution des fluctua-
tions thermiques et rend de ce fait difficile I’étude des parametres élastiques des
empilements de membranes chargées par diffusion de rayons X. Les ajustements des
pics de Bragg par une loi de Caillé et l'interprétation des résultats sont plus com-
plexes, ne permettant pas une mesure indépendante du module de courbure et du
module de compressibilité [154].

1.1.3 Interactions entre membranes chargées

Approche théorique Les interactions entre membranes fortement chargées sont
plus complexes a analyser que les interactions entre membranes zwitterioniques. Aux
interactions étudiées précédemment (van der Waals, répulsion d’hydratation, répul-
sion issue des fluctuations thermiques) s’ajoute une composante électrostatique qui,
en l'absence de sel, correspond a priori a la limite de Gouy-Chapman de ’équation
de Poisson-Boltzmann.

L’équation de Poisson-Boltzmann est une approximation de champ moyen et prédit
nécessairement une répulsion entre deux surfaces chargées de méme signe. Or, on
sait aujourd’hui que deux surfaces identiques fortement chargées dont les contre-ions
sont multivalents peuvent étre attirées a courtes distances. Cet effet a notamment été
mesuré expérimentalement par machine de force (SFA) [167] ainsi que par analyse
des diagrammes de phases de systémes multilamellaires chargés [168], et confirmé

1. Membranes constituées d’'un mélange de tensioactifs cationiques et anioniques.
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par simulation Monte Carlo [169, 170, 171, 172]. L’attraction observée montre les
limites de la théorie de Poisson-Boltzmann lorsque les corrélations entre ions de-
viennent importantes, comme c’est le cas en présence de contre-ions multivalents ou
de surfaces fortement chargées.

La théorie du couplage fort (strong coupling) initiée par Rouzina et al. [173]
et développée par Netz et al. [150] permet de décrire les interactions entre surfaces
chargées dans les limites ou I’équation de Poisson-Boltzmann n’est plus valide, grace
a un développement du viriel du profil de densité des contre-ions. Deux parametres
sans dimensions régissent alors la physique du probleme, la distance entre les surfaces
d=d, /la, et le parametre de couplage = = v*(g/lg ol v est la valence des contre-
ions (voir la figure 1.2). Cette théorie prédit bien une attraction pour certaines
valeurs de d et Z, correspondant & des surfaces fortement chargées (g < £p), et

est en bon accord avec les simulations Monte Carlo effectuées par Moreira et Netz
(171, 172].
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FIGURE 1.2 — A gauche : représentation schématique de la distribution des contre-
ions en fonction du parametre de couplage =, qui quantifie les interactions élec-
trostatiques (adapté de [150]). A droite : diagramme de phase attraction/répulsion
entre deux surfaces identiquement chargées. Les carrés correspondent aux simula-
tions Monte Carlo de la Réf. [171], la ligne discontinue résulte de la théorie du
couplage fort développée par Netz et al. [150], et la ligne continue de la théorie
Wigner Strong Coupling de Samaj et al. [174] (extrait de [174]).

Plus récemment, Samaj et Trizac ont amélioré I'accord entre la théorie du cou-
plage fort et les simulations Monte Carlo, notamment & grands d [151, 174, 175], en
tenant compte de la limite asymptotique = — oo (voir la figure 1.2). En effet, pour
de basses températures, fortes charges de surface ou grandes valences des contre-
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ions, = > 1, et les ions se condensent sur la surface en formant un cristal hexagonal.
Ces corrections peuvent étre importantes, et montrent la complexité des phéno-
meénes mis en jeu dans I’étude des interactions entre surfaces chargées, nécessitant
des expériences fines pour étre comprises dans leur totalité.

Approche expérimentale Afin d’étudier les interactions électrostatiques entre
membranes chargées, Petrache et al. ont mesuré le pas smectique dans des phases
multilamellaires de DOPS en fonction de la pression osmotique appliquée, puis com-
paré les résultats a la courbe pression-distance obtenue avec de la DOPC [154] (voir
la figure 1.3).
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F1GURE 1.3 — Pas smectique D mesuré en fonction de la pression osmotique Py,
appliquée a des échantillons multilamellaires composés de phospholipides chargés
(DOPS) ou zwitterioniques (DOPC). La ligne continue correspond a 1'équation 1.1
page suivante et la ligne pointillée a une contribution issue des fluctuations ther-
miques calculée pour de la DOPC. On voit nettement que les interactions électro-
statiques dominent dans le cas du DOPS (extrait de [154]).

Les courbes obtenues sont radicalement différentes : a pression osmotique nulle
le pas smectique de la DOPC tend vers une valeur finie, tandis que celui de la DOPS
semble croitre indéfiniment (le plus grand pas smectique mesuré est de l'ordre de
10nm). Les auteurs associent cette répulsion aux interactions électrostatiques entre
bicouches, et obtiennent un bon accord a grande séparation avec les prédictions de
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la théorie de Poisson-Boltzmann dans la limite de Gouy-Chapman [90] :

7T]€BT
P, = . 1.1
T Upd (1.1)

Demé et al. ont étudié des phases lamellaires de DOPS par diffusion de rayons X
et de neutrons aux petits angles pour une gamme plus grande de pression osmotique
leur permettant d’atteindre des épaisseurs comprises entre 1 et 70nm [166, 176].
Ils observent différentes structures en fonction de la pression appliquée : une phase
lamellaire rigide a forte pression, suivi d’une phase lamellaire avec des fluctuations
non-corrélées et de petite amplitude. A pression plus faible ces fluctuations de-
viennent importantes et les membranes sont fortement corrélées (voir la figure 1.4),
et finalement pour un pas smectique > 70nm les membranes se déstabilisent en
formant des vésicules.

FIGURE 1.4 — Structure observée par Demé et al. [166] au stade précédant la dé-
stabilisation en vésicules, les membranes sont fortement corrélées et les fluctuations
importantes (d ~ 70nm et s ~ 280 nm).

Comme évoqué précédemment, la mesure directe du potentiel d’interaction entre
membranes chargées par diffusion de rayons X sur des phases multilamellaires est
limitée par les faibles fluctuations des bicouches. Nous I'avons vu dans les chapitres
précédents, les expériences de diffusion de rayons X sur des doubles bicouches sup-
portées permettent de caractériser simultanément et indépendamment la structure
d’une membrane flottante, ses parametres élastiques ~ et k ainsi que ses interactions
avec son environnement.

Dans son travail de these, L. Malaquin a montré qu’il était possible de déposer une
double bicouche de DPPS pure sur un substrat de silicium, dans de 1’eau milli-Q
sans ajouter de sel, par la méme combinaison de dépositions de Langmuir-Blodgett
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et Langmuir-Schaefer que pour de la DSPC [11]. Les analyses préliminaires me-
nées par réflectivité de neutrons confirment la structure des échantillons en doubles
bicouches, et montrent que I’épaisseur d’eau est plus faible pour les membranes char-
gées (d, ~ 8 — 12 A) que pour les membranes neutres.

Ces résultats différent de ceux obtenus sur des phases multilamellaires, et semblent
montrer les limites de la théorie de Poisson-Boltzmann qui prédit une répulsion
entre les membranes. Afin d’améliorer notre compréhension des interactions élec-
trostatiques entre membranes, nous avons mené plusieurs séries d’expériences de
réflectivité et de diffusion hors-spéculaire de rayons X sur des doubles bicouches de

DPPS.

1.2 Reésultats expérimentaux

1.2.1 Analyse qualitative des courbes de réflectivité et de
diffusion hors-spéculaire

La réflectivité spéculaire et la diffusion hors-spéculaire ont été mesurées pour
différentes températures sur des doubles bicouches de DPPS (température de tran-
sition gel-fluide 7}, = 54°C), et montrent de profondes différences avec les courbes
obtenues sur de la DSPC (voir la figure 1.5 page suivante).

La figure 1.6 montre notamment que :

— les courbes (a) et (b), correspondant respectivement a des températures de 36
et 46°C, présentent peu de différences,

— la réflectivité de la phase fluide (c) est cohérente avec une augmentation des
fluctuations thermiques : le contraste entre les “bosses” et les “creux” est
moins nette. La diffusion-hors spéculaire est plus surprenante, ’ensemble de
la courbe est plus haute que pour la phase gel et ce sur toute la gamme de
vecteurs d’onde accessible, méme dans la zone a petits ¢ ou la diffusion est
censée étre controlée par le substrat,

— le retour en phase gel (d) souléve également un certain nombre de questions. La
réflectivité montre un changement de structure de I’échantillon, observable no-
tamment vers ¢, ~ 4 x 10°m~" sur la figure 1.6. La diffusion hors-spéculaire,

elle, reste quasiment identique a celle de la phase fluide.
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F1GURE 1.5 — Comparaison des courbes de diffusion hors-spéculaire d’une double bi-
couche de DSPC (lipides zwitterioniques) et d’'une double bicouche de DPPS (lipides
chargés) en phase gel, obtenues dans les mémes conditions expérimentales.
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FIGURE 1.6 — A gauche : série de courbes de réflectivité spéculaire obtenues pour
une double bicouche supportée de DPPS a différentes températures, décalées par

soucis de lisibilité. A droite : courbes de diffusion hors-spéculaire correspondantes,
non décalées.



I/lo

152 1. Diffusion de rayons X sur des doubles bicouches chargées

Ces résultats sont reproductibles et ne résultent a priori pas d’un probleme de

soustraction du bruit de fond. Il parait également peu probable que la bicouche
flottante se soit décollée a la transition de phase, les premieres oscillations de la
réflectivité étant caractéristiques d’une double bicouche.
Les réflectivités obtenues sont tres difficiles a ajuster avec notre modele de réflectivité
(voir la figure 1.7), en particulier dans la région 3 x 10°m=! > ¢, > 5 x 10°m™'. Les
ajustements obtenus par Malaquin et al. sur des courbes de réflectivité de neutrons
sont meilleurs, mais sont limités & ¢, < 3 x 10°m™1.
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FIGURE 1.7 — A gauche : ajustement d’une courbe de réflectivité de rayons X d’une
double bicouche de DPPS a 36°C. La zone grisée représente la gamme de ¢, ac-
cessible en réflectivité de neutrons. A droite : courbes de réflectivité de neutrons
d’une bicouche de DPPS (o) et d'une double bicouche de DPPS (M), et ajustements
associés obtenus par Malaquin et al. [11]. Insert : profils de densité de longueur de
diffusion associés aux ajustements.

Nous parvenons a ajuster les courbes de diffusion hors-spéculaire, mais unique-
ment en autorisant les parametres du substrat et de la premiere bicouche a beaucoup
varier entre les phases fluide et gel. Ces difficultés montrent les limites de notre mo-
délisation de la structure des membranes chargées. Néanmoins, nous allons tout de
méme analyser les résultats obtenus par ajustements des courbes de diffusion hors-
spéculaire (voir le tableau 1.2 page 156 et la figure 1.8). Nous faisons I’hypothese
que la structure de double bicouche est conservée a petite échelle.
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FIGURE 1.8 — Meilleurs ajustements obtenus des courbes de diffusion hors-spéculaire
et profils de densité électronique associés.

1.2.2 Parametres structuraux

Bien que I’évolution des courbes expérimentales avec la température soit diffi-
cile & interpréter, nous analysons les parameétres structuraux issus des ajustements
des courbes de diffusion hors-spéculaire afin de vérifier leur pertinence. Les épais-
seurs d’eau mesurées sont nettement inférieures a celles obtenues sur des doubles
bicouches de DSPC : d,, est compris entre 10 et 15A en phase gel et décroit en
phase fluide (voir la figure 1.9 page suivante). Les mesures de réflectivité de neu-
trons menées par Malaquin et al. donnent également des valeurs plus faibles de d,,
pour les doubles bicouches chargées, comprises entre 5 et 12A en phase gel [11].
L’épaisseur des bicouches est cohérente avec les résultats obtenus en réflectivité de
neutrons et diminue a la transition gel-fluide.

L’aire par lipide de la bicouche flottante Ay, pico =~ 45 + 5A2 est en bon accord
avec la valeur obtenue par Demel et al. [177] et varie peu avec la température (mise a
part pour la série 3). Cette valeur est cohérente avec les résultats de la littérature et
légerement inférieure a 'aire par lipide de la DSPC (voir la figure 1.10). Le nombre
de molécules d’eau situées dans la région des tétes reste également constant n), ~ 7,
et est comparable aux résultats obtenus avec de la DSPC. Il semble donc que la
charge ne joue pas de role fort dans 'hydratation des tétes de lipides.
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] o M
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T

—
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FIGURE 1.9 — A gauche : épaisseur de la bicouche flottante Dg en fonction de la
température. () et (x) : résultats obtenus par réflectivité de neutrons respective-
ment par Rondelli et al. (non publiés) et Malaquin et al. [11]. A droite : épaisseur
d’eau inter-bicouche d,, en fonction de la température. Les lignes sont des guides
pour les yeux.
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FIGURE 1.10 — A gauche : aire par lipide de la bicouche libre en fonction de la tem-
pérature. La zone hachurée correspond aux valeurs limites de la littérature obtenues
en phase gel [155, 177, 178, 179]. La ligne pointillée représente la valeur obtenue
pour de la DSPC. A droite, nombre de molécules d’eau comprises dans la zone des
tétes n.,. Les points ouverts désignent les expériences avec ajout de sel.
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1.2.3 Parametres élastiques et interactions

La comparaison des courbes de diffusion hors-spéculaire de doubles bicouches de
DSPC et de DPPS, obtenues dans la méme configuration expérimentale, montre un
comportement sensiblement différent entre les deux systémes (voir la figure 1.5). Les
fortes ondulations de la courbe de la bicouche DPPS autour de ¢, ~ 6 x 10°m™!
sont a priori signes de corrélations tres fortes entre les membranes. Nous mesurons
en effet une courbure du potentiel d’interaction un ordre de grandeur supérieur dans
le cas de la DPPS (Ujy, 5y, ~ 10" J-m™*), dans la phase gel comme dans la phase
fluide.

Comme attendu, le module de courbure de la membrane libre ko obtenu est
élevé. Il est compris entre 100 et 600kgT (voir le tableau 1.2) et les fluctuations
thermiques restent faibles? (o4, ~ 2 — 6A) La tension o mesurée est l'ordre de
celle mesurée sur les doubles bicouches de DSPC.

Nous avons également ajouté un sel monovalent (NaCl) & des doubles bicouches
en phase fluide et en phase gel avec des concentrations respectives de 0.13 mol-L™*
(lp ~ 0.8nm) et 0.01mol-L ™! (¢/p ~ 3nm). Dans le premier cas ko diminue nette-
ment avec I'ajout de sel, tandis qu’il reste quasi-constant pour la plus faible concen-
tration (voir la figure 1.11). Dans les deux cas Uy, ;, diminue légérement et les
fluctuations de la membrane flottante augmentent.

800

T Série
> érie
20!
0 | I I
| _3 § ] —1 1
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FIGURE 1.11 — Evolution du module de courbure de la bicouche libre x5 en fonction
de I'inverse de la longueur de Debye ¢!, présentée pour les séries d’expériences avec
ajout de sel a température constante.

2. Ces faibles fluctuations sont également a l’origine des barres d’erreurs importantes sur la
mesure des parametres élastiques.
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1. Diffusion de rayons X sur des doubles bicouches chargées

| Sériel () | DPPS36°C DPPS 60°C DPPS 60°C NaCl 0.13M |
| dy[A] | 113=+1 2.4+ 1 3141 |
Ky [kpT] 170 £ 50 600 + 150 300 + 100
~5 [mN /m] 14405  03+02 0.7 +0.2
o5t [/5;\] 2405 2405 3405
oo [A] 441 841 941
Uy [10° J/m?] || 138 £0.2 142+ 0.2 14.0 + 0.2
| Série2 (W) | DPPS36°C DPPS 46°C DPPS 60°C |
| d[A] | 140+1  146+1 9.7+ 1 |
Ko [kpT] 300 = 100 600 + 150 200 + 50
~5 [mN /m] 14405 20+£02 1.7+05
a5 [A] 2405 2405 2405
oo [A] 3+1 341 541
Uy o, [10° J/mY] || 140 £0.2  140+£02 138+ 0.2
| Série3 (A) | DPPS36°C DPPS 36°C NaCl 0.01 M |
| dy[A] | 140=x1 13.7 £ 1 |
Ko [kpT] 110450 140450
~5[mN /m] 0.6 + 0.2 0.7+ 0.2
a5 [A] 0.4 4+ 0.2 0.5 4 0.2
oo [A] 6+ 1 7+1
Uy (107 J/m?] || 13.7 £ 0.2 13.2 + 0.2

TABLE 1.2 — Parametres structuraux et élastiques de doubles bicouches de DPPS
obtenus par ajustement des courbes de diffusion hors-spéculaire, classées par séries

d’expériences.



2. Discussion et perspectives

Ces analyses préliminaires montrent que la physique des membranes chargées
est tres riche. Bien que des avancées récentes permettent d’en comprendre certains
aspects, de nombreuses questions restent ouvertes.

Malgré nos difficultés a caractériser les changements de structure qui semblent
s’opérer a la transition de phase, nos mesures permettent de retrouver un certain
nombre de caractéristiques des membranes chargées présentes dans la littérature :
— les membranes chargées sont plus rigides que les membranes neutres, et fluc-
tuent de ce fait moins (résultats cohérents avec ceux de Petrache et al. [154]),

— l'aire par lipide chargé est plus faible que 'aire par lipide zwitterionique,

— la valeur de la densité électronique que nous mesurons (ppeaq ~ 0.45 e_-As) est
proche de celle mesurée par Jing et al. [157]. La densité électronique des tétes
PS est plus grande que celle des tétes PC, en accord avec les observations de
Petrache et al. [154],

— le module de courbure chute d’environ 200kgT dans une solution fortement
concentrée en sel (0.13 M NaCl), comme observé par Delorme et al. [159].

La possibilité de pouvoir déposer des doubles bicouches chargées dans de 1’eau
pure va a l’encontre des observations faites sur des systémes multilamellaires de
méme nature, instables sans pression osmotique appliquée. L’épaisseur d’eau faible
(dy =~ 13A en phase gel) et les fortes corrélations entre les membranes (U” ~
10 J-m™*) confirment que nous ne sommes pas dans un régime d’interactions élec-
trostatiques répulsives, ce qui est en contradiction avec la théorie de Poisson-Boltzmann.

La densité surfacique de charge des bicouches de DPPS est grande (~ 1e~/50 A2)
et mene a une longueur de Gouy-Chapman de 'ordre de 1.1 A. La constante de cou-
plage correspondante est grande = =~ 6.4 >> 1, et nos systemes devraient étre mieux
décrits par une théorie de couplage fort. Nous avons reporté nos valeurs expérimen-
tales sur le diagramme de phase répulsion/attraction issu de cette théorie (voir la

157
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FIGURE 2.1 — Diagramme de phase répulsion/attraction calculé pour deux surfaces
planes chargées dans de 'eau pure (adapté de [174]). Les carrés représentent les
résultats des simulations Monte Carlo de Moreira et Netz [172] pour = > 20. La
ligne tirets-pointillés désigne le calcul par développement du viriel (SC) de R. Netz
[150], et la ligne continue la théorie WSC développée par Samaj et Trizac [174]. La
zone grisée correspond a nos résultats expérimentaux.

figure 2.1). Nous nous situons dans une zone proche de la zone d’attraction prédite
par les simulations Monte Carlo, ot les corrections de la théorie WSC de Samaj
et Trizac ont une grande importance. Il serait intéressant d’effectuer de nouvelles
expériences avec des mélanges homogenes de lipides zwitterioniques et de lipides
chargés. En variant la fraction de lipides chargés nous pourrions modifier la lon-
gueur de Gouy-Chapman et explorer les différentes zones de ce diagramme.

Les analyses présentées dans cette partie sont effectuées uniquement a partir
d’ajustements sur des courbes de diffusion hors-spéculaire. Les variations brusques
observées a la transition de phase ne peuvent étre correctement ajustées qu’en mo-
difiant les parametres de la bicouche supportée et du substrat.

Il nous est indispensable de comprendre les changements de structure qui s’operent
a la transition de phase gel-fluide pour conclure sur nos observations. Il est possible
qu'une structuration de grande longueur d’onde, telle que celle observée par Demé
et al. [166], soit a l'origine de ces disparités et échappe a notre modele de calcul
des courbes de réflectivité et de diffusion hors-spéculaire. Diverses expériences sont
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envisageables pour parvenir a observer directement des changements de structure a
la transition de phase : microscopie de fluorescence, AFM, microscopie confocale . ..
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Conclusion générale et
perspectives

Dans le but de mieux comprendre les propriétés des membranes phospholipi-
diques a l’échelle submicronique, nous avons étudié dans ce travail de these des
systemes composés d'une ou deux bicouches supportées.

La combinaison d’expériences de réflectivité et de diffusion hors-spéculaire de
rayons X menées sur des doubles bicouches supportées permet d’accéder aux pro-
priétés d'une membrane unique, libre de fluctuer. La premiere partie de ce travail a
consisté a mesurer les parametres élastiques de la membrane flottante et le potentiel
d’interaction avec son environnement. Une modélisation minutieuse des interactions
microscopiques nous a permis de mettre en évidence la faible répulsion électrosta-
tique entre des bicouches composées uniquement de lipides zwitterioniques. Nous
avons également montré que parmi les différents modeles de répulsion entropique
disponibles dans la littérature, seule une théorie de potentiel effectif avec un po-
tentiel “soft” est a méme de décrire nos résultats. Finalement, nous parvenons a
appliquer une pression osmotique sur une double bicouche afin d’accéder aux inter-
actions a plus courte portée, ce qui n’avait -a notre connaissance- jamais été fait
auparavant.

Nous avons également étudié les différentes étapes de la déstabilisation d’une
membrane par un champ électrique alternatif. Les expériences de diffusion hors-
spéculaire de rayons X menées sur des doubles bicouches supportées de DSPC nous
ont permis d’accéder aux premieres étapes de cette déstabilisation. Nous montrons
que la structure de la membrane libre n’est que légerement modifiée par le champ
électrique, tandis que ses parametres élastiques sont au contraire fortement affectés
par le champ. Nous mesurons en particulier une contribution positive du champ au
module de courbure et une contribution négative a la tension de surface, en accord
avec la théorie de Lacoste et al. [140, 142].
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Les étapes suivant la déstabilisation ont ensuite été étudiées sur de simples bicouches
de DPPC observées par microscopie de fluorescence. Nous montrons qu’il est possible
sous certaines conditions de former des vésicules a partir d'une bicouche supportée
sur une lame ITO. Les parametres qui régissent cette déstabilisation sont nombreux,
et nous avons étudié en particulier les effets de la fréquence du champ et de son am-
plitude, de la température ainsi que de la longueur des chaines. Les diametres des
plus petites vésicules observées (~ 2 um) sont en bon accord avec nos résultats ob-
tenus en diffusion de rayons X, ainsi qu’avec les théories de 1’électroformation. De
plus, 'analyse statistique de la cinétique de croissance des vésicules montre que des
vésicules de petite taille sont formées contintiment, en accord avec les mécanismes
prédits par la théorie.

De nombreuses perspectives sont envisageables pour poursuivre cette étude. Il est
dans un premier temps nécessaire de comprendre le role de chaque parametre dans
la déstabilisation. Il serait par exemple tres instructif de parvenir a former des vé-
sicules avec un autre lipide que la DPPC, et de vérifier s’il est suffisant d’étre en
phase fluide ou §’il faut, en plus, étre proche de la température de transition.
L’étude des mécanismes de croissance par microscopie confocale peut étre également
intéressante, en nous permettant d’observer directement si les vésicules croissent par
fusion et/ou par échange de lipides avec la membrane.

Finalement, nous avons étudié les propriétés de doubles bicouches chargées (DPPS)
dans de I'eau pure, par réflectivité spéculaire et diffusion hors-spéculaire de rayons
X. Ces travaux préliminaires nous permettent de tester la validité de la théorie de
Poisson-Boltzmann dans le cas de surfaces fortement chargées, ou les corrélations
entre ions peuvent étre importantes.

Les mesures effectuées mettent en évidence un changement de structure de 1’échan-
tillon & grande échelle lors de la transition de phase gel-fluide, qui ne peut étre
correctement décrit par nos calculs de la réflectivité spéculaire et de la diffusion
hors-spéculaire. Nous supposons que la structure de double bicouche est conservée
a petite échelle, et nous mesurons les propriétés des membranes par ajustement
des courbes de diffusion hors-spéculaire. Les bicouches interagissent tres fortement
(U5 ~ 10" J-m™), et I'épaisseur d’eau inter-membranaire est faible (d,, ~ 1nm).
Ces résultats vont a I’encontre de la théorie de Poisson-Boltzmann qui prédit une
répulsion entre surfaces identiquement chargées, et devraient étre mieux décrits par
les théories de couplage fort [150, 174].

Plusieurs pistes sont envisageables pour améliorer ces résultats. Des expériences
sur des bicouches de DPPC & des échelles plus grandes (microscopie, AFM, ...)
nous permettraient éventuellement de comprendre les changements de structures a
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la transition de phase gel-fluide. Nous pourrions alors adapter nos modeles de ré-
flectivité et de diffusion hors-spéculaire pour ajuster les courbes expérimentales sur
I’ensemble de la gamme de vecteurs d’onde accessible.

De fagon plus générale, nous pouvons envisager d’appliquer ces expériences de
diffusion de rayons X a des systemes plus complexes. Il serait par exemple intéres-
sant d’étudier les fluctuations activées via des protéines, ’électrophorese de protéines
membranaires, ou encore les interactions entre membranes et nanoparticules.
Notre connaissance profonde des systemes modeles de doubles bicouches neutres,
associée a des expériences de diffusion de rayons X précises pour une large gamme
de vecteurs d’onde, nous permet d’envisager une comparaison directe avec des si-
mulations numériques de membranes. En effet, les plus petites tailles accessibles
actuellement par diffusion de rayons X sont de l'ordre des plus grandes tailles de
membranes accessibles par des simulations réalistes (de 'ordre de quelques nano-
metres pour atteindre des temps de simulation suffisamment longs). Nos expériences
pourraient permettre de contraindre les modeles utilisés dans les simulations numé-
riques de systemes complexes.
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Annexes

A.1 Phospholipides utilisés

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles composées d'une téte hydro-
phile et de deux chaines aliphatiques hydrophobes de différentes natures (longueur
et insaturations). Il existe une terminologie particuliére pour décrire les phospholi-
pides les plus usuels : deux premieres lettres décrivent la nature des chaines, suivies
de deux lettres décrivant les especes chimiques de la téte (voir la figure A.1.1).

o
/\/\/\/\/\/\/\)k :
O/E(\O/’P.\O\/\N:: D1136/?0C
Téte hydrophile ~ —»
[e] o _
/\/\/\/\/\/\/\)l\ B © DPPS
oo ofF: o\/}NHS* 16:0

Volume de la partie >
hydrophobe I

o
/\/\/\/\/\/\/\/\)ko o-P-o . DSP
\ W\/\/\/\/W\[;:(H\ s \/\T‘\ 18:0

Chaines saturées

ou non .’

N p \ o 0
) T A 0-P=0 . DOPC
- W & \/\T\ 18:1

FIGURE A.1.1 — A gauche : représentation schématique de la géométrie d’'un phos-
pholipide. A droite : exemples de structures chimiques de phospholipides.

Par exemple le terme DSPC désigne la molécule 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine,
avec DS pour distearoyl (deux chaines de stearoyl contenant chacune 18 atomes de
carbone) et PC pour phosphocholine, parfois noté 18:0-18:0 PC ou le 0 dénote le
nombre d’insaturation par chaine. Les caractéristiques essentielles des phospholi-
pides utilisés dans cette these sont regroupées dans le tableau A.1.1, avec certaines
de leurs propriétés.
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Lipide Téte Charge nette | Chaines T
a pH neutre (d’apres [116])
DSPC phosphocholine 0 18:0-18:0 55°C
DOPC phosphocholine 0 18:1-18:1 —20°C
DPPS | phosphatidylsérine -1 16:0-16:0 54°C
DPPC phosphocholine 0 16:0-16:0 41°C
13:0 PC | phosphocholine 0 13:0-13:0 14°C

TABLE A.1.1 — Caractéristiques des phospholipides utilisés dans cette these.

Les bicouches de DPPC observées par microscopie de fluorescence sont mar-
quées par ajout d'un faible pourcentage (~ 0.5%) de DPPE possédant un groupe-
ment NBD (7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) fluorescent greffé sur leur téte (voir la
figure A.1.2). Son spectre présente un maximum d’absorption pour A ~ 460nm,
adapté a nos expériences de microscopie.

NO;

F1GURE A.1.2 — Structure du DPPE-NBD utilisé comme marqueur fluorescent.
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A.2 Meéthode de préparation d’une double bicouche
supportée

Les doubles bicouches sont transférées sur le substrat monocouche par mo-
nocouche par une combinaison de dépositions dites de Langmuir-Blodgett et de
Langmuir-Schaefer [54]. Les phospholipides sont placés a l'interface eau-air d’une
cuve de Langmuir, et forment une monocouche dont 'aire accessible est controlée
par des barrieres mobiles. Une balance de Langmuir permet de mesurer la tension de
surface du film moléculaire v en fonction de I'aire par molécule de la monocouche.
La pression (2D) qui s’applique sur les barriéres a pour expression II = vy — vy ot
est la tension superficielle de I'interface eau-air.

Considérons le cas du transfert d'une double bicouche sur un substrat de sili-
cium. La premiere étape est une isotherme de compression : les barrieres compriment

~1 au maximum), jusqu’a une pression de

lentement le film de lipides (10 cm?-min
40mN-m~!, pression pour laquelle I'aire par molécule du film est proche de celle
d’une bicouche.

Le substrat de silicium, initialement placé dans un puits au fond de la cuve, est
sorti lentement et entraine la monocouche située a linterface eau-air (voir la fi-
gure A.2.1). La pression est maintenue fixe & 40mN-m~! lors du dépot, grace a un
asservissement de la position des barrieres. Cette déposition, nommée déposition de
Langmuir-Blodgett, est répétée en redescendant le systeme “substrat+monocouche”
dans la cuve. Finalement, nous déposons une troisieme monocouche en ressortant
une derniere fois le substrat. La qualité de ces dépositions est caractérisée par leur
taux de transfert défini comme étant le rapport entre 'aire balayée par les barrieres
et 'aire de I’échantillon. Les doubles bicouches utilisées pour nos expériences ont
toutes des taux de transfert > 95%.

“ wafer de silicium

Déposition de Langmuir-Blodgett Déposition de Langmuir-Schaefer

FIGURE A.2.1 — Représentation schématique des dépositions de Langmuir-Blodgett
et de Langmuir-Schaefer (adapté de [11]).
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Nous ne parvenons pas a déposer plus de trois monocouches par cette méthode. Si
nous tentons de déposer une quatriéme monocouche par une déposition de Langmuir-
Blodgett, la troisieme monocouche est systématiquement arrachée et les molécules
retournent a l'interface eau-air. Nous déposons la quatrieme monocouche par une
déposition dite de Langmuir-Schaefer : le substrat traverse la cuve en étant le plus
paralléle possible au film de lipides. Le saut de pression observable lors du transfert
(au moment du contact) permet de vérifier la qualité de la déposition. Idéalement,
il est nul pour un taux de transfert de 100 %. Nous obtenons en pratique des sauts
de pression inférieurs & 0.5 mN-m~!, signes d’un bon taux de transfert.
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A.3 Meilleurs parametres d’ajustements obtenus

A.3.1 0OTS-DSPC
| | 429°C  49.7°C  51.5°C  52.0°C  52.9°C |
psio,le /A3] 0.65 0.65 0.65 0.65 0.65
Dsio, [A] 12.9 11.7 9.2 7.9 6.8
05i0,|A] 4.0 3.9 4.2 4.2 4.1
& pm] 1.0 1.0 4.4 6.8 8.2
H, 0.44 0.41 0.39 0.44 0.44
D1 m,0[A] 6 6 4 5 2
P1.headle” /A% 0.48 0.45 0.44 0.48 0.46
P1tairle” /A% 0.33 0.32 0.33 0.33 0.33
pr.omsle” /A3 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
pa.tairle” /A% 0.28 0.28 0.28 0.28 0.28
p2.headle” /A3 0.41 0.42 0.40 0.40 0.40
d1 head[A] 4.6 5.0 4.9 5.0 5.0
D1 tair|A] 23.0 21.9 22.1 22.8 21.2
di.cms [A] 2.1 2.1 1.9 2.0 2.1
Dy tait|A] 23.8 21.0 23.7 25.0 21.1
d2 head[A] 3.1 4.0 3.8 3.8 2.9
Dy 11,0[A] 25.0 26.5 26.9 28.1 29.7
p3.headle” /A% 0.42 0.41 0.41 0.40 0.40
p3.1aitle™ /A3 0.31 0.29 0.33 0.29 0.29
pa.cmsle” /A3 0.23 0.23 0.23 0.22 0.24
pasaitle” /A3 0.33 0.30 0.30 0.28 0.31
Paheadle” /AP 0.46 0.41 0.40 0.40 0.40
d3 head[A] 3.4 3.8 4.0 3.9 4.0
D3 it A] 21.7 21.7 21.4 21.2 22.7
da.crs [A) 1.9 2.0 1.7 2.0 2.0
Dy tair[A] 21.1 21.9 22.7 21.2 25.5
dy head[A] 3.3 3.7 3.6 3.9 3.2
Nysws 107 J/m?] || 8.5 &+ 1 8.6 1 9.4 +1 8.4+ 1 83+1
k1 [kpT) 304 + 100 440 4+ 100 467 £ 100 464 + 100 462 =+ 100
y1 [mN/m] 9.0 + 2 9.0+2 101+2 190+2 140+ 2
Npsup 107 J/m] || 9.1 £+ 1 9.0 +£1 9.0 +£1 8.6+ 1 8.6+ 1
Ko [kpT] 28050 300450 200450 60420 50420
vo [mN/m] 0.3+£0.2 03402  04+0.2 04402  0.5+0.2
| Uiy, 107 J/m?] || 121403 118403 116403  11.7£0.3 115403

TABLE A.3.1 — Effets de la température sur les parametres structuraux et élastiques de doubles
bicouches OTS-DSPC. La définition des parametres est donnée dans le chapitre 2 de la partie 1.
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A.3.2 DSPC + NaCl
Phase fluide Phase gel
Sans sel ‘ ¢{p=0.45nm | /{p=0.3nm Sans sel | {p=0.3nm
psio,le” /A3] 0.59 0.59 0.68 0.62 0.65
Dsio,[A] 11.1 11.0 11.0 9.9 8.5
0510, [A] 3.2 3.5 3.7 3.5 4.2
&s[pm] 2.2 3.5 2.8 1.9 1.5
H, 0.5 0.5 0.33 0.57 0.39
D1 m,0[A] 5 5 5 5 5
P1.headle” /A% 0.36 0.35 0.38 0.36 0.37
p1tairle” /A% 0.29 0.28 0.26 0.28 0.26
promsle” /A3 0.22 0.22 0.22 0.20 0.21
p2.taitle” /A 0.32 0.33 0.33 0.32 0.32
p2.headle™ /A3 0.42 0.42 0.42 0.47 0.5
d1 head[A] 2.4 2.1 2.2 2.6 6.9
D1 tait[A] 17.2 21.4 22.5 24.6 24.5
dy.cms[A 2.5 2.0 3.3 2.4 3.4
Dy sait[A] 18.4 16.8 22.2 21.6 23.0
d2 headA] 4.4 5.4 4.7 2.1 2.0
Do 11,0[A] 28.0 24.6 20.3 24.3 22.2
3 headle™ /A3 0.36 0.37 0.39 0.35 0.35
p3.taitle” /A% 0.28 0.28 0.29 0.26 0.27
pa.cmsle” /A3 0.21 0.21 0.25 0.21 0.23
pataitle” /A 0.29 0.28 0.30 0.26 0.27
Paheadle™ /A3 0.38 0.38 0.42 0.44 0.36
d3 headA] 3.7 4.9 2.5 6.0 5.5
D3 tair|A] 18.0 18.0 18.5 23.5 19.1
do.crrs [A] 4.2 3.4 1.7 2.3 3.0
Dy tair|A] 18.0 18.0 21.2 21.9 18.0
dy head[A] 3.5 5.0 4.2 3.4 3.8
N sws 107 J/mi] || 8.2 £ 1 91+1 9.9 +1 9.2 +1 8.0+1
k1 [kpT] 23 4+ 10 | 450 & 100 | 886 + 100 || 821 & 200 | 830 + 200
v1 [mN/m] 27 + 2 27 4+ 2 39 4 2 24 + 2 21 + 2
Nysup 107 J/m] || 8.0 £ 1 83+1 105 £ 1 8.1+ 1 8.6 +1
Ko [kpT] 80 £50 473 £50 232 +50 75 £10 175 + 10
o [mN/m] 0.80 £ 0.2 | 0.154£0.2 | 0.79 £ 0.2 || 0.69 = 0.2 | 0.5140.2
| Ullpoag (105 3/m?] || 121 0.1 | 129 201 | 133 £ 0.1 || 122 40.3 | 13.0 £0.1

TABLE A.3.2 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
des expériences avec sel sur des doubles bicouches de DSPC.
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A.3.3 DSPC 4 PVP

| | Avant PVP PVP 4% PVP 30% |
psio,le” /A3 0.56 0.56 0.62
Dsio, [A] 7.5 7.5 15
o510, [A] 4.5 4.5 2.0
§s[pm] 0.8 0.8 2.0
H, 0.38 0.38 0.65
D1 m,0[A] 5 5 5
P1.headle” /A% 0.38 0.50 0.49
p1.taitle” /A% 0.27 0.26 0.28
pr.omsle” /A3 0.22 0.25 0.21
p2.1aitle” /A3 0.32 0.30 0.32
p2.headle” /A% 0.50 0.50 0.49
d1 head[A] 2.9 1.6 3.1
D1 1ait[A] 19.6 18.4 17.6
di.cm, [A] 2.5 1.5 2.0
Da 1ait[A] 23.0 20.2 16.1
d2 headA] 1.7 1.4 1.8
Ds p,0[A] 22.0 18.0 14.0
p3.headle” /A% 0.47 0.50 0.38
p3.tairle” /A3 0.27 0.33 0.33
pa.cmsle” /A% 0.25 0.21 0.26
patairle” /A3 0.32 0.31 0.27
paheadle™ /AP 0.43 0.49 0.50
d3.head|A] 4.5 3.3 1.5
D3 40i1[A] 17.7 21.6 21.3
da.crs [A] 1.6 4.0 2.2
Dy tait[A] 24.7 24.2 21.6
da.nead|A] 1.5 4.1 2.7
Ny sup 1107 J/m] 86+ 1 81+ 1 9.1+ 1
k1 [kpT] 685 &+ 100 900 + 200 435 + 100
41 [mN/m)] 20 + 2 44 + 2 56 + 2
Ny.sup 1107 J/m] 87 +1 85+ 1 81+1
ko [kpT] 10020 200450 500450
o [mN/m)] 0.2440.2  1.11+ 0.3  0.3+0.1
| U, 107 3/m?] || 120401 13.94£0.1 145401

TABLE A.3.3 — Effets de la pression osmotique sur les parametres structuraux et
élastiques de doubles bicouches de DSPC.
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A.3.4 DSPC + champ électrique
Série 1 | Avant Champ 1V 50Hz 2V 50Hz 5V 50Hz 5V 10Hz
psio,le” /A% 0.65 0.65 0.65 0.65 0.66
Dsio, [A] 11.0 10.7 10.8 10.8 10.1
o510, [A] 4.5 4.5 4.4 3.4 3.3
&, pm] 1.7 1.8 1.8 1.9 1.5
H, 0.48 0.53 0.51 0.48 0.47
D1 m,0[A] 2 4 1 3 5
Pl headle” /A3 0.40 0.40 0.40 0.40 0.41
p1.taitle” /A3 0.31 0.31 0.31 0.31 0.3
p1.0m,le” /A3 0.26 0.26 0.25 0.26 0.25
p2.tairle” /A3 0.29 0.29 0.29 0.30 0.33
p2.headle” /AP 0.40 0.40 0.40 0.41 0.44
d1 head[A] 2.0 2.0 2.0 2.2 2.1
D1 tair[A] 16.0 16.2 15.9 15.8 14.7
di.cms [A 3.3 3.0 2.0 2.0 2.1
Dy saitA] 16.1 15.5 14.5 14.2 14.6
d2 head[A] 4.0 3.5 4.9 4.9 2.3
Ds.11,0[A] 22.5 16.9 13.9 14.3 8.6
3. headle” /A% 0.40 0.41 0.40 0.40 0.40
p3.taitle” /A3 0.29 0.30 0.29 0.29 0.30
pa.cmsle” /A3 0.26 0.24 0.23 0.23 0.26
pataitle” /A3 0.29 0.30 0.30 0.30 0.31
Paheadle” /A3 0.40 0.42 0.41 0.41 0.40
d3 head[A] 5.1 3.3 4.9 4.1 3.7
D3 4ait[A] 18.0 18.9 19.5 19.5 17.9
do.crrs [A] 3.7 2.6 3.9 3.9 3.7
Dy tair|A] 21.6 19.5 19.7 19.4 17.3
dy head[A] 5.5 2.7 3.0 3.0 3.2
N sup 1107 J/m] 8.0 (7-10) 9.5 (8-10.5) 9.5 (8-10.2) 10. (8-10.5)  10.5 (8-11.2)
k1 [kpT] 100 (30-300) 250 (30-500) 60 (10-300) 100 (20-300) 100 (20-300)
v1 [mN/m] 12.1 + 2 9.5 + 2 12.0 + 2 12.2 + 2 11.0 + 2
Npsus 1107 J/m?] |1 10.4 (9.5-10.5)  10.6 (10.2-10.9) 9.7 (8-10.2) 9.9 (8-10.2)  10.2 (8-10.5)
Ko [kpT] 20 (10-35) 16 (10-30) 60 (45-80) 66 (50-90) 176 (150-220)
o [mN/m] 1.6 + 0.2 1.52 + 0.2 0.76 £ 0.2  0.55 + 0.2 0.4+ 0.2
Ny, (107 J/m?] 12.7 4+ 0.2 12.3 + 0.2 119402  11.9 £ 0.2 11.2 +£ 0.2

TABLE A.3.4 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements

de la série 1 (double bicouche de DSPC en phase fluide sous champ électrique).
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Série 2 | Avant Champ 5V 50Hz 5V 30Hz 5V 10Hz
psio,le” /AP 0.68 0.65 0.67 0.66
Dgsio,[A] 9.9 9.4 8.4 9.6
o510, [A] 3.5 3.5 3.7 3.5
A 3.0 2.0 1.8 2.8
H, 0.47 0.38 0.38 0.43
D1 m,0[A] 4 5 2 7
P1 headle™ /AP 0.42 0.50 0.42 0.48
p1tairle” /A 0.30 0.29 0.29 0.29
pr.omsle” /A% 0.22 0.24 0.26 0.24
p2.tairle” /A 0.29 0.31 0.28 0.31
p2.headle™ /A3 0.39 0.38 0.41 0.40
d1 head[A] 4.1 5.0 5.5 5.1
D1 tait[A] 17.9 23.9 24.9 25.0
di.cms A 4.0 2.8 2.3 2.7
Dy sait[A] 17.0 25.2 24.8 23.
d2 head[A] 4.0 4.3 5.2 5.3
Do 11,0[A] 22.0 8.7 7.0 4.8
3 headle™ /A3 0.44 0.43 0.41 0.40
p3.taitle” /A% 0.28 0.32 0.28 0.31
pa.cmsle” /A3 0.22 0.24 0.26 0.24
pataitle” /A 0.29 0.30 0.30 0.30
Paheadle™ /A3 0.39 0.39 0.39 0.42
d3 head[A] 5.5 5.0 4.2 3.1
D3.1ait[A] 18.4 17.7 18.8 19.6
da.c, [A] 3.9 4.0 3.3 2.6
Dy tait[A] 20.2 21.5 20.8 16.7
di head[A] 5.5 3.8 3.0 5.2
swy 107 J/mi] || 8.1 (7-10.2) 9.7 (8-10.1) 11.17 (11-11.4)  10.48 (10.2-10.7)
k1 [kpT] 66 (10-150) 54 (30-120) 440 (200-700) 507 (300-750)
v1 [mN/m)] 9.8 + 2 7.0 £ 2 51+ 2 2.7+ 2
Nysus 1107 J/m] || 8.05 (7-10.2)  8.99 (7-9.6)  11.50 (11.45-11.55)  10.24 (9.6-10.5)
Ko [kpT] 20 (15-30) 160 (130-210) 184 (150-220) 230 (200-280)
Yo [mN/m)] 0.78 + 0.2 0.68 4+ 0.2 0.41 + 0.2 0.14 + 0.2
Uty [107 J/m?] 12.9 + 0.2 12.7 + 0.2 11.8 + 0.2 11.0 + 0.2

TABLE A.3.5 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements

de la série 2 (double bicouche de DSPC en phase fluide sous champ électrique).
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Série 3 | Avant Champ 5V 10Hz 10V 10Hz
psio,le” /A% 0.54 0.52 0.52
Dgio, [A] 8.2 9.9 8.9
o5i0, [A] 2.6 2.6 2.7
€s[pum] 1.8 2.8 1.7
H, 0.46 0.55 0.55
D1 m,0[A] 2 5 5
1 headle™ /AP 0.41 0.40 0.40
p1tairle” /A3 0.33 0.29 0.29
promsle” /A% 0.22 0.22 0.25
pa.tairle” /A3 0.30 0.29 0.32
p2.headle” /A% 0.42 0.46 0.46
d1 head[A] 4.5 2.0 2.0
D1 tait|A] 20.3 25.0 25.0
di.cms A 2.0 4.0 2.1
Do it A] 19.7 20.3 19.5
d2 heaa[A] 2.1 5.5 5.0
Ds.m1,0[A] 22.5 18.4 17.3
p3.headle” /A% 0.45 0.40 0.40
p3.tairle” /A% 0.29 0.31 0.29
pa.cmsle” /A3 0.26 0.24 0.22
patairle” /A% 0.28 0.28 0.29
paheadle” /AP 0.40 0.40 0.40
d3 head[A] 5.5 3.9 2.7
D3 1ait[A] 25.5 18.6 18.2
da.c, [A] 4.0 3.2 4.0
Dy tai[A] 25.5 17.9 17.9
di heaa[A] 5.0 4.4 3.9
Nysup (107 J/m] 8.4(7-9.8) 9.2 (7- 10) 8.1 (7-9.7)
k1 [kpT] 11(5-200) 757 (300-1200) 1095 (700-1400)
y1 [mN/m] 25.4 + 2 20.8 + 2 16.6 + 2
Ny.sup (107 J/m] 8.0 (7-10) 8.4 (7-9.8) 8.0 (7-9.8)
Ko [kpT] 20 (15-40) 447 (200-600) 697 (500-1000)
Yo [mN/m] 0.50 + 0.2 -0.14 + 0.2 -1.56 + 0.2
U’y g [107 J/m?] 12.7 £ 0.2 12.9 + 0.2 12.7 + 0.2

TABLE A.3.6 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
de la série 3 (double bicouche de DSPC en phase fluide sous champ électrique).
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Série 4 H Avant Champ 1V50Hz
psio,le” /A®] 0.70 0.69
Do, [A] 9.3 9.2
0510, [A] 3.3 3.3
&s[pum] 2.6 2.4
H, 0.48 0.45
D1.m,0[A] 1 3
P1.headle” /AZ] 0.45 0.42
p1tairle” /A3 0.29 0.29
pr.omsle” /A% 0.24 0.26
p2.tairle” /A3 0.29 0.29
P2, headle” /A3 0.40 0.40
d1head[A] 3.0 3.3
D1 tau[A] 23.0 23.0
di.cms A 2.0 2.1
Do tauA] 23.0 23.0
d2 head[A] 5.5 4.0
Do 11,0[A] 23.5 7.5
P3 headle” /A3 0.40 0.40
p3 aitle” /A% 0.29 0.30
p2.cH,le” /A% 0.26 0.26
patairle” /A3 0.33 0.31
Paheadle” /A3 0.41 0.40
d3. head[A] 3.2 3.0
D3.1ai[A] 19.0 18.0
da.cr, [A] 2.0 2.0
Dy tait[A] 20.8 19.9
dy head[A] 5.5 5.5
N s 1107 3/m [ 9.6 (7-10) | 9.0 (7-9.5)
k1 [kgT] 46 (10-300) | 25 (10-220)
71 [mN/m] 11.7 + 2 13.2 4 2
ysuy (107 J/m] 9.2 (7-10) 8. (7-9.5)
ko [kpT] 28 (20-35) | 39 (35-50)
~v2[mN /m] 0.13+£0.2 | -0.07 +£0.2
Ul g, [107 J/m?] 11.5 + 0.2 12.5 + 0.2

TABLE A.3.7 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
de la série 4 (double bicouche de DSPC en phase fluide sous champ électrique).
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A.3.5 DPPS
| Série 1 | DPPS 36°C DPPS 60°C  DPPS 60°C NaCl 0.13 M
psio,le” /A3] 0.65 0.65 0.64
Dsio,[A] 1.2 3.6 3.9
05i0,|A] 1.8 3.0 4.5
€s[pum] 1.7 1.0 0.64
H, 0.65 0.60 0.60
D1.m,0[A] 1 6 4
1 headle™ /AP 0.44 0.44 0.45
P1tairle” /A% 0.27 0.27 0.29
pr.omsle” /A3 0.21 0.21 0.22
pa.tairle” /A% 0.26 0.25 0.25
p2.headle” /A% 0.41 0.41 0.42
d1 head[A] 6.0 6.5 6.5
D1 tair[A] 18.6 19.0 18.0
di.cms [A] 3.6 3.3 3.2
Dy tait[A] 21.3 21.3 20.7
d2. head[A] 3.0 3.9 3.2
Ds 11,0[A] 11.3 2.4 3.1
p3.headle” /A% 0.40 0.40 0.42
p3.tairle” /A% 0.27 0.27 0.27
pa.cmsle” /A3 0.23 0.22 0.22
patairle” /A3 0.29 0.30 0.30
Paheadle™ /AP 0.38 0.40 0.43
d3 heaa[A] 6.0 4.3 4.8
D3 1ait[A] 23.6 22.0 22.0
da.crs [A) 1.0 1.7 1.6
Dy tait|A] 23.7 22.0 20.6
di head[A] 5.9 4.0 4.7
Uy, oup (107 J/m] 9.0 + 2 9.8 + 2 10.0 + 2
k1 [kpT] 4814100 5984 100 390+ 100
y1 [mN/m] 20 + 2 1+1 141
Ut gy sup (107 J/m] 11.5 + 2 10.7 £ 2 10.2 + 2
Ko [kpT] 172 £50 595 4 150 311 + 100
vo [mN/m] 1.39 £0.5 034 +0.2 0.7+ 0.2
Uty 107 3/mY] || 138 £02 142402 14.0 + 0.2

TABLE A.3.8 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
de la série 1 (double bicouche de DPPS).
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Série 2 | DPPS 36°C DPPS 46°C  DPPS 60°C
psio,le” /A®] 0.66 0.66 0.65
Dgio, [A] 5.7 5.7 5.0
o510, [A] 1.95 1.95 3.0
s[pum] 1.5 1.5 1.0
H, 0.53 0.53 0.60
D1 m,0[A] 1 1 5
1 headle™ /AP 0.40 0.40 0.43
p1tairle” /A3 0.26 0.26 0.30
pr.omsle” /A% 0.22 0.22 0.21
pa.tairle” /A3 0.25 0.25 0.24
p2.headle” /A% 0.43 0.43 0.43
d1 headlA] 6.0 6.0 3.8
D1 tait|A] 21.9 21.9 19.5
di.cms[A] 2.0 2.0 2.3
D it A] 19.6 19.6 18.1
d2. head[A] 3.0 3.0 4.7
Da m1,0[A] 14.0 14.6 9.7
p3.headle” /A% 0.48 0.48 0.48
p3.tairle” /A% 0.27 0.27 0.27
pa.cmsle” /A3 0.23 0.23 0.20
patairle” /A% 0.31 0.31 0.29
P4 headle” /A3 0.46 0.46 0.48
d3 headA] 6.0 6.0 5.5
D3 1ai[A] 22.0 22.0 19.6
da.c, [A] 2.0 2.0 2.2
Dy tair[A] 21.6 21.6 21.0
da head[A] 3.7 3.7 3.1
My sup 1107 J/m?] 10.8 £ 2 85 + 2 10.7+ 2
k1 [kpT] 600 = 100 595 4+ 100 130 =+ 50
71 [mN/m] 28 + 2 35 + 2 10 + 2
Ny.sup (107 J/m] 11.1 £ 2 115 + 2 10.0 + 2
Ko [kpT] 300 £100 596 +150 197 450
Yo [mN/m] 1.4 £0.2 1.98+0.2 1.7 +0.2

| Uiy 107 J/mY] || 140402 140402  13.8 £0.2

TABLE A.3.9 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
de la série 2 (double bicouche de DPPS).
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Série 3 | DPPS 36°C DPPS 36°C NaCl 0.01M
psio,le” /A®] 0.61 0.61
Dasio,[A] 6.0 6.0
510, [A] 3.8 3.8
&s[pm] 1.6 1.6
H, 0.60 0.60
D1 m,0[A] 1 1
P1.headle” /A 0.40 0.40
p1taitle” /A3 0.27 0.27
p1.0m,le” /A3 0.20 0.20
p2.tairle” /A3 0.24 0.23
p2.headle” /A% 0.42 0.42
d1 headA] 6.0 6.0
D1 tait|A] 22.0 22.0
di.cmy Al 3.0 2.6
Do tait|A] 22.0 22.0
d2 head[A] 3.0 3.9
Ds.11,0[A] 14.0 13.7
3 headle” /A% 0.45 0.44
p3 aitle” /A 0.24 0.25
p2.cHsle” /A% 0.20 0.20
P taitle” /A 0.29 0.28
Paheadle” /A3 0.48 0.49
d3 head[A] 5.9 6.0
D3 1ait[A] 22.0 21.7
do.crrs [A] 1.6 1.8
Dy tai[A] 22.0 21.8
dy head[A] 3.0 3.0
My sup 1107 T/m?] 8.2+ 2 81+ 2
k1 [kpT] 414 + 100 282 + 100
v [mN/m] 16 + 2 12 4+ 2
Vo, sup 1107 J/m] 8.0 + 2 82+ 2
ko [kpT] 112 +50 137 £50
Yo [mN/m] 0.57 +0.2 0.74 +0.2
| Ulpam [10° J/m] || 13.7 0.2 13.2 +0.2

TABLE A.3.10 — Parametres structuraux et élastiques issus des meilleurs ajustements
de la série 3 (double bicouche de DPPS).
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A.3.6 Barres d’erreurs sur les parametres structuraux

+
psio,le” /A | 0.02
Dgsio,[A] 1
0 5i0, [A] 0.1
&s [Nm] 1
H, 0.1

| DimolA] | 5 |
pl,head[e_/Ag] 0.02
prianle” /A% | 0.01
pr.omsle” /A% | 0.02
patairle” /A% | 0.01
p2.headle™ /A3] | 0.02

d1 heaaA] 0.2

D1 tair[A] 0.5
di.cms A 0.2
Do ai1[A] 0.5
d2,head[A] 0.2
| DamolA] | 1 |

p3.headle” /A%] | 0.02
p3aitle” /A | 0.01
pa.cmsle” /A% | 0.02
patairle” /A% | 0.01
p4,head[6_/A3] 0.02

d3,head [A] 0.2
D3,tail [A] 0.5
da.crs [A 0.2

Dy tait|A] 0.5
dy head[A] 0.5

TABLE A.3.11 — Barres d’erreur des parametres d’ajustement.
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S Arnaud HEMMERLE

~ Diffusion de rayons X sur une
membrane unique : potentiel
d’interaction et effets du champ
électrique

Résumé

Nous avons déterminé par diffusion de rayons X le potentiel d'interaction entre deux bicouches, une
premiére adsorbée sur un substrat solide et une deuxieme flottant a proximité. Nous montrons que
les interactions dans ces systémes fortement hydratés sont deux ordres de grandeur plus faibles
que dans les travaux précédents menés sur des phases multilamellaires. Cette caractéristique est
attribuée a la répulsion électrostatique due a la faible fraction de lipides ionisés. Nous avons de plus
acces aux potentiels de répulsion entropique, et testons les différents modeles théoriques existants.

Les effets d’'un champ électrique sur les membranes ont également été étudiés. Nous montrons que
le champ induit une tension négative et une rigidité positive, et méne a la déstabilisation d’une
bicouche supportée sous certaines conditions.

Finalement, nous mesurons les propriétés de membranes chargées par diffusion de rayons X, nous
permettant d’accéder aux limites de la théorie de Poisson-Boltzmann.

Membranes ; Fluctuations thermiques ; Physique statistique ; Biophysique ; Electrostatique

Résumé en anglais

We have determined by grazing incidence X-ray scattering the interaction potential between two lipid
bilayers, one adsorbed on a solid surface and the other floating close by. We find that interactions in
this highly hydrated system are two orders of magnitude softer than in previously reported work on
multilayer stacks. This is attributed to the weak electrostatic repulsion due to the small fraction of
ionized lipids in defectless supported bilayers. We also access the entropic repulsion potentials,
allowing us to discriminate between the different existing models.

The effects of an electric field on the properties of membranes have also been studied. We show that
the field induces a negative tension and an increase of the rigidity. We also show that it is possible to
destabilize a supported bilayer by an electric field under certain conditions.

Finally, we measure the properties of charged membranes using X-ray scattering, giving access to
the limits of the Poisson-Boltzmann theory.

Membranes ; Thermal fluctuations; Statistical physics ; Biophysics ; Electrostatics




