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RESUME

La structure des membranes cellulaires est encore mal connue : elles sont formées d’entités
lipidiques et protéiniques, et certains parametres physiques (nature des espéces ioniques par exem-
ple) agissent sur I'orientation des molécules lipidiques et sur les protéines. En utilisant des mem-
branes artificielles de type « liquide » (phospholipides dissous dans un solvant organique A faible
constante diélectrique et imprégnant un filtre millipore en téflon), ou des membranes bimolé-
culaires phospholipidiques, nous avons voulu mettre en évidence le rdle des cations divalents et
en particulier du Mg++. Les mesures effectuées sont des mesures de résistance et des mesures de
potentiel de membrane (a I'aide d'un électrométre Keithley 610B).

Le magnésium et les autres cations divalents agissent sur la stabilité structurale de la mem-
brane : cette action se manifeste par une augmentation de la résistance des membranes & charge
résultante positive (Céphaline et Lécithine), et une diminution de celle ayant une charge résul-
tante négative (lipides totaux de cerveau de beeuf) ; en outre, on enregistre une action sur la diffé-
rence de potentiel membranaire (beaucoup plus nette avec les lipides totaux).

L’action de Mg+t est explicable par application de la théorie de la double couche de Gouy
et CHAPMAN ; Mg*+ agit par effet d’écran ; Mgt+ est adsorbé spécifiquement sur les groupes
polaires de la membrane, et ce point est confirmé par les courbes I/g = f (Mg*+) qui montrent
que Mg++ est un compétiteur des cations monovalents au niveau des mémes sites de la membrane.

INTRODUCTION
Les neurophysiologistes, depuis les travaux de HobGkrIN et HUXLEY (1952),
se sont particuliérement intéressés a 1'étude des mouvements des différents cations

(1) Laboratoire de Biologie de la Reproduction, Université Paris VI, Tour 32 et Bat. G., 4 place
Jussieu, 75005 Paris.
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mono et divalents, qui accompagnent les phénomeénes électriques de P'excitabilité
nerveuse.

Les nombreuses questions qui restent posées, commenceraient & avoir un début
de réponse, si on connaissait mieux la structure des membranes cellulaires. En
résumé, 4 I'heure actuelle, nous sommes en présence de deux théories concernant
celle-ci :

a) GORTER et GRENDEL (1925), puis DANIELLI et DAVSON (1935), émirent
I'hypothése d’une double couche de molécules lipidiques réunies par leurs extrémités
hydrophobes et intercalées entre deux feuillets protéiniques qui formeraient les
surfaces interne et externe de la membrane. Ce modéle rigide, rend difficilement
compte des différences de perméabilité interionique ; aussi STEIN et DANIELLI (1956)
envisagérent I'existence de pores permanents bordés de protéines.

b) Cette théorie fut controversée a partir de 1963 par SJOSTRAND, qui montre
la présence de micelles formés de lipoprotéines ; Lucy (1964) émit 'hypothése de
la présence de sous-unités globulaires lipidiques enrobées de protéines ou de glyco-
protéines qui laisseraient entre elles des pores de 4 A de diamétre, lieu de perméation.

Bien d’autres modéles virent le jour, et nous citerons pour mémoire ceux de :
BENSON (1966), GREEN et PERDUE (1966), LENARD et SINGER (1960).

Ces hypothéses reviennent 4 poser les questions suivantes :

— le role des protéines dans la sélectivité de la membrane ;

— le role structurale des lipides ;

— l'effet de paramétres physiques (concentration des ions, mnature des ions
environnant les membranes cellulaires...) sur I'organisation des molécules lipidiques ;
point qui nous a semblé particuliérement intéressant, avec I'étude du magnésium
en particulier.

Pour répondre 4 ces questions, nous avons envisagé l'étude des modéles de
membranes qui sont simples et formés d’éléments connus (phospholipides dissous
dans un solvant organique).

MATERIEI, ET METHODES

A. — Membranes avtificielles de type « liquide »

1. Caractéristiques.

Ce sont des membranes échangeuses d’ions utilisées pour étudier dans un milieu totalement
anhydre, les interactions entre les phospholipides principaux existant dans les membranes cellu-
laires et les cations mono et divalents (en particulier le magnésium, ayant des effets souvent
antagonistes du calcium).

2. Formation et montage expérimental (fig. 1).

La membrane est formée par simple imprégnation, pendant 48 heures d’un filtre millipore
en téflon (type Mitex TM, épaisseur 150 y, porosité 6o p. 100, diameétre des pores 5,0 i : ce matériel
est peu mouillable par I'eau et est essentiellement lipophile), trempé dans une solution de : hep-
tane-chloroforme-méthanol : 7 : 2 : 1 et de phospholipides : 2 p. 100 ; ’ensemble formant un
systéme hétérogéne comportant une matrice hydrophobe et des pores aqueux, ayant une densité
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dlevée de sites. Le filtre est inséré entre deux chambres de plexiglas contenant les solutions
aqueuses a4 36°C et pH 7,4. Les mesures électriques (potentiel, résistance) ont été réalisées a
I'aide d’un électrométre Keithley 610B.

T

-

Fic. 1. — Schéma de montage pour Uétude des membranes « liquides »

: membrane : support en téflon

: support métallique

: électrodes en chlorure d’argent

: Keithley 610B (impédance d’entrée 10'* ohms)
fonctionnant en ampéremétre

. enregistreur

W powg

B. — Membranes artificielles bimoléculaives phospholipidiques

1. Caractévistiques.

Ce sont des doubles couches mono-moléculaires formant un systéme fluide (KRASNE, 1971),
avec une perméabilité ionique faible ; mais différentes des membranes liquides par : I'épaisseur
(60 A contre plusieurs microns) ; l'organisation des tétes polaires.

Ce type de membrane (de structure proche de celle des membranes cellulaires), a permis de
mettre en évidence le vdle de la natuve des espéces toniques.

2. Formation et montage expérimental.

Les membranes bimoléculaires sont formées soit de ’ensemble des lipides du cerveau de beeuf,
soit de phosphatidyl-éthanolamine, avec de I'a-tocophérol, du cholestérol, préalablement dissous
dans un mélange chloroforme-méthanol 2 : 1.

Le dispositif expérimental choisi est trés simple, et consiste en deux chambres qui commu-
niquent par un petit trou (0,75 mm?), sur lequel la membrane se forme. Nous avons employé
I'appareillage de MUELLER et coll. (1962) : la chambre interne est faite d’une petite coupe en téflon,
la chambre externe est en plexiglas. Au niveau du trou, la membrane se forme par dissolution du
solvant dans la phase aqueuse (4 36°C et pH 7,4) et par « drainage » des molécules lipidiques,
pour atteindre I'état stable : ’état bimoléculaire en équilibre avec l’anneau périphérique.

Les mesures de résistance, de potentiel, ont été réalisées a 1’aide d’un électrometre Keithley
610B.

RESULTATS

Nous avons étudié 'action des cations divalents et du magnésium en particulier,
sur la résistance et sur la différence de potentiel membranaire.
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A. — Action sur la rvésistance

Les cations divalents, sous forme de chlorures, pH 7,4, sont ajoutés d'un seul
c6té de la membrane.
1. Membranes « liguides » : (Céphaline 2 p. 100).

Nous avons observé :

— la résistance de la membrane augmente légérement lorsque le magnésium,
a la concentration de 10 mM, traverse la membrane :

R sans divalent : 6,0 & 0,1 + 10* ohms + cm—2
R avec divalent : 7,6 + 0,1 - 10* ohms - cm™2
— la séquence d’action des cations divalents sur la résistance de la membrane
est comparable 4 la séquence V d’Eisenman :

Cat+ > Mg+t > Ba+tr > Srt+

2. Membranes bimoléculaires.
a) Lipides totaux (fig. 2).
Nous avons observé :

— la résistance de la membrane diminue légérement jusqu'a 5 mM de magné-
sium, puis fortement au-dessus de 10-12 mM : il y a rupture de la membrane.

— la séquence d’action des cations divalents est la suivante :

Bat+ > Nit+ > Mn++ > Ca+t > Mgt+ > Sr++

Ro_ Résistance_sans_divalent
R, " Résistance avec divalent
4 BaCl,
34
NiC
2] anaz
CaCl,
MgCl,
14 8srCl,
0 1 1 1 ] | +
1 2 3 4 5 mmlx"]
F16. 2. — Membranes bimoléculaires formées de lipides totaux : action des cations divalents sur la vésistance

de la membrane (la figure montre I’action de Mg+t jusqu’a 6 mM). Pour tous les cations, la résistance
diminue. (Chaque point correspond & la moyenne de résultats obtenus sur un ensemble de 25 mem-
branes différentes ; I’écart-type calculé étant trés faible).

b) Lécithine.
Nous avons observé :

— la résistance de la membrane augmente légérement en présence de Mg+t
et des cations monovalents : K+, Na+, Li+, Cs+, Rb*.
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3. Comparaison.

Quel que soit le modéle employé, en présence de Mg+, la résistance de la mem-
brane augmente, si celle-ci est constituée de phospholipides ayant une charge résul-
tante positive (céphaline, 1écithine) ; la résistance diminue en présence de phospho-
lipides a charge résultante négative (lipides totaux). Dans ce dernier cas, quand la
concentration en Mg+ augmente, la résistance décroit fortement, car le cation diva-
lent pénétre dans la membrane et détruit le réseau organisé des tétes polaires.

B. — Action sur la différence de potentiel membranaive

Les cations divalents, sous forme de chlorures, pH 7,4, sont ajoutés d’'un seul
coté de la membrane.

1. Membranes « liguides » : (Céphaline 2 p. 100).

I’addition de Mg*+ provoque une augmentation linéaire de la différence de
potentiel en fonction de la concentration en cation divalent : 5 mV pour 10 mM.

2. Membranes bimoléculaives.
a) Lipides totaux (fig. 3).

I’addition de Mg+ provoque une augmentation linéaire de la différence de
potentiel : 1z 4 15 mV pour 10 mM.

AVpmV
504
40 NiCl,
30
MnCl,
204 BaCl,
MgCl,
104 CaCl,
SrCl,
0
Y *e
1 5 10 mmix**]
F1G6. 3. — Membranes bimoléculaires formées de lzpzdes totaux : action des cations divalents sur la différence

de potentiel ; ceux-ci sont ajoutés d'un seul coté de la membrane. Cette courbe montre que Mgt+, Cat+t,
Sr++, agissent par effet d’écran ; Nit+, Mn*+, Bat+, par liaisons fortes.

b) Lécithine.

Mg+t provoque une augmentation linéaire de la différence de potentiel de :
2 4 5 mV pour 10 mM.

3. Comparaison.

I1’addition de Mg** a une action beaucoup plus prononcée avec des membranes
a charge résultante négative (lipides totaux) qu’avec des phospholipides ayant une
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charge résultante positive (dans les molécules de lécithine et de céphaline, le nombre
de groupes PO; et NH est identique, mais on peut admettre que certains groupes
négatifs sont masqués et les groupes positifs sont en nombre supérieur ; la charge
résultante étant alors positive.

Yy 10°
Lec.
5. 0AM
[K] croissante
0,2M
1-
] 1 L]
1 2
mMMg
Fi1G. 4. — Membranes bimoléculaives formées de Lécithine : Ifg = f (Mgt+) : pour une concentration cons-

tante de K+, I/g varie de fagon linéaire en fonction de 'augmentation de la concentration en ions
Mg+, celui-ci pouvant étre alors assimilé a un inhibiteur. Nous sommes en présence d’une inhibition
compétitive (représentation des cinétiques enzymatiques de Dixon). L’inhibition est levée par un
exces de K+ ; Mg+t et K+ se fixent au niveau des mémes sites sur le phospholipide.

DISCUSSION

1. L’étude de l'action de Mg** sur des membranes artificielles, nous a permis
de montrer U'influence des interactions cations divalents-phospholipides sur la stabi-
lité structurale de la membrane (influence manifestée par une action sur la résistance
et sur la différence de potentiel des membranes).

(1) L’action sur le potentiel est explicable par la théorie de la double couche
de Gouy et CHAPMAN (McDONALD ¢t al., 1972), qui montre :

a) la nécessité de la présence de charges négatives ou positives pour avoir un
effet ;

b) la distinction entre une action des ions divalents par effet d’écran, c’est-a-dire,
les charges positives fixées a l'interface repoussant les cations ; ou fixation par liai-
sons électrostatiques fermes ou covalentes sur les groupes polaires (GILBERT et
EHRENSTEIN, I1969).

— La mesure de potentiel réalisée au cours de nos expériences est une mesure
directe, contrairement a celle faite par MUELLER ¢f al. (1962), McCLAUGHLIN ¢t al.
(1971), qui réalisent des mesures indirectes ; mais McDoONALD et BaNGHAM (1972)
font une mesure directe rendue possible, car les membranes sont trés peu conductrices,
et les fuites, trés faibles.
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— Les potentiels enregistrés sont des potentiels d’interface et non pas des
potentiels de diffusion. En effet, I'observation des constantes de temps est un bon
argument dans ce sens : pour un potentiel de diffusion, le temps d’établissement du
potentiel ne peut excéder le temps de charge RC d'un circuit ayant la constante de
temps de la membrane ; ce temps est de I'ordre de 2 minutes : ici, le potentiel s’éta-
blit en 70 a4 go secondes, et lors de I'addition d'un cation divalent, en 6 secondes
seulement ; I'équation de Gouyv et CHAPMAN est, en premiére approximation, appli-
cable, et nous sommes en présence de potentiels d’interface créés par ’addition de
Mg++ ;

(2) Le magnésium agit sur la différence de potentiel et sur la résistance des
membranes artificielles lipidiques :

-— il agit par effet d’écran, comme Ca*+ et Sr++ (potentiel inférieur 4 27 mV), alors
que Ni++, Bat+, Mn*+ se fixent) ; c’est-a-dire qu’il y a neutralisation des charges
négatives et diminution de la conductance ; en fait, nous trouvons ces résuitats
pour les membranes de lécithine et de céphaline, mais pour des membranes de
lipides totaux, nous trouvons :

— 4 faibles concentrations, Mg*+ a peu d’effet, mais dans le sens prévu ;

— 2 fortes concentrations, la conductance augmente ; on peut alors envisager :
— soit un déséquilibre du champ électrique, peu probable, car les variations de

potentiel sont peu importantes ;

soit une augmentation du nombre de charges positives et une augmentation

de la conductance au chlore; ceci n’étant pas valable pour Mg+, cation

divalent le plus gros (rayon de Mg*+ hydraté — 5,9 A) ;

soit une déformation du réseau par modification d’orientation des dipéles et

du potentiel dipolaire.

I

Ces résultats tendent & montrer que Mg*+, ainsi que les autres cations divalents,
est adsorbé spécifiquement sur les groupes polaires ; ce point est confirmé par la
compétition entre Mg+t et les cations monovalents : en effet, si on trace la courbe
I/g = £ (Mgt+) (fig. 4) (représentation des cinétiques enzymatiques de Dixon), pour
une solution de KCl par exemple, on voit que I/g varie de fagon linéaire en fonction de
I'augmentation de la concentration en ion Mg+* : on peut dire que Mg++ est compé-
titif des cations monovalents au niveau des mémes sites sur le phospholipides.

CONCLUSION

L’ion magnésium agit sur les membranes artificielles liquides et bimoléculaires
lipidiques, par effet d’écran, en augmentant la résistance des membranes 4 charge
résultante positive et en diminuant celle des membranes & charge résultante néga-
tive ; il crée aussi un potentiel membranaire notable. Il agit aussi, comme compé-
titeur des ions monovalents, surtout de I'ion potassium au niveau des mémes groupes
polaires des phospholipides.

Regu pour publication en juillet 1975.



128 M. BARA

SUMMARY

EFFECTS OF MAGNESIUM ON LIQUID
AND PHOSPHOLIPIDIC BIMOLECULAR MEMBRANES.
THE, MAGNESIUM ION, A MONOVALENT CATION COMPETITOR

Little is known about the structure of cell membranes. They are composed of lipidic and
proteinic units, and some physical parameters (the nature of the ionic species, for example) act
on lipidic molecule orientation and on proteins. Using artificial membranes of a « liquid » type
(phospholipids dissolved in an organic solvent having low dielectric constant and impregnating
a millipore teflon filter), or phospholipidic bimolecular membranes, we try to show the role of
divalent cations, and particularly that of Mg*+. Resistance and membrane potential are measured
using a Keithley 610B electrometer.

Magnesium and other divalent cations act on the structural stability of the membrane. This
action is expressed by an increased resistance of membranes having positive resultant charge
(cephalin and lecithin), and a drop in resistance of those having negative resultant charge (total
lipids of the beef brain). Moreover, the difference of membrane potential is afiected (more clearly
with total lipids).

Mgt+ action is explained by applying the double layer theory of Gouy and CHAPMAN.
Mg++ has a screening effect ; it is adsorbed specifically on polar groups of the membrane. This is
confirmed by curves, I/g = f (Mgt+), which show that Mgt++ is a monovalent cation competitor
in the same sites of the membrane.
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