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"Oui, dans la création des cieux et de la terre, et dans l'alternance de la 
nuit et du jour, et dans le navire qui vogue en mer chargé de profits pour les 
gens, et dans l'eau que Dieu fait descendre du ciel, par quoi Il rend vie à terre 
une fois morte et y répand des bêtes de toute espèce, et dans la variation des 
vents, et dans le nuage contraint de rester entre ciel et terre, il y a des signes, 
certes, pour des hommes doués d'intelligence." 

(Coran: 2, 164) 



RÉSUMÉ 

La bactériorhodopsine existe en équilibre acido-basique entre quatre formes 
spectrales dont les Àmax sont respectivement à 605, 570, 460 et 380 nm. Le pka 
apparent de ces formes spectrales dans la membrane pourpre native est 
comparable à celui de la bactériorhodopsine délipidée et à celui des membranes 
pourpres traitées par les anesthésiques. En absence de solvatation appropriée (ou 
de protection) par les lipides, l'intervalle de pH dans lequel s'effectuent ces 
transitions spectrales est fortement réduit. En plus des anesthésiques halogénés 
généraux, il existe d'autres molécules liposolubles qui peuvent reproduire les 
mêmes effets. Une série de solvants organiques usuels tel que l'acétone, les alcools 
et les alcanes peuvent mimer les effets des anesthésiques. On propose qu'ils 
agissent sur la phase lipidique. Une fois la bicouche lipidique perturbée, elle 
permettra aux ions de la solution de passer au travers de la membrane et de venir 
près du chromophore; ainsi les ions agissent sur les dipôles entourant le rétinal 
comme un interrupteur qui règle le passage d'une forme spectrale à une autre. 

Nos résultats et l'interprétation que nous en faisons nous permettent de 
proposer un mécanisme d'action des anesthésiques, on pense qu'il est le même 
pour toutes les cellules: Si on arrive par n'importe quel moyen à éliminer (ou à 
affaiblir) le gradient ionique de la membrane, on arrive ainsi à éliminer (ou à 

affaiblir) la propagation de l'influx nerveux. On pense, que c'est ce qui se passe 
réellement lorsqu'on utilise des anesthésiques (ou des solvants); ces derniers vont 
se dissoudre dans la membrane et ainsi augmenter sa fluidité, ce qui se traduit par 
une diffusion transmembranaire des ions; le gradient ionique ainsi éliminé (ou 
affaibli), provoque une anesthésie (ou une analgésie). 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1. Ce qu'on sait sur les anesthésiques 
Parler des anesthésiques sans mentionner l'opium, revient à ignorer une 

partie très importante de l'histoire de l'anesthésie et des anesthésiques. Les origines 
de l'opium et de son utili s iltion comme analgésique central (Le. il influe 
positivement sur les interrupteurs morphiniques du système nerveux et bloque de ce 
fait la transmission de la douleur vers les centres, d'où sa dénomination de "central") 
se perdent dans lil nuit des temps. Pilr texte cunéiforme interposé (tablettes de 
Nippur), on peut faire remonter la connnissnnce de ses propriétés antidouleur aux 
origines de Sumer, soit quarante siècles nvant Jésus-Christ. Mais' ses rapports avec la 
chirurgie sont plus difficiles fi rétablir. Les Egyptiens de l'antiquité s'en servaient-ils 
déjà pour leurs interventions ? La complexité et la finesse de leurs techniques 
chirurgical es ne sauraient aller de pnir avec une trop grande agitation du patient et 
laissent à penser qu'ils maîtrisaient un moyen de supprimer la douleur. Autant 
qu'on en puisse juger, il s'ùgissùit plutôt d'une forme d'anesthésie locale que 
procurait la "pierre de Memphis" réduite en poudre. Pour certains, cette pierre serait 
tout simplement du marbre; illlilqué pilr un acide, il libère du gaz carbonique; celui-ci, 
en solution ilqueuse, devi ent l'acid e GHbonique et se comporte en anesthésique local. 

En revanch e, l'utilisiltion d'ilnnlgésiques centrnux est certaine en ce qui 
concerne la chirurgie musuimillle. On retrouve dnns le Canon d'Avicenne, somme 
de connaissances médicùles du XIe siècle après Jésus-Christ, des recettes alliant 

sédatifs et analgésiques, comme piU exemple l'association d'extraits de mandragore et 
de sirop d'opium. Avicenne prùtiquait ses interventions sous une véritable 
anesthésie générale de profondeur et de durée variable qui prenait en compte la 
gravité et la longueur de l'ùcte opérntoire. Profondeur et durée étaient modulées par 
la nature et lù qUnntité de prépiuations qu'on faisait ingérer à l'opéré. 

William Thomas Green Morton, dentiste à Boston (Massachusetts), entrait 
dans l'histoire en 1844 après avoir réùlisé l'anesthésie générale par inhalation de gaz. 
L'anesthésie générùle fi l'éther, au gaz hilarant, puis au chloroforme, connaissait dès 
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lors une foudroyante carrière. En 1884, Carl Koller montrait la possibilité d'opérer les 
yeux sans douleur en y instillant une solution de cocaïne, les anesthésies purement 
locales qui n'entraînent nucune modificntion de la vigilance prirent un essor 
irrésistible (Brès 1988). 

Aujourd'hui on dénombre par centaines les anesthésiques utilisés en poste 
opératoire et l'anesthésie générale peut maintenant être provoquée avec un grand 
degré de finbililé grâce il l'nrsenal chimique, électronique et mécanique dont 
disposent les nnesthésistes. Cependnnt, le mécanisme précis de l'action des agents qui 
induisent cette anesthésie (analgésie el inconscience) fait encore l'objet de 
controverses et de recherches . 

1.1.1. Règle de Meyer-Overton 

La plus ancienne des hypothèses concernant le site d'action des 
anesthésiques est celle connue sous le nom d'unité hydrophobe. Selon cette 
hypothèse l'action de l'agent aneslhési,l11t prend pince dans les parties hydrophobes 
de la bicouche lipidique des membranes neuronales, et se résume à une mobilisation 
des lipides membrannires due nUx propriétés de solvant de l'anesthésique. Ainsi, les 
interactions anesthésique/membrane impliquées sont les mêmes pour tous les 
anesthésiques. L'hypothèse de l'unité hydrophobe est issue de la règle de Meyer-
Overton, qui établit une bonne corrélation entre la solubilité des agents anesthésiants 
dans les lipides et le potentiel anesthésiant. La règle de Meyer-Overton a vu le jour à 
la fin du 1ge siècle (Meyer 1899; Overton 1901; Meyer 1937) et depuis lors, elle a été 
raffinée et complétée par plusieurs chercheurs (Krnntz et Rudo, 1966; Larsen, 1969; 
Rudo et Krantz, 1974; Hansch et al., 1975; Oavies el al., 1974, 1976). Cependant, cette 
hypothèse a connu benucoup de critique. Franks et Lieb en 1982 et 1987 ont résumé les 
plus forts arguments contre l'exclusivité de la théorie lipidique. Leurs principaux 
arguments concernent l'aspect quantitatif. En utilisant la diffraction des rayons X et 
des neutrons, ils ont démontré qu'à des concentrations cliniques d'anesthésique, la 
perturbation de la bicouche lipidique n'était pas mesurable et ceci reste vrai même à 
des concentrations d'anesthésique significativement élevées. La croissance de la 
fluidité de ln bicouche lipidique qui nccompagne l'incorporation d 'anesthésiques est 
très petite compnrativement à ce que peut produire l'augmentation de la température 
par l oC (Boggs et al. 1976; P,lI1g et al. 1980; Lieb et al. 1982). Il existe aussi d'autres 
phénomènes qui ne peuvent être expliqués à partir de la théorie lipidique et ainsi ils 
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présentent des exceptions n ln règle. Par exemple, le n-décane et le n-décanol sont tous 

les deux fortement solubles dùns les lipides. Cependant, si le décanol a un fort 

potentiel an esthésiùnt, le d écùne n'en ù nucun . Les alcanes ont un potentiel 
anesthésiant qui augmente ùvec lù longueur de la chnÎne carbonée, mais ce caractère 
anesthésiant sern perdu pour les alcnnes supérieurs (Mullins, 1971 et ses références), 
ce phénomène est perceptible ft pùrtir du nonane. C'est tout le mystère du "eut-off". Il 
en est de même pour les ùlcools . En augmenlnnt le nombre des groupes CH2 dans les 

n -alcools, le potentiel ùn esth ésÎùnt ùugmente jusqu'au 12e carbone; cependant, le 

potentiel chute à zéro pour le té trùdécanol et les alcools supérieurs, bien que ces 

alcools supérieurs continuent ft se dissoudre dùns la bicouche lipidique (Franks et 
Lieb 1986; Requenù et HilydonI985) . Cependant, le plus grand handicap de cette 

théorie est qu'elle reste muette sur le méCi"lnisme d'action des anesthésiques. 

1.1.2. Spécificité du site 
Bien que la seconde hypothèse attribue le site d'action des anesthésiques à 

une région hydrophobe, elle stipule qu'il est spécifique par sa taille et par son 
emplacement. Selon celte théorie, 1i1 bicouche lipidique n'est pns la première cible des 

agents anesthésiùnts mùis c 'es t une poche hydrophobe de structure et de taille bien 

définis, se trouvùnt sur les protéines membranaires (Adey et al. 1976; Middleton et 
Smith, 1976; Frnnks et ùl. ·1978). Pour démontrer cela, Franks et Lieb (1985, 1986, Moss 

et al. 1991) utilisent lù luciféri1 se. L'émission de la lumière par la luciole (qui est liée à 

l'interaction luciferase/luciferine) est ùffectée pùr les ilnesthésiques généraux (les 

hydrocarbures, les alcools, les cétones, les esters, les hydrocarbures halogénés .. . ) de la 

même façon que dans les membrilnes nerveuses; actuellement, il existe un frappant 
parallélisme entre la suppression de l'émission de la lumière par les lucioles et 

l'anesthésie. Les expériences sur la luciférase complètement délipidée suggèrent que 

le lien d'attache des ùnesthésiques est une poche amphiphilique de la protéine de 

dimension bien définie. Ces résultats peuvent donner une explication naturelle pour 

les effets du cut-off observés dùns le CilS des alcanes et des alcools. Selon cette théorie, 
en plus de lù solubilité dùns les lipides, le facteur déterminant pour créer l'anesthésie 
est l'espace disponible dùns les poches hydrophobes des protéines. Cependant, on 
peut reprocher à cette théorie que l'anesthésique (alcane, alcoo!.. .) ajouté à la 

luciférase délipidée n'a qu'un seul choix : c'est celui d 'aller s'insérer dans la partie la 
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plus hydrophobe de la lucifémse, vu que cette dernière se trouve toute seule dans le 
milieu étudié. 

1.2. La membrane pourpre comme modèle biologique? 
Afin de discriminer entre les deux hypothèses précédentes et de proposer un 

éventuel mécanisme d'action des anesthésiques, on a choisi comme modèle 
biologique la membrane pourpre. Ce choix est fondé sur les considérations suivantes: 

a) Complexité du système nerveux: Le système nerveux assure le contrôle de toutes 
les fonctions de l'organisme. Dans sa fonction de régulation, il s'avère d'une 
complexité exceptionnelle. C'est pourquoi l'étude directe des effets des anesthésiques 
sur ce dernier est pratiquement impossible. 
b) La "simplicité" de la membrane 'pourpre : Comparée au système nerveux ou à des 
cellules nerveuses, la membra ne pourpre possède une structure relativement simple. 
Elle possède une protéine unique la bactériorhodopsine. 
c) Sa réactivité avec les anesthésiques : La membrane pourpre n'est pas insensible face 
aux anesthésiques. Les effets produits par les agents anesthésiants sont détectables 
directement par des méthodes spectroscopiques telle que la spectroscopie UV-visible. 

1.2.1. Structure de la membrane pourpre 
La bactérie Halo/,acteriul11 "alobium, bactérie halophile extrême, possède 

deux sources primaires d'énergie IOCillisées toutes les deux dans la membrane 
plasmique: la chaîne respiratoire et la membrane pourpre. Lorsque la membrane 
pourpre absorbe de la lumière, des protons sont éjectés de la cellule et ainsi un 
potentiel électrochimique est généré . La cellule transforme ce potentiel 
électrochimique en une énergie chimique emmagasinée sous forme d'ATP. La 
membrane pourpre a une épaisseur de 48 A. Elle a une structure en réseau cristallin 
conférée par un arrangement ordonné de trimères de bactériorhodopsine (l'unique 
protéine de la membrane pourpre) en disposition hexagonale (Unwin et Henderson 
1975) dans le plan de la membrane. Ceci donne à la membrane pourpre une structure 
extrêmement rigide et immobilise presqu 'entièrement les lipides (Fig . 1.1) . 



a. 

b. 

Figure 1.1 : Structure de la membrane pourpre native projetée sur le plan de la 

membrane. Chaque bR dllns le trimère possède trois hélices ex à l'intérieur et 

quatres à l'extérieur. a) Unwin et Henderson en 1975 avec une résolution de 7 A. 
b) Ceska et Henderson en 1990 avec une résolution de 14-6.5 A. 

5 
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1.2.1.1. Structure de la bactériorhodopsine 
La bactériorhodopsine est une protéine transmembranaire de 26 kD 

contenant 248 élcides aminés (Ovchnnikov et aL, 1979; Khorana et aL, 1979; Dunn et 
aL, 1981). Elle est constituée principéllement de 7 hélices a qui traversent de part et 
d'autre la membrane plasmique (Un win et Henderson, 1975). Le côté N-terminal est 
exposé à la surface extracellulélire et le côté C-terminal est à la surface cytoplasmique 
(Wallace 1982). La position du chromophore dans la membrane semble être à 
environ 10 A de la félce cytoplasmique (Thomas et Stryer 1980) où le rétinal est lié à la 
lysine 216 de la bélctériorhodopsine (Katre et al. 1981) par formation d'un lien 
aldimine protoné (C=N) ou bélse de Schiff entre le dernier carbone du rétinal et le 
groupement élminé de la lysine (Fig. 1.2) . 

1.2.1.2. Les lipides de la membrane pourpre 
Dans la nature, toutes les membranes biologiques sont constituées d'une 

bicouche lipidique. La méljeure partie de ces lipides se trouvent dans presque la 
totalité des membranes, sauf que dans la mem.brane pourpre on trouve un 
glycolipide spécifique à cette dernière . Les lipides polaires qui constituent 90 % de la 
totalité des lipides dérivent tous d'un diether de glycérol dans lequel les chaînes 
hydrocarbonées sont des groupements phytanyl : 2,3-di-O-phytanyl-sn-glycérol. Le 
groupement phytLmyl est une chélîne saturée composée de quatre unités isoprène. Les 
phospholipides méljeurs sont des analogues du diphytanyl glycérol éther de 
phosphatidyl glycérophosphélte (1), phosphatidyl glycérol (lD, et phosphatidyl 
glycérosulfate (III) (Fig. 1.3). Les lipides neutres sont constitués principalement de 
squalène, dihydro et tétrahydrosqualène, vitél111ine MK-8, diphytanyl glycérol éther et 
de pigments variés. 

1.2.2. Photochimie 
La bR présente deux formes stables: une forme adaptée à la lumière (AL) et 

une forme adaptée à l'obscurité (AO) . La forme adaptée à la lumière a un À-max à 568 

nm et contient un rétinéll tout-trélns (98°/r> tout-trans). Par contre, la forme adaptée à 
l'obscurité est un mélange de tout-trans et 13-cis rétinal, dans un rapport respectif 66-
67% et 33-34% c-à-d dans un rapport respectif de 2:1 (Scherrer et al., 1989). 
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Figure 1.2 : Structure de la bactériorhodopsine. a) Séquence des acides aminés à 

travers la membrane. Les flèches indiquent les sites de coupures des enzymes 

protéolytiques. Les points P, C et T indiquent repectivement les liens hydrolysés 

par la pepsine, la chymotrypsine, et la trypsine. Les cercles représentent les 

résidus basiques, par contre les losanges désignent les résidus acides Œngelman 

et al. 1980). b) Les hélices a sont représentées par des bâtonnets. Le rétinal est lié à 

la Lys-216 (Henderson et al. 1990). 
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Après absorption d'un photon par la bRS68 adaptée à la lumière, le chromophore 
subit un cycle de réaction durant lequel il se photoisomérise en 13-cis, se déprotone, 
mais revient thermiquement à sa forme tout-trans, et se reprotone . Durant ce 
photocycle la bR pompe un proton au travers de la membrane plasmique et ainsi elle 
génère un gradient électrochimique qui produit l'énergie nécessaire à des processus 
se produisant à l'intérieur d~ la cellule (Stoeckenius et al. 1979) . 

10 psec suivant l'illumination de la forme adaptée à la lumière (bRS68), il se 

forme le premier intermédiaire du cycle photochimique de la bR, la batho-
bactériorhodopsine (notée KS90), qui se transforme thermiquement en lumi-
bactériorhodopsine (LSSO) en l'espilce de 1 I1sec . Par la suite, et après 50 I1sec, 
l'intermédiaire méta-bactériorhodopsine (M412) se forme en s'accompagnant d'une 

perte d'un proton . Ainsi le chromophore du produit méta est déprotoné . Il faut 
noter que la conversion de la bRS68 à la bRS90 (KS90) implique une 
photoisomérisation du chromophore; par conséquent, les intermédiaires batho, lumi 
et méta ont comme chromophore un rétinal 13-cis. A son tour, l'intermédiaire méta 
se transforme en NS30 en 1 msec puis en 0640 et finalement, le retour à la forme 
adaptée à la lumière bRS68 ferme le cycle. Lors de la régénération de la bRS68 et à 
partir de l'intermédiaire M412, un proton est repris . Pour ce qui est du photocycle de 
la bR adaptée à l'obscurité (13-cis bRS4S), il n'est pas bien défini, et il semble que le 

pigment est photoconverti à la forme ba tho 13-cis et a son propre cycle (Fig. 1.4). 

1.2.3. Biochimie de la bactériorhodopsine : la modernité: la mutation dirigée 
En plus des techniques spectroscopiques conventionnelles (UV-visible, 

infrarouge .. .), beaucoup de travaux récents ont porté sur la substitution d'un ou de 
plusieurs acides aminés sur la bactériorhodopsine dans le but de déterminer les 
amino-acides qui forment la cavité du rétinal et d'identifier les résidus d'acides 
aminés qui forment la chaîne de transport de protons à travers la membrane 
plasmique. 
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Figure 1.4 : a) Structure du rétinal dans sa forme tout-trans (Lugtenburg et 

a1.1988). 

b) cycles photochimiques de la bR adaptée à la lumière et à l'obscurité. Les 

indices indiquent le À.max de chaque intermédiaire. La mention trans attribuée 

aux intermédiaires batho, lumi et méta indique que ces derniers sont issus de la 

forme adaptée à la lumière et n'indique pas la configuration du rétinal (Shichi 

1983). 
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La presque totalité des mutants existants régénèrent un pigment en présence 
de rétinal. Cependant, plusieurs variations sont souvent observées dans le taux de 
régénération de la protéine et dans ses caractéristiques d'absorbance. De pareils effets 
peuvent être expliqués par les perturbations de l'enroulement de la structure causées 
par les substitutions des acides aminés. Certains mutants étudiés régénèrent un 
pigment semblable à la bR native (Khorana, 1988). Par exemple, le remplacement de 8 
des 11 Tyr par des Phe (Khorana, 1988) et aussi plusieurs remplacements comme 
Asp--->Asn, Arg--->Gln, et 3 Pro--->Ala forment un pigment absorbant à 568 nm. 
Cependant certaines substitutions présentent des anomalies vis-à-vis de la bR native. 
Ces substitutions se divisent en deux classes: i)des substitutions qui affectent le Àmax 
de la protéine et iOdes substitutions qui affectent le pompage des protons. 

1.2.3.1. Substitutions d'acides aminés qui affectent le chromophore de la 
bactériorhodopsine 
La première classe présente des mutants qui régénèrent des chromophores 

avec des glissements dans leurs Àmax, comparé au chromophore de la protéine 
native. Les substitutions Trp-36, -137, 182, et -189--->Phe présentent un glissement de 
20-3011ln vers le bleu. Les substitutions Pro-186--->Leu(Val) et Thr-89--->Val donnent 
aussi un glissement vers le bleu de 70 l1ln; cependant d'autres substitutions (Asp-115-
> Glu, Asp-212--->Ala) donnent des glissements vers le bleu de moins de 20 nm. Par 
contre les substitutions Asp-85--->Asn, Asp-212--->Glu, et Arg-82--->Cys ou Gin 
présentent un glissement vers le rouge de 30-35 l1ln. Les glissements spectraux causés 
par les substitutions précédentes suggèrent que ces acides aminés interagissent avec le 
rétinal. Les acides aminés dont le remplacement cause des glissements spectraux sont 
à l'intérieur de la membrane et peuvent s'arranger sans que la structure secondaire 
soit modifiée (Khorana 1988). 

1.2.3.2. Substitutions qui affectent le pompage de protons 
Les mutations décrites précédemment donnent, en général, un pompage de 

protons normal. Cependant certaines mutations affectent fortement le pompage des 
protons. Le remplacement individuel des acides aspartiques 85 ou 96 par l'asparagine 
détruit complètement le pompage des protons (Mogi et al., 1988). Les mutants Asp-
212 (Asp-212--->Glu et Asp-212--->Asn) présentent une efficacité de pompage allant de 
10 à 20% par rapport à l'état natif; cependant, le mutant Asp-212--->Ala est instable à 
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la lumière et ne présente aucun pompage détectable. Dans le cas du mutant Tyr-185-> 
Phe, la spectroscopie infrarouge P,H transformée de Fourier et la spectroscopie UV-
visible montrent que la proto!1iltion de ce résidu change d'état durant l'étape bR---> 
K625 et encore durant l'étilpe L550--->M412 (Roepe et al. 1987). Des études plus 
récentes utilisant des muttltions dirigées sur d'autres acides aminés spécifiques (Stern 
et al., 1989; Subramaniam et éll., 1990; Otto et al., 1989; Thorgeirsson et al., 1991> 
prouvent que les résidus Asp-85, Asp-96, Asp-212 pélrticipent directement dans le 
transport des protons au travers de la membrane. 

1.3. Les anesthésiques généraux et la membrane pourpre 
Avant d'entamer les investigéltions sur l'interaction anesthésiques/MP, il 

est nécessaire de filire un survol de Itl littértlture afin d'en résumer les résultats les 
plus importélnts et de bien situer Itl problémiltique. 

En 1985, Nishimurtl et ll\. démontrent, pour III première fois, que sous 
l'action d'anesthésiques volatils tels que l'Halothane ou l'Enflurane, la bR570 
adaptée à lil lumière voit son milximum d'absorption glisser vers 480 mn, avec un 
point isobeste aux tllentours de 510 nm. Cependant, un excès d'Halothane (16 mM) 
fait disparaître le pigment à 480 nm en faveur d'une nouvelle forme à 380 mn. Ces 
auteurs affirment que III fonniltion de la bR380 n'est pas réversible, que la protéine 

sous cette forme perd sa structure et qu'il est fort probable que la base de Schiff de ce 
pigment ait été hydrolysée . Finalement, ils concluent que les anesthésiques 
interagissent directement llvec la protéine. 

En 1988, Henry et al. rapportent que la bR sous sa forme tout-trans forme 
rapidement la bR480; par contre, sous la forme 13-cis le pigment 480 nm se forme 
avec un taux inférieur ou égal au taux de ré-équilibre 13-cis vers tout-trans. En plus, 
l'enlèvement de l'anesthésique précédemment ajouté à la forme adaptée à l'obscurité 
régénère une forme adapté,e ft III lumière. Ces résultats suggèrent que les 
anesthésiques réllgissent seulement avec III bR tout-trans pour former le pigment 480 
nm. Sous l'action de la lumière, la forme bR480 forme réversiblement 

l'intern"lédiaire M. Cet intermédiilire absorbe à 380 nm. Le cycle photochimique du 
pigment 480 nm est comp,Hllble fl celui de la bR nillive. Il est à noter que les 
changements spectraux observés après traitement par les anesthésiques sont 
complètement réversibles lorsque l'anesthésique est retiré de la préparation par 
exposition à un vide modéré. 
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Uchida et al. (1989) ont démontré l'antagonisme de pressions élevées sur 
l'action des anesthésiques . Le pigment 480 mn formé par addition d 'anesthésiques 
volatils retrouve sa forme ntllive progressivement, au fur et à mesure que la pression 
au sein de Itl suspension rn embrtlnaire augmente . Sous une pression de 500 atm, la 
bR retrouve presque la totalité de sa forme native (Àmax=570 mn) . 

Récemment, Boucher et al (1991) ont a ffirmé que malgré le photocycle 
complet de la bR480, elle n'arrive pas à pomper de protons au travers de la 

membrane. Par des mesures d'absorption transitoire aussi bien que par des spectres 

d'action, les auteurs montrent que l'activité de pompage de protons est exclusive à la 
forme 570 nm du pigment, indiquant que l'activité photochimique n'est pas 
obliga toirement couplée au pompage de protons et que l'équilibre qui existe entre les 
deux formes spectra les (480 et 570 n111) du pigment est éga lement un équilibre entre 

une forme couplée et une forme découplée de la bR. 
Enfin, Lee et tll. (1991), en utilisant la fluorescence UV pour étudier les 

interactions entre la bR dans les MP et les anesthésiques halogénés concluent que les 

changements structuraux survenus lors de l'ajout d'Halothane ou d'Enflurane ne 
modifient nullement la dynamiqllede transfert énergétique qui existe entre les acides 
aminés aromatiques de la protéine et son chromophore rétinien. L'analyse de la 
fluorescence de la bR en présence d'anesthésiques révèle surtout les propriétés de 

"quencher" de ces derniers . Leurs propriétés de "quenching" se manifestent à des 

concentrations bien en dessous de celles qui sont nécessaires pour induire la 

transition spectrale du chromophore. Leurs résultats indiquent que le site du 
chromophore n'est peut-être pas la cible première de l'action des anesthésiques. 

1.4. Les anesthésiques locaux et la membrane pourpre 
Comme mentionné dans la section 1.1., l'utilisation des anesthésiques 

locaux a vu le jour en 1844 et ce n'est qu 'en 1989 qu'on testa l'effet de la Dibucaine, 

un anesthésique local, sur la bactériorhodopsine, c'est à dire 4 ans après la découverte 
des effets des anesthésiques volatils sur cette dernière. Lin et al. (1989), par plusieurs 
techniques (absorption, émission, calorimétrie à balayage différentielle et absorption 
transitoire), arrivent aux résulttlts suivants : OLes caractéristiques spectroscopiques 
UV-visible de la forme native (Àmax=568 mn) sont sensibles aux quantités ajoutées 

de la Dibucaine. Ainsi, la formation du pigment rouge bR480 à partir de la forme 

native bR568 est observée. iD L'émission phosphorescente de la Dibucaine à 77 K est 
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complètement "quenchée" par lél bR. iii)L'incorporation de la Dibucaine dans la bR 
décroît la quantité de l'intermédiaire M4l2 formé dans le photocycle de la protéine. 

Les auteurs suggèrent que le sile d'élction de l'anesthésique local (la Dibucaine) est 
près ou sur le chromophore, c'est à dire lél base de Schiff du rétinal de la bR. Ils 
suggèrent que l'action de l'anesthésique sur la bR de la membrane pourpre se fait, 

probablement, via un site spécifique, mais pas via un mécanisme confonnationnel. 

L'uliliséllion de lél Tétracaïne (I3roun et al. 1991) dans sa forme déprotonée à 
pH 9.5 sur lél membrane pourpre, induit un glissement hypsochromique de 570 à 470 
nm. La forme bR470 possède une activité photochimique avec une cinétique de 

formation de l'intermédiaire M (absorbant à 380 11111) semblable à celle d'un 
intermédiaire anéllogue délns une bR inlélcte; cependant, la constante de temps de 
décomposition de l'intermédiaire M délns la bR traitée avec de la Tétracaïne est 104 

fois plus grande. Par contre, dans Sa forme protonée à pH 7.0, la Tétracaïne n'a aucun 

effet ni sur la cinétique de la bR ni sur ses caractéristiques spectrales. Les auteurs 
concluent que la forme électriquement neutre de la Tétracaïne provoque un 
changement de charge entourant le rétinal qui, en retour, cause un affaiblissement 
délns les interactions protéine-chromophore. Ce changement de charge autour du 
rétinal est probablement possible gri\ce il des changements mineurs survenus dans la 
conformation de la bR dus il la perturbéllion des interactions protéine-lipide dans la 
membrane pourpre. 

Par ailleurs, la formation de la bR480 n'est pas uniquement liée à 

l'interaction des anesthésiques (généraux ou locaux) avec la bactériorhodopsine 
native. Il existe plusieurs autres procédés par lesquels on génère le pigment rouge. 

1.5. Génération de la bR480 par des procédés autres que l'addition d'anesthésiques 

En 1984, Baribeau et Boucher rapportèrent que la solubilisation de la 
membrane pourpre par le lilllryl sucrose dénature moins la bR que le traitement par 
d'autres détergents . Bien qu'il leur était impossible de délipider complètement le 
pigment par chromatographie dans ce détergent, le lauryl sucrose s'est avéré un agent 
stabilisant très efficace pour la bR monomère préalablement délipidée par traitement 
au Triton X-100. La protéine ainsi purifiée présente un équilibre acido-basique entre 
deux formes spectrales différentes ayélnt leur maximum d'absorbance à 540 et 480 nm, 
respectivement. Le pKél de l'équilibre est de 6.8. La considération de la valeur du pKa, 

de l'amplitude du déplacement spectréll et du fait que, sous illumination, les deux 



1 5 

formes de bR donnent des bathointermédiaires différents mais un même 
méta intermédiaire, amènent les auteurs à suggérer que l'équilibre acido-basique 
correspond ft celui de la base de Schiff du rétinal. Comme cet équilibre n 'est 
observable que dans la bR complètement délipidée, les auteurs proposent que dans la 
membrane native, une interaction lipide-protéine spécifique prévient ce phénomène 
et contribue au mainti e n de l'intégrité structurale et fonctionnelle de la 
bactériorhodopsine. 

Lorsque la bR est régénérée à partir de la bactérioopsine et les isomères 13-cis 
ou tout-trans du rétinal, il se .forme un intermédiaire absorbant près de 440 nm dont 
le chromophore est apparemment lié à la protéine par un lien non covalent 
(Schreckenbach et al. 1977, 1978). Aussi, la solubilisation de la bR dans différents 
détergents laisse apparaître une espèce nouvelle avec un Àmax=440 nm. Drukmann 

et al. (1982) rapportent qU'i'IlI dessus de pH 11, la suspension de membrane pourpre 
forme un pigment absorbant ft ca. 460 nm et ayant un lien de base de Schiff non 
protoné. Le chauffage de la bR native crée une espèce absorbant à ca . 460 nm 
(Brouillette et al. 1987). Le traitement de la suspension de membrane pourpre par le 
DMSO (diméthylesulfoxide Me2S0; entre 30 et 60 %: v/v) génère un nouveau 
pigment appelé par Oesterhelt et al. (1973) "le complexe 460-nm". Ce complexe réagit 
avec l'hydroxylamine et le borohydrure. rande et al. (1989b) ont repris l'étude de 
l'effet du DMSO sur la membrnne pourpre. Ils concIuent que la formation du 
complexe 460-nm (qu'ils dénomment bR480) s'accompagne par des changements 

mineurs dans la structure secondaire de la protéine et que dans cet état elle garde 
pleinement sa cristallinité. Les changements dans la structure de la protéine résultent 
de la diminution de l'interaction chromophore-protéine près de la région de la base 
de Schiff. Les auteurs attribuent les chélngements spectroscopiques observés à 
l'altération structurale de la protéine. Ils ont aussi constaté que le chromophore 13-cis 
résiste aux changements induits par le DMSO et proposent que le déplacement du 
contre-ion de la protéine vers la base de Schiff, suivant des changements mineurs 
dans la structure de la protéine, peut produire le glissement spectral observé. 

1.6. Cadre et objet du travail 
II est souvent considéré que les principaux facteurs gouvernant les 

propriétés spectroscopiques des pigments rétiniens sont la protonation du lien de 
base de Schiff entre la protéine et le chromophore ainsi que la matrice de la protéine 
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entourant ce dernier (Honig et Ebrey 1982). La couleur pourpre de la bR native (bRS70 
ou bRS60) est due à la forte protonation de la base de Schiff et à l'effet électrostatique 

de la paire de charges ou du dipôle porté par l'apoprotéine près du 7ième carbone du 
rétinal (Lugtenberg et al. 1988) . En plus, les inleractions latérales entre le rétinal et la 
protéine jouent un rôle, mais moindre, dans le mécanisme complexe de régulation 
du Àmax de la bactériorhodopsine. 

L'ajustement du Àma x de la bactériorhodopsine est un mécanisme 

complexe. Les effets de la solubilisation de la bactériorhodopsine, par un ensemble de 

détergents, sont prononcés . Il peut se produire un glissement vers le bleu de 
l'absorbance de 22 nm eL plus (Lam el Packer 1983; Dencher et Heyn 1978; Baribeau et 
Boucher 1984; Baribeau et I30ucher 1987). Chaque glissement spectral, si minime soit-

il, est probablement dO à une modification structurale progressive accompagnant la 
solubilisation de la membrane. La bactériorhodopsine, en plus des effets dus à la 

solubilisation, présente de grands sauts de glissements spectraux sous une variété de 
conditions expérimentales. Par exemple, entre les pH 2 et 13, des équilibres acido-
basiques sont observés entre différenles formes spectrales de suspensions de 
membranes. Ainsi, la (orme pourpre du pigment natif peut être titrée, en membrane 
bleu acide (Àmax=60S I11n, pKa=2.8) ou en pigment rouge (Àmax=460 nm, pKa=12.8) 

ou finalement en une forme spectrale jaune (Àmax =380 I1In, pKa>12.8) (Oesterhelt et 

Stoeckenius 1971; Druckmann et (lI. 1982) (Fig.1.S). 
Certaines de ces (ormes (bR480 et bR380) peuvent résulter, comme cité plus 

haut, de l'interaction de la membrane pourpre avec les anesthésiques volatils tels 

l'Halothane ou l'Enflurane. L'étude de l'effet des anesthésiques sur la MP a conduit à 
la même controverse que celle qui existe depuis fort longtemps dans le domaine de 
l'anesthésie des cellules nerveuses. La controverse est telle qu'on ne peut, jusqu'à 

présent, trancher entre les deux plus importantes hypothèses du site d'action des 

agents anesthésiants, il s(lvoir, la protéine ou les lipides. Plus dramatique encore, le 

mécanisme par lequel les anesthésiques agissent sur les différentes cellules se perd 

dans les dizaines de modèles d'action proposés. 

Notre travail vise deux buts distincts mais étroitement liés: i) L'étude du 
mécanisme de contrôle du Àmax de la bactériorhodopsine, et ii) La détermination du 

site et du mécanisme d'action des anesthésiques. A cette fin, nous avons utilisé 

principalement la spectroscopie UV-visible et la spectroscopie infrarouge par 

transformée de Fourier dans le but d'associer des éléments structuraux aux 
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changements spectraux qui surviennent lors de l'addition d'anesthésiques aux 
membranes pourpres. 
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Figure 1.5 : Equilibres acido-basiques entres différentes formes spectrales de 

suspensions de membranes pourpres (voir texte). On remarque la réapparition 

de la forme pourpre aux pH<l. 



CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES EXPÉRIMENTALES 

2.1. Culture et récolte des bactéries 
Notre travail est rendu possible grâce à la culture au laboratoire de 

Ha/obactériulII ha/o[liulIl fl piHtir d'une souche muti'lnte S9 offerte gracieusement par 
le Dr. W. Stockenius (Universilé de Californie, Si'ln Francisco). 

La technique utilisée pour la préparation du milieu de culture ainsi que 
pour la culture même des bactéries est celle décrite par Baribeau (1987) . La culture de 
ces bactéries nécessite un milieu de composition un peu particulier. Pour obtenir 1 

litre de ce milieu, les produits suivi'lnts sont dissous dans de J'eau distillée par ordre 
d'apparition: 

1/ NaCI 2S0 g 
2/ KCI 2g 
3/ Na3C6HsÜ7.2H20 3 g 
4/ MgS04.7H20 20 g 
5/ 1 ml d'une solution contenant O.S g de FeS04. 7H20, dans 10 ml de H20 

qu'on acidifie avec 3 gouttes de HCI lN. Le pH de la solution est ajusté à pH 6.5-6.7 et 
cette solution de sel est stérilisée pi'lr ilutocbvage. 

6/ Oxoid peptone (bi'lcteriologici'll peptone) 10 g . Les peptones sont ajoutées 
après la stérilisation . 

2.1.1. Pré-inoculation et inoculation 
La culture des bactéries débute par une pré-inoculation dont les étapes sont 

décrites comme suit : 

a/ Deux boucles pleines de bactéries provenant de la souche de départ 
(gélose ensemencée) sont inoculées dans 100 ml de milieu de culture contenu dans 
un erlenmeyer de SOO ml. Deux i'lliquots de ce type sont prép,ués. 

b/ La croissi'lnce est d'environ trois à qUi'ltre jours et s'effectue dans un 
incubateur (New Brunswick Scientific. Edison, N . J., U.5.A) porté à 370 C tout en 
agitant le plateau mobile avec une vitesse de 180 r.p.m . jusqu'à l'obtention d'une 
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densité optique lue il 660 nm d'environ 1. A ce moment, nous avons atteint la fin de 
la phase exponentielle de croissance pour ce volume de culture. 

La phase d 'inoculation qui consiste il accroître peu il peu le volume du 
milieu de culture pour permettre nux bnctéries d'avoir un environnement frais, 
toujours rempli des nutrim ents nécessaires à leur croissance, suit les étapes 
suivantes: 

al Deux fioles il culture de 4 000 ml contenant 1 200 ml de milieu sont 
ensemencées, chacune avec l'inoculum de 100 ml obtenu lors de la pré-inoculation. 

bl La croissance dure environ trois jours jusqu'à ce que la densité 
optique à 660 nm (00660) soit environ égale il 1. 

cl Par la suite, on inocule six fioles à culture de 4 000 ml contenant 
chacune 1 600 ml de milieu nv'ec 400 ml de l'inoculum obtenu en (b) . 

dl Les microorg,111ismes se reproduisent et croissent pendant trois 

jours. 

2.1.2. Induction de la membrane pourpre 
A la toute fin de la phase exponentielle de croissance, là où le nombre de 

bactéries est maximal, nous entreprenons l'étnpe de la culture où, par des 
changements de conditions expérimentales, nous faisons induire la synthèse de la 
membrane pourpre par la bnctérie. 

En premier lieu, la culture est exposée à une lumière intense, pendant trois 
jours. Le milieu est agité légèrement pour garder les bactéries en suspension. Trois 
jours plus tard, la membrane pourpre est présente en quantité suffisante et on récolte 
les bactéries. 

2.1.3. Récolte des bactéries et conservation des souches bactériennes 
Ce stade consiste il séparer les bactéries de leur milieu de croissance. La 

suspension bnctérienne est donc centrifugée dans un appareil Sorvall RC-5B (8 500 
r.p.m. pendant 10 minutes) à 4°C. Par la suite, les bactéries sont lavées deux fois dans 
une solution basnle de sels pour enlever le milieu de culture restant. La solution 
basale de sel est composée des produits suivants: 

NaCl 250 g 
KCI 2g 
MgS04.7H20 20 g 



21 

pour un volume final de 1 litre de solution. Le pH est ajusté à pH=7 avec du NaOH. 
Leurs poids frais est mesuré et elles sont a lors déposées dans un bécher (600 

ml) où elles sont mises en présence de trois fois leur poids frais de solution basale de 
sels. On remet en suspension pin une agitation mécanique puis 10 mg d'ADNase 
(Sigma Chemicals Co, St-Louis) y sont rajoutés . L'agitation s'effectue pendant une 
heure à l'obscurité et l'on oblient un mélange pâteux . Cette suspension est alors 
dialysée pendilnt 16 heures il 40C contre de l'eilu distillée avec un changement d'eau 
après 1 :30 heure. C'est à ce moment qu'a lieu la lyse des cellules résultant en des 
fragments de membranes de grandeurs variables. 

Les souches bactériennes peuvent se conserver très longtemps si on repique 
les bilctéries à partir des géloses déjil ensemencées. Ce repiquage permet aux bactéries 
de garder un milieu toujours frtlis et tlytlnt tous les nutriments nécessaires à leur 
survie. 

Pour fabriquer les géloses, on utilise 3 g d'Oxoid peptone et 3 g de Bacto agar 
(Difco Laboratories, Détroit U.S.A.). On chauffe la solution jusqu'à ce qu'elle 
éclaircisse en Itl faisant tlgiter légèrement. Cette solution est ensuite coulée dans des 
plats de Petri {environ 10 pltlts de Petri}. Les milieux se gélifient et sont conservés 
dans un sac de plastique pour éviter qu'ils ne s'assèchent. Les géloses sont repiquées 
environ tous les trois mois et la croisstlnce des btlctéries s'effectue dans un incubateur 
(Fisher Scientific Co, modèle Isotemp) à 370 C durtlnt dix jours. Elles sont ensuite 
conservées il 4° C. 

2.2. Préparation de la membrane pourpre 
2.2.1. Séparation de la membrane pourpre des débris cellulaires 

La membrane pourpre est préparée selon la méthode d'Oesterhelt et 
Stoeckenius (1979) . Afin d'obtenir seulement la membrane pourpre libérée des 
constituants cellulaires, le dialystlt obtenu en 2.1.3 est centrifugé à 9-10 000 r.p.m 
pendant 20-25 minutes . Le culot contient des débris cellulaires tandis que le 
surnageant est constitué de la frtlction membranaire des cellules. Ce surnageant est 
alors centrifugé à 19 000 r.p .m pendtlnt 1 :30 heure. A ce moment, le culot (membrane 
pourpre) est resuspendu dtlns de l'eau distillée et recentrifugé pendant 1 :30 heure. 
Cette étape est répétée deux il trois fois jusqu'à ce que le surnageant soit presque 
incolore. 
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2.2.2. Purification de la membrane pourpre 
A la membrane pourpre obtenue en 2.2.1 est accolée une partie de 

membranes rouges contaminantes. Cette étape va permettre une séparation de ces 
deux types de membranes. Le culot (MP) est donc déposé sur un gradient discontinu 
de sucrose (7 ml [1.5 Ml - 21 ml [1,3 Ml). On procède ensuite à une ultracentrifugation 
de 48 heures dllns le rotor 58-110 de J'appareil IEC modèle B-60 à 27 000 r.p.m. La 
membrane pourpre serll il J'interface 1,3 et 1,5 M tandis que la membrane rouge se 
retrouvera au-dessus de la portion contenant 1,3 M de sucrose. La bande pourpre est 
recueillie et dialysée contre de l'ellll distillée pendant 16 heures avec un changement 
d'eau afin d'éliminer le sucrose. Le dialysat est centrifugé à 19 00 r.p.m. dans 
l'appareil 50rvllII RC-58 pendant 1:30 heure. La membrane pourpre est alors 
resuspendue dans la solution bastlle de sels pour la conservation (0-2 ans). Le 
rendement en membrane pourpre est évalué d'llprès le spectre d'absorption en 

utilisant un coefficient d'extinction (E 560 I1m) de 54 000 hnol -l cm-l, tel que suggéré 

par Oesterhelt et 5toeckenius 0971). 

2.3. Techniques spectroscopiques 
2.3.1. Spectroscopie infrarouge 
2.3.1.1. Le spectrophotomètre infrarouge 

L'acquisition des spectres infrarouge a été faite avec un interféromètre 
commercial Bomem, modèle OA3.02. Ltl source de l'appareil est conventionelle 
(globar) et l'interférogrtlmme est généré par un interféromètre de Michelson 
composé d'une lame sépùrtltrice (KBr et compenstlteur de germanium), d'un miroir 
fixe et d'un autre mobile. Le rayon lumineux de la source est focalisé en un cercle de 
1 cm de diamètre sur l'échtlnlillon. Lll lumière transmise frappe un détecteur MCT 
(Mercure-Ctldmium-Tellure) refroidi à III température de l'azote liquide (-1960 C). 
L'interférogramme recueilli est trùité par un miniordinateur de la famille des POP 
(PDP 11/23 de Digital Equipment Co.) qui exécute l'opération de la transformée rapide 
de Fourier à l'aide d'une unité de traitement rapide (High 5peed Vector Processor 
Unit de la compùgnie Bomem). 
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2.3.1.2. Les spectres infrarouge 
2.3.1.2.1. Enregistrement des spectres infrarouge 

Tous les spectres furent calculés à partir de la somme de 100 
interférogrammes s<luf d<lns le CilS des spectres de différence où on a balayé 500 
interférogrammes. Dans tous les cas la résolution était de 1-2 cm-1. On a utilisé une 
apodisation triangulaire pour le calcul de la transformée de Fourier. Enfin, suivant 
l'intérêt de l'anillyse on séleclionne la région du spectre sur laquelle va s'effectuer 
l'interprétation. Tous les spectres étnient enregistrés à la température de la pièce et 
sous vide afin d'éliminer les traces de molécules d'eau et de C02 se trouvant dans 

l'air à l'intérieur de l'appareil. On ne prend aucun spectre avant que la pression à 
l'intérieur du puits contenilllt l'échantillon, soit inférieur à 0.5 torr. 

2.3.1.2.2. Préparation des échantillons 
Pour réaliser les mesures avec des membranes pourpres, on prend 250 

microlitres de MP de densité optique égale il 2 qu'on dépose avec une seringue sur 
une fenêtre en CilF2 fabriquée p<lr "Hilrrick Scientific Corporation", puis sous un jet 

d'azote gazeux on sèche celle qUilntité de membrilnes pourpres pendant 45 minutes. 
Après quoi, si l'échantillon ne va pas être traité avec des anesthésique, il sera monté 
directement sur le porte échilntillon, par contre si l'échantillon sera traité par des 
anesthésiques alors lil fenêtre seril montée dans une cellule étanche conçue, dans 
notre laboratoire, spécialement à cette fin. 

2.3.2. Spectroscopie d'absorption 
2.3.2.1. Spectrophotomètre ultraviolet et visible 

Dans notre travail on a utilisé un spectrophotomètre enregistreur 
ultraviolet/visible Pye Unicam sr 8-100 muni d'un accessoire porte-échantillon pour 
échantillons diffus permettant d'enregistrer les spectres sans qu'ils ne soient faussés à 
cause de la lumière diffusée par l'échantillon. Ce spectrophotomètre peut couvrir un 
grand intervalle de longueurs d'onde all<llll de 190 à 800 nm. 

2.3.2.2. Préparation des échantillons 
Pour les films de membranes pourpres, la préparation des échantillons 

pour l'analyse en UV-visible se fait de ln même manière que dans 2.3.2.2, cependant, 
pour les solutions, on utilise des cuvettes de verre spectroscopique (spectrosil) ou de 
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quartz, de différentes épaisseurs suivant la nécessité de la manipulation. Pour 
l'adaptation à la lumière des membranes pourpres, on expose la totalité des 
échantillons à la lumière blnllche d'un projecteur pendant plusieurs minutes avant 
de les traiter et les analyser. L'adaptation à l'obscurité se fait par entreposage des 
échantillons de membranes pourpres à l'obscurité totale pas moins de quatre heures. 
Les spectres UV-visible étaient pris à la température de la pièce. L'addition des 
anesthésiques et des autres rénctifs à différents pourcentages se fait tout simplement 
par injection du produit utilisé dnns des tubes contenants de la membrane pourpre, 
avec une seringue (lors de l'njout de petites quantités) ou à l'aide d'une pipette de 1 
ml divisée en 100 unités . Suivant le but de l'expérience, les spectres sont enregistrés à 

des intervalles de temps bien précis. 

2.4. Fabrication de la cellule 
Comme les anesthésiques avec lesquels on a travaillé étaient volatils et 

comme les spectres infrnrouges étaient pris sous vide, alors il nous était impossible 
de prendre des spectres infrarouges de membranes pourpres traitées avec des 
anesthésiques, d'où ln nécessité de COllstruire une cellule étanche. Cette cellule s'est 
avérée plus tard utile même pour la collecte des spectres UV-visible à différents 
pourcentages d'humidités Les détails en sont donnés à la figure 2.1. 

2.5. Effet du pH sur l'action des anesthésiques 
Ces expériences à différents pH visent à déterminer l'efficacité de l'action des 

anesthésiques sur la protéine, en fonction du pH . Dans la majorité des cas, on a 
utilisé des tampons acétate et phosphate pour stabiliser le pH, sauf dans les cas 
extrêmes comme pH 0.3 ou pH 12 où le pH était ajusté avec du HCI ou du NaOH 
dilué. Les mesures de pH ont été fnites à l'aide d'un pH mètre (Corning modèle 10, 
Medfield Massnchuselts). 

2.6. Effet de l'humidité 
L'eau est source de vie, par conséquent toute vie sur terre nécessite un 

environnement aqueux. C'est pourquoi les systèmes biologiques sont fortement 
altérés lorsqu'on change leur humidité. Dans cette perspective, on a étudié l'effet de 
l'humidité des échantillons de MP sur la photochimie de la bactériorhodopsine, sur 
l'efficacité de l'action des anesthésiques et enfin l'influence de la déshydratation sur 
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la structure de la membrane pourpre. Il est à noter que le contrôle de l'humidité à 
l'intérieur de la cellule se fait par l'incorporation, en présence du film de membrane 
pourpre pré<llablement séché avec un jet d'azote, d'une solution de sel saturée. 
Avant la mesure des spectres on nttend 24 heures afin d'être sûr que le film de MP est 
effectivement équilibré à l'humidité désirée. Pour le choix de la solution de sel 
saturée adéquate, on s'est référé il "International Critical Tables". 

2.7. Produits chimiques 
Les produits chimiques et les solvants utilisés au cours de notre travail sont 

ceux de Fisher Scientific Co. Montréal, grade Reagent, le sel pour la culture 
bactérienne (gros sel, crystal séché, Windsor est celui de "The Canadian Salt Company 
Limited" et enfin l'ADNase (grade Dest de Sigma Chemical Co. (St-Louis). Pour les 
anesthésiques volatils, l'HalothaI1e (nom commercial: Somnothane; 2-bromo-2-
chloro-l,l,l trifluoroethane) est de Hoechst Canada Ine. (Montréal, Qué.) or 
l'Enflurane (nom commercia 1 : Ethrane; 2-chloro-l,l,2-trifluoroethyl difluoromethyl 
éther) est de Anaquest (Pointe-Claire, Qué). 
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2 

Figure 2.1 : Cellule d'aluminium pour mesures spectroscopiques (UV-visible et 
infrarouge). 
1. Fenêtres de CaF2 
2. Joints tauriques en Vit on 
3. Puits central pour solution aqueuse ou anesthésiques. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS ET DISCUSSIONS 

3.1. Echantillons utilisés au cours de ce travail 
Pour leur croissance, les bactéries halophiles ont besoin d'un milieu de 

culture spécifique ainsi que de conditions strictes à respecter, faute de quoi, la 
membrane pourpre obtenue seri1 fortement contaminée par la bactériorubérine. Le 
spectre d'absorption UV-visible de la membrane pourpre présente une bande 
centrée à 570 nm (forme adi1ptée à la lumière) caractéristique du complexe rétinal-
opsine, en plus de la bi1nde à 280 I1In, spécifique aux acides aminés aromatiques de 
la protéine (Oesterhelt et Stockenius 1974). La pureté d'une préparation de 
membrane pourpre peut être éVi1luée par son spectre UV-visible, de même que par 
le rapport des absorbances à 280 et 570 nm <Becher et Cassim 1975). La décroissance 
dans la valeur de ce rapport est indici1tive de la croissance de la pureté de la 
préparation de membrane pourpre. Une contamination par la bactériorubérine se 
traduirait, sur le spectre UV-visible de la suspension de MP, par la présence 

d'épaulements à des longueurs d'ondes de 470 et 498 nm (Becher et Cassim) . 
L'absence d'épaulements à 470 et 498 I1In sur le spectre de nos préparations de MP 
(Fig. 3.1) obtenues selon la méthode décrite précédemment confirme la qualité de 

nos échantillons. Nos rapports d'absorption varient entre 1.55 et 1.65; comparés aux 
résultats mentionnés par Oesterhelt et Stoeckenius (2.0 à 2.1) et ceux donnés par 
Becher et Cassim (1 .5 à 2.0), ils nous permettent d'affirmer que nos préparations 
sont de qualité égale ou supérieure à celle rapportée par les auteurs cités ci-haut. 

Le spectre UV-visible permet aussi de déterminer la quantité obtenue 
après culture des bactéries. Sur "10 1 de préparation, nos cultures ont produit entre 
240 et 480 mg de membrane alors que Oesterhelt et Stoeckenius avancent, pour le 
même volume, une quantité i1llant de 200 à 500 mg (calcul basé sur un coefficient 
d'extinction de 54 000 1 mol- 1 cm-1 et un poids moléculaire de 25 000 daltons). 
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Figure 3.1 : Spectre d'absorption de la membrane pourpre adaptée à la lumière, "-max = 

570 nm, dans un tampon phosphate à 200 mM (pH 7.5) 
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3.1.1. Activité photochimique des films de membrane pourpre 
Dans beaucoup d'expériences effectuées au cours de ce travail, des films de 

membrane pourpre préparés' sur des fenêtres de CaF2 ont été utilisés. 

Les films humides de membrane pourpre présentent les mêmes 
caractéristiques spectrales et les mêmes processus photochimiques que leurs 
suspensions aqueuses. La déshydratation des échantillons de membrane pourpre 
n'influence pas son maximum d'absorption, qui dans la forme adaptée à la 
lumière, se situe à 570 Il1n; mais elle modifie la cinétique de sa photochimie. Dans 
les films secs, le temps de photocycle de la bactériorhodopsine passe de quelques 
millisecondes à plusieurs minutes . Un exemple de ce ralentissement est donné 
dans la figure 3.2 où on peut observer l'apparition de la forme M412 après 

illumination de l'échantillon au moyen d'un projecteur. Nous avons observé que 
la quantité d'intermédiaire M412 'qui pouvait ainsi être accumulée était fonction 

du degré de déshydratation du film . PiU ailleurs, la figure 3.2 permet aussi 
d'observer que la déshydratation d'un film n'altère pas sa capacité d'adaptation à, 

l'obscurité et à la lumière. Ces résulta ts sont en contradiction avec ceux de 
Korenstein et Hess (1977) qui, eux, prétendent que la déshydratation des films 
empêche leur adaptation à la lumière et la formation de M412. 

3.1.2. Spectres infrarouge des films de membrane pourpre 
Les spectres infrarouge obtenus pour des films de membrane pourpre secs 

(% humidité <10%) se comparent en tout point à ceux qu'on peut trouver dans la 
littérature (Ebrey et al., 1987), Les figures 3.3 et 3.4 présentent ces spectres dans les 
régions 1000-3500 c111-1 et 1000-1800 cm-l, respectivement. Les principaux pics sont 
attribués soit aux modes de vibrations de la protéine soit aux lipides membranaires 
(Parker, 1971; Rothschild et Clark 1979; Chapman, 1965; Wallach et al., 1968; Susi 
1969). Les deux pics à 1660 cm-1 et à 1547 cm- l sont assignés aux vibrations de 

l'amide l (étirement des C=O) et de l'amide II (déformation de NH dans le plan) du 

squelette polypeptidique de la bactériorhodopsine. Un troisième pic à 3307 cm-1 est 
assigné au mode vibrationnel de l'amide A (étirement de NH). Quant au pic à 1233 
cm-1 il est attribué à l'étirement de la double liaison P=O; celui à 1065 cm- 1 

correspond à l'étirement du lien P-O-C et le pic à 1170 cm-1 est dû à l'étirement des 
liaisons C-O-C; tous ces pics peuvent être attribués aux phospholipides contenus 
dans la membrane. Dans la littérature, l'étirement du groupe carbonyle ester à 
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Figure 3.2 : Spectre d'absorption d'un film sec de membrane pourpre. La série de 
spectres correspond au film sec de membrane pourpre adaptée à la lumière pris avant 
(1) et après 20 minutes d'exposition à la lumière d'un projecteur (2). Ce dernier spectre 
montre clairement la présence de l'intermédiaire M412. Les spectres 2', 2" et suivants 

ont été enregistrés à intervalles de 2 minutes après la mesure du spectre 2. Ils 
démontrent le retour de M412 vers le pigment mère, bRS70. Le spectre en pointillé (3) 

est celui du même échantillon après plusieurs heures d'adaptation à l'obscurité . La 
position de son maximum par rapport au spectre 1 indique qu'il y a eu adaptation. La 
vignette représente le logarithme de la variation d'absorbance due à la disparition de 
M412 en fonction du temps après l'irradiation. 
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pourpre. 
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1738 cm-1 apparaît comme une forte bande dans les spectres IR de la plupart des 
membranes (Chapman, 1965; Parker, 1971); cependant dans le cas de la MP elle est 
faible, en raison de l'absence de liens esters dans les lipides contenus dans la MP. 
Enfin, l'épaulement qui apparaît il 1518 cm-1 peut être attribué à la tyrosine (Bendit 
1967). 

Bien que les spectres IR des films secs de membrane pourpre pris à la 
température ambiante présentent les mêmes caractéristiques que ceux rapportés 
dans la littérature, il nous a été impossible d'obtenir des spectres de différence entre 
les formes adaptées à III lumière et à l'obscurité qui soient exempts de bruit. La 
raison en est simple: tous les iluteurs qui ont rapporté de tels spectres ont effectué 
leurs mesures à -40°C, alors que les nôtres ont été effectuées à la température 
ambiante (Figure 3.5) . Par contre, on le devine facilement, l'humidité joue un. rôle 
important dans la forme du spectre. Ainsi, la figure 3.6 présente des spectres de 
films de MP mesurés à différents pourcentages d'humidité . A 100% d'humidité il 
apparaît sur le spectre une bande très intense aux alentours de 3500 cm-l, dû à la 
présence d'eau dans le film . On peut également remarquer la bande d'association 
de l'eau (2125 cm- 1). De plus, sous la bande amide 1 existe la bande due à la 
vibration de déformation de l' eau (2645 cm-1). Dans ces conditions, on conçoit 

aisément que le rapport des intensités des bandes amides !/Il diminue avec le degré 
d'hydratation du film . Cette cilractéristique est typique de la bactériorhodopsine, 
car, pour la plupart des protéines, à plus forte raison quand elles sont hydratées, 
l'intensité de la bande al.nide ! dépasse largement celle de la bande amide II. Un 
exemple de cet état de fait est donné dans la figure 3.7. 

3.1.3. Discussion 
Nos observations sur les spectres UV-visible des films de membranes · 

coïncident avec ceux retrouvés dans la littérature en ce qui concerne la lenteuJ du 
photocyc1e sous déshydratation (Lazarev et Terpugov 1980). Le temps du photocyc1e 
passe de quelques millisecondes à plusieurs minutes. Une déshydratation complète 
(<10% d'humidité) n'empêche cependant pas l'isomérisation du rétinal 13-cis en 
tout trans, contrairement à ce qui a été rapporté par Korenstein et Hess en 1977. 

En spectroscopie IR, on observe, entre autre, un pic à 1660 cm-l, 
caractéristique de la vibration amide 1. Cette fréquence indique que la structure 
secondaire de la bR est principalement formée d 'hélices Œ. La fréquence 
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Figure 3.5 : Spectres infrarouge entre 1000 et 3500 cmJ1 , d'un film sec de membrane 
pourpre adapté à la lumière (AL), du même film, mais adapté à l'obscurité (AO) et 
enfin le spectre de différence entre la forme adaptée à la lumière et celle adaptée à 

l'obscuritée bR(AL)-bR(AO). 
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Le rapport des intensités des bandes amide IIII est de 1.4 : 1. 
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d'étirement du cnrbonyle de 1',1111ide des hélices de la bR est cependant 5 cm-1 plus 
élevée que la normale observée pour les hélices a trouvées dans la majorité des 
protéines(Sandemall, 1955, el I<rimm, 1962). Pour expliquer cette exception, deux 
hypothèses sont possibles: la première est que ceci est dû à la distorsion des hélices, 
vu qu'elles forment un angle de 260 (Rothschild et Cl,uk 1979) par rapport au plan 
de la membrnne, la deuxième réfère à ln présence possible de structure autre que 
l'hélice a tel que le feuillet 13 (Jnp et nI., 1983; Lee et n.,1 1987). Quant aux intensités 
relatives des b,lIldes nmides 1 et Il, leur rnpport apparemment anormal s'explique si 
on considère que les fragments de membrnne pourpre sont orientés à plat dans les 
films, disposant ninsi les hélices perpendiculairement au plan de la fenêtre(Simon 
et al 1978., Heyn et nI., 1977). L'intensité d'nbsorption de la vibration de l'étirement 
du carbonyle dépend de l'llngle rellltif entre son moment de transition et ·Ia 
direction du chllmp électrique (le maximum d'llbsorption se produit à 0°, le 
minimum d'li bsorptioll à 90°), Il est connu, à piutir des études d'absorption 
polarisée sur des peptides que III direction du momenl de transition pour le mode 
amide 1 est souvent piullllt'ie il III lillison du carbonyle (Tsuboi. 1962; Sandeman 
1955). La vibrlltion de l'llmicle 1\ est dominée par III déformation dans le plan N-H, 
qui fait un angle de 720 -780 llvec la Iillison carbonyle. Dans le cas d'une hélice a, on 
peut facilemenl imllginer, il plIrtir de Sll structure, que le maximum des absorptions 
d'étirement cle C=O et N-H se produit lorsque III lumière est polarisée 
parallèlement à l'nxe de l'hélice a. PlIr contre, le mode de déformation de N-H 
absorbe au mllximum lorsque le vecleur électrique est orienté perpendiculairement 
à l'axe de l'hélice o.. Ainsi, comme nos mesures sont fnites avec une lumière non 
polarisée, il n'est que normlll d'y observer une bande amide II d'intensité 
relativement élevée, puisque les hélices sont parallèles à l'axe de propagation de la 
lumière. 

Enfin, pour ce qui est des spectres de différence entre la bR(AL) et la 
bR(AO). il faut rappeler que nous n'avons pu reproduire les spectres retrouvés 
dans la littérnlure. Cependant, la majorité des auteurs exécutent leurs spectres de 
différence il des lempérntures lrès bllsses, selon eux, pour diminuer la pression de 
vapeur d'eau dllns les films , Certnins chercheurs mesurèrent la différence à -1960 C 
(Rothshild et al., "1982), d 'ilutres il -23 0 C (Bagley et al., 1982). Il se peut que la 
différence enlre les formes nclnptées il la lumière et à l'obscurité soit modulée par 
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les basses températures, ou bien à ces températures, qu'on voit une différence autre 
que celle qu'on croit observer. 

3.2. 

3.2.1. 

Réactivité de la membrane pourpre face aux anesthésiques 
Membrane pourpre en suspension aqueuse 
En 1985, Nishimur<l et al. démontrent, pour la première fois, que sous 

J'action d'anesthésiques volalils lels que l'Halothane ou l'Enflurane, la bR570 

adaptée à la lumière voit son m<lximum d'<lbsorption glisser vers 480 nm, avec un 
point isobesle aux alentours de 510 nm. Cependant, un excès d'halothane (16 mM) 
fait disparaître le pigment fl 480 nm en faveur d'une nouvelle forme à 380 nm. Les 
anesthésiques interagissenl préférentiellement avec la forme adaptée à la lumière 
tel qu'on peut le voir sur I<l figure 3.8 (Henry et al. 1988). 

3.2.2. Membrane pourpre en film 
3.2.2.1. Effet de l'humidité 

Le comportement des films de MP face aux anesthésiques est semblable à 

celui observé en solution ùqueuse lorsque les films sont complètement hydratés 
000% d'humidité) m<lis, un film sec de MP ne réùgit pas avec l'Enflurane même 
après 36 heures d'incub<ltion (Fig 3.9) a lors qu'un film complètement humide 
commence fl réagir avec l'Enflurane ilprès seulement 4 minutes d'incubation . Dans 
ces conditions, ilprès 25 minutes, la trilnsformation de la bR570 en bR480 est 

presque totale et ilinsi, un équilibre s'étilblit entre les deux formes de la bR. Les 
films secs «lOult) d'humidité) de MP sont inertes face aux traitements par les 
anesthésiques vol<ltils . Lil réilclivité des films dépend donc de leur humidité. C'est 
à 56% d'humidité qu'ils commençent à réagir avec les anesthésiques (Enflurane) 
en formant lil bR480. 1\ est rilisolH1ilble de croire que l'hydratation des films joue le 
rôle d'une bilrrière physique pour les ilnesthésiques et que l'eau peut être un 
intermédiilire ou un cat<llyseur entre l'anesthésique et la membrane pourpre. 

3.2.3. Spectres infrarouge des formes 570,480 et 380 de la membrane pourpre 
L'ilbsence de réilction de lil bR dilns des films secs nous oblige à mesurer 

les spectres IR de la bR dilns des films équilibrés a vec une atmosphère à 56% 
d'humidité ilfin de comparer les modificiltions du spectre vibriltionnel du pigment 
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Figure 3.8 : Spectres d'absorption de 6.9 ~  de bactériorhodopsine suspendue dans un 

tampon Tris-Hel, 50 mM (pH=8.0) en présence de concentrations croissantes 

d'anesthésiques. La série des spectres correspond aux membranes pourpres (spectre 1) 

traitées avec des concentrations croissantes d 'Enflurane (A) ou d 'Halothane (B), 

jusqu'à une concentration finale de 1.0% (v Iv) (spectre 9 pour l'Enflurane et spectre 11 

pour l'Halothane). 
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Figure 3.9 : Spectres représentant l'effet de l'Enflurane sur des films sec et humide de 
membrane pourpre. Le premier spectre correspond à celui d'un film sec de membrane 
pourpre traité pendant 36 heures avec de J'Enflurane. La série de spectres du bas est 
celle d'un film humide (1) traité par l'Enflurane pendant 4, 8, 12, 16, 20, 25 et 28 
minutes (spectres 2 à 8), respectivement. 
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avec celles de son spectre électronique quand ce dernier est transformé sous la 
forme absorbant à 480 ou 380 11111. 

La formation de la bR480 sous l'action d'anesthésique (Enflurane) à 56% 

d'humidité, ne présente pas de grands changements au niveau spectre infrarouge 
de l'échantillon. Les changements qui accompagnent la génération de la bR480 sont 

subtils ou bien l'utilisation des spectres absolus infrarouge n'est pas adéquate pour 
l'étude de ce genre de phénomène. Alors on a généré la forme 380 (sous l'action de 
l'halothane), qui est considérée comme une forme dénaturée, puis on a comparé 
ces deux pigments (380 et 480) li vec III forme na tive ada ptée à la lumière bR570 (Fig. 

3.10). L'allure générale des trois spectres est identique, sauf que les intensités 
relatives des bandes amide 1 et II changent en fonction de la forme du pigment. 
Sous le même pourcentage d 'humidité du film (56% humidité) et allant de la 
forme 570 vers 380, le rapport amide 1/11 augmente de 1:1 à 1:1.6. 

3.2.4. Comparaison de la forme 380 nm de la bR avec le pigment dénaturé 
L'apparition d'une bande à 380 mn lors du traitement des membranes 

pourpre avec de l'Halothane pourrait être associée à la dénaturation de la 
bactériorhodopsine car cette longueur d 'onde d'absorption maximale est près de 
celle d'un rétinal qui aurllit perdu ses interactions avec la protéine. Dans ce 
contexte, il devient pertinent de compllrer les spectres IR de bR380 avec ceux du 

pigment dénaturé . 

3.2.4.1. Dénaturation thermique des membranes pourpres 
Des échantillons de membrane pourpre dénaturés par la chaleur ont été 

obtenus en préparant des films à partir de suspensions aqueuses de membrane 
pourpre préalablement incubée pour des périodes de temps variables à 90 oc. 

L'analyse des spectres infrarouge s'est faite sur une plage de fréquences 
allant de 1480 cm- 1 à 1730 cm- 1. Les spectres de la figure 3.11 présentent 
respectivement de haut en bas, la MP après une incubation de 15,30, 60, 120, 225 et 
plus de 260 minutes. On voit que la dénaturation thermique est caractérisée par 
l'augmentation du rapport des intensités des bandes amides 1 et II et le 
déplacement progressif du pic de l'amide 1 de 1660 à 1632 cm-1. Cette position est 
caractéristique de la présence de feuillet p. La quantité de la forme P augmente avec 
le temps de traitement si on se fie à l'augmentation de l'intensité du pic à 
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Figure 3.10 : Spectres infrarouge entre 1000 et 3500 cm-1 de films équilibrés à 56% 
d'humidité. Le premier spectre représente une membrane pourpre native adaptée à la 
lumière bR570, le second correspond au pigment bR480 généré par l'Enflurane et le 
dernier correspond nu pigment bR380 généré par l'Halothane. Dans ces spectres le 

rapport des intensités des bandes amides 1/11 passe de 1 à 1.06 puis finalement à 1.6. 
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Figure 3.11 : Spectres infrarouge entre 1480 et 1730 cm-1 de films de membrane pourpre 
dénaturée thermiquement. Les spectres présentent respectivement de haut en bas, la 
membrtlne pourpre après une incubation de 15,30, 60, 120, 225 et 260 minutes à 90 oc. 
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1632 cm-l . L'épaulement à 1518 cm-l , attribué à la tyrosine est plus prononcé dans 
ce cas ci, peut-être que cela est dû à la libre vibration de cette dernière dans l'état 
bR380· 

3.2.4.2. Dénaturation de la membrane pourpre par des solvants organiques 
Toujours à des fins de éomparaison, nous avons mesuré les spectres IR de 

films préparés à partir de membrane absorbant à 380 nm, obtenues par traitement 
des membranes pourpres avec différents solvants. 

Les résultats de ces déntlturations sont présentés sur la figure 3.12. Par 
comparaison avec la bR380 obtenue en présence d'Halothane, la dénaturation par 

l'acétone ne génère aucun glissement ni aucun pic nouveau et présente le même 
rapport d'intensité des bandes amide 1/11. La dénaturation par une base forte, 
NaOH, ainsi que ptlr l'éther font apptlrtlÎtre le pic à 1632 cm-l, attribué à la présence 
de feuillets p, également observé lors de Itl dénaturation thermique. Lors d 'une 
dénaturation par un méltlnge chloroforme/méthanol, on obtient un pigment 
incolore. Le spectre IR de la protéine membranaire dans ce cas subit des 
changements importants. La disp<lrition du pic à 1660 cm-1 est totale et peut être 
interprétée comme une perte de la structure secondaire de l'opsine qui était 
majoritairement hélicoïdale. L'élargissement du pic à 1547 cm-1 ainsi que son 
glissement vers 1526 cm-l, avec l'apparition de deux nouveau pics l'un à 1653 et 
l'autre à 1693 cm-l, indiquent que la structure dominante de la protéine dans cet 
état est la pelotte statistique. 

On voit donc que l'apparition des formes "dénaturées" de la bR en 
présence de différents solvants génère trois types de spectres infrarouge: i) ceux où 
on n'observe qu'une augmentation du rapport des intensités des bandes amide I/II, 
c'est le cas de l'échantillon traité par l'acétone, ii) ceux où on distingue nettement 
l'apparition d 'une bande à 1632 cm-l, caractéristique de la structure p, c'est le cas 
des échantillons traités au NaOH ou à l'ether, et enfin iii) ceux où les bandes 
amides 1 et II à 1627 et 1526 cm-1 laissent croire à une structure en pelotte 
statistique, c'est le cas de l'échantillon traité au chloroforme-méthanol. Dans ce 
dernier cas seulement, on peut vraiment parler de dénaturation. Dans les autres 
cas, il est évident que nous sommes en présence d'une conformation fortement 
modifiée, la position du maximum d'absorption et la présence d'un épaulement 
caractéristique de la structure p en font foi. Néanmoins, cette structure modifiée ne 
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Figure 3.12 : Spectres infrarouge entre 1480 et 1730 cm-1 de films de membrane pourpre 
après traitement avec différents solvants organiques. De haut en bas, les spectres 
correspondent aux films obtenus à partir de membranes pourpres traitées par 44.5% 

d'acétone, 1.0% d'Halothane, lM NaOH, 30% d'éther et 50% d'un mélange 
chloroforme-méthanol (7:2). 
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correspond pas obligatoirement à une dénaturation au sens irréversible du 

phénomène. Au cours de la réalisation de ce travail, nous avons observé de façon 

tout à fait fortuite que la formation de la bR380 par addition d'acétone aux 

membranes pourpres était réversible. En effet des films de bR380 préparés à partir 

de tels échantillons avaient retrouvé leur coloration pourpre après avoir été laissés 

à J'air libre pour la nuit. En tentant de reproduire ce phénomène, nous avons 

réalisé que la concentration d'acétone utilisée pour générer la forme 380 nm du 

pigment déterminait la quantité de membrane pourpre qui pouvait être régénérée 

lors de l'évaporation de l'acétone. Ainsi, un traitement de 30 minutes en présence 

de 37.5% (v Iv) d'acétone permettait d'obtenir des films de bR380 complètement 

régénérables en bR570 après évaporation d'acétone tandis que la génération de 

bR380 en présence de 44% d',lCétone éti1it irréversible. On est donc en présence de 

formes réversibles et non-réversibles de bR380. La figure 3.13 donne les spectres 

infrarouge des formes réversible et irréversible de la bR380. Tel que prévu, la forme 

irréversible et caractérisée pi1r la présence d'un épaulement à 1632 cm-1 (feuillet ~  

tandis que la forme réversible montre un spectre qui ne peut être distingué de la 

forme bR380 générée par l'Halothnne. II est opportun ici de signaler que la 

régénération de bR570 à partir de bR380 se traduit, dans le spectre infrarouge par un 

rétablissement du rapport des intensités des bandes amide 1/11 et l'atténuation de 

l'épaulement à 1518 cm-1. 

3.2.5. Discussion 

Une certaine hydratation est nécessaire à l'action des anesthésiques en 

dépit du fait que les films secs retiennent leur activité photochimique et leur 

propriété d'adaptation à la lumière et à l'obscurité (contrairement aux données 

retrouvées dans la littérature). Les molécules d'eau nécessaires pour l'interaction 

effective MP lanesthésique peuvent être des intermédiaires de ce mécanisme ou 

des catalyseurs. Ces expériences effectuées jusqu'à présent sont insuffisantes pour 

attribuer aux molécules d'eau leur rôle exacte au sein du phénomène permettant la 

formation du pigment bR480 lors du traitement de la MP par les anesthésiques 

volatils, tel que l'Enflurane ou l'Halothane. 

Le caractère inhabituel résidant dans la variation des intensités relatives 

des bandes amide 1 et Il de la baetériorhodopsine est spécifique à cette dernière. Le 

gain d'intensité du pic de l'amide [1 rebtivement à celle de l'amide 1, est interprété 
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Figure 3.13 : Spectres infrarouge entre 1480 et 1730 cm-1 de films obtenus après 
traitement de la membrane pourpre avec l'acétone. De haut en bas, les deux premiers 
spectres correspondent à une membrane pourpre traitée avec 44.5% d'acétone (bR380); 
le premier a été obtenu au début et le deuxième après 30 minutes de traitement. Le 
troisième est celui de membranes traitées 30 minutes dans 37.5% d'acétone. Le 
quatrième correspond à la forme bRS70 régénérée après évaporation de l'acétone de 
l'échantillon précédent. 
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comme étant dtî à l'orientntion d es hélices de la protéine, Les hélices a tendent à 
former un angle droit par mpport au plan de la fenêtre IR. Le phénomène observé 
sur les spectres IR du pigment bR480 formé sous l'nction d'anesthésique 
(Enflurane) donne li eu il ln même interprétntion , Les hélices perdent leur 
orientation inilinle dans ln membrane pourpre nntive qui était de 260 par rapport 
au plan de ln membrane, pour s 'incliner d'avantage en direction du plan de la 
fenêtre IR. 

La formntion du pigment bR380 s'accompagne d'une augmentation accrue 

du rapport des intensités nmide 1/11. Ce comportement observé sur les spectres IR 
de la bR380 est interprété pnr un effondrement accru des hélices a, Le pigment 

bR380 présente deux form es di slinctes, une forme réversible, c'est à dire qui 
régénère la forme nillive de la protéine, e t une nutre non réversible; ces deux 
formes sont notées respectivement bR380rev et bR380nonrev , Le facteur 

déterminnnt le cn!'actère d e réve rsibilité réside dans ln présence ou non de feuillet P 
dnns le pigment bR380, Ln bR380non l'ev il perdu une partie de sa structure 
hélicoïdale en faveur du feuill et r1 , cnrnctérisé sur son spectre IR pilr la présence 
d 'un pic à 1632 cm- l , lil bR380rcv qUélnt il elle n gnrdé toute sn structure hélicoïdale, 

On pense que In régén érnlion d e la forme nntive est probablement effectuée sous 
l'action de ln seule force hydrophobe du milieu , 

Comme l'acétone peut générer ln bR380 avec possibilité de réversibilité en 

un pigment absorbnnt à 570 nm, il sernit logique d'étudier d 'une façon complète 
l'effet de l'acétone sur ln membr,lne pourpre, 

3,3, Génération réversible de différentes formes spectrales de 
bactériorhodopsine par addition de solvants organiques aux membrane 
pourpres 

3,3,1. Acétone et alcools 
L'action des cétones, et plus particulièrement l'acétone, sur la membrane 

pourpre fait glisser son maximum d 'absorption vers des longueur d'ondes plus 
basses et forme ainsi le pigment bR480 , A notre connaissance, la formation de la 
bR480 sous l'nction de l'ncétone n'a pas été rnpportée aupnravant. 

Pour les spectres UV-visible pris instantanément, on peut voir qu'entre 0 
et 9,1 % (v/v) d 'ncétone le mn ximum d'nbsorption ne varie pas, par contre, 

l'nbsorbance varie en subissnnt tll1 glissement hypochromique plus important que 
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celui qu'on pourrait attribuer il lil dilution de la préparation par l'acétone. Ce n'est 
qu'à partir de 16.7%(v/v) qU'ilppilraît un nouveélU pic sur le spectre UV-visible 
ayant un maximum d'absorption il 480 11In . A 23.1 et 28 .6% la bR570 disparait 
complètement en filveur de lil forme rouge bR480 . En vue d'étudier la stabilité de 
la forme bR480 ainsi générée, on a suivi l'évolution des spectres en fonction du 

temps et à différents pourcent<lges d'acétone. 
Après incubation de 30 minutes, on remarque qu'à 33.4, 37.5, et 41.2 % 

(v/v) d'acétone, les spectres présentent un nouveau pic à 380 nm qui est attribué 
dans la littémture (Nishimur<l et <lI 1985; Brouillete et al 1987) à la dénaturation de 
la protéine ou au rétinal libre dû à l'hydrolyse de lil base de Schiff, avec la complète 
disparition du pigment bR480 (Fig. 3.14). Cette forme bR380 est aussi observée lors-

qu'on traite l<l bR native pilr une grande concentration d'Halothane (Lee et al 1991). 
Après incub<ltion de 90 minutes, en I<lÎssant les tubes renfermant le 

mélange membrnne pourpre-ilcétone il l'ilir libre, on remarque qu'aux 
pourcentages 9.1, 16.7,23 .1, et 28.6 % d'ilcétone, le phénomène de réversibilité est 
déjà entamé, ceci est vérifié sur les spectres UV-visible par le début d'une 
disparition du pigment bR480 en filveur de la forme native bRS70. 

Après 24 heures, une certaine quantité d'acétone s'évapore et la 
réversibilité est complète même pour des concentrations élevées d'acétone (37.5 et 
41.2%; il faut noter ici que la réversibilité après un trilitement à 41.2% n'est 
observable que deux (ois sur trois); la membrane pourpre retrouve son maximum 
d'absorption il 570 nm et retrouve aussi sa propriété d'adaptation à la lumière et à 
l'obscurité. 

La réversibilité du phénomène est aussi observée lorsqu'on dilue la bR380 
avec de l'eau. La réversibilité il ce niveilu est lente et la bR570 n'est régénérée 

complètement qu'après 17 heures (Fig. 3.15). Il est intéressant de noter qu'au cours 
de la régénération de lil bR570 lors de lil dilution de la bR380, la forme bR480 est 

formée en qUillllité significiltive et de (ilçon transitoire. Lee et al. en 1991 ont 
observé cette réversibilité lorsque la forme bR380 est générée par un excès 

d'Halothane, néilnmoins dilns leur étude lél régénériltion est partielle et dépend du 
temps que le pigment il pilssé sous lil forme 380 nm. 

Le méthélnol est le plus simple des éllcools . Son action sur la membrane 
pourpre se compilre il celle de l'acétone. L'élddition de méthanol aux membranes 
fait décroître l'intensité du pic d'absorption à 570 I1m par un facteur qui dépasse le 
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Figure 3.14 : Effet de l'acétone sur la membrane pourpre. Les spectres 1  à 7,:o[\t été 

mesurés après 30 minutes d'incubation des membranes dans 9.1, 16.7, 23.1, 28.6,33.4, 

37.5 et 41.2% (v/v) d 'acétone, respectivement, dans un tampon phosphate (t00 mM), à 

pH=8.0. 
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Figure 3.15 : Réversibilité de l'effet de l'acétone. Régénération de bR570 par dilution de 
bR380. Le spectre il. est celui de membranes pourpres dans un tampon phosphate (100 
mM) à pH=8.0 contenant 37.5% d'acétone, condition utilisée pour générer la forme 
bR380. Le spectre Q. est obtenu immédiatement après dHution 2 fois avec de l'eau. Les 
spectres bt d et 1, montrant la régénération progressive de bR570, ont été obtenus 
respectivement 30 minutes, 90 minutes et 17 heures après la dilution. 
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facteur de dilution, comme dans le cas de l'acétone. A partir de 23.1 % de méthanol 
la diminution de l'intensité d'absorption à S70 nm se fait par un gain dans la lar-
geur de la bande. A partir de 47.4%, on observe l'établissement d'un équilibre entre 
les deux formes de bactériorhodopsine : bRS70 et bR480. La dilution du pigment 
rouge formé précédemment, permet la récupération instantanée de la bRS70. 

L'action de l'éthanol sur la membrane pourpre est plus prononcée que 
celle du méthanol. La formlltion de III bR480 sous l'effet de l'éthanol, débute à 

partir de 16.7%, mais pour déplacer complètement l'équilibre du coté de la forme 
rouge, on utilise 33.4% d'éthanoi. La réversibilité de la forme bR480 en bRS70 est 

observable aussi pour ce cas ci. La figure 3.16 montre l'effet de concentrations 
croissantes d'éthanol sur le spectre des membranes pourpres. 

L'addition de 16.7% de 2-propanol dans une suspension de membrane 
pourpre à pH=8 (tampon phosphilte) donne également la forme bR480. Pour le 1-
butanol, il a suffit de 2.9% pour générer la bR480 et établir un équilibre entre elle et 
la bRS70. 

Tous les pigments rouges générés par les cétones ou les alcools à pH=8 
sont stables. Il faut noter aussi qu'en comparant la quantité d 'alcool utilisée pour 
traiter la membrane pourpre, on se rend compte que plus la chaîne hydrocarbonée 
de l'alcool est longue moindre est la quantité necéssaire pour former le pigment 
bR480. Cette constatation mérite un intérêt particulier vu que lorsque la chaîne 

carbonée de l'alcool augmente, l'importance du groupement hydroxyle -OH décroît 
et la constante diélectrique approche la valeur de deux qui est celle des alcanes. 
Alors la partie hydrophobe du réactif est importante. 

3.3.2 Règle de Meyer-Overton 
Le fait que l'acétone et les alcools produisent des effets comparables à celui 

de l'Enflurane ou de l'Halothane permet de vérifier si le déplacement spectral qui 
se produit lors de l'ajout d 'anesthésiques aux membranes pourpres est un 
phénomène qui obéit à la règle de Meyer-Overton. 

La règle de Meyer-Overton établit une corrélation directe entre la 
solubilité d'un anesthésique dans les lipides et son potentiel anesthésiant. 
L'hypothèse, issue de cette règle, veut que le site d'action des anesthésiques soit la 
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Figure 3.16: Conversion de la bRS70 en bR480 suivant l'addition progressive d'éthanol 
à pH 8 (tampon Tris-Cl 10 mM). La vignette montre le spectre d'absorption de la 
membrane pourpre avant (-) et après l'ajout de 23 (_ .•. ) et 37,5% ( •..•.. ) d'éthanol 

(v Iv). 
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bicouche lipidique et que l'anesthésie résulte de la perturbation de la phase 

lipidique des membranes par les molécules qui vont s'y dissoudre. Ainsi 

l'interaction membrane-anesthésique est la même pour tous les agents 

anesthésiants. La figure 3.17 montre la relation qui existe entre le potentiel 

anesthésiant et la solubilité des solvants dans les membranes. Le potentiel 

anesthésiant a été estimé d'après le rapport solvant: bactériorhodopsine nécessaire 

pour transformer la moitié de la bRS70 en bR480 et la solubilité dans les 

membranes est exprimée d'après le coefficient de partage entre le tampon et la 

membrane tel que donné par Firestone et al. (1986). La relation qui se dégage 

montre que J'équilibre bRS70 ~  produit par l'action des anesthésiques et des 

solvants respecte la règle de Meyer-Overton c'est à dire que le potentiel 

anesthésiant est directement relié ~ la solubilité dans les lipides. Le méthanol est 

le plus faible anesthésique capable de former la bactériorhodopsine rouge, par 

contre l'Halothane se trouve être le plus puissant. Ainsi, dans la série que nous 

avons utilisée, le résultat démontre que le franchissement de la barrière 

tampon/membrane est une étape déterminante du mécanisme par lequel 

l'équilibre bRS70/bR480 est généré. De plus, le respect de la règle de Meyer-Overton 

confirme la pertinence de la membrane pourpre comme modèle expérimental de 

l'étude du mécanisme d'action des anesthésiques. 

3.3.3. Effet du pH 

Nous savons depuis peu que la formation de bR480 et bR380 en présence 

d'anesthésiques comme l'Enflurane ou l'Halothane dépend du pH de la 

suspension de membranes pourpres (Lee K. H., Beaulieu D. communication 

personnelle). Si les solvants organiques que nous avons utilisés agissent de la 

même manière que les anesthésiques, il est prévisible que leur action dépende 

également du pH. C'est pourquoi nous avons testé l'effet de l'acétone, de certains 

alcools et alcanes sur le spectre des membranes pourpres à différents pH. 

3.3.3.1. Effet du pH sur l'action de l'acétone 

Rappelons qu'aux pH modérément alcalins (pH=8), la membrane pourpre 

traitée avec de l'acétone fortTle le pigment rouge bR480 (voir 3.3.1.) 

A pH=4, dans un tampon acétate à 100mM, le pigment bR480 n'est pas du 

tout stable, il ne se forme que de façon transitoire et donne naissance à la forme 
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Figure 3.17 : Relation de Meyer-Overton pour l'établissement de l'équilibre entre les " 
formes 570 et 480 nm de la " bactériorhodopsine représentant la relation entre le 
potentiel anesthésiant et la solubilité dans les lipides des différents solvants utilisés. 
Log CSO est le logarithme du rapport solvant:bactériorhodopsine où 50% de la bR570 est 
transfonnée en bR480. 
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irréversible de bR380. A 16.7% (v/v) d'acétone, sur les spectres UV-visible pris 

instantanément, l'intensité du pic à 570 mn décroît de façon importante en faisant 
apparaître un épaulement aux alentours de 480 nm; à 28.6% d'acétone ce pic 
commence a glisser vers 380 I11n. Après 30 minutes d'incubation et à partir de 
23.1 % d'acétone le pic est à 380 mn. Après 90 minutes de traitement le phénomène 
de réversibilité de bR380 en bR480 n'est pas observé, contrairement à ce qui a été 

observé à pH=8 à des concentrlltions compllrables d'acétone. 
Aux pH inférieurs à 4, la membrane pourpre native perd graduellement 

sa coloration distinctive au profit de l'apparition d'un nouveau pigment bleu 
absorbant à 605 nm (Mowery et al 1979) . Ce changement de coloration est 
attribuable au déplacement d 'un ion divalent (Ca++ ou Mg++) fixé dans la 
bactériorhodopsine pa r des protons (Jonlls et Ebrey., 1991). Sous cette forme, les 
membranes "bleues" s'agrègent facilement et rendent difficile l'étude de l'effet des 
solvants sur ses propriétés spectrales. Toutefois, à des pH très acides, la forme bleue 
est reconvertie en forme pourpre (Mowery et al. , 1979) connue sous le nom de 
bR570 acide. 

A ces pH fortement acides (pH=0.3) la membrane pourpre (acide) forme le 
pigment bR480 sous l'action de l'acétone. Entre 9.1 et 16.7% d'acétone, l'intensité 

du maximum d'absorption à 570 diminue. A 23.1 % d'acétone, il apparaît sur le 
spectre UV-visible un épaulement aux alentours de 450 nm; cet épaulement prend 
l'allure d'un pic distinct à 28.6% d'acétone; ce pigment est noté bR480 acide. Ce 

nouveau pigment rouge acide est stable et persiste même après plusieurs heures 
d 'incubation (Fig. 3.18). 

3.4.3.2. Effet du pH sur l'action des alcools 
Comme dans le cas de l'acétone, à pH=8, tous les alcools utilisés pour 

tra iter la membra ne pourpre génèrent le pigment rouge bR480 (voir 3.3.1.). 

Tous les alcools utilisés (méthanol, éthanol, propanol et butanoD à pH=4 
génèrent un pigment bR480 (comme dans le cas de l'acétone); ce pigment n'est pas 
stable et disparaît rapidement pour former la bR380. La réversibilité de bR380 en 
bR570 est impossible à ce pH même après plusieurs jours d'attente. 
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Figure 3.18 : Membrane pourpre acide à pH=0.3 traitée avec de l'acétone. Les spectres 1, 
2,3 et 4, pris 30 min. après incubation, correspondent respectivement à 9.1, 16.7,23.1 et 
28.6% (v Iv) d'acétone. 
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3.4.4. Effet du pH sur l'action des alcanes 
3.4.4.1. Pourquoi les alcanes 

Le choix de l'étude de l'effet des alcanes ( particulièrement l'hexane) sur la 
membrane pourpre, a été stimulé par deux facteurs : Premièrement, Tadayoshi et al. 
(1990), avancent l'hypothèse que l'effet anesthésiant de l'Halothane (et par 
extension, tous les anesthésiques) est dû à la neutralisation des charges de la surface 
membranaire, par ce dernier. Le cas échéant les alcanes devraient se comporter 
différemment des anesthésiques. Deuxièmement, l'augmentation simultanée du 
potentiel anesthésiant avec la longueur de la chaîne carbonée des alcools laisse 
croire que ces derniers intertlgissent avec la protéine par leur partie hydrophobe. 
Dans ce cas, contrairement il la possibilité évoquée ci-haut, on s'attend à ce que les 
alcanes se comportent de façon comparable aux autres solvants. Par ailleurs, 
l'insolubilité des alcanes dans l'eau et leur volatilité nous empêchent d 'effectuer 
une analyse précise en fonction de leur concentration comme dans le cas des 
alcools et de l'acétone. Toutefois, comme on peut le voir ci -après, il est possible 
d'incorporer suffisamment d'un alcane dans la mernbrane pourpre pour étudier 
l'effet du pH sur cette incorporation . 

3.4.4.2. Effet du pH 
D'une façon générale, l'ajout d 'approximativement 2% (v/v) d'hexane 

aux membranes pourpres génère la bR480 . A différents pH, allant de 5.5 à 10 et 
avec la même quantité d'hexane, l'équilibre existant entre la bR570 et la bR480 se 

déplace. Allant vers des pH de plus en plus alcalins, la quantité de bR native 
diminue, par contre celle de la bR480 augmente (Fig. 3.19). Ce phénomène est lui 

aussi réversible, après dilution de la suspension de membrane pourpre ou 
évaporation de l'hexane par exposition à l'air. 

Du côté acide, à partir de pH=4, l'ajout d'hexane, déplace le maximum 
d'absorption de la suspension de membrane pourpre à 590 nm, à pH=3.5 le 
maximum est à 605 nm. Ce phénomène est lentement réversible si on laisse 
évaporer l'hexane et après 36 heures, le pic glisse de nouveau vers 575 nm et la 
suspension retrouve sa couleur pourpre. 

Il faut noter que contrairement aux autres solvants utilisés dans cette 
étude, l'ajout d'une quantité supplémentaire d'hexane n'a aucun effet ni sur le 
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Figure 3.19 : Membrane pourpre traitée par l'hexane à différents pH. Les pH de la 

solution sont indiqués sur la figure. 
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Âmax du nouveau pigment bR480 ni sur ln concentration relative de ce dernier, 
contrairement aux alcools et à l'acétone qui, en fonction de la concentration 
finissent par générer le pigment j,lUne bR380. 

11 est à noter aussi que l'octane, le pentane et le cyclohexane reproduisent 
les mêmes phénomènes que ceux observés avec l'hexane. Ce n'est cependant pas le 
cas pour le pentadecane. 

3.5. Discussion 
Les esters et les célones sont considérés comme des anesthésiques. Leur 

action sur des cellules nerveuses est connue depuis plusieurs années. L'interaction 
des esters et des cétones nvec les cnnnux sodiques était mise en évidence en 1984 par 
Elliot et al. Ces produits ne bloquent pns le canal mais leurs effets se manifestent 
pnr une légère nltérntion de \(l conductnnce ionique. Pour la membrane pourpre 
l'action des esters est nulle du moins pour l'ester que nous avons testé dans notre 
laboratoire soil l'acétate d'éthyle. 

Cependilnt, nos résullats montrent, pour ln première fois, la formation de 
la bR480 sous l'nction de l'ilcétone. A des pourcentages bien définis -qui sont 
considérables- les cétones et en particulier l'acétone ne dénaturent pas la 
bactériorhodopsine. L'uti)jsiltion de grnndes quantités de cétone sans dénaturer la 
protéine prou ve bien que la bnctériorhodopsine est une protéine membranaire très 
stable. La régénération spontnnée ou nprès dilution de la bactériorhodopsine native 
à partir de la forme 380 prouve -contrnirement à la croyance générale- que la 
protéine sous cette forme n'est· pas dénaturée (voir 3.2.5.) et on peut conclure aussi 
que la base de Schiff dans cet état n'est pas hydrolysée. 

Compnré aux anesthésiques volatils, l'acétone réagit rapidement avec la 
membrane pourpre pour former le pigment rouge. Par exemple, pour l'Enflurane 
il faut 15 minutes pour qu'un équilibre puisse s'établir entre les deux formes de 
membrane pourpre, la bR570 et la bR480 (Henry et al,. 1988), pourtant, p suffit à 
l'acétone de quelques secondes pour transformer complètement la bR570 en bR480· 
Cette propriété de conversion complète de la bactériorhodopsine native en bR480 
sous l'effet de l'acétone pourrait être exploitée pour étudier la conformation de 
cette dernière sans avoir des quantités résiduelles de la forme native à 570 nm qui 
risquent de compliquer le spectre ainsi que son interprétation. 



69 

Il existe une gùmme d',lIcools (méthùnol, éthùnol, propanol et buthanol) 

qui permettent aussi la formntion de la bR480. En comparant la quantité d'alcool 

utilisée pour générer le pigment rouge, on se rend compte que plus la chaîne 

hydrocarbonée de l'alcool est longue, moins grnnde est la quantité nécessaire pour 

former la bR480. Cette constntntion mérite un intérêt particulier. Lorsque la chaîne 

carbonée des alcools ùugmente, l'importnnce du groupement -OH décroît et la 

constante diélectrique approche 1<1 vnleur de 2 qui est cel\e des alcanes (Andrew et 

Heathcock, 1985).  A notre cOllllllissnnce, ln générntion de la bR480 par l'action des 

alcools n'a pas été rapportée aupnravnnt. Cependant, l'action des alcools utilisés 

comme des nnesthésiques sur des cellules nerveuses était connue depuis plusieurs 

décennies. En effet, le potentiel anesthésinnt des n-alcools croît graduellement du 

méthanol au dodécanol, mnis le tridécnnol n'a qu'un faible potentiel anesthésiant, 

alors que le telrndécanol n'en n Ilucun (Meyer et Hemmi, 1935; Pringle et al., 1981). 

En plus de leur chnîne cnrbonée, les alcools possèdent le groupement OH qui, dans 

plusieurs cas, est engagé dllns des lillisons hydrogène avec des groupements OH 

appartenant à d'autres molécules  d 'alcool (auto-associùlion) ou bien avec des 

accepteurs de protons. Dans les membranes biologiques, les accepteurs de protons 

peuvent être des molécules d'eau, des groupements phosphate ou ester; sur les 

protéines, le choix est varié, on trouve en plus des amides, des groupements 

ca rbony les, ... etc. 

La question qui se pose est: Comment les alcools réagissent-t-ils avec la 

MP? Par leur groupe OH, pnr leur chaîne carbonée ou bien les deux? Cette question 

est aussi valable pour les cétones. 

Tout d 'abord, il f'Hlt mentionner qu'on rnpporte ici pour la première fois, 

la formation de la bR480, sous l'effet des alcanes et en particulier de l'hexane. 

Cependant, on connaît depuis fort longtemps le caractère anesthésiant des alcanes 

sur les cel\ules nerveuses (Seemnn, 1972; Boggs et al, 1976; Lee 1976). Les alcanes 

possèdent une propriété semblable il cel\e des alcools cités au début. Leur potentiel 

anesthésiant augmente avec ln longueur de la chaîne carboné, mais ce caractère 

anesthésiant sera perdu pour les nlcanes supérieurs (Mullins., 1971 et ses 

références); ce phénomène est perceptible à partir du nonadécane. Comme pour les 

alcools, ce phénomène est ~ e  '.'cut-off". On peut imaginer que ce phénomène 

de eut-off existe également dans notre cns puisque le pentadécane s'est avéré sans 

effet sur la membrane pourpre. 
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Les anesthésiques h,lIogénés tels que l'Halothane ou l'Enflurane forment 
le pigment rouge bR480 . Il en est de même pour l'acétone, les alcools (méthanol, 
éthanol, propanol et butanol), le benzène et d'autres solvants (ethyl butyrate et 
cyclohexanone). Tous ces produits ont des structures et des fonctions chimiques 
très différentes les unes des autres; c'est pourquoi il est très difficile d'imaginer un 
seul site d'action, de structure et de taille bien définis, pour tous ces composés. Il 
nous est donc difficile de conclure à une certaine spécificité du site d'action des 
anesthésiques, contrairement fi ce qui a été proposé par certains auteurs (Moss et al., 
1991, et ses références), pour d 'mItres systèmes biologiques. 

Les alcanes en réagiss<1nt avec 1<1 membrane pourpre ne peuvent former ni 
des liaisons covalentes, ni des liaisons hydrogène <1vec la protéine ou les lipides de 
la membrane pourpre. En plus, les inter<1ctions des anesthésiques et des solvants 
avec la membrane pourpre vérifient la règle de Meyer-Overton; alors, on peut 
conclure que le site d 'nction des nnesthésiques et des solvants est de nature 
hydrophobe. Cependnnt, on peut nttribu er ce site fi une poche hydrophobe se 
trouvant fi l'intérieur de la protéine dnns la mesure où on peut démontrer 
l'existence d 'une telle poche d ,ms la bnctériorhodopsine, faute de quoi, la seule 
cible logique restante est la bicouche lipidique. 

La vérification sur la membrilne pourpre de certnins phénomènes reliés 
aux anesthésiques et observés sur les cellules nerveuses confirme bien que la 
membrane pourpre est un bon modèle biologique pour l'étude de l'action biolo-
gique des anesthésiques. Lil déterminillion du sile d'action des anesthésiques et des 
solvants ainsi que ln déterminiltion de sa nature ne nous renseignent pas sur le 
mécanisme par lequel ces ilgents interagissent avec la membrane pourpre. Cepen-
dant, les similitudes frappantes qui existent entre les propriétés spectrales et leur 
dépendance du pH dans des suspensions de membranes pourpres traitées avec des 
anesthésiques d'une p<1rt, et ctilns ln bactériorhodopsine purifiée, d'autre part, peu-
vent apporter des éléments supplémentaires pour ln compréhension du 
mécanisme générnl relié fi l'interaction anesthésiques (solvants)/membranes 
pourpres. 

Dans les membrnnes pourpres, il existe un équilibre acido-basique entre 
quatres formes spectra les de bilctériorhodopsine. A pH supérieur à 12, le pigment 
initialement pourpre nbsorbilnt fi 570 nm est titré en une forme rouge absorbant fi 

460 nm et ayant un chromophore déprotoné. Ce dernier pigment peut être 
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transformé en bR380, si le pH de la suspension est augmenté encore plus. La 
réversibilité de la formation de ce pigment bR380 dépend étroitement du temps 
que ce dernier a passé sous cette forme (Druckma nn et al., 1982). Aux pH faibles, les 
membranes pourpres se transforment en une forme bleue (À-max=60S nm). Le pKa 
de cette réaction est de 2.8 (OesterheIt et Stoeckenius, 1971). Récemment, on a 
suggéré que ce glissemellt vers des grandes longueurs d'ondes est dû au 
déplacement, par les protons, d'un cation diva lent se trouvant dans la cavité du 
rétinal de la bilctériorhodopsine Oonil5 et Ebrey., 199")). Aux pH très bas (<1) le 
pigment bleu se reconvertit en un pigment de couleur pourpre (Mowery et al. 
1979). Cependant, il n'existe pas d'information structurelle précise sur la nature de 
cette membrane pourpre acide; on pense généralement que ceci est dû à une 
réorganisilLion des charges autour du rélinnl. 

Ltl bilctériorhodopsine délipidée puis solubilisée dans des micelles de 
détergents appropriés présente elle élussi un équilibre acido-basique entre 
différentes formes spectrill es comp<lrabl es à celles observées dans les membranes 
pourpres natives. Dans le cas de la bactériorhodopsine délipidée, la forme pourpre 
(À-max=S40 nm) existe en équilibre acide-bilse avec la forme bR480. Le pKa apparent 

de cet équilibre dépend fortement de la nature du détergent utilisé (Baribeau et 
Boucher., 1987). Dans cet équilibre particulier, les deux chromophores des formes 
bRS40 et bR480 contiennent une base de Schiff protonée (rande et al., 1989a). Tout 
comme dtlns le CtlS des membrilneS pourpres, la forme bR480 du pigment purifié 
peut être titrée en bR380 mélis à un pH inférieur (pKa=10). Par ailleurs, la forme 
bleue de la bactériorhodopsinè purifiée (bRS90) est observable dès pH<4. 

En présence d'anesthésiques ou de solvants, la membrane pourpre 
ressemble à la bactériorhodopsine délipidée au sens où le chromophore garde des 
propriétés d'indicateur de pH comparables . L'équilibre entre bRS70 et bR480 
apparaît près du pH neutre dans tous les cas. L'équilibre entre bR480 et bR380 

apparaît entre pH=8 et 10 dans tous les cas à l'exception du traitement de la 
membrane par l' Htllothane ou l'hexane. Comme dans le cas de la 
bactériorhodopsine purifiée, la forme bleue apparaît à des pH plus élevés par 
comparaison avec les membranes pourpres natives. En présence d'anesthésique, 
d'acétone ou d'alcools, nous n'avons pu observer la formation du pigment bleu; 
cependant, l'acidité croissante du milieu laisse apparaître le pigment bR380. 
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La figure 3.20 résume l'ensemble des observations relatives à l'effet du pH 
sur la position de la bande d'absorption du chromophore de la bactériorhodopsine 
dans différentes conditions expérimentales. Le point commun de ces observations 
est que sous chacune des conditions expérimentales, l'équilibre entre les quatre 
formes bleue (bR60S), pourpre (bRS70 ou bRS40), rouge (bR480) et jaune (bR380) 

peut être associé à une courbe de titrage. Ainsi, a priori, on pourrait imaginer que 
les quatre formes spectrales du pigment correspondent ft quatre états différents de 
protonation du chromophore ou de son environnement et que la position des 
différentes courbes de tilrage (i .e. leur P](a apparent) sur l'échelle des pH soit 

déplacée en réponse ft la perturbation de la membrane par la solubilisation dans des 
détergents ou par addition de solvants (ou d'anesthésique). 

Par ailleurs, il est probablement opportun de résumer ici les facteurs 
connus qui déterminent la position du spectre du chromophore du pigment, tel 
que précisés par Honig et Ebrey., (1982), Nakanishi et a!., (1980), Harbison et a!., 
(198S), Spudich a!., (1986), Rodmanet a!., (1986) et Lugtenburg et a!., (1986) qui sont : 
i) La présence d'un dipôle au voisinage du noyau p-ionone du rétinal et iD la 
distance entre la charge positive de la base de Schiff et son contre-ion. 

Or, si on estime que , b base de Schiff est protonée, il est normal de croire 
que le chromophore est dans un environnement hydrophobe, c'est à dire dé 

constante diélectrique faible (Honig et al., 1979). Cependant, Warshel en 1981 puis 
Warshel et Barboy en J 982 ont d 'émontré que la paire d'ions C=NH+ .. .. COO- ne 

peut être stable dans des environnements à constante diélectrique faible. Ces ions 
vont se convertir en C=NH .... COOH, comme c'est le cas des acides aminés 

zwitterioniques dans des solvants non pol<lires . Aussi, les travaux en infrarouge de 

Merz et Zundel en 1981 et Zundel et Merz en 1984 démontrent que sous des 
conditions neutres, les <lcides présents d<lns le pigment ne peuvent protoner la base 

de Schiff. La p<lire d ' ions a donc besoin pour sa stabilité de groupes polaires. La 

stabilité peut être obtenue de plusieurs manières (pour une bibliographie 
extensive, voir Sandorfy et Vocelle, 1986) mais selon toute évidence, la paire d'ions 

de la base de Schiff est stabilisée par des molécules d'eau. Ces molécules aux 
nombre de qU<ltre (±l) sont présentes d<lns la cavité du chromophore, même si la 
membrane pourpre est déshydratée ft 100% (Hildbrandt et Stockburger, 1984., 
Papadopoulos et al., 1990). Ceci est en accord avec les suggestions de Warshel qui 

stipulent que l'environnement de la b<lse de Schiff doit avoir une constante 
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Figure 3.20 : Les courbes de titrages des différentes formes spectrales de la 
bactériorhodopsine sous les conditions suivantes : 
La courbe supérieure: La bR purifiée solubilisée dans 0.2 % (plv) de lauryl sucrose. 
Entre les pH 2 et Il, le "'max du pigment varie de 590 nm à 540, à 480 et finalement à 

370 nm. Les mi-points des courbes de titrages sont aux pH 4.7 et 9.5. 

La courbe du centre: Membrane pourpre traitée avec 0.3 % (v Iv) d'Halothane (cercles 
ouverts) et avec 1 % (v Iv) d'Enflurane (cercles fermés). Avec l'Halothane, le "'max 
varie de 380 à 480 entre les pH 5 et 6 et il reste à cette longueur d'onde même si le pH 
dépasse 12. Avec l'Enflurane, la transition entre les pigments 380 et 480 nm se produit 
entre pH 4 et 5; entre pH 5 et 6, la bR570 coexiste avec la bR480 et enfin aux pH 
supérieurs à 10 la bR370 apparait. 

La dernière courbe: Les membranes pourpres en présence d'hexane. Le pigment est 
titré de la forme bleue 605 nm à la forme bR570 et puis en bR480 aux pH respectifs 4.5 et 
8. 

Dans toutes les mesures, on a utilisé des tampons acétates, phosphates, Tris-Clou 
carbonates, des concentrations égalent à 10 ou 20 mM. 
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diélectrique élevée sans toutefois permettre l'hydrolyse spontanée de l'imine. 

D'autre part, on sait depuis que le contre-ion de la base de Schiff est complexe et, 

selon toute vraisemblance, constitué par les acides aminés Asp212 et Asp8S 

(Needleman et al., 1991., De Groot et al., 1989). On peut donc aisément croire à une 

polarité élevée de l'environnement de la base de Schiff. 

Dans ce contexte structural, on peut donc simplifier l'environnement 

électrostatique du chromophore en le réduisant à deux dipôles: l'un étant généré 

par des groupements latéraux d'acides aminés au voisinage de l'anneau ~ e  

l'autre étant associé à la paire de charges de l'imine et de son contre-ion; dans au 

moins un des cas, des molécules d'eau pourraient stabiliser le dipôle. L'effet du pH 

sur la dynamique de ces interactions n'est pas facile à rationaliser, aussi, afin de 

simplifier la discussion, on concentrera, le raisonnement sur l'action de l'hexane, 

ce qui permet d'éviter toute supposition voulant que l'action des anesthésiques 

résulte de la formation de liaisons hydrogène entre l'anesthésique et la protéine 

étudiée (U rry et Sa nd orfy 1991). 

De toute évidence, la base de Schiff protonée est la première candidate à 

être considérée dans un équilibre acido-basique entre deux formes spectrales. Il est 

établi que la déprotonation de la base de Schiff ne peut être associée à l'équilibre 

entre bRS70 et bR480, les deux chromophores étant protonés (Pande et al. 1989a; 

Daigle 1991). Néanmoins, l'amplitude du déplacement spectral observé dans 

l'équilibre entre bR480 et bR380 aux pH alcalins rend vraisemblable l'attribution de 

cette transition à la déprotonation du chromophore. Dans ce cas, l'interprétation, à 

notre avis, la plus probable de la différence de pKa pour cette transition entre les 

membranes natives et les membranes perturbées par des solvants réside dans la 

différence d'accessibilité du site de titrage dans l'état natif et dans l'état perturbé. 

Les transitions spectrales qui existent dans la membrane native aux 

extrémités de l'échelle des pH sont déplacées, à différents degrés, vers les pH 

neutres dans la bactériorhodopsine purifiée ou dans les membranes traitées par les 

solvants. Or, sachant que dans la bactériorhodopsine, la cavité du rétinal est 

enfouie au coeur de l'espace hydrophobe de la membrane, on peut aisément 

imaginer que la perturbation (au sens d'une fluidification ou d'une solubilisation 

partielle) de la membrane par un solvant permet à des groupements, jusqu'alors 

difficilement accessibles, dè devenir sensibles au pH de la phase aqueuse. 

Autrement dit, les solvants pourraient très bien n'agir sur la membrane qu'en 
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"perforant des trous" permettilnt à des groupements de devenir sensibles au pH de 
la phase aqueuse et à des pH moins extrêmes que dans le cas des membranes 
intactes. 

Selon cette vision du phénomène, on peut maintenant mieux 
comprendre que la mobilisation des lipides membranaires par des solvants puisse 
faciliter la déprotonation du chromophore (transition de bR480 en bR380) ou le 
remplacement d'un calion diva lent par un prolon (transition de bRS70 en bR60S). 
On ne peut toutefois pas visuilliser facilement le même effet sur la transition bRS70 
en bR480 ou bR60S en bRS70acide et encore trlOins l'effet de l'hexane quand il 
transforme en bR4S0 la bRS70acide puisqu'il s'agit de transitions où il est difficile 

de connaître les éléments structuraux impliqués. II est donc clair qu'à lui seul, ce 
travail ne peut contenir toutes les informations nécessaires à l'explication de 
l'ensemble des phénomènes observés. 

Néanmoins, comme "il n'existe pas de règle d'architecture pour 
construire des châteaux dans les nuages", il est peut être opportun d'élaborer ici un 
modèle des transitions spectrales dans la bactériorhodopsine. Pour l'élaboration de 
ce modèle, nous retiendrons comme élément principal le fait qu'il n'existe pas un 
continuum de formes spectrales mais bien un équilibre entre quatre formes 
précises qui exclut une déformation progressive de la structure du pigment au 
profit d 'une action très localisée des ions H+ ou OH- dont l'accès est facilité par les 
solvants. Toujours dans le contexte structural de la paire de dipôles qui 
déterminent la position du spectre du chromophore, on réalise que deux dipôles ne 
peuvent donner lieu qu'à quatre distributions si chacun d'eux peut adopter deux 
orientations. On pourrait ainsi associer l'équilibre des formes spectrales à un 
équilibre de la distribution des charges autour du chromophore. L'origine 
moléculaire de cet équilibre multiple résiderait dans la rotation ou la réorientation 
des dipôles ou des molécules d'eau qui les stabilisent. Enfin, l'effet facilitant des 
solvants en regard de la dépendance du pH sur leur orientation résulterait de 
l'ouverture qu'ils créent au travers de la bicouche pour des ions H+, OH- ou 
éventuellement d'autres ions. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

Lorsqu'on traite des échantillons secs de bR avec des anesthésiques volatils tel 
que l'Halothane ou l'Enflurane, ces échantillons ne subissent aucune transformation, 
ils sont inertes et ne réagissent guère avec l'Halothane ou l'Enflurane, par contre si on 
humidifie l'échantillon, il réagit avec l'Halothane (ou l'Enflurane) et change de 
couleur (génération de la forme bR480). Ce changement de couleur est réversible car si 

l'action de l'anesthésique cesse (par évaporation), l'échantillon reprend sa couleur 
pourpre initiale. Donc, l'action des anesthésiques est fortement liée à l'hydratation de 
la membrane pourpre. 

Cependant, la formation de la bR480 n'est pas spécifique aux anesthésiques 

volatils car on a reproduit leur effet avec toute une gamme de produits de structures et 
de fonctions chimiques très différentes, tels que les alcanes (cycliques ou acycliques), les 
alcools, les cétones, le benzène, ... etc. Suivant les considérations précédentes, il est 
difficile de concevoir un site d'action spécifique, que ce soit pour les anesthésiques ou 
pour les solvants. Ce site se localise dans la bicouche lipidique vu que les alcanes ont 
une grande affinité pour la partie hydrophobe de la membrane pourpre, qu'est la 
bicouche. En plus, les alcools et les autres produits utilisés, respectent bien la règle de 
Meyer-Overton, c'est à dire qu'ils présentent une bonne corrélation entre le degré 
d'hydrophobicité (qui est exprimé par leur coefficient de partage) et la quantité 
d'anesthésique employée pour générer la bR480. 

En présence d'anesthésiques ou de solvants, la bactériorhodopsine native 
possède les propriétés d'indicateur de pH comme dans le cas de la bactériorhodopsine 
délipidée. En effet, dans tous les cas, l'équilibre entre bRS70 et bR480 apparaît près du 
pH 7, or l'équilibre bR480/bR380 apparaît entre pH 8 et 10 dans tous les cas sauf en 

présence d'Halothane et d'hexane où la forme bleue du pigment apparaît à des pH 
élevés comparativement à la forme native. Cette sensibilité au pH de la membrane 
pourpre face aux anesthésiques ne signifie pas nécessairement, lors des changements 
spectraux d'une forme à l'autre, que le chromophore ou les acides aminés qui 
l'entourent sont titrés. Effectivement, la bR480 générée par délipidation de la 

membrane pourpre ou son traitement par les anesthésiques est un pigment ayant une 



78 

base de Schiff protonée. En plus, la formation du pigment rouge au pH 0.3 détruit 
complètement l'hypothèse voulant lier le titrage d 'acides aminés formant la cavité du 
rétinal aux changements spectroscopiques observés. On propose donc, pour la 
variation discrète du spectre de la bR, qu'elle est réglée par des interactions 
électrostatiques directes entre les dipôles de la cavité et les ions de la solution. Selon la 
nature des ions majoritaires dans la solution, les dipôles s'orientent 
préférentiellement suivant la direction qui donne l'état de plus faible énergie possible. 

Les pigments bR570, bR480 et bR380 ont des spectres IR identiques, sauf que 
l'intensité relative des bandes amides 1 et II diffère d'une forme à une autre. La bR570 
possède le ratio amide 1/11 le plus grand pam1i les trois formes spectrales précédentes, 
bR380 possède le plus petit . Cette variation apparente des ratios est liée aux 
changements d'orientation des hélices a de la bactériorhodopsine. On pense, que lors 
de la solubilisation des anesthésiques volatils généraux ou des solvants dans la 
bicouche lipidique, les interactions lipides/protéine s'affaiblissent, entraînant un 
changement d'orientation de la protéine. D'après nos mesures en infrarouge, on a pu 
distinguer structuralement entre la bR380rev et la bR380 nonrev. Effectivement, la 
présence du pic à 1632 cm-1 dans les pigments bR380 non-régénéra bles indique l'étape 

déterminante dans le processus de réversibilité. Donc, si la bR perd ces liaisons 
intramoléculaires faibles (présence du pic à 1632 cm-1) sous l'action des anesthésiques 
ou des solvants, elle ne peut plus être régénérée, c'est à dire qu'elle ne peut plus 
retrouver sa forme pourpre qui absorbe à 570 nm. 

On peut résumer l'action des anesthésiques sur la bactériorhodopsine selon 
les étapes suivantes: 
i) affaiblissement des interactions lipides-protéine en perturbant la bicouche (forme 
480 nm) 
ii) destruction des interactions lipides-protéine et effondrement des hélices a (forme 
380 nm réversible). 
iii) destruction des liaisons faibles internes de la protéine et apparition des feuillets P 
(380 nm non réversible). 

La bactériorhodopsine peut-être considérée comme un bon modèle 
biologique pour l'étude des effets des anesthésiques sur les cellules nerveuses, vu 
qu 'elle reproduit la plupart des effets des agents anesthésiants observés sur les 
neurones. 
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A vant de clore cette discussion, il nous paraît opportun de proposer un 
mécanisme d'action des anesthésiques. L'abolition ou la diminution du gradient 
ionique existant de part et d'autre de la membrane de la cellule se traduit par une perte 
ou un affaiblissement du potentiel d'action, responsable de la transmission de 
l'information vers les centres nerveux, provoquant une analgésie ou une anesthésie. 
On pense que c'est ce qui se passe réellement lorsqu'on utilise des anesthésiques; ces 
derniers vont se dissoudre dans la membrane et ainsi augmenter sa fluidité, ce qui 
favoriserait un transport d'ions transmembranaire et éliminerait le gradient ionique 
et l'influx nerveux qu'il permet de propager. 
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