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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 I'eau que Dieu fait descendre du ciel, par quoi Il rend vie a terre
une fois morte et y répand des bétes de toute espece, 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)



RESUME

La bactériorhodopsine existe en équilibre acido-basique entre quatre formes
spectrales dont les Amax sont respectivement a 605, 570, 460 et 380 nm. Le pkj
apparent de ces formes spectrales dans la membrane pourpre native est
comparable a celui de la bactériorhodopsine délipidée et a celui des membranes
pourpres traitées par les anesthésiques. En absence de solvatation appropriée (ou
de protection) par les lipidés, I'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
mémes 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
prés du chromophore; ainsi les ions agissent sur les dipdles entourant le rétinal
comme un interrupteur qui régle le passage d'une forme spectrale a 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 méme
pour toutes les cellules: Si on arrive par n'importe quel moyen a éliminer (ou a
affaiblir) le gradient ionique de la membrane, on arrive ainsi a éliminer (ou a
affaiblir) la propagation de Iinflux nerveux. On pense, que c'est ce qui se passe
réellement Jorsqu'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 'opium, revient a ignorer une
partie trés importante de I'histoire de I'anesthésie et des anesthésiques. Les origines
de l'opium et de son utilisation comme analgésique central (i.e. il influe
positivement sur les inlerrupteurs morphiniques du systéme nerveux et bloque de ce
fait la transmission de la douleur vers les centres, d'otl sa dénomination de "central"”)
se perdent dans la nuit des temps. Par texte cunéiforme interposé (tablettes de
Nippur), on peut faire remonter la connaissance de ses propriétés antidouleur aux
origines de Sumer, soit quarante siecles avant Jésus-Christ. Mais ses rapports avec la
chirurgie sont plus difficiles a rélablir. Les Egyptiens de l'antiquité s'en servaient-ils
déja pour leurs interventions? La complexité et la finesse de leurs techniques
chirurgicales ne sauraient aller de pair avec une trop grande agitation du patient et
laissent & penser qu'ils mailrisaient un moyen de supprimer la douleur. Autant
qu'on en puisse juger, il é'ngissait plutot d'une forme d'anesthésie locale que
procurail la "pierre de Memphis" réduite en poudre. Pour certains, cette pierre serait
tout simplement du marbre; allaqué par un acide, il libére du gaz carbonique; celui-ci,
en solution aqueuse, devient l'acide carbonique et se comporte en anesthésique local.

En revanche, l'utilisation d'analgésiques centraux est certaine en ce qui
concerne la chirurgie musulmane. On retrouve dans le Canon d'Avicenne, somme
de connaissances médicales du XI¢ siécle apres Jésus-Christ, des recettes alliant
sédatifs et analgésiques, comme par exemple l'association d'extraits de mandragore et
de sirop d'opium. Avicenne pratiquait ses interventions sous une véritable
anesthésie générale de profondeur et de durée variable qui prenait en compte la
gravité et la longueur de I'acte opératoire. Profondeur et durée étaient modulées par
la nature et la quanlité de préparations qu'on faisait ingérer a l'opéré.

William Thomas Green Morton, dentiste a Boston (Massachusetts), entrait
dans l'histoire en 1844 aprés avoir réalisé 'anesthésie générale par inhalation de gaz.

L'anesthésie générale a I'éther, au gaz hilarant, puis au chloroforme, connaissait des



lors une foudroyante carriere. En 1884, Carl Koller montrait la possibilité d'opérer les
yeux sans douleur en y instillant une solution de cocaine, les anesthésies purement
locales qui n'entrainent aucune modification de la vigilance prirent un essor
irrésistible (Bres 1988).

Aujourd'hui on dénombre par centaines les anesthésiques utilisés en poste
opératoire et I'anesthésie générale peut maintenant étre provoquée avec un grand
degré de fiabilité grice a l'arsenal chimique, électronique et mécanique dont
disposent les anesthésistes. Cependant, le mécanisme précis de l'action des agents qui
induisent cette anesthésie (analgésie et inconscience) fait encore l'objet de

controverses et de recherches.

1.1.1. Régle de Meyer-Overton

La plus ancienne des hypotheéses concernant le site d'action des
anesthésiques est celle connue sous le nom d'unité hydrophobe. Selon cette
hypotheése l'action de I'agent. anesthésiant prend place dans les parties hydrophobes
de la bicouche lipidique des membranes neuronales, et se résume a une mobilisation
des lipides membranaires due aux propriétés de solvant de I'anesthésique. Ainsi, les
interactions anesthésique/membrane impliquées sont les mémes pour tous les
anesthésiques. L'hypolhese de l'unité hydrophobe est issue de la régle de Meyer-
Overton, qui établit une bonne corrélation entre Ia solubilité des agents anesthésiants
dans les lipides et le potentiel anesthésiant. La régle de Meyer-Overton a vu le jour a
la fin du 19€ siecle (Meyer 1899; Overton 1901; Meyer 1937) et depuis lors, elle a été
raffinée et complétée par plusieurs chercheurs (Krantz et Rudo, 1966; Larsen, 1969;
Rudo et Krantz, 1974; Hansch et al., 1975; Davies et al, 1974, 1976). Cependant, cette
hypotheése a connu beaucoup de crilique. Franks et Lieb en 1982 et 1987 ont résumé les
plus forts arguments conlre 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'a des concentrations cliniques d'anesthésique, la
perturbation de la bicouche lipidique n'était pas mesurable et ceci reste vrai méme a
des concentrations d'anesthésique significativement élevées. La croissance de la
fluidité de la bicouche lipidique qui accompagne l'incorporation d'anesthésiques est
trés petite comparativement a ce que peut produire l'augmentation de la température
par 19C (Boggs et al. 1976; Pang et al. 1980; Lieb et al. 1982). 11 existe aussi d'autres

phénoimenes qui ne peuvent étre expliqués a partir de la théorie lipidique et ainsi ils



présentent des exceptions a la régle. Par exemple, le n-décane et le n-décanol sont tous
les deux fortement solubles dans les lipides. Cependant, si le décanol a un fort
potentiel anesthésiant, le décane n'en a aucun. Les alcanes ont un potentiel
anesthésiant qui augmente avec la longueur de la chaine carbonée, mais ce caractére
anesthésiant sera perdu pour les alcanes supérieurs (Mullins, 1971 et ses références),
ce phénomene est perceptible a partir du nonane. C'est tout le mystere du "cut-off"”. Il
en est de meéme pour les alcools. En augimentant le nombre des groupes CH2 dans les
n-alcools, le potentiel anesthésianl augmente jusqu'au 12€ carbone; cependant, le
potentiel chute & zéro pour le tétradécanol et les alcools supérieurs, bien que ces
alcools supérieurs continuent a se dissoudre dans la bicouche lipidique (Franks et
Lieb 1986; Requena et IHaydon 1985). Cependant, le plus grand handicap de cette

théorie est qu'elle reste muette sur le mécanisme d'action des anesthésiques.

1.1.2. Spécificité du site

Bien que la seconde hypotheése attribue le site d'action des anesthésiques a
une région hydrophobe, elle stipule qu'il est spécifique par sa taille et par son
emplacement. Selon cette théorie, la bicouche lipidique n'est pas la premiére cible des
agents anesthésiants mais c'est une poche hydrophobe de structure et de taille bien
définis, se trouvant sur les protéines membranaires (Adey et al. 1976, Middleton et
Smith, 1976; Franks et al. 1978). Pour démontrer cela, Franks et Lieb (1985, 1986, Moss
et al. 1991) utilisent la luciférase. L'émission de la lumiére par la luciole (qui est liée a
I'interaction luciferase/luciferine) est affectée par les anesthésiques généraux (les
hydrocarbures, les alcools, les cétones, les esters, les hydrocarbures halogénés...) de la
méme fagon que dans les membranes nerveuses; actuellement, il existe un frappant
parallélisme entre la suppression de I'émission de la lumiere par les lucioles et
I'anesthésie. Les expériences sur la luciférase complétement délipidée suggeérent que
le lien d'attache des anesthésiques est une poche amphiphilique de la protéine de
dimension bien définie. Ces résullats peuvent donner une explication naturelle pour
les effets du cut-off observés dans le cas des alcanes et des alcools. Selon cette théorie,
en plus de la solubilité dans les lipides, le facteur déterminant pour créer lI'anesthésie
est I'espace disponible dans les poches hydrophobes des protéines. Cependant, on
peut reprocher a cette théorie que l'anesthésique (alcane, alcool...) ajouté a la

luciférase délipidée n'a qu'un seul choix : c'est celui d'aller s'insérer dans la partie la



plus hydrophobe de la luciférase, vu que celte derniére se trouve toute seule dans le

milieu étudié.

1.2 La membrane pourpre comme modele biologique ?
Afin de discriminer entre les deux hypothéses précédentes et de proposer un
éventuel mécanisme d'action des anesthésiques, on a choisi comme modele

biologique la membrane pourpre. Ce choix est fondé sur les considérations suivantes:

a) Complexité du systéme nerveux : Le systéme nerveux assure le contrdle de toutes
les fonctions de l'organisme. Dans sa fonction de régulation, il s’avére d'une
complexité exceptionnelle. Clest pourquoi I'étude directe des effets des anesthésiques
sur ce dernier est pratiquement impossible.

b) La "simplicité” de la membrane pourpre : Comparée au systeme nerveux ou a des
cellules nerveuses, la membrane pourpre posséde une structure relativement simple.
Elle posséde une proléine unique la bactériorhodopsine.

) Sa réactivité avec les anesthésiques : La membrane pourpre n'est pas insensible face
aux anesthésiques. Les effets produils 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 Halobacterium halobium, bactérie halophile extréme, possede
deux sources primaires d'énergie localisées toutes les deux dans la membrane
plasmique : la chaine respiratoire et la membrane pourpre. Lorsque la membrane
pourpre absorbe de la lumieére, 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 trimeéres de bactériorhodopsine (I'unique
protéine de la membrane pourpre) en disposition hexagonale (Unwin et Henderson
1975) dans le plan de la membrane. Ceci donne a la membrane pourpre une structure

extrémemenl rigide et immobilise presqu'entierement les lipides (Fig. 1.1).
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Figure 1.1 : Structure de la membrane pourpre native projetée sur le plan de la
membrane. Chaque bR dans le trimeére posséde trois hélices o a I'intérieur et
quatres a I'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.



1.2.1.1. Structure de la bactériorhodopsine

La bactériorhodopsine est une protéine transmembranaire de 26 kD
contenant 248 acides aminés (Ovchnnikov et al.,, 1979; Khorana et al., 1979; Dunn et
al., 1981). Elle est constituée principalement de 7 hélices o qui traversent de part et
d'autre la membrane plasmique (Unwin et Henderson, 1975). Le c6té N-terminal est
exposé a la surface extracellulaire et le cOté C-terminal est a la surface cytoplasmique
(Wallace 1982). La position du chromophore dans la membrane semble étre a
environ 10 A de la face cytoplasmique (Thomas et Stryer 1980) ol le rétinal est lié & la
lysine 216 de la bactériorhodopsine (Katre et al. 1981) par formation d'un lien
aldimine protoné (C=N) ou base de Schiff entre le dernier carbone du rétinal et le

groupement aminé 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 majeure partie de ces lipides se trouvent dans presque la
totalité des membranes, sauf que dans la membrane pourpre on trouve un
glycolipide spécifique a cette derniere. Les lipides polaires qui constituent 90 % de la
totalité des lipides dérivent tous d'un diether de glycérol dans lequel les chaines
hydrocarbonées sont des groupements phytanyl: 2,3-di-O-phytanyl-sn-glycérol. Le
groupement phytanyl est une chaine saturée composée de quatre unités isopréne. Les
phospholipides majeurs sont des analogues du diphytanyl glycérol éther de
phosphatidyl glycérophosphate (I), phosphatidyl glycérol (Il), et phosphatidyl
glycérosulfate (I11) (Fig. 1.3). Les lipides neutres sont constitués principalement de
squalene, dihydro et tétrahydrosqualene, vitamine MK-8, diphytanyl glycérol éther et

de pigments variés.

1.2.2, Photochimie

La bR présente deux formes stables : une forme adaptée a la lumiére (AL) et
une forme adaptée a I'obscurité (AO) . La forme adaptée a la lumiere a un Amax a 568
nm et contient un rétinal lout-trans (98% tout-trans). Par contre, la forme adaptée a
I'obscurité est un mélange de tout-trans et 13-cis rétinal, dans un rapport respectif 66-
67% et 33-34% c-a-d dans un rapport respectif de 2:1 (Scherrer et al, 1989).



Figure 1.2 : Structure de la bactériorhodopsine. a) Séquence des acides aminés a
travers la membrane. Les fleches 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 (Engelman
et al. 1980). b) Les hélices o sont représentées par des bitonnets. Le rétinal est lié a

la Lys-216 (Henderson et al. 1950).
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Sulfate de glycolipide (Kates et al. 1982).



Aprés absorption d'un photon par la bR5¢8 adaptée a la lumiére, le chromophore
subit un cycle de réaction durant lequel il se photoisomérise en 13-cis, se déprotone,
mais revient thermiquement & sa forme tout-trans, et se reprotone . Durant ce
photocycle la bR pompe un proton au travers de la membrane plasmique et ainsi elle
génére un gradient électrochimique qui produit I'énergie nécessaire & des processus
se produisant a l'intérieur de la cellule (Stoeckenius et al. 1979) .

10 psec suivant l'illumination de la forme adaptée a la lumiere (bR5g8), il se
forme le premier intermédiaire du cycle photochimique de la bR, la batho-
bactériorhodopsine (notée Kg90), qui se transforme thermiquement en lumi-
bactériorhodopsine (L550) en l'espace de 1 usec . Par la suite, et aprés 50 psec,
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 bR5gg8 a la bR59g (K59(0) implique une
photoisomérisation du chromophore; par conséquent, les intermédiaires batho, lumi
et méta ont comme chromoph.ore un rétinal 13-cis. A son tour, l'intermédiaire méta
se transforme en N530 en 1 msec puis en Og4q( et finalement, le retour a la forme
adaptée a la lumiére bR548 ferme le cycle. Lors de la régénération de la bR548 et a
partir de l'intermédiaire M412, un proton est repris . Pour ce qui est du photocycle de
la bR adaptée a I'obscurité (13-cis bR548), il n'est pas bien défini, et il semble que le

pigment est photoconverti a la forme batho 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 chaine de transport de protons a travers la membrane

plasmique.
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Figure 1.4 : a) Structure du rétinal dans sa forme tout-trans (Lugtenburg et
al.1988).

b) cycles photochimiques de la bR adaptée a la lumiére et & I'obscurité. Les
indices indiquent le Amax de chaque intermédiaire. La mention trans attribuée
aux intermédiaires batho, lumi et méta indique que ces derniers sont issus de la

forme adaptée a la lumiére et n'indique pas la configuration du rétinal (Shichi

1983).
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La presque totalité des mutants existants régénérent 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 étre expliqués par les perturbations de l'enroulement de la structure causées
par les substitutions des acides aminés. Certains mutants étudiés régénérent un
pigment semblable & 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--->ClIn, et 3 Pro--->Ala forment un pigment absorbant a 568 nm.
Cependant certaines substitutions présentent des anomalies vis-a-vis de la bR native.
Ces substitutions se divisent en deux classes : i)des substitutions qui affectent le Amax

de la protéine et ii)des substitutions qui affectent le pompage des protons.

1.2.3.1. Substitutions d'acides aminés qui affectent le chromophore de la

bactériorhodopsine

La premiére classe présente des mutants qui régénérent des chromophores
avec des glissements dans leurs Amax, comparé au chromophore de la protéine
native. Les substitutions Trp-36, -137, 182, et -189--->Phe présentent un glissement de
20-30 nm vers le bleu. Les substitutions Pro-186--->Leu(Val) et Thr-89--->Val donnent
aussi un glissement vers le bleu de 70 nm; 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 nm. Les glissements spectraux causés
par les substitutions précédentes suggerent que ces acides aminés interagissent avec le
rétinal. Les acides aminés dont le remplacement cause des glissements spectraux sont
a 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 I'asparagine
détruit complétement 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 a 20% par rapport a I'état natif; cependant, le mutant Asp-212--->Ala est instable a
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la lumiére et ne présente aucun pompage détectable. Dans le cas du mutant Tyr-185->
Phe, la spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier et la spectroscopie UV-
visible montrent que la prolonation de ce résidu change d'état durant I'étape bR--->
Kg25 et encore durant I'étape L550--->M4g12 (Roepe et al. 1987). Des études plus
récentes utilisant des mutations dirigées sur d'autres acides aminés spécifiques (Stern
et al,, 1989; Subramaniam et al, 1990; Otto et al., 1989; Thorgeirsson et al., 1991)
prouvent que les résidus Asp-85, Asp-96, Asp-212 participent directement dans le

transport des protons au travers de la membrane.

1.3. Les anesthésiques généraux et la membrane pourpre

Avant d'entamer les investigations sur l'interaction anesthésiques/MP, il
est nécessaire de faire un survol de la littérature afin d'en résumer les résultats les
plus importants et de bien situer Ia problématique.

En 1985, Nishimura et al. démontrent, pour la premiére fois, que sous
I'action d'anesthésiques volalils tels que I'Halothane ou I'Enfiurane, la bR57(
adaptée a la lumiere voit son maximum d'absorption glisser vers 480 nm, avec un
point isobeste aux alentours de 510 nm. Cependant, un excés d'Halothane (16 mM)
fait disparaitre le pigment a 480 nm en faveur d'une nouvelle forme a 380 nm. Ces
auteurs affirment que la formation de la bR3g8p 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 avec la protéine.

En 1988, Henry et al. rapportent que la bR sous sa forme tout-trans forme
rapidement la bR4g0; 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,
'enléevement de I'anesthésique précédemment ajouté a la forme adaptée a l'obscurité
régénére une forme adaptée a la lumiere. Ces résultats suggerent que les
anesthésiques réagissent seulement avec la bR tout-trans pour former le pigment 480
nm. Sous laction de la lumiere, la forme bR4gg forme réversiblement
I'intermédiaire M. Cet intermédiaire absorbe a 380 nm. Le cycle photochimique du
pigment 480 nm est comparable & celui de la bR native. Il est a noter que les
changements spectraux observés apres traitement par les anesthésiques sont
complétement réversibles lorsque I'anesthésique est retiré de la préparation par

exposition a 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 nm formé par addition d'anesthésiques
volatils retrouve sa forme native progressivement, au fur et a mesure que la pression
au sein de la suspension méembranaire augmente. Sous une pression de 500 atm, la
bR retrouve presque la totalité de sa forme native (Aj3ax=570 nm).

Récemment, Boucher et al (1991) ont affirmé que malgré le photocycle
complet de la bRqg(, elle n'arrive pas a 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'activilé de pompage de protons est exclusive a Ia
forme 570 nm du pigment, indiquant que l'activité photochimique n'est pas
obligatoirement couplée au pompage de protons et que 1'équilibre qui existe entre les
deux formes spectrales (480 et 570 nm) du pigment est également un équilibre entre
une forme couplée et une forme découplée de la bR.

Enfin, Lee et al. (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 I'ajout d'Halothane ou d'Enflurane ne
modifient nullement la dynamique de 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 révele surtout les propriétés de
"quencher” de ces derniers. Leurs propriétés de "quenching” se manifestent a 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-étre pas la cible premiére 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 a dire 4 ans apreés la découverte
des effets des anesthésiques volatils sur cette derniére. Lin et al. (1989), par plusieurs
techniques (absorption, émission, calorimétrie a balayage différentielle et absorption
transitoire), arrivent aux résultats suivants : i)Les caractéristiques spectroscopiques
UV-visible de la forme native (A;nax=568 nm) sont sensibles aux quantités ajoutées
de la Dibucaine. Ainsi, la formation du pigment rouge bR48( a partir de la forme

native bR5gg8 est observée. ii)L'émission phosphorescente de la Dibucaine a 77 K est
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complétement "quenchée"” p;wr la bR. iii)L'incorporation de la Dibucaine dans la bR
décroit la quantité de l'intermédiaire M412 formé dans le photocycle de la protéine.
Les auteurs suggerent cue le site d'action de I'anesthésique local (la Dibucaine) est
pres ou sur le chromophore, c'est a dire la base de Schiff du rétinal de la bR. lis
suggerent que l'action de I'anesthésique sur la bR de la membrane pourpre se fait,
probablement, via un site spécifique, mais pas via un mécanisme conformationnel.

L'utilisation de la Tétracaine (Broun et al. 1991) dans sa forme déprolonée a
pH 9.5 sur la membrane pourpre, induit un glissement hypsochromique de 570 a 470
nm. La forme bR47(0 posséde une aclivité photochimique avec une cinétique de
formation de l'intermédiaire M (absorbant a 380 nm) semblable a celle d'un
intermédiaire analogue dans une bR inlacte; cependant, la constante de temps de
décomposition de I'intermédiaire M dans la bR traitée avec de la Tétracaine est 104
fois plus grande. Par contre, dans sa forme protonée a pH 7.0, la Tétracaine 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 Tétracaine provoque un
changement de charge entourant le rétinal qui, en retour, cause un affaiblissement
dans les interactions proléine-chromophore. Ce changement de charge autour du
rétinal est probablement possible griace & des changements mineurs survenus dans la
conformation de la bR dus a la perturbalion des interactions protéine-lipide dans la
membrane pourpre.

Par ailleurs, la formation de la bR4g0 n'est pas uniquement liée a
I'interaction des anesthésiques (généraux ou locaux) avec la bactériorhodopsine

native. Il existe plusieurs autres procédés par lesquels on génere le pigment rouge.

1.5. Génération de la bRgg( par des procédés autres que I'addition d'anesthésiques

En 1984, Baribeau et Boucher rapporterent que la solubilisation de la
membrane pourpre par le lauryl sucrose dénature moins la bR que le traitement par
d'autres détergents. Bien qu'il leur était impossible de délipider complétement le
pigment par chromatographie dans ce détergent, le lauryl sucrose s'est avéré un agent
stabilisant tres efficace pour la bR monomere préalablement délipidée par traitement
au Triton X-100. La protéine ainsi purifiée présente un équilibre acido-basique entre
deux formes spectrales différenles ayant leur maximum d'absorbance a 540 et 480 nm,

respectivement. Le pK, de I'équilibre est de 6.8. La considération de la valeur du pKj,

de I'amplitude du déplacement spectral et du fait que, sous illumination, les deux
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formes de bR donnent des bathointermédiaires différents mais un méme
métaintermédiaire, amenent les auteurs a suggérer que l'équilibre acido-basique
correspond a celui de la base de Schiff du rétinal. Comme cet équilibre n'est
observable que dans la bR completement délipidée, les auteurs proposent que dans la
membrane native, une interaction lipide-protéine spécifique prévient ce phénomene
et contribue au maintien de lintégrité structurale et fonctionnelle de la
bactériorhodopsine.

Lorsque la bR est régénérée a partir de la bactérioopsine et les isomeres 13-cis
ou tout-trans du rétinal, il se forme un intermédiaire absorbant prés de 440 nm dont
le chromophore est apparemment lié a la protéine par un lien non covalent
(Schreckenbach et al. 1977, 1978). Aussi, la solubilisation de la bR dans différents
détergents laisse apparaitre une espéce nouvelle avec un Amax=440 nm. Drukmann
et al. (1982) rapportent qu'au dessus de pH 11, la suspension de membrane pourpre
forme un pigment absorbant & ca. 460 nm et ayant un lien de base de Schiff non
protoné. Le chauffage de la bR native crée une espéce absorbant a ca. 460 nm
(Brouillette et al. 1987). Le traitement de la suspension de membrane pourpre par le
DMSO (diméthylesulfoxide Me2SO; entre 30 et 60%: v/v) génere un nouveau
pigment appelé par Oeslerhelt et al. (1973) "le complexe 460-nm". Ce complexe réagit
avec I'hydroxylamine et le borohydrure. Pande et al. (1989b) ont repris I'étude de
I'effet du DMSO sur la membrane pourpre. lls concluent 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 changemenls dans la structure de la protéine résultent
de la diminution de l'interaction chromophore-protéine pres de la région de la base
de Schiff. Les auteurs attribuent les changements spectroscopiques observés a
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, peul produire le glissement spectral observé.

1.6. Cadre et objet du travail
I1 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 (bR570
ou bR5g() est due a la forte protonation de la base de Schiff et a l'effet électrostatique
de la paire de charges ou du dipdle porté par l'apoprotéine prés du 71€Me carbone du
rétinal (Lugtenberg et al. 1988). En plus, les inleractions latérales entre le rétinal et la
protéine jouent un rdle, mais moindre, dans le mécanisme complexe de régulation
du Amax de la bactériorhodopsine.

L'ajustement du Amax de la bactériorhodopsine est un mécanisme
complexe. Les effets de la solubilisation de la bactériorhodopsine, par un ensemble de
détergents, sont prononcés. lI peut se produire un glissement vers le bleu de
I'absorbance de 22 nm et plus (Lam et Packer 1983; Dencher et Heyn 1978; Baribeau et
Boucher 1984; Baribeau et Boucher 1987). Chaque glissement spectral, si minime soit-
il, est probablement di a une modification structurale progressive accompagnant la
solubilisation de la membrane. La bactériorhodopsine, en plus des effets dus a 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 différentes formes spectrales de suspensions de
membranes. Ainsi, la forme pourpre du pigment natif peut étre titrée, en membrane
bleu acide (A;ax=605 nm, pK5=2.8) ou en pigment rouge (Ajnax=460 nm, pKz=12.8)
ou finalement en une forme spectrale joune (Ajnax=380 nm, pK3>12.8) (Oesterhelt et
Stoeckenius 1971; Druckmann et al. 1982) (Fig.1.5).

Certaines de ces formes (bR480 et bR38() peuvent résulter, comme cilé plus
haut, de I'interaction de la membrane pourpre avec les anesthésiques volatils tels
I'Halothane ou 'Enflurane. L'étude de I'effet des anesthésiques sur la MP a conduit a
la méme controverse que celle qui existe depuis fort longtemps dans le domaine de
I'anesthésie des cellules nerveuses. La controverse est telle qu'on ne peut, jusqu'a
présent, trancher entre les deux plus importantes hypotheses du site d'action des
agents anesthésiants, a savoir, 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 modeéles d'action proposés.

Notre travail vise deux buts distincts mais étroitement liés: i) L'étude du
mécanisme de controle du Amax de la bactériorhodopsine, et ii) La détermination du
site et du mécanisime 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<1.



CHAPITRE 11
MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

2.1. Culture et récolte des bactéries

Notre travail est rendu possible griace a la culture au laboratoire de
Halobactérium halobium & parlir d'une souche mulante S9 offerte gracieusement par
le Dr. W. Slockenius (Université de Californie, San Francisco).

La technique ulilisée pour la préparation du milieu de culture ainsi que
pour la culture méme 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 produils suivanls sonl dissous dans de l'eau distillée par ordre

d’apparition:

1/ NaCl 250 ¢
2/ KCl 2¢
3/ Na3CgHs507.2H20 3g
4/ MgS04.7H70 20 g

5/ 1ml d'une solution contenant 0.5 g de FeSO4. 7H20, dans 10 ml de H2O
qu'on acidilie avec 3 gouttes de HCI TN. Le pH de la solution est ajusté a pH 6.5-6.7 et
cette solution de sel est stérilisée par autoclavage.

6/ Oxoid peptone (bacteriological peptone) 10 g. Les peptones sont ajoutées

apres 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 500 ml. Deux aliquots de ce type sont préparés.

b/ La croissance est d'environ trois a quatre jours et s'effectue dans un
incubateur (New Brunswick Scientific. Edison, N. J.,, U.S.A) porté a 379C tout en

agitant le plateau mobile avec une vitesse de 180 r.p.m. jusqu'a l'obtention d'une
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densité optique lue & 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 a accroitre peu a peu le volume du
milieu de culture pour permeltre aux bactéries d’avoir un environnement frais,
toujours rempli des nutriments nécessaires a leur croissance, suit les étapes
suivantes:

a/ Deux fioles a 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.

b/ La croissance dure environ trois jours jusqu'a ce que la densité
optique a 660 nm (DO660) soit environ égale a 1.

¢/ Par la suile, on inocule six fioles a culture de 4 000 ml contenant
chacune 1 600 ml de milieu avec 400 ml de I'inoculum obtenu en (b).

d/ Les microorganismes 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, 1a ou le nombre de
bactéries est maximal, nous entreprenons l'é¢tape de la culture ol, par des
changements de conditions expérimentales, nous faisons induire la syntheése de la
membrane pourpre par la bactérie.

En premier lieu, la culture est exposée a une lumiére intense, pendant trois
jours. Le milieu est agité légerement 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 a séparer les bactéries de leur milieu de croissance. La
suspension bactérienne est donc centrifugée dans un appareil Sorvall RC-5B (8 500
r.p.m. pendant 10 minutes) a 40C. Par la suite, les bactéries sont lavées deux fois dans
une solution basale de sels pour enlever le milieu de culture restant. La solution
basale de sel est composée des produits suivants:

NaCl 250 g

KCl 2g

MgS04.7H20 20¢g
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pour un volume final de 1 litre de solution. Le pH est ajusté a pH=7 avec du NaOH.

Leurs poids frais est mesuré et elles sont alors déposées dans un bécher (600
ml) ol elles sont mises en présence de trois fois leur poids frais de solution basale de
sels. On remet en suspension par une agitation mécanique puis 10 mg d'ADNase
(Gigma Chemicals Co, St-Louis) y sont rajoutés. L'agitation s'effectue pendant une
heure a l'obscurité et I'on obtient un mélange pateux. Cette suspension est alors
. dialysée pendant 16 heures a 4°C contre de l'eau distillée avec un changement d'eau
apres 1:30 heure. C'est a ce moment qu'a lieu la lyse des cellules résultant en des
fragments de membranes de grandeurs variables.

Les souches bactériennes peuvent se conserver trés longtemps si on repique
les bactéries a partir des géloses déja ensemencées. Ce repiquage permet aux bactéries
de garder un milieu toujours frais et ayant tous les nutriments nécessaires a 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'a ce qu’elle
éclaircisse en la faisant agiter légerement. Cette solution est ensuite coulée dans des
plats de Petri (environ 10 plats de Petri). Les milieux se geélifient et sont conservés
dans un sac de plastique pour éviter qu'ils ne s'asséchent. Les géloses sont repiquées
environ tous les trois mois et la croissance des bactéries s'effectue dans un incubateur
(Fisher Scientific Co, modele Isotemp) a 379 C durant dix jours. Elles sont ensuite

conservées a 49 C.

2.2, Préparation de la membrane pourpre
2.21. 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 dialysat obtenu en 2.1.3 est centrifugé a 9-10 000 r.p.m
pendant 20-25 minutes. Le culot contient des débris cellulaires tandis que le
surnageant est constitué de la fraction membranaire des cellules. Ce surnageant est
alors centrifugé a 19 000 r.p.m pendant 1:30 heure. A ce moment, le culot (membrane
pourpre) est resuspendu dans de I'eau distillée et recentrifugé pendant 1:30 heure.
Cette étape est répétée deux a trois fois jusqu'd ce que le surnageant soit presque

incolore.
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222, 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 M] - 21 ml [1,3 M]). On procede ensuite & une ultracentrifugation
de 48 heures dans le rotor SB-110 de l'appareil IEC modele B-60 a 27 000 r.p.m. La
membrane pourpre sera a l'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 I'eau distillée pendant 16 heures avec un changement
d'eau afin d'éliminer le sucrose. Le dialysat est centrifugé a 19 00 r.p.m. dans
l'appareil Sorvall RC-5B pendant 1:30 heure. La membrane pourpre est alors
resuspendue dans la solution basale de sels pour la conservation (0-2 ans). Le
rendement en membrane pourpre est évalué d'aprés le spectre d'absorption en
utilisant un coefficient d'extinction (€ 560 ) de 54 000 Imol-! cm-1, tel que suggéré

par Oesterhelt et Stoeckenius (1971).

2.3. Techniques spectroscopiques
23.1. Spectroscopie infrarouge
23.1.1. Le spectrophotometre infrarouge

L'acquisition des spectres infrarouge a été faite avec un interférometre
commercial Bomem, modéle DA3.02. La source de l'appareil est conventionelle
(globar) et l'interférogramme est généré par un interférometre de Michelson
composé d'une lame séparatrice (KBr et compensateur 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 diametre sur I'échantillon. La lumiére transmise frappe un détecteur MCT
(Mercure-Cadmium-Tellure) refroidi a la température de l'azote liquide (-196°9C).
L'interférogramme recueilli est traité par un miniordinateur de la famille des PDP
(PDP 11/23 de Digital Equipment Co.) qui exécute l'opération de la transformée rapide
de Fourier a l'aide d'une unité de traitement rapide (High Speed Vector Processor

Unit de la compagnie 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 a partir de la somme de 100
interférogrammes sauf dans le cas des spectres de différence ol 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
I'intérét de I'analyse on séleclionne la région du spectre sur laquelle va s'effectuer
l'interprétation. Tous les spectres étaient enregistrés a la température de la piece et
sous vide afin d'éliminer les lraces de molécules d'eau et de CO?2 se trouvant dans
'air a I'intérieur de l'appareil. On ne prend aucun spectre avant que la pression a

I'intérieur du puits contenant I'échantillon, soit inférieur a 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 a 2 qu'on dépose avec une seringue sur
une fenétre en CaF2 fabriquée par "Harrick Scientific Corporation”, puis sous un jet
d'azote gazeux on séche cette quantité de membranes pourpres pendant 45 minutes.
Apres quoi, si I'échantillon ne va pas étre traité avec des anesthésique, il sera monté
directement sur le porte échantillon, par contre si I'échantillon sera traité par des
anesthésiques alors la [enétre sera montée dans une cellule étanche congue, dans

notre laboratoire, spécialement a cette fin.

2.3.2. Spectroscopie d'absorption
23.2.1. Spectropholométre.uIlraviolet et visible

Dans notre travail on a utilisé un spectrophotometre enregistreur
ultraviolet/visible Pye Unicam SP 8-100 muni d'un accessoire porte-échantillon pour
échantillons diffus permettant d'enregistrer les spectres sans qu'ils ne soient faussés a
cause de la lumieére diffusée par I'échantillon. Ce spectrophotometre peut couvrir un

grand intervalle de longueurs d'onde allant de 190 a 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 la méme maniére 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
I'adaptation & la lumiére des membranes pourpres, on expose la totalité des
échantillons a la lumiere blanche d'un projecteur pendant plusieurs minutes avant
de les traiter et les analyser. L'adaptation a I'obscurité se fait par entreposage des
échantillons de membranes pourpres a l'obscurité totale pas moins de quatre heures.
Les spectres UV-visible étaient pfis a la température de la piece. L'addition des
anesthésiques et des autres réactifs a différents pourcentages se fait tout simplement
par injection du produit utilisé dans des tubes contenants de la membrane pourpre,
avec une seringue (lors de l'ajout de petites quantités) ou a l'aide d'une pipette de 1
ml divisée en 100 unités. Suivant le but de I'expérience, les spectres sont enregistrés a

des intervalles de temps bien précis.

24, Fabrication de la cellule

Comme les anesthésiques avec lesquels on a travaillé étaient volatils et
comme les spectres infrarouges étaient pris sous vide, alors il nous était impossible
de prendre des spectres infrarouges de membranes pourpres traitées avec des
anesthésiques, d'ou la nécessité de construire une cellule étanche. Cette cellule s'est
avérée plus tard utile méme pour la collecte des spectres UV-visible a différents

pourcentages d'humidités Les détails en sont donnés a la figure 2.1.

2.5. Effet du pH sur I'action des anesthésiques

Ces expériences a différents pH visent & déterminer I'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
extrémes comme pH 0.3 ou pH 12 ou le pH était ajusté avec du HC] ou du NaOH
dilué. Les mesures de pH ont été faites a lI'aide d'un pH metre (Corning modele 10,
Medfield Massachusetts).

2.6. Effet de I'humidité

L'eau est source de vie, par conséquent toute vie sur terre nécessite un
environnement aqueux. C'est pourquoi les systémes biologiques sont fortement
altérés lorsqu'on change leur humidité. Dans cette perspective, on a étudié I'effet de
I'humidité des échantillons de MP sur la photochimie de la bactériorhodopsine, sur

l'efficacité de l'action des anesthésiques et enfin I'influence de la déshydratation sur
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la structure de la membrane pourpre. Il est a noter que le contréle de I'humidité a
I'intérieur de la cellule se fait par I'incorporation, en présence du film de membrane
pourpre préalablement séché avec un jet d'azote, d'une solution de sel saturée.
Avant la mesure des spectres on atltend 24 heures afin d'étre str que le film de MP est
effectivement équilibré a I'humidité désirée. Pour le choix de la solution de sel

saturée adéquate, on s'est référé a "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 I'ADNase (grade lest de Sigma Chemical Co. (St-Louis). Pour les
anesthésiques volatils, I'Halothane (nom commercial : Somnothane; 2-bromo-2-
chloro-1,1,1 trifluoroethane) est de Hoechst Canada Inc. (Montréal, Qué.) or
I'Enflurane (nom commercial : Ethrane; 2-chloro-1,1,2-trifluoroethyl difluoromethyl

éther) est de Anaquest (Pointe-Claire, Qué).
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Figure 2.1 : Cellule d'aluminium pour mesures spectroscopiques (UV-visible et
infrarouge).

1. Fenétres de CaFp

2. Joints tauriques en Viton

3. Puits central pour solution aqueuse ou anesthésiques.



CHAPITREIII

RESULTATS 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 a respecter, faute de quoi, la
membrane pourpre obtenue sera fortement contaminée par la bactériorubérine. Le
spectre d'absorption UV-visible de la membrane pourpre présente une bande
centrée a 570 nm (forme adaptée a la lumiére) caractéristique du complexe rétinal-
opsine, en plus de la bande a 280 nm, spécifique aux acides aminés aromatiques de
la protéine (Oesterhelt et Stockenius 1974). La pureté d'une préparation de
membrane pourpre peut étre évaluée par son spectre UV-visible, de méme que par
le rapport des absorbances & 280 et 570 nm (Becher et Cassim 1975). La décroissance
dans la valeur de ce rapport est indicative 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 a des longueurs d'ondes de 470 et 498 nm (Becher et Cassim).
L'absence d'épaulements a 470 et 498 nm sur le spectre de nos préparations de MP
(Fig. 3.1) obtenues selon la méthode décrite précédemment confirme la qualite de
nos échantillons. Nos rapports d'absorption varient entre 1.55 et 1.65; comparés aux
résultats mentionnés par Oesterhelt et Stoeckenius (2.0 a 2.1) et ceux donnés par
Becher et Cassim (1.5 a 2.0), ils nous permettent d'affirmer que nos préparations
sont de qualité égale ou supérieure a celle rapportée par les auteurs cités ci-haut.

Le spectre UV-visible permet aussi de déterminer la quantité obtenue
apres culture des bactéries. Sur 10 | de préparation, nos cultures ont produit entre
240 et 480 mg de membrane alors que Oesterhelt et Stoeckenius avancent, pour le
méme volume, une quantité allant de 200 a 500 mg (calcul basé sur un coefficient

d'extinction de 54 000 1 mol-1 cm-! et un poids moléculaire de 25 000 daltons).



28

1.6
]
1.2
Q
o
[—1
-
&=
S
3 0.3,
<
0.4
Q.0
300 400 Sa0 600 700

Longueur d"ande (nm)

Figure 3.1 : Spectre d'absorption de la membrane pourpre adaptée a la lumiére, Amax =

570 nm, dans un tampon phosphate & 200 mM (pH 7.5)
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3.11. 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 fenétres de CaF2 ont été utilisés.

Les films humides de membrane pourpre présentent les mémes
caractéristiques spectrales et les mémes 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 a la
lumiere, se situe a 570 nm; mais elle modifie la cinétique de sa photochimie. Dans
les films secs, le temps de photocycle de la bactériorhodopsine passe de quelques
millisecondes a plusieurs minutes. Un exemple de ce ralentissement est donné
dans la figure 3.2 ol on peut observer l'apparition de la forme Mg12 apres
illumination de I'échantillon au moyen d'un projecteur. Nous avons observé que
la quantité d'intermédiaire M412 qui pouvait ainsi étre accumulée était fonction
du degré de déshydratation du film. Par ailleurs, la figure 3.2 permet aussi
d'observer que la déshydratation d'un film n'altere pas sa capacité d'adaptation a
I'obscurité et a la lumiere. Ces résultats sont en contradiction avec ceux de
Korenstein et Hess (1977) qui, eux, prétendent que la déshydratation des films
empéche leur adaptation a la lumiere 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 a 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 cm™! et 1000-1800 cm™1, 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 a 1660 cm™! et a 1547 cm™! sont assignés aux vibrations de
I'amide I (étirement des C=0) et de l'amide Il (déformation de NH dans le plan) du
squelette polypeptidique de la bactériorhodopsine. Un troisieme pic a 3307 em1 est
assigné au mode vibrationnel de l'amide A (étirement de NH). Quant au pic a 1233
cm-1 il est attribué a I'stirement de la double liaison P=O; celui & 1065 cm-!
correspond a I'étirement du lien P-O-C et le pic & 1170 cm™! est dii a I'étirement des
liaisons C-O-C; tous ces pics peuvent étre attribués aux phospholipides contenus

dans la membrane. Dans la littérature, 'étirement du groupe carbonyle ester a
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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 a la lumiére pris avant
(1) et aprés 20 minutes d'exposition a la lumiére d'un projecteur (2). Ce dernier spectre
montre clairement la présence de l'intermédiaire M412. Les spectres 2', 2" et suivants
ont été enregistrés a intervalles de 2 minutes aprés la mesure du spectre 2. lIls
démontrent le retour de Mg12 vers le pigment meére, bR570. Le spectre en pointillé (3)
est c;:lui du méme échantillon apreés plusieurs heures d'adaptation a 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 a la disparition de

M412 en fonction du temps aprés I'irradiation.
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Figure 3.3 : Spectre infrarouge entre 1000 et 3500 cm-! d'un film sec de membrane

pou rpre.
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1738 cm”! apparait 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, 'épaulement qui apparait a 1518 cm™! peut étre attribué a la tyrosine (Bendit
1967).

Bien que les spectres IR des films secs de membrane pourpre pris a la
température ambiante présentent les mémes caractéristiques que ceux rapportés
dans la littérature, il nous a été impossible d'obtenir des spectres de différence entre
les formes adaptées a la lumiere et a I'obscurité qui soient exempts de bruit. La
raison en est simple: tous les auteurs qui ont rapporté de tels spectres ont effectué
leurs mesures a -409C, alors que les ndtres ont été effectuées a la température
ambiante (Figure 3.5). Par contre, on le devine facilement, I'humidité joue un réle
important dans la forme du spectre. Ainsi, la figure 3.6 présente des spectres de
films de MP mesurés & différents pourcentages d'humidité. A 100% d'humidité il
apparait sur le spectre une bande trés intense aux alentours de 3500 cm™!. dii a la
présence d'eau dans le film. On peut également remarquer la bande d'association
de teau (2125 cm-1). De plus, sous la bande amide | existe ta bande due a la
vibration de déformation de I'eau (2645 cm!). Dans ces conditions, on congoit
aisément que le rapport des intensités des bandes amides 1/l diminue avec le degré
d'hydratation du film. Cette caractéristique est typique de la bactériorhodopsine,
car, pour la plupart des protéines, a plus forte raison quand elles sont hydratées,
l'intensité de la bande amide | 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 .
coincident avec ceux retrouvés dans la littérature en ce qui concerne la lenteur du
photocycle sous déshydratation (Lazarev et Terpugov 1980). Le temps du photocycle
passe de quelques millisecondes a plusieurs minutes. Une déshydratation complete
(<10% d'humidité) n'empéche cependant pas l'isomérisation du rétinal 13-cis en
tout trans, contrairement a ce qui a été rapporté par Korenstein et Hess en 1977.

En spectroscopie IR, on observe, entre autre, un pic a 1660 cm-1,
caractéristique de la vibration amide I. Cette fréquence indique que la structure

secondaire de la bR est principalement formée d'hélices o. La fréquence
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Figure 3.5 : Spectres infrarouge entre 1000 et 3500 cm”1, d'un film sec de membrane
pourpre adapté a la lumiére (AL), du méme film, mais adapté a l'obscurité (AO) et
enfirr le spectre de différence entre la forme adaptée a la lumiére et celle adaptée a
I'obscuritée bR(AL)-bR(AO).
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Figure 3.6 : Spectres infrarouge entre 1000 et 3500 cm-1 de films de membrane pourpre
équilibrés a différents pourcentages d'humidité.
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d'étirement du carbonyle de I'amide des hélices de la bR est cependant 5 cm1 plus
élevée que la normale observée pour les hélices o trouvées dans la majorité des
protéines(Sandeman, 1955, et Krimm, 1962). Pour expliquer cette exception, deux
hypothéses sont possibles: la premiere est que ceci est di a la distorsion des hélices,
vu qu'elles forment un angle de 269 (Rothschild et Clark 1979) par rapport au plan
de la membrane, la deuxieme réfere a la présence possible de structure autre que
I'hélice o tel que le feuillet B (Jap et al., 1983; Lee et a.,1 1987). Quant aux intensités
relatives des bandes amides | et I, leur rapport apparemment anormal s'explique si
on considere que les fragments de membrane pourpre sont orientés a plat dans les
films, disposant ainsi les hélices perpendiculairement au plan de la fenétre(Simon
et al 1978., Heyn et al,, 1977). L'intensité d'absorption de la vibration de I'étirement
du carbonyle dépend de l'angle relatif entre son moment de transition et la
direction du champ électrique (le maximum d'absorption se produit a 09, le
minimum d'absorplion @ 90°0). 1l esl connu, & parlir des études d'absorption
polarisée sur des peptides que la direction du moment de transition pour le mode
amide | est souvent parallele d la liaison du carbonyle (Tsuboi. 1962; Sandeman
1955). La vibration de l'amide Il esl dominée par la déformation dans le plan N-H,
qui fait un angle de 720-78¢ avec la liaison carbonyle. Dans le cas d'une hélice a, on
peut facilement imaginer, & parlir de sa structure, que le maximum des absorptions
d'étirement de C=0O el N-H se produit lorsque la lumiere est polarisée
parallelement a lI'axe de I'hélice o. Par conlre, le mode de déformation de N-H
absorbe au maximum lorsque le vecteur électrique est orienté perpendiculairement
a I'axe de I'hélice o. Ainsi, comme nos mesures sont faites avec une lumiere non
polarisée, il n'est que normal d'y observer une bande amide II d'intensité
relativement élevée, puisque les hélices sont paralleles a I'axe de propagation de la
lumieére.

Enfin, pour ce qui est des spectres de différence entre la bR(AL) et la
bR(AQ). il faut rappeler que nous n‘avons pu reproduire les spectres retrouvés
dans la littérature. Cependant, ‘]n'nmjorité des auteurs exécutent leurs spectres de
différence a des températures tres basses, selon eux, pour diminuer la pression de
vapeur d'eau dans les films. Certains chercheurs mesurerent la différence a -196°C
(Rothshild et al, 1982), d'aulres a -239C (Bagley et al,, 1982). 1l se peut que la

différence entre les formes adaptées d la lumiere et a 'obscurité soit modulée par
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les basses températures, ou bien a ces températures, qu'on voit une différence autre

que celle qu'on croit observer.

3.2. Réactivité de la membrane pourpre face aux anesthésiques
3.2.1 Membrane pourpre en suspension aqueuse

En 1985, Nishimura et al. démontrent, pour la premiere fois, que sous
I'action d'anesthésiques volalils tels que I'Halothane ou I'Enflurane, la bR57(
adaptée a la lumiére voit son maximum d'absorption glisser vers 480 nm, avec un
point isobeste aux alentours de 510 nm. Cependant, un exces d'halothane (16 mM)
fait disparaitre le pigment a 480 nm en faveur d'une nouvelle forme & 380 nm. Les
anesthésiques interagissenl prélérentiellement avec la forme adaptée a la lumiere

tel qu'on peutl le voir sur la figure 3.8 (FHenry et al. 1988).

3.2.2, Membrane pourpre en film
3.2.2.1. Effet de I'humidité

Le comportement des (ilms de MP face aux anesthésiques est semblable a
celui observé en solution aqueuse lorsque les films sont complétement hydratés
(100% d’humidité) mais, un film sec de MP ne réagit pas avec I'Enflurane méme
aprés 36 heures d'incubation (Fig 3.9) alors qu'un film complétement humide
commence a réagir avec I'Enflurane apres seulement 4 minutes d'incubation. Dans
ces conditions, apres 25 minutes, la transformation de la bR570 en bR4gQ est
presque totale et ainsi, un équilibre s'élablit entre les deux formes de la bR. Les
films secs (<10% d'humidité) de MP sont inertes face aux traitements par les
anesthésiques volalils. La réactivité des films dépend donc de leur humidité. C'est
a 56% d'humidité qu'ils commengent a réagir avec les anesthésiques (Enflurane)
en formant la bR4g. 1l est raisonnable de croire que I'hydratation des films joue le
role d'une barriere physique pour les anesthésiques et que l'eau peut étre un

intermédiaire ou un catalyseur entre l'anesthésique et la membrane pourpre.

3.2.3. Spectres infrarouge des formes 570, 480 et 380 de la membrane pourpre
L'absence de réaction de la bR dans des (ilims secs nous oblige a mesurer
les spectres IR de la bR dans des (ilms équilibrés avec une atmosphere a 56%

d'humidité afin de comparer les modifications du spectre vibrationnel du pigment
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Figure 3.8 : Spectres d'absorption de 6.9 uM de bactériorhodopsine suspendue dans un
tampon Tris-HCI, 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'a une concentration finale de 1.0% (v/v) (spectre 9 pour I'Enflurane et spectre 11
pour I'Halothane).
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Figure 3.9 : Spectres représentant I'effet de 'Enflurane sur des films sec et humide de
membrane pourpre. Le premier spectre correspond a celui d'un film sec de membrane
pourpre traité pendant 36 heures avec de I'Enflurane. La série de spectres du bas est
celle d'un film humide (1) traité par I'Enflurane pendant 4, 8, 12, 16, 20, 25 et 28

minutes (spectres 2 a 8), respectivement.
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avec celles de son spectre électronique quand ce dernier est transformé sous la
forme absorbant & 480 ou 380 nm.

La formation de la-bR4gp sous l'action d'anesthésique (Enflurane) & 56%
d'’humidité, ne présente pas de grands changements au niveau spectre infrarouge
de I'échantillon. Les changements qui accompagnent la génération de la bR4gg sont
subtils ou bien l'utilisation des spectres absolus infrarouge n'est pas adéquate pour
I'étude de ce genre de phénomene. Alors on a généré la forme 380 (sous l'action de
I'halothane), qui est considérée comme une forme dénaturée, puis on a comparé
ces deux pigments (380 et 480) avec la forme native adaptée a la lumiere bR57( (Fig.
3.10). L'allure générale des trois spectres est identique, sauf que les intensités
relatives des bandes amide | et Il changent en fonction de la forme du pigment.
Sous le méme pourcentage d'humidité du film (56% humidité) et allant de la

forme 570 vers 380, le rapport amide I/Il augmente de 1:1 a 1:1.6.

3.2.4. Comparaison de la forme 380 nm de la bR avec le pigment dénaturé
L'apparition d'une bande a 380 nm lors du traitement des membranes
pourpre avec de I'Halothane pourrait étre associée a la dénaturation de la
bactériorhodopsine car cette longueur d'onde d'absorption maximale est prés de
celle d'un rétinal qui aurait perdu ses interactions avec la protéine. Dans ce
contexte, il devient pertinent de comparer les spectres IR de bR3g(Q 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 a partir de suspensions aqueuses de membrane
pourpre préalablement incubée pour des périodes de temps variables a 90 °C.

L'analyse des spectres infrarouge s'est faite sur une plage de fréquences
allant de 1480 cm™! a 1730 cm™l. Les spectres de la figure 3.11 présentent
respectivement de haut en bas, la MP aprés 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 [ et II et le
déplacement progressif du pic de I'amide I de 1660 a 1632 cm~1. Cette position est
caractéristique de la présence de feuillet B. La quantité de la forme [ augmente avec

le temps de traitement si on se fie & I'augmentation de lintensite du pic a
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Figure 3.10 : Spectres infrarouge entre 1000 et 3500 cm-1 de films équilibrés a 56%
d’humidité. Le premier spectre représente une membrane pourpre native adaptée a la
lumiére bR57(), le second correspond au pigment bRqgQ généré par I'Enflurane et le

dernier correspond au pigment bR3gg généré par I'Halothane. Dans ces spectres le

rapport des intensités des bandes amides I/11 passe de 1 4 1.06 puis finalement a 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

membrane pourpre aprés une incubation de 15, 30, 60, 120, 225 et 260 minutes a 90 oC.
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1632 cm™!. L'épaulement a 1518 cm-1, attribué a la tyrosine est plus prononcé dans
ce cas ci, peut-étre que cela est da a la libre vibration de cette derniére dans I'état
bR3g.

3.2.4.2. Dénaturation de la membrane pourpre par des solvants organiques

Toujours a des fins de comparaison, nous avons mesuré les spectres IR de
films préparés a partir de membrane absorbant a 380 nm, obtenues par traitement
des membranes pourpres avec différents solvants.

Les résultats de ces dénaturations sont présentés sur la figure 3.12. Par
comparaison avec la bR380 obtenue en présence d'Halothane, la dénaturation par
l'acétone ne génere aucun glissement ni aucun pic nouveau et présente le méme
rapport d'intensité des bandes amide I/1l. La dénaturation par une base forte,
NaOH, ainsi que par I'éther font apparaitre le pic a 1632 cm™!, attribué a la présence
de feuillets B, également observé lors de la dénaturation thermique. Lors d'une
dénaturation par un mélange chloroforme/méthanol, on obtient un pigment
incolore. Le spectre IR de la protéine membranaire dans ce cas subit des
changements importants. La disparition du pic 4 1660 cm™! est totale et peut étre
interprétée comme une perte de la structure secondaire de I'opsine qui était
majoritairement hélicoidale. L'élargissement du pic a 1547 cm™! ainsi que son
glissement vers 1526 cm™!, avec l'apparition de deux nouveau pics I'un & 1653 et
l'autre & 1693 cm1, 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 génére trois types de spectres infrarouge: i) ceux ou
on n'observe qu'une augmentation du rapport des intensités des bandes amide /1],
c'est le cas de I'échantillon traité par l'acétone, ii) ceux ou on distingue nettement
I'apparition d'une bande a 1632 cm!, caractéristique de la structure B, c'est le cas
des échantillons traités au NaOH ou a Il'ether, et enfin iii) ceux ol les bandes
amides [ et 11 3 1627 et 1526 cm~! laissent croire & 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 B en font foi. Néanmoins, cette structure modifiée ne



51

Figure 3.12 : Spectres infrarouge entre 1480 et 1730 cm™! de films de membrane pourpre
apres traitement avec différents solvants organiques. De haut en bas, les spectres
correspondent aux films obtenus a partir de membranes pourpres traitées par 44.5%
d'acétone, 1.0% d'Halothane, 1M NaOH, 30% d'éther et 50% d'un mélange

chloroforme-méthanol (7:2).
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correspond pas obligatoirement 4 une dénaturation au sens irréversible du
phénomeéne. Au cours de la réalisation de ce travail, nous avons observé de fagon
tout a fait fortuite que la formation de la bR380 par addition d'acétone aux
membranes pourpres était reversible. En effet des films de bR3gg préparés & partir
de tels échantillons avaient retrouvé leur coloration pourpre aprés avoir été laissés
a l'air libre pour la nuit. En tentant de reproduire ce phénoméne, 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 étre régénérée
lors de I'évaporation de l'acétone. Ainsi, un traitement de 30 minutes en présence
de 37.5% (v/v) d'acétone permettait d'obtenir des films de bR380 complétement
régénérables en bR57( apreés eévaporation d'acétone tandis que la génération de
bR3gp en présence de 44% d'acétone était irréversible. On est donc en présence de
formes reversibles et non-réversibles de bR3gp. La figure 3.13 donne les spectres
infrarouge des formes réversible et irréversible de la bR3g0. Tel que prévuy, la forme
irréversible et caractérisée par la présence d'un épaulement a 1632 cm-1 (feuillet B)
tandis que la forme réversible montre un spectre qui ne peut étre distingué de la
forme bR38B0 générée par I'Halothane. Il est opportun ici de signaler que la
régénération de bR57p & partir de bR3g() se traduit, dans le spectre infrarouge par un
rétablissement du rapport des intensités des bandes amide 1/11 et I'atténuation de
I'épaulement a 1518 cm™ 1.

3.2.5. Discussion

Une certaine hydratation est nécessaire a l'action des anesthésiques en
dépit du fait que les films secs retiennent leur activité photochimique et leur
propriété d'adaptation a la lumiére et & l'obscurité (contrairement aux données
retrouvées dans la littérature). Les molécules d'eau nécessaires pour l'interaction
effective MP/anesthésique peuvent étre des intermédiaires de ce mécanisme ou
des catalyseurs. Ces expériences effectuées jusqu'a présent sont insuffisantes pour
attribuer aux molécules d'eau leur rdle exacte au sein du phénomeéne permettant la
formation du pigment bR4gg lors du traitement de la MP par les anesthésiques
volatils, tel que I'Enflurane ou I'Halothane.

Le caractére inhabituel résidant dans la variation des intensités relatives
des bandes amide I et Il de la bactériorhodopsine est spécifique a cette derniére. Le

gain d'intensité du pic de I'amide Il relativement a celle de 'amide I, est interpréte
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Figure 3.13 : Spectres infrarouge entre 1480 et 1730 cm-1 de films obtenus apreés
traitement de la membrane pourpre avec l'acétone. De haut en bas, les deux premiers
spectres correspondent a une membrane pourpre traitée avec 44.5% d'acétone (bR380);
le premier a été obtenu au début et le deuxiéme apres 30 minutes de traitement. Le
troisieme est celui de membranes traitées 30 minutes dans 37.5% d'acétone. Le
quatrieme correspond a la forme bR57( régénérée apres évaporation de l'acétone de

I'échantillon précédent.
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comme étant dG a l'orientation des hélices de la protéine. Les hélices o tendent &
former un angle droit par rapport au plan de la fenétre IR. Le phénomene observé
sur les spectres IR du pigment bR4gp formé sous l'action d'anesthésique
(Enflurane) donne lieu a la méme interprétation. Les hélices perdent leur
orientation initiale dans la membrane pourpre native qui était de 26° par rapport
au plan de la membrane, pour s'incliner d'avantage en direction du plan de la
fenétre IR.

La formation du pigment bR3g(p s'accompagne d'une augmentation accrue
du rapport des intensités amide 1/1l. Ce comportement observé sur les spectres IR
de la bR3g( est interprété par un effondrement accru des hélices a. Le pigment
bR3gp présente deux formes distincles, une forme réversible, c'est a dire qui
régénere la forme native de la protéine, et une autre non réversible; ces deux
formes sont notées respectivement bR380rev et bR380nonrev- Le facteur
déterminant le caractére de réversibilité réside dans la présence ou non de feuillet B
dans le pigment bR380. La DR380nonrev a perdu une partie de sa structure
hélicoidale en faveur du feuillet 3, caractérisé sur son spectre IR par la présence
d'un pica 1632 el La DR38Oey quant a elle a gardé toute sa structure hélicoidale.
On pense que la régénération de la forme native est probablement effectuée sous
l'action de la seule force hydrophobe du milieu.

Comme l'acétone peut générer la bR3gp avec possibilité de réversibilité en
un pigment absorbant a 570 nm, il serait logique d'étudier d'une fagon complete

I'effet de l'acétone sur la membrane 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, el plus particulierement 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
bR48( sous l'action de I'acétone n'a pas été rapportée auparavant.

Pour les spectres UV-visible pris instantanément, on peut voir qu'entre 0
et 9.1% (v/v) d'acétone le maximum d'absorption ne varie pas, par contre,

I'absorbance varie en subissanl un glissement hypochromique plus important que
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celui qu'on pourrait attribuer a la dilution de la préparation par l'acétone. Ce n'est
qu'a partir de 16.7%(v/v) qu'apparait un nouveau pic sur le spectre UV-visible
ayant un maximum d'absorption a 480 nm. A 23.1 et 28.6% la bR57( disparait
complétement en faveur de la forme rouge bRqgp. En vue d'étudier la stabilité de
la forme bR4g8( ainsi générée, on a suivi I'évolution des spectres en fonction du
temps et a différents pourcentages d'acétone.

Apres incubation de 30 minutes, on remarque qu'a 33.4, 37.5, et 41.2 %
(v/v) d'acétone, les spectres présentent un nouveau pic a 380 nm qui est attribué
dans la littérature (Nishimura et al 1985; Brouillete et al 1987) & la dénaturation de
la protéine ou au rétinal libre da a I'hydrolyse de la base de Schiff, avec la complete
disparition du pigment bR4gp (Fig. 3.14). Cette forme bR38( est aussi observée lors-
qu'on traite la bR native par une grande concentration d'Halothane (Lee et al 1991).

Apres incubation de 90 minutes, en laissant les tubes renfermant le
mélange membrane pourpre-acétone a l'air libre, on remarque qu'aux
pourcentages 9.1, 16.7, 23.1, et 28.6 % d'acétone, le phénomene de réversibilité est
déja entamé, ceci est vérifié sur les spectres UV-visible par le début d'une
disparition du pigment bR4g( en faveur de la forme native bR57(.

Apres 24 heures, une cerlaine quantité d'acétone s'évapore et la
réversibilité est complete méme pour des concentrations élevées d'acétone (37.5 et
41.2%; il faut noter ici que la réversibilité apres un traitement a 41.2% n'est
observable que deux fois sur trois); la membrane pourpre retrouve son maximum
d'absorption a 570 nm et retrouve aussi sa propriété d'adaptation a la lumiere et a
I'obscurité.

La réversibilité du phénomene est aussi observée lorsqu'on dilue la bR3gp
avec de l'eau. La réversibilité a ce niveau est lente et la bR570 n'est régénérée
compléetement qu'apres 17 heures (Fig. 3.15). Il est intéressant de noter qu'au cours
de la régénération de la bR57¢ lors de la dilution de la bR38¢, la forie bR4g( est
formée en quantité significative et de fagon transitoire. Lee et al. en 1991 ont
observé cette réversibilité lorsque la forme bR3g( est générée par un exces
d'Halothane, néanmoins dans leur étude la régénération est partielle et dépend du
temps que le pigment a passé sous la forme 380 nm.

Le méthanol est le plus simple des alcools. Son action sur la membrane
pourpre se compare a celle de l'acétone. L'addition de méthanol aux membranes

fait décroitre l'intensité du pic d'absorption a 570 nm par un facteur qui dépasse le
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Figure 3.14 : Effet de l'acétone sur la membrane pourpre. Les spectres 1 4 7, ont été
mesurés aprés 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 (100 mM), a
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 a est celui de membranes pourpres dans un tampon phosphate (100
mM) & pH=8.0 contenant 37.5% d'acétone, condition utilisée pour générer la forme
bR380. Le spectre b est obtenu immédiatement apres dilution 2 fois avéc de I'eau. Les
spectres ¢, d et f, montrant la régénération progressive de bR570, ont été obtenus

respectivement 30 minutes, 90 minutes et 17 heures apres 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 a 570 nm se fait par un gain dans la lar-
geur de la bande. A partir de 47.4%, on observe I'établissement d'un équilibre entre
les deux formes de bactériorhodopsine : bR57( et bR4g8(. La dilution du pigment
rouge formé précédemment, permet la récupération instantanée de la bR57(.

L'action de 1'éthanol sur la membrane pourpre est plus prononcée que
celle du méthanol. La formation de la bR48(Q sous l'effet de I'éthanol, débute a
partir de 16.7%, mais pour déplacer complétement I'équilibre du coté de la forme
rouge, on utilise 33.4% d'éthanol. La réversibilité de la forme bR4g8(Q en bR57( 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 a pH=8 (tampon phosphate) donne également la forme bR4g80. Pour le 1-
butanol, il a suffit de 2.9% pour générer la bR4g8( et établir un équilibre entre elle et
la bR570.

Tous les pigments rouges geénérés par les cétones ou les alcools a pH=8
sont stables. [l faut noter aussi qu'en comparant la quantité d'alcool utilisée pour
traiter la membrane pourpre, on se rend compte que plus la chaine hydrocarbonée
de l'alcool est longue moindre est la quantité necéssaire pour former le pigment
bR4g8(. Cette constatation mérite un intérét particulier vu que lorsque la chaine
carbonée de l'alcool augmente, I'importance du groupement hydroxyle -OH décroit
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 Reégle de Meyer-Overton

Le fait que l'acétone et les alcools produisent des effets comparables a celui
de I'Enflurane ou de I'Halothane permet de vérifier si le déplacement spectral qui
se produit lors de l'ajout d'anesthésiques aux membranes pourpres est un
phénomene qui obéit a la regle de Meyer-Overton.

La régle de Meyer-Overton établit une corrélation directe entre la
solubilité d'un anesthésique dans les lipides et son potentiel anesthésiant.

L'hypothese, issue de cette reégle, veut que le site d'action des anesthésiques soit la
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Figure 3.16: Conversion de la bR570 en bR4gg suivant l'addition progressive d éthanol
a pH 8 (tampon Tris-Cl 10 mM). La vignette montre le spectre d'absorption de la

membrane pourpre avant (—) et aprés l'ajout de 23 (-+-+) et 37,5% (---+) d'éthanol

(v/v).
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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
I'interaction membrane-anesthésique est la méme 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'aprés le rapport solvant : bactériorhodopsine nécessaire
pour transformer la moitié de la bR570 en bR4go et la solubilité dans les
membranes est exprimée d'apres 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 l'équilibre bR579p bR4g0 produit par I'action des anesthésiques et des
solvants respecte la regle de Meyer-Overton c'est a 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 I'Halothane se trouve étre le plus puissant. Ainsi, dans la série que nous
avons ulilisée, le résultat démontre que le franchissement de la barriére
tampon/membrane est une étape déterminante du mécanisme par lequel
I'équilibre bR570/bR480 est généré. De plus, le respect de la régle de Meyer-Overton
confirme la pertinence de la membrane pourpre comme modéle expérimental de
I'étude du mécanisme d'action des anestheésiques.

3.33. Effet du pH

Nous savons depuis peu que la formation de bR4gp et bR3gp en présence
d'anesthésiques comme I'Enflurane ou I'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
méme maniere que les anesthésiques, il est prévisible que leur action dépende
également du pH. Cest pourquoi nous avons testé 'effet de I'acétone, de certains

alcools et alcanes sur le spectre des membranes pourpres a 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 forme le pigment rouge bRggp (voir 3.3.1.)

A pH=4, dans un tampon acétate a 100mM, le pigment bR4g0 n’'est pas du

tout stable, il ne se forme que de fagon transitoire et donne naissance a la forme
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irréversible de bR3gp. A 16.7% (v/v) d'acétone, sur les spectres UV-visible pris
instantanément, l'intensité du pic a 570 nm décroit de fagon importante en faisant
apparaitre un épaulement aux alentours de 480 nm; a 28.6% d'acétone ce pic
commence a glisser vers 380 nm. Apres 30 minutes d'incubation et a partir de
23.1% d'acétone le pic est a 380 nm. Aprés 90 minutes de traitement le phénomeéne
de réversibilité de bR3gp en bR4g() n'est pas observé, contrairement a ce qui a été
observe a pH=8 a des concentrations comparables d'acétone.

Aux pH inférieurs a 4, la membrane pourpre native perd graduellement
sa coloration distinctive au profit de l'apparition d'un nouveau pigment bleu
absorbant a 605 nm (Mowery et al 1979). Ce changement de coloration est
attribuable au déplacement d'un ion divalent (Cat+ ou Mg*+) fixé dans la
bactériorhodopsine par des protons (Jonas et Ebrey., 1991). Sous cette forme, les
membranes "bleues” s'agregent facilement et rendent difficile I'étude de l'effet des
solvants sur ses propriétés spectrales. Toutefois, & des pH tres 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 bR48( sous l'action de l'acétone. Entre 9.1 et 16.7% d’acétone, l'intensite
du maximum d'absorption a 570 diminue. A 23.1% d’acétone, il apparait sur le
spectre UV-visible un épaulement aux alentours de 450 nm; cet épaulement prend
l'allure d'un pic distinct a 28.6% d'acétone; ce pigment est noté bR4gg acide. Ce
nouveau pigment rouge acide est stable et persiste méme apres plusieurs heures
d'incubation (Fig. 3.18).

3.4.3.2. Effet du pH sur 'action des alcools

Comme dans le cas de l'acétone, a pH=8, tous les alcools utilisés pour
traiter la membrane pourpre génerent le pigment rouge bR4g0 (voir 3.3.1.).

Tous les alcools utilisés (méthanol, éthanol, propanol et butanol) a pH=4
génerent un pigment bR48( (comme dans le cas de I'acétone); ce pigment n'est pas
stable et disparait rapidement pour former la bR38(. La réversibilité de bR3g( en

bR57(0 est impossible a ce pH méme apres plusieurs jours d'attente.
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3.4.4. Effet du pH sur I'action des alcanes
3.4.4.1. TPourquoi les alcanes

Le choix de I'étude de l'effet des alcanes ( particuliéerement I'hexane) sur la
membrane pourpre, a été stimulé par deux facteurs: Premierement, Tadayoshi et al.
(1990), avancent I'hypothese que l'effet anesthésiant de I'Halothane (et par
extension, tous les anesthésiques) est da a la neutralisation des charges de la surface
membranaire, par ce dernier. Le cas échéant les alcanes devraient se comporter
différemment des anesthésiques. Deuxiémement, l'augmentation simultanée du
potentiel anesthésiant avec la longueur de la chaine carbonée des alcools laisse
croire que ces derniers interagissent avec la protéine par leur partie hydrophobe.
Dans ce cas, contrairement a la possibilité évoquée ci-haut, on s'attend a ce que les
alcanes se comportent de fagon comparable aux autres solvants. Par ailleurs,
I'insolubilité des alcanes dans l'eau et leur volatilité nous empéchent 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-apres, il est possible
d'incorporer suffisamment d'un alcane dans la membrane pourpre pour étudier

l'effet du pH sur cette incorporation.

3.4.4.2. EffetdupH

D'une fagon générale, I'ajout d'approximativement 2% (v/v) d'hexane
aux membranes pourpres génere la bR4g0. A différents pH, allant de 5.5 2 10 et
avec la méme quantité d'hexane, I'équilibre existant entre la bR57( et la bR4g80 se
déplace. Allant vers des pH de plus en plus alcalins, la quantité de bR native
diminue, par contre celle de la bRqg8p augmente (Fig. 3.19). Ce phénoméne est lui
aussi réversible, aprés dilution de la suspension de membrane pourpre ou
évaporation de I'hexane par exposition a l'air.

Du coté acide, a partir de pH=4, l'ajout d'hexane, déplace le maximum
d'absorption de la suspension de membrane pourpre a 590 nm, a pH=3.5 le
maximum est a 605 nm. Ce phénomene est lentement réversible si on laisse
évaporer I'hexane et aprés 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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Amax du nouveau pigment bR480 ni sur la concentration relative de ce dernier,
contrairement aux alcools el a l'acétone qui, en fonction de la concentration
finissent par générer le pigment jaune bR380.

Il est a noter aussi que 'octane, le pentane et le cyclohexane reproduisent
les mémes phénomenes que ceux observés avec I'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 avec les canaux sodiques était mise en évidence en 1984 par
Elliot et al. Ces produits ne bloquent pas le canal mais leurs effets se manifestent
par une légere altération de la conductance ionique. Pour la membrane pourpre
l'action des eslers est nulle du moins pour l'esler que nous avons testé dans notre
laboratoire soil l'acétate d'éthyle.

Cependant, nos résullals montrent, pour la premiere fois, la formation de

la bR48( sous l'action de l'acétone. A des pourcentages bien définis -qui sont
considérables- les cétones et en particulier I'acétone ne dénaturent pas la
bactériorhodopsine. L'ulilisation de grandes quantités de cétone sans dénaturer la
protéine prouve bien que la bactériorhodopsine est une protéine membranaire tres
stable. La régénération spontanée ou apres dilution de la bactériorhodopsine native
a partir de la forme 380 prouve -contrairement a 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'esl pas hydrolysée.

Comparé aux anesthésiques volatils, I'acélone réagit rapidement avec la
membrane pourpre pour former le pigment rouge. Par exemple, pour I'Enflurane
il faut 15 minutes pour qu'un équilibre puisse s'établir entre les deux formes de
membrane pourpre, la bR57( et la bRqgp (Henry et al,. 1988), pourtant, il suffit a
I'acétone de quelques secondes pour transformer complétement la bR570 en bR480.
Cette propriété de conversion compléte de la bactériorhodopsine native en bR480
sous l'effet de l'acétone pourrait étre exploitée pour étudier la conformation de
cette derniere sans avoir des quantilés résiduelles de la forme native a 570 nm qui

risquent de compliquer le spectre ainsi que son interprétation.
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Il existe une gamme dalcools (méthanol, éthanol, propanol et buthanol)
qui permettent aussi la formation de la bR480. En comparant la quantité d'alcool
utilisée pour générer le pigment rouge, on se rend compte que plus la chaine
hydrocarbonée de l'alcool est longue, moins grande est la quantité nécessaire pour
former la bR4gp. Cette conslalation meérite un intérét particulier. Lorsque la chaine
carbonée des alcools augmente, l'importance du groupement -OH décroit et la
constante diélectrique approche la valeur de 2 qui est celle des alcanes (Andrew et
Heathcock, 1985). A notre connaissance, la génération de la bR4g( par l'action des
alcools n'a pas été rapportée auparavant. Cependant, l'action des alcools utilisés
comme des anesthésiques sur des cellules nerveuses était connue depuis plusieurs
décennies. En effet, le potentiel anesthésiant des n-alcools croit graduellement du
méthanol au dodécanol, mais le tridécanol n'a qu'un faible potentiel anesthésiant,
alors que le tetradécanol n'en a aucun (Meyer et Hemmi, 1935; Pringle et al.,, 1981).
En plus de leur chaine carbonee, les alcools possedent le groupement OH qui, dans
plusieurs cas, est engagé dans des liaisons hydrogéne avec des groupements OH
appartenant & d'autres molécules d'alcool (aulo-association) ou bien avec des
accepteurs de protons. Dans les membranes biologiques, les accepteurs de protons
peuvent étre des molécules d'eau, des groupements phosphate ou ester; sur les
protéines, le choix esl varié, on lrouve en plus des amides, des groupements
carbonyles,...etc.

La question qui se pose est: Comment les alcools réagissent-t-ils avec la
MP? Par leur groupe OH, par leur chaine carbonée ou bien les deux ? Cette question
est aussi valable pour les célones.

Tout d'abord, il faut mentionner qu'on rapporte ici pour la premiere fois,
la formation de la bR4qgp, sous l'eflel des alcanes el en particulier de I'hexane.
Cependant, on connait depuis fort longlemps le caractére anesthésiant des alcanes
sur les cellules nerveuses (Seeman, 1972; Boggs el al, 1976; Lee 1976). Les alcanes
possédent une propriété semblable & celle des alcools cités au début. Leur potentiel
anesthésiant augmente avec la longueur de la chaine carboné, mais ce caractéere
anesthésiant sera perdu pour les alcanes supérieurs (Mullins,, 1971 et ses
références); ce phénomene esl perceplible & partir du nonadécane. Comme pour les
alcools, ce phénomene est appelé "cut-off". On peut imaginer que ce phénoméne
de cut-off existe également dans nolre cas puisque le pentadécane s'est avéré sans

effet sur la membrane pourpre,
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Les anesthésiques halogénés tels que I'Halothane ou I'Enflurane forment
le pigment rouge bR480. Il en est de méme pour I'acétone, les alcools (méthanol,
éthanol, propanol et butanol), le benzéne et d'autres solvants (ethyl butyrate et
cyclohexanone). Tous ces produits ont des structures et des fonctions chimiques
trés différentes les unes des autres; c'est pourquoi il est trés 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 a une cerlaine spécificité du site d'action des
anesthésiques, contrairement a ce qui a été proposé par certains auteurs (Moss et al,,
1991, et ses références), pour d'autres systemes biologiques.

Les alcanes en réagissant avec la membrane pourpre ne peuvent former ni
des liaisons covalentes, ni des liaisons hydrogene avec la protéine ou les lipides de
la membrane pourpre. En plus, les interactions des anesthésiques et des solvants
avec la membrane pourpre vérifient la régle de Meyer-Overton; alors, on peut
conclure que le site d'action des anesthésiques el des solvants est de nature
hydrophobe. Cependant, on peut attribuer ce site a une poche hydrophobe se
trouvant a l'inlérieur de la protéine dans la mesure ol on peut démontrer
I'existence d'une telle poche dans la bactériorhodopsine, faute de quoi, la seule
cible logique restante est la bicouche lipidique.

La vérification sur la membrane pourpre de certains phénomeénes reliés
aux anesthésiques et observés sur les cellules nerveuses confirme bien que la
membrane pourpre est un bon modele biologique pour I'étude de I'action biolo-
gique des anesthésiques. La détermination du site d'action des anesthésiques et des
solvants ainsi que la détermination de sa nature ne nous renseignent pas sur le
mécanisme par lequel ces agents 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 part, et dans la bactériorhodopsine purifiée, d'autre part, peu-
vent apporter des éléments supplémentaires pour la compréhension du
mécanisme général relié a l'interaction anesthésiques (solvants)/membranes
pourpres. '

Dans les membranes pourpres, il existe un équilibre acido-basique entre
quatres formes spectrales de bactériorhodopsine. A pH supérieur a 12, le pigment
initialement pourpre absorbant & 570 nm est titré en une forme rouge absorbant a

460 nm et ayant un chromophore déprotoné. Ce dernier pigment peut étre
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transformé en bR3g8(, si le pH de la suspension est augmenté encore plus. La
réversibilité de la formation de ce pigment bR3g80 dépend étroitement du temps
que ce dernier a passé sous cetle forme (Druckmann et al., 1982). Aux pH faibles, les
membranes pourpres se transforment en une forme bleue (Amax=605 nm). Le pKa
de cette réaction est de 2.8 (Qesterhelt et Stoeckenius, 1971). Récemment, on a
suggéré que ce glissement vers des grandes longueurs d'ondes est da au
déplacement, par les protons, d'un cation divalent se trouvant dans la cavité du
rélinal de la bactériorhodopsine (Jonas et Ebrey., 1991). Aux pH trés 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 di a une
réorganisation des charges autour du rétinal.

La bactériorhodopsine délipidée puis solubilisée dans des micelles de
détergents appropriés présente elle aussi un équilibre acido-basique entre
différentes formes spectrales comparables a celles observées dans les membranes
pourpres natives. Dans le cas de la bactériorhodopsine délipidée, la forme pourpre
(Amax=540 nm) existe en équilibre acide-base avec la forme bR4g8(. 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
bR540 et bR480 contiennent une base de Schiff protonée (Pande et al., 1989a). Tout
comme dans le cas des membranes pourpres, la forme bR480 du pigment purifié
peut &tre titrée en bR3g8) mais a un pH inférieur (pKy=10). Par ailleurs, la forme
bleue de la bnctériorhodopsiné purifiée (bR59() est observable dés pH<4.

En présence d’'anesthésiques ou de solvants, la membrane pourpre
ressemble a la bactériorhodopsine délipidée au sens ou le chromophore garde des
propriétés d'indicateur de pH comparables. L'équilibre entre bR570 et bR480
apparait prés du pH neutre dans tous les cas. L'équilibre entre bR4g80 et bR380
apparait entre pH=8 et 10 dans tous les cas a l'exception du traitement de la
membrane par [|'Halothane ou I'hexane. Comme dans le cas de la
bactériorhodopsine purifiée, la forme bleue apparait a des pH plus éleves 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 apparaitre le pigment bR3g0.
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La figure 3.20 résume l'ensemble des observations relatives a I'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, 1'équilibre entre les quatre
formes bleue (bRg05), pourpre (bR570 ou bR54(0), rouge (bR480) et jaune (bR380)
peut étre associé a une courbe de titrage. Ainsi, a priori, on pourrait imaginer que
les quatre formes spectrales du pigment correspondent a quatre états différents de
protonation du chromophore ou de son environnement et que la position des
différentes courbes de titrage (i.e. leur pKy apparent) sur I'échelle des pH soit
déplacée en réponse a la perturbalion de la membrane par la solubilisation dans des
détergents ou par addition de solvants (ou d'anesthésique).

Par ailleurs, il est probablement opporlun 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 al., (1980), Harbison et al.,
(1985), Spudich al., (1986), Rodman et al.,, (1986) et Lugtenburg et al., (1986) qui sont :
i) La présence d'un dipdle au voisinage du noyau B-ionone du rétinal et ii) la
distance entre la charge posilive de la base de Schiff et son contre-ion.

Or, si on estime que la base de Schiff est protonée, il est normal de croire
que le chromophore est dans un environnement hydrophobe, c'est a dire de
constante diélectrique faible (Honig et al., 1979). Cependant, Warshel en 1981 puis
Warshel et Barboy en 1982 onl démontré que la paire d'ions C=NH*....COO" ne
peut étre stable dans des environnementls a constante diélectrique faible. Ces ions
vont se convertir en C=NH...COOH, comme c'est le cas des acides aminés
zwitterioniques dans des solvanls non polaires. Aussi, les travaux en infrarouge de
Merz et Zundel en 1981 el Zundel et Merz en 1984 démontrent que sous des
conditions neulres, les acides présents dans le pigment ne peuvent protoner la base
de Schiff. La paire d'ions a donc besoin pour sa stabilité de groupes polaires. La
stabilité peut étre obtenue de plusieurs maniéres (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 quatre (1) sont présentes dans la cavité du chromophore, méme si la
membrane pourpre est déshydratée a 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 base 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 % (p/v) de lauryl sucrose.
Entre les pH 2 et 11, le Amax du pigment varie de 590 nm a 540, a 480 et finalement a

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/v) d'Halothane (cercles
ouverts) et avec 1 % (v/v) d'Enflurane (cercles fermés). Avec I'Halothane, le Amax
varie de 380 a 480 entre les pH 5 et 6 et il reste a cette longueur d'onde méme si le pH
dépasse 12. Avec I'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 bR48( et enfin aux pH
supérieurs a 10 la bR37(0 apparait.

La derniere courbe : Les membranes pourpres en présence d'hexane. Le pigment est
titré de la forme bleue 605 nm a la forme bR57( et puis en bR48( aux pH respectifs 4.5 et
8.

Dans toutes les mesures, on a utilisé des tampons acétates, phosphates, Tris-Cl ou

carbonates, des concentrations égalent a 10 ou 20 mM.
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diélectrique élevée sans toutefois permetire 'hydrolyse spontanée de l'imine.
Dautre 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 Asp85
(Needleman et al., 1991., De Groot et al., 1989). On peut donc aisément croire a une
polarité élevée de l'environnement de la base de Schiff.

Dans ce contexte structural, on peut donc simplifier I'environnement
électrostatique du chromophore en le réduisant a deux dipéles : 'un étant généré
par des groupements latéraux d'acides aminés au voisinage de I'anneau B-ionone,
l'autre étant associé a 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 dipdle. L'effet du pH
sur la dynamique de ces interactions n'est pas facile a rationaliser, aussi, afin de
simplifier la discussion, on concentrera, le raisonnement sur l'action de 'hexane,
ce qui permet d'éviter toute supposition voulant que l'action des anesthésiques
résulte de la formation de liaisons hydrogéne entre I'anesthésique et la protéine
etudiée (Urry et Sandorfy 1991).

De toute évidence, la base de 5Schiff protoneée est Ja premiéré candidate a
étre consideérée dans un équilibre acido-basique entre deux formes spectrales. 1l est
etabli que la déprotonation de la base de Schiff ne peut étre associée a l'équilibre
entre bR570 et bR4gQ. les deux chromophores étant protonés (Pande et al. 198%;
Daigle 1991). Néanmoins, l'amplitude du déplacement spectral observe dans
I'équilibre entre bR4g0 et bR380 aux pH alcalins rend vraisemblable l'attribution de
cette transition a la déprotonation du chromophore. Dans ce cas, l'interprétation, a
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 I'état natif et dans l'état perturbe.

Les transitions spectrales qui existent dans la membrane native aux
extrémités de l'échelle des pH sont déplacées, a 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 & des groupements, jusqu’alors
difficilement accessibles, de devenir sensibles au pH de la phase aqueuse.

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

Selon cette vision du phénomene, on peut maintenant mieux
comprendre que la mobilisation des lipides membranaires par des solvants puisse
faciliter la déprotonation du chromophore (transition de bR480 en bR3g0) ou le
remplacement d'un cation divalent par un proton (transition de bR570 en bRg05).
On ne peut toutefois pas visualiser facilement le méme effet sur la transition bR57(
en bR4g80p ou bRgp5 en bR570acide et encore moins l'effet de I'hexane quand il
transforme en bR45( la bR570acide puisqu'il s'agit de transitions ou il est difficile
de connaitre les éléments strucluraux impliqués. 1l est donc clair qu'a lui seul, ce
travail ne peut contenir toutes les informations nécessaires a l'explication de
I'ensemble des phénomeénes observés.

Néanmoins, comme "il n'existe pas de regle d'architecture pour
construire des chiateaux dans les nuages”, il est peut étre opportun d'élaborer ici un
modeéle des transitions spectrales dans la bactériorhodopsine. Pour I'élaboration de
ce modele, 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 trés localisée des ions HY ou OH™ dont l'acces est facilité par les
solvants. Toujours dans le contexte structural de la paire de dipdles qui
déterminent la position du spectre du chromophore, on réalise que deux dipdles ne
peuvent donner lieu qu'a quatre distributions si chacun d'eux peut adopter deux
orientations. On pourrait ainsi associer 1'équilibre des formes spectrales a 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 dipdles ou des molécules d'eau qui les stabilisent. Enfin, I'effet facilitant des
solvants en regard de la dépendance du pH sur leur orientation résulterait de
'ouverture qu'ils créent au travers de la bicouche pour des ions H¥, OH" ou

éventuellement d’autres ions.



CHAPITRE IV

DISCUSSION GENERALE

Lorsqu'on traite des échantillons secs de bR avec des anesthésiques volatils tel
que I'Halothane ou I'Enflurane, ces échantillons ne subissent aucune transformation,
ils sont inertes et ne réagissent guere avec 'Halothane ou I'Enflurane, par contre si on
humidifie I'échantillon, il réagit avec I'Halothane (ou I'Enflurane) et change de
couleur (génération de la forme bR4g80). Ce changement de couleur est réversible car si
l'action de l'anesthésique cesse (par évaporation), 1'échantillon reprend sa couleur
pourpre initiale. Donc, I'action des anesthésiques est fortement liée a I'hydratation de
la membrane pourpre.

Cependant, la formation de la bR4gp 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 trés différentes, tels que les alcanes (cycliques ou acycliques), les
alcools, les cétones, le benzene,...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 regle de
Meyer-Overton, c'est a 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
possede les propriétés d'indicateur de pH comme dans le cas de la bactériorhodopsine
délipidée. En effet, dans tous les cas, I'équilibre entre bR57( et bR4g( apparait prés du
pH 7, or I'équilibre bR480/bR380 apparait entre pH 8 et 10 dans tous les cas sauf en
présence d'Halothane et d'hexane ol la forme bleue du pigment apparait a des pH
élevés comparativement a 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 a l'autre, que le chromophore ou les acides aminés qui
I'entourent sont titrés. Effectivement, la bR4gp générée par délipidation de la

membrane pourpre ou son traitement par les anesthésiques est un pigment ayant une
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base de Schiff protonée. En plus, la formation du pigment rouge au pH 0.3 détruit
complétement I'hypothése voulant lier le titrage d'acides aminés formant la cavité du
rétinal aux changements spectroscopiques observés. On propose donc, pour la
variation discréte du spectre de la bR, qu'elle est réglée par des interactions
électrostatiques directes entre les dipdles de la cavité et les ions de la solution. Selon la
nature des ions majoritaires dans la solution, les dipdles s'orientent
préférentiellement suivant la direction qui donne I'état de plus faible énergie possible.

Les pigments bR570, bR480 et bR3gp ont des spectres IR identiques, sauf que
lI'intensité relative des bandes amides | et Il differe d'une forme a une autre. La bR57g
posséde le ratio amide 1/11 le plus grand parmi les trois formes spectrales précédentes,
bR3g8(0 posséde le plus petit. Cette variation apparente des ratios est liée aux
changements d'orientation des hélices o 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, entrainant un
changement d'orientation de la protéine. D'aprés nos mesures en infrarouge, on a pu
distinguer structuralement entre la bR3g80rev et la bR380 nonrev- Effectivement, la
présence du pic a 1632 cm™! dans les pigments bR3gg non-régénérables indique 1'étape
déterminante dans le processus de réversibilité. Donc, si la bR perd ces liaisons
intramoléculaires faibles (présence du pic 4 1632 cm™1) sous l'action des anesthésiques
ou des solvants, elle ne peut plus étre régénérée, c'est a dire qu'elle ne peut plus
retrouver sa forme pourpre qui absorbe a 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 o. (forme
380 nm réversible).

iii) destruction des liaisons faibles internes de la protéine et apparition des feuillets 3
(380 nm non réversible).

La bactériorhodopsine peut-étre considérée comme un bon modele
biologique pour lI'étude des effets des anesthésiques sur les cellules nerveuses, vu
qu'elle reproduit la plupart des effets des agents anesthésiants observés sur les
neurones.



79

Avant de clore cette discussion, il nous parait 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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