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RESUME

Grice a lutilisation du lauryl sucrose comme detergent pour la
solubilisation et la purification de la rhodopsine bovine, trois methodes
ont eté mises au point afin de p}éparer de la rhodopsine purifife depourvue
de deterqgent. 11 a 4té ainsi possible de preéparer des agregats de rhodopsine
stables dont les dimensions permettent 1’analyse spectrale et photochimique.
Deux typesz d'agrégats: les agrégats sfructures et les agregats amorphes,
qui ne sont pas des cristaux, =e distinguent par leurz proprigtag

photochimiques,

L'analyse phatochimigque de ces agrégate révele gqu’ils ant un
comportement photochimique different de 1a rhodopsine contenue dans la

membrane discale ou encore purifisee 2 V’aide de datergent.

Considérant que 1a décoloration des agrégats structurés ne depasse
pas 1’4tape lumirhodopsine et qu’a 1l%quilibre, 1ils contiennent
approximativement 668 de lumirhodopsine et 334 de rhodopsine, on suppose

la présence d’un photoéquilibre entre ces deux espsaces.

De plus, la photosensibilite de 1a métarhodopsine I des agrégats
amorphes révéle hors de tout doute l’existence d’un photoéquilibre entre

la rhodopsine et la métarhadopsine I[.

Enfin, 1a rhodopsine coligomére des agrégats structureés se trouve
dans un environnement protéique constitué d’un réseau tridimentionnel rigide
empéchant probablement tout mouvement de la surface de 1a protéine. Nous
proposons qu’'un changement sensible s’opére au cours de la transition

lumirhodopsine - métarhodopsine 1, bloquée dans les agragats.
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CHAPITRE |

INTRODUCTION

La vision est le mecanisme phrsiologigue par lequel les radiations
lumineuses donnent naissance a des sensations permettant aux animaux une
perception du monde extérisur. Phyziologiquement, c’est la transformation

de 17énergie lumineuse visible en énergie elecktrique dans le resesy nerveux,

1.1 La rétine

Chez les vertebres, la vision s’accomplit au niveau de 1'geil, plus
preécisement au niveau de la rétine, representant la seule partie
photosensible de l'oeil. L’'image pergue au niveau de la rétine qui tapisse
le fond du globe oculaire, est tranemise par le Lissu nerveux pour se
definir au niveau du cortex céreébral. La ratine contient & types de
cellules nerveuses (Shichi, 1783) dont deux morphologiquement specialisées
dans la transduction de 1’anergie lumineuse; soit les canes et les bitonnets.
Lz lumiére traverse la couche de cellules nerveuses pour atteindre les

cellules photoréceptrices, siege de la transduction visuelle,

Les cdnes sont les photorécepteurs de la vision photopique, i.e.
de la vision des couleurs, et les batonnets, les photorécepteurs de la

vision en lumiare attenuée (vision scotopiquel. Contrairement aux bitonnets

contenant tous le méme pigment, les cdnes contiennent différents pigments,

La cellule photoréceptrice (figure 1, Schema du batonnet) en forme

de batonnet se compose de 13 S¥YNapse terminale, du segment inte ne et
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Figure 1: Schéma d'une cellule photoréceptrice en batonnet.
(0'Srien, 1982)



du segment externe (SEB). Ces deux derniers sont relids par un fragile

taisceau de microtubules appela cil connectif (Dartnall, 17972).

1.2 Le SEB

La structure cylindrigue du segment externe (1 ym de diametre x
I0 pym de long) {Haggins et al, 1973) se forme par 'empilement de structures
membranaires applaties, les disques (de 300 & 2 000 disques/SEB). La
membrane discale se compose d’une bicouche de lipides de 40 3 70 4
d'épaisseur, et de proteines dont le pigment visuel appele rhodopsine

(105 molécules de rhodopsine/disque) (Dratz et Hargrave, 1983).

1.3 Le pigment visuel

La rhodopsine, responsable du processus primaire de la vision baigne
dans la matrice lipidigue des SEB. Composante protéique majeure de la
membrane des disques, elle se forme par liaison covalente d'une glvcoproteine
transmembranaire (1’opsine) avec un chromophore, le ll-cis rétinal (aldéhyde

de la vitamine A).

La structure primaire de l'opsine est un polypeptide simple compose
de 348 acides aminaes (Ovchinikov et al., 1982) dont la séquence est
ilTustree en figure 2. La rhodopsine est incluse asymetriquement dans
la membrane discale (Chen et Hubbell, 1973; Hargrave et al., 1982).
L'extrémite carboxyle baignant dans 1'espace cytoplasmique possaede 7 sites
de phosphorylation (Hargrave et al., 1780) et représente la portion extra-
membranaire la plus importante de la proteine. La portion aminee terminale

possede onze sucres dont le N-acetyl-glycosamine et le mannose
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Figure 2: Modele d'organisation moléculaire de l1a chaine polypeptidique

de 1a rhodopsine 2 méme la bicouche membranaire du disque.
(Dratz ¢ Hargrave, 1983). Les acides aminés des chaines
chargés positivement sont illustrées par les cercles ombra-
gés 4 les acides aminé&s chargés négativement sont illustrés
par les carrés ombragés. Les hydrates de carbone sont indi-
qués par des chaines de petits cercles prés de 1'extrémité
aminée, Les acides aminés hydrophobes sont indiqués par des

cercles dont 1'intérieur est ombragé.



(Liang et al., 1772). La portion transmembranair2 de la rhodopsine semble
hautement hrdrophobe et la traverse 7 fois perpendiculairement 3 la surface,
sous la forme d’une structure arrangée en a—-hélices (i 404 de la protéine

totale) (Shichi et al., 1249; Stubbs et al., 1976; Litman, 1279).

Le chromophore est lié au groupement e-aminé de l’opsine par une
liaison de base de Schiff (Bownds, 1947; Akhtar et al., 1967). Ce chromophore
hydrophobe c=e trouve paralieéele au plan de 1a membrane discale et <itus
ay centre de la bicouche dans unp 2nvironnement hydrophobe (Fager et al.,

19783 Thomas et Stryer, 1982; Dratz =t Hzrgrave, 19832.

Le pigment preésente un spectre drabsorption caractaristique (voir
figure 3) possédant 3 bandes d’absorption. Ce complexe chromophore-protéine
présente deux bandes: a (4%98nm) et P (340 nm), dues au chromophore,
ainsi qu’une bande Y (273 nm) due aux acidec aminés arcmatiques de 1’opsine
{Honig et Ebrey, 1274; Shichi, 1983). La bande «, habituellement bien
définie sert & identifier 1e pigment, et est attribuée au 1l-cis ratinal
lié par un lien aldymine a l’opsine. La bande P est due au ratinal
libre. Le spectre d’absorption est caractaristique de la structure
électronique du chromeophore baignant dans un microenvironnement protéique
défini. Toute modification photoinduite sera evaluge et identifiee par

des changements spectraux {Nakanishi et al., 1979; Honig et al., 1979).

1.4 L’environnement molaculaire

La rhodopsine baigne dans la matrice lipidique selon une architecture

particuliégre (voir figure 4), Les membranes sont composées & 40 % en
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Figure 3: Spectre d'absorption U.V.-visible de la rhodopsine (trait

continu) & du 11-cis rétinal (trait hachuré)



sl
MENBRANE

SURFACE L
CYTOPLASMIQU DISCALE

SEGMENT L

EXTERNE

ou

WSA 24 BATONNET

! SEGMENT
SURFACE INTERNE
INTRADISCALE

Figure 4: Arrangement moléculaire de 1a membrane discale (Dratz et
Hargrave, 1983). Moddle d'organisation de la structure géné-
rale de la rhodopsine et de son association avec la bicouche
phospholipidique de 1a membrane de SEB. La rhodopsine, pro-
téine transmembranaire, est représentée comme une pelote al-
longée d'hélices quelque peu irrégulidres, encastrées dans

la bicouche lipidique. Le site de liaison du 11-cis rétinal,
orienté presque parall2lement au plan de la membrane, est
i1lustré schématiquement. Les 7 sites de phosphorylation
connus sont indiqués avec la lettre P.



proteines et a 40 ¥ en lipides. La rhodopsine, une protéine intrin-
seque, repr2sente plus de 804 des proteines membranaires du 3EB (3hichi,
1983). Les protéines intrinseques des membranes biologiques possedent des
zones hydrophobes Ieur.permettant dinteragir au niveau de la zone hydrophobe
de la bicouche lipidigque membranaire assurant ainsi une interaction
importante., La membrane di=scale des 5SEB bovins prasente un rapport de
70 & 75 phospholipides (PL) pour umne rhodopsine (Stubbs at Litman, 1978;
Miljanich et al,, 1981}, Les PL representent %5¥ du contenu lipidique
total de 1a membrane discale, Les principaux PL sont 384 de
phosphatidylathanolamine (PE), 40% de phosphatidyicholine ¢(PC) et 13% de
phosphatidylsarine (PS5) {(Fager et al., 1772; Daemen, 17733 Abrahamscn et
Fager, 1973). 11 n'existe dans la membrane discale qu'un faible pourcentage
de cholestercl, Ceci, ainsi gue le caractare hautement insatursa des PL
tplus de 804 des PL sont insatures) {(Anderson et Sperling, 1971) confere
a4 la membrane discale une fluidite 2levée aux temperatures ph¥siologiques
(Miljanich, 1978), permettant a la rhodopsine une certaine mobilité. Environ
40 i S0¥ des chaines d'acides gras sont de 1’acide docosahexaénoique (22:48)

tAnderson et al., 1975; Stone et al., 197%),

Cette bicouche de lipides possade une distribution assymatrique en
FL. La PS5 et 1a FC sont distribuées préférentiellement sur la face interne
alors que 1la PE est plus abondante sur la face externe de 'a bicouche
t{Englander et Englander, 1977; MNemes et al., 197%; Dratz et al., 1979).
De plus, les chaines aliphatiques de la monocouche externe seraient en
moyenne plus insaturédes que celles de la monocouche interne. Cette mobilite

dans la membrane se résume i une diffusion rotationnelle et a une +faible



diffusion latérale (Brown, 1|972; Poo et Cone, 1774). Les interactions
rhodopsine—-rhodogsine ne limitent pas les deplacements de la proteine puisque
la rhodopsine se trouve sous forme monomérique dans la membrane discale
{Chabre, 1?73; Blaurock, 1977). La nature des interactions existant entre
la rhodopsine et les autres constituants de la membrane, soit la
caracteérisation de 1’état physique du microenvironnement ou elle se situe
dans la membrane wvisuelle, représente un apport important dans la
déetermination des proprietés du pigment lui-méme et de son activité
photochimique pour l1a comprehension de l'unite fonctionelle en vision,
Il existe donc une relation intime entre l1la fonction de la rhodopsine

et son environnement molaculaire.

1.5 Séquence photolytique de la rhodopsine

L*atape initiale du processus visuel est 1'absorption d’un photon
par le chromophore de la rhodopsine., Cet acte photochimique implique les

étapes suivantes:
l. une excitation alectronique du chromophore.

2. des transitions non-radiatives par lesquelles 1%énergie dexcitation
est canaliséde dans un état particulier a partir duguel 1’évenement

chimique ou physique initial se produit.

3. et, l1’gvénement initial lui-méme, au cours duquel le chromophore
subit un changement intra- et/ou inter-moleculaire avec transfert
concomitant d'une fraction importante de 1’#nergie d'excitation
électronique a l’environnement protéique du chromophore. (Uhl et

Abrahamson, 1981).
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Conséquemment, une fois exciteéee, la rhodopsine s’engage dans une
sequence de photodecoloration comportant des changements conformationels
de l'opsine avant de se terminer par une hydrolyse relativement lente
libérant le rétinal de l'opsine., C'est avant cette derniére étape que
se joue le phénomeéne de la transduction visuelle et un des photoproduits

de la transduction visuelle y serait directement implique.

La séguence photolytique de la rhodopsine bovine (voir figure 5)
consiste en une modification de 1'interaction chromophore-proteine par stapes
discrates produicsant des intermédiaires spectralement identifiables. Le
premier photoproduit de la rhodopsine détectable & la temperature de !’azote
liquide est la bathorhodopsine, issue d'etats eélectroniques excités de
courtes demi-vie, L'evénement photochimique primaire a &té supposé étre
l'isomerisation cis=-trans du chromophore (Rosenfeld & al.; 1977, Eyring
& al., 1980). Le temps d’apparition de 1a bathorhodopsine, soit de &
ps (Shichi, 1981), est cependant trop court pour une isomeérisation compléte.
La transiocation de protons a eté proposée en alternative (Van der Meer
et al,, 1974) mais demeure controversee (Eyring & Mathies, 17792)., La
bathorhodopsine voit le chromophore passer de la forme 11=-cis a une
configuration tout=-trans contrainte et distordue entre le lle et le |2e
carbone (Eyring et al., 1980), Ce changement de configuration améne un
large deplacement bathochromique du maximum d'absorption qui se trouve
a 543 nm (Yoshizawa & Wald, 1943; Abrahamson & Ostroyr, 1%47). Dans la
suite du blanchiment, les modifications conformationnelles de |'opsine
entrainent un changement d’orientation du chromophore dans le plan

perpendiculaire a 1a membrane discale (Kawamura & al., 1977).
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RHODOPSINE

0
- & 498 nm, -268°C
~ 10 s
BATHORHODOPSINE o
-8 543 nm, -268"C
A 10 s l >-140°
LUMIRHODOPSINE o
-5 497 nm, -507C
~10 s \L >-40°
METARHODOPSINE I o
-3 478 nm, 3°C
10 s l >-15°C, H,0
METARHODOPSINE II 0
) 380 nm, 3°C
A0 Cs ¥ > 0°C
METARHODOPSINE II°®
2 380 nm
A~ 10%s
4
OPSINE + TOUT-TRANS RETINAL
360 nm

Séquence photolytique de la rhodopsine bovine. Sont listés
le nom des photointermédiaires, leur A max, la température
ad laquelle ils sont stables, la tempé&rature 3 laquelle ils
subissent une réaction thermique pour former le photointer-
médiaire suivant, et la vitesse approximative 3 laquelle ils

subissent une conversion a la température de la piédce,
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Fendant 1a conversion thermigue de la bathorhodopsine i la
lumirhodopsine, le chromophore complate son isomerisation i3 la forms tout-
trans non-tordue. Le coefficient d'extinction molaire (&) de 1la
lumirhodopsine est guinze (13 fois plus grand que celui de la rhodopsine
suggeérant 1a configuration trans du chromophore (Hubbard & Krop+t, 1?55).
Le transfert d'gnergie du chromephore & Ta protéine est complété au moment
o la lumirhodopsine est formée, Les intermédiaires subséquents danz le
cycle photolytique de la rhodopsine représenftant une dissipation d2 cstta
eneérgie., Caontrairement a la transition Meta 1 - Meta [I, la disparition
de la lumirhodopsine d(demi-vie de 3 us» n'est pas dependante de
l'environnement agueux de la protéine. Durant cette dégenérescence, on
note un phénoméne électronigque rapide (Early Receptor Potential? dont
l'origine molaculaire 2st un deéeplacement de charge 3 meme [’opsine (Uhl
% Abrahamson, 1921). Aucun changement d'orientation du chromophore n'est

decele lors de cette transition (Chabre, 1783,

[1 existerait au moins deux formes isochromiques de Méta [ (X max=
478 nm) diffarentiables par leur cinetique de formation (Stewart & al.,
1?77; Hoffman & al., 1978), et dont l'origine serait intrinsegue a la

partie proteique (Stewart, 1977).

Le premier photointermediaire impliqueée dans les processus
intermoléculaires serait soit la Méta 1, soit la Meta II (Uhl & Abrahamson,
1781y, La transition Méta [ - Méta I1 est treés sensible a la composition
du microenvironnement <(Applebury & al., 1974}, Au cours de cette transition,

on note des changements définitivement relias & la partie proteique du
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1.4 La transduction visuelle

Labsorption de photons par les pigments wisuels induit une
hyperpolarisation de 1a membrane photor=ceptrice (Cervetto et Fuortes, 1978).
Ainsi, l'8anergie luminsuse absorbee par la rhodopsine se convertit en
potentiel dlaction durant la transduction wisuelle. Le potentiel membranaire
se modifiant par le mouvement d’icns a travers la membrane {(Tonita, 1970;
Haggins, 19?722, l'absorption de photons par la rhodopsine provoque une
diminution du flux d’'ions Ma+ a travers la membrane plasmique du SEB
(Bownds et Brodie, 1973}, engendrant une hyperpolarisation (Zuckerman, 19731,
Une seule photoisoméricsation peut blocquer le flux de 10% ions Na+ wvers
T'intarieur du SEB (Stryer et al., 178l). Un messager interne doit donc
gtre module pour transporter le message du signal eﬁtrainant

’hyperpoiarisation 4 la membrane plasmigue.

L'hypothése du GMPc (Stryer et al., 1981) suppose que la concentration

en GMPc, tres &l

o

vée dans les S5EB, diminue de fagon trés margquee (Hubbell
et Bownds, 1%7%; Woodruf+ et Bounds, 197%) sous illumination. Le GMPc
atffecte la permeabilité membranaire aux ions Ma+. Une irradiation de SEB
entraine une diminution de la concentration #n ions MNa+ dans le cytoplasme
suite a4 une diminution du GMPc (Stryer et al., 1981). De plus, on a
constatée I’existence de deux proteines membranaires (la proteine GTP-liante
{G) et la phosphodiestérase (PDE)) associdges a la surface des disques
et qui sont des enzymes photoactivables (Kahn, 19803 Fung et al., 1781,

Hubbell et Bownds, 197%).
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Le modele biochimique (0'Brien, 1982 (voir figure 4) permet une
explication molaculaire du transfert du signal de la rhodopsine photoactivae
au GMPc agissant comme messager. La transduction visuelle pourrait ici
s’expliquer par une amplification i deux niveaux (Liebman et Pugh, 1?7%).
Une rhodopsine photoactivée peut catalyser 1%change de diphosphate de

guanosine (GDP) pour du triphosphate de guanosine'(BTP) sur plusieurs

centaines de protéines GTP-liantes (G). Ces derniédres sont alors capables
d’activer 1a PDE {Yee et Liebman, 1978 qui peut hydrolyser des milliers
de GMPc.

Certaines expériences dénontfent le paralléilisme entre la concentration
en GMPc et 1a permeéabilité aux ions Na+ (Woodruff et Bownds, 19279).
D’autres expériences révelent que l’effet du GMPc et du Ca++ sont
antiparallales. Une diminution de GMPc comme une augmentation du Ca++
dans les SEB provoque une hyperpolarisation. Ces deux messagers cellulaires
sont importants dans le systeme photoactiwvé du SEB. Leur interaction et

leurs fonctions respectives dans la membranes des SEB demeurent non résolues.

En 1271, Yoshikami et Haggins ont propose que le messager serait
le calcium. La rhodopsine photoexcitée induit un relargage d’ions Cat+
des disques vers le cytoplasme, Ces ions Cat++ diffuseraient vers les
canaux & ions Na+ de la membrane plasmique, pour diminuer leur permeabilite
provoquant ainsi une hyperpolarisation de la membrane plasmique. L’hypothase

propase que le calcium soit pompé activement dans les disques a 1’obscurite,
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GMPcyclique
kj ‘EHP
GDP Rh*-E*GTP PDE-G* zﬂ
\*E*erp%
Rh=*
GTP Rh G PDE- EED Pi
Figure 6 : Le modd&le biochimigque. La transduction visuelle pourrait

s'expliquer par une amplification en deux paliers.

Une rhodopsine photolysée peut catalyser 1'é&change de

GDP pour du GTP sur plusieurs centaines de proté&ines
GTP-liantes (G). Cas dernidres sont alors capables d'activer
la phosphodiestérase qui peut hydrolyser des milliers de
GHPC_. La signification des abréviations est la suivante:

Rh (rhodopsine), Rh* (rhodopsine photolysée), et PDE*
(phosphodiestérase activée). (0'Brien, 1982)
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maintenant peu de cet ion dans le cytoplasme. Flusieurs eévidences
experimentales supportent 1’hypothese du calcium, quoigu’il n'existe pas
d'evidence(s) convaincante(s) d'une activite ATPasique a |’obscurité, ni
de rale possible des ions Ca++ dans la permeabilité des canaux i Ma+
de la membrane plasmique. Le calcium ne peut ni etre assez efficace
ni quantitativement assez abondant pour satisfaire 1’amplification requise

dans le phencomane de transduction (Fatt, 197%; Uhl et Abrahamson, (731},

Par contre, Tfattrsit de cette hvpothase demeure sa simplicits.

Selon cette hypothese le mecanisme baze sur le CGMPc preésente 1'avantage
d'étre assez rapide (Liebman et Pugh, 1?7%; Kihn et al., 1781) et assez
amplifia pour expliquer la transduction visuelle (Stryer et al., (%81},
11 demeure néanmoins & démontrer comment la concentration du GMPc
cytoplasmique regit la permeabilite au Ma+ et la nécecssite d'evaluer les
rdles de 1a diffusion latérale des protéines et des wvitesses de réaction
comme élements limitatifs. Ces deux hyvpotheses (Ca++ & GMPc) ne sont
peut-atre pas irreconciliables, puisque certaines experiences démontrent
un parallélisme entre la concentration du GMPc et 1a permeabilite aux
ions Ma+ (Woodruff et Bownds, 177%) tandis que d’autres demontrent que
les effets du GMPc et du Ca++ sont antiparalleles (Lipton et al., 1%77;
Cavaggioni et Sorbi, 1981). L'interaction entre les fonctions respectives
du GMPc et des ions Ca++ et Na+ demande encore a étre preéecisse afin

d*aglucider le phenomene de la transduction wisuelle en termes moleculaires,
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1.7 Pertinence du travail

La rhodopsine étant une protéine membranaire, e¢lle possade un caractere
hydrophobe prononce. Ce caractere hydrophobe implique nécessairement lors
des etapes de purification, l'utilisation d'un détergent afin d’éliminer
les lipides membranaires, mais ces derniers seront remplacés par des
molecules de détergent autour de la protéine qui doit se trouver entourse
de molécules amphiphiles, sous forme de micelles, afin de conserver une

certaine stabilita en salution,

Dans plusieurs études, il serait intéressant d'obtenir de la rhodopsine
pure dans le vrai sens du terme, i.e. dépourvue de phospholipides ainsi
que de detergent, notamment dans des eétudes de reconstitution membranaire

ainsi que de systémes modaeles de membrane.

Au cours de la purification, le detergent chr._:hisi ne doit pas alterer
significativement les propridetés spectrales du pigment visuel. Nous avons
utilise le lauryl sucrose, un ester de sucrose et d’acides gras, pour
des raisons de stabilite des pigments visuels dans ce détergent. Di i
la preésence dun lien ester dans cette molécule et 4 son instabilite

relative, ce detergent présente l'avantage de pouvoir &tre &limine par

de simples méthodes d'hydrolyses enzymatique et chimique <en milieu alcalinl,

Grace a cette caracteristique du detergent, on pourra obtenir de
la rhodopsine depourvue de phospholipides par la purification, puis de
détergent, i.e. de la rhodopsine i 1%tat solide dans un environnement

exclusivement proteique.
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Par 1'atude du comportement photochimique de la rhodopsine ainsi
obtenue, i.e, dans un environnement de nature uniquement protaique constitua
d'un reseau tridimentionnel rigide, nous visons & améliorer la comprehension
du mécanisme moleculaire de la vision puisque 1’tude de ce phénomene
exige une bonne connaissance des interactions de la rhodopsine avec son

environnement moléculaire.

Ce nombreuses éiudes ont &té faites sur le comportement phaotochimigue
de la rhodopsine dans un environnement fiuide, soit dans son environnement
phospholipidique naturel, soit solubilis2e dans un detergent. Certaines
etudes suggérent que ce comportement photochimique est relie & la fluidité
de son environnement en ce gqui concerne les vitesses de reaction, Dlautres
etudes suggeérent 1’importance d’une réaction (Méta I - Meta [I) dans le
processus de phototransduction puisqu’eile implique des changements de

conformation majeurs.

L’étude du comportement photochimique de la rhodopsine agrégee, dans
un environnement solide apportera des renseignements additionnels pour une
meilleure connaissance des interactions de la rhodopsine avec son

environnement moléculaire,

1.8 Problématigue et méthodologie

La question gui nous préeocupe dans ce travail est de savoir dans
quelle mesure la presence de molécules amphiphiles (phospholipides ou
détergents) associées a la rhodopsine determinent ses proprisetés drabsorption

et de photodécolaration. La méthode que nous utilisons consiste a obtenir
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des echantillons de rhodopsine exempte dramphiphiles et de comparer leurs
propriédtés 5 cezlles gui sont connues pour la rhodopsine en prassence

d’amphiphiles.

FAvant de pouvoir studier le comportement photochimigue de 1a rhodopsine
dépourvue de phospholipides et de detergent, socit sous forme diagrégats
solides, nous devons premigrement 1’extraire des tissus biologigues frais
et la purifier convenablement., La méthode choizie deuwpra &tre quantitativement
interessante et produire de Va rhodopsine exempte de contaminants. Par
la combinaicson de deux méthodes, soibt 1'utilisation de gradients de sucrose

et la chromatographie daffinite sur concanavaline A, des échantillons

de rhodopsine purifiee et solubilises dans un détergent seront obtenus.

Pour obtenir de la rhodopsine dépourvue de phospholipides et de
detergent deux meéthodes d'hydrolyse de détergent seront eévaluées: une meéthode
d’hvdrolyse enzymatigue gui consiste en une incubation d’2chantillons de
rhodopsine solubilisée dans du lauryl sucrose en préasence du mélange

enzymatique: estérase de foie de porc et lipase de Candida cylindracea,

et une méthode d'hydrolyse alcaline consistant en une incubation, a la
temperature de la piece, d'un meme echantillon dans une solution tamponnes
de pH 10,5 -10,8. Ces deux méthodes devraient étre non-denaturantes pour

la rhodopsine.

La rhodopsine dépourvue de phospholipides et de détergent pourrait
égtre obtenue agalement par une maéthode de dilution en effectuant une
seguence dilution-ultrafiltration—-dilution, diminuant ainsi la concentration

en lauryl sucrose dans 1%achantillon pour permettre 1%agregation de la
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rhodopsine., Cette dilution serait suivie par une sarie de lavages afin

d’obtenir des agragats de rhodopsine depourvus de datergent.

L’état physique et la dimension de nos échantillons de rhodopsine
purifiee et dépourvué de détergent implique nécessairement des techniques
d’étude spécifiques afin d’étudier son comportement photochimique. Notre
travail repose sur une triple approche expérimentale de la seéquence
photolytique de 1la rhodopsine bovine: la spectroscopie dfabsorption
U.V.~visible grace a un adapteur pour achantillon diffusant, la spectroscopie
par effet photoacoustique et la spectrposcopie de franemission par la

microspectrophotométrie.



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Procedure de purification de la rhodopsine bovine

Toutes les procedures -de purification, ainsi que toutes les
manipulations impliquant les pigments wisuels furent effectuees sous un
aclairage rouge (X>420nm? de faible intansité puisque la rhodopsine se
decompose irraversiblement par exposition & la lumiare blanche, Les
procedures de purification s'effectuent 3 une température voisine de 4°C

afin de préserver 1'inteéegrité du pigment,

2.1.1 Preparation des segments externes des bitonnets

2.,1.1.1 Dissection des yeux bovins

Les yeux, preléveés des animaux fraichement abatus (Abattoir de la
Mauricie Inc., St-Louis-de-France, Qué.) sont immediatement placés dans
un contenant &tanche & la lumiére et entreposés au laboratoire le méme
jour, La dissection des yeux débute dés leur arrivee. L'incision de |'oeil
se fait d’abord au niveau de la cornee dans le but de faire une coupe
sur le pourtour de celle-ci. Nous effectuons ensuite une incision transverse,
de cette coupure vers le fond du globe oculaire, en prenant soin d'éviter
le# point d'insersion du nerf optique. Le contenu de 1'0eil (cristallin,
humeurs, ...) peut ainsi étre vide, et 1'ceil inversé pour nous présenter

le fond du globe oculaire.
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2.1.1.2 Extraction de la ratine

Avec delicatesse et du bout du doigt, nous pouvons aisement degager
la rétine qui tapisse le fond du globe oculaire gui nous est alors
accessible. La retine se trouve alors suspendue en son point dlattache
qu'est le nerf optique. Par une coupe a ce niveau, les retines sont

recueillies dans un becher refroidi sur glace.

2.1.1.3 Isolation des segmenis externes des batonnets

Les rétines cont suspendues dane Te tampon d'isoclement (0,75 ml
de tampcn{rétine}. Le tampon d’isolement sst composé de phosphate mono-
dibasique (135 mM), de MNaCl (120 mM), de MgClz ¢0,4 mM), de CaClz ¢0,4
mM), 4’EDTA (0,5 mM) et de glucose (5,0 mM), son pH final est de 7,2,
Cette suspension est agitee mecaniguement pendant quelques minutes. Cette
etape a pour but de briser le cil connectif entre le segment externe

et le segment interne du batonnet.

2.1.1.4 Purification des seaments externes des batonnets

En raison de leur faible densite, 1,14 go/ml {(Godchaux et Zimmerman,
197%; Salesse et al,, 1984), les segments externes des batonnets (SEB)
peuvent &tre séparas des autres cons%ituants de la rétine par centrifugation
difféerentielle., Nous effectuons d’abord une flottation de SEB en diluant
la suspension de rétines avec une solution aqueuse de sucrose (304 p/
v) de maniere &4 avoir une concentration finale de sucrose de 40¥ (p/
w), Cette nouvelle suspension est repartie d;ns les tubes a centrifugation

de 40 ml puis recouverte par environ 3 ml de tampon d'isclement. Encuite,
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nous effectuons une centrifugation de 30 min & 15 000 g dams un rotor

tSorvall HE-4) 2 godets bascutants., Lors de cette opération, Tes SEB
flottent & 1'interface sucrose 40X : tampon d’izolement, tandis que les
autres composants sedimentent. Avec une pipette Pasteur, les SEB sont

minutieusement praleves. Ceux-ci sont suspendus dans trois fois (3K: leur
volume de tampon d'isolement, puis sedimenteées 3 25 000 g dans un rotor
a angle fixe (Sorwvall 55-34). Les culots de 5EE sont recueillis dans
un milieu d'isolement ajuska 3 40X psv en sucrose. Les stapss de +lcottation
gt de sedimentation sont reprisesz deux ow troils fois chacune, ot las
SEB =ont finalement laves par sedimentation dans l’s2au pure. 5'ils ne
sont pas utilisés immédiatement, il convient de les couuwrir de tampon
d'isolement. Les S5EB sont conserves sous atmosphere d’azote ou d'argon

a =20°C,

2.1.2 Purification de la rhodopsine

2.1.2.1 Solubilisation de 1la rhodaopsine

Les culots de SEB sont suspendus dans environ 5 a 10 ml dleau
distillée, Avec une =zolution de laury! sucrose (L.S5.) 10% (psur (Ryoto
Co. Ltd, TokKyo, Japanl), le Uﬂiume est doubleé. Cette solution est agitee
Jusqu'a ce qu'elle devienne limpide. Elle est enﬁuite clarifi&e par

centrifugation a 10 000 g pendant 20 minutes.
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2.1.2.2 Délipidation de la rhodopsine par chromatographie d’affinita

a) Montage de la colonne

Le gel de concanavaline A-5Sepharose 4B (Con A) (Sigma Chemicals
Co., St-Louis, MJ, USA) ezt uniformément compacté par gravitée dans une
colonne i chromatographie {diam. = 1 cm.) (Pharmacia Fine Chemicals, Uppszala,
Sweden) sur une hauvteur dlenviron 12 cm. La colonne est conditionnée
par lavage avec du tampen Tris-Cl <100 mM) pH 7,2 contenant du CaCig
¢l omMy, du MgClz 41 mMy, du MaClz 41 mM) et du NaCl (1 mM), Jjusqu’a

ce que 1’aluat ait un pH de 7,3.

b Chromatographie d'affinite

La chromatographie s’effectue au refrigeéerateur. Tout le processus
chromatagraphigue s’effectue & fluz ascendant. Ce procdds nous permet
d'obtenir des fractions de rhodopsine plus concentrees ainsi quiune
purification supeérieure. La solution de rhodopsine est chargee sur la
colonne. Puisque la rhodopsine possade des hydrates de carbone soit le
n—acety]l glucosamine et surtout le mannose, elle se lie spacifiquement
aux sites recepteurs de la concanavaline & (Steineman et Stryer, 1973;
Fukuda et al., 1779). La colonne est laves avec plusiesurs volumes de
tampon Tris-Cl (50 mM) pH 7,3 ajuste a 0,24 en lauryl sucrose. Le lavage
est complete lorsque le spectre des fractions est i son minimum en absorbance
de 250 i 450 nm. La rhodopsine purifiee et delipides est finalement
eluee avec du tampon Tris-Cl S0 mM (pH 7,3) contenant 0,45 M d'g-methyi-
D-mannopyrancside, la rhodopsine est decrochee du gel par le sucre qui

cause 1’8lution de la rhodopsine par competition avec cette glycoproteine
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pour la concanavaline A. Les fractions d’élution recueillies par un
collecteur de fractions (LKB 2112 RediRac, LKB-Produkter 4B, Bromma, Sweden)

sont regroupées selon la pureté spectrale et la concentration en rhodopsine.

2.1.2.3 Dialyse de la rhodopsine sluse

Les fractions de rhodopsine regroupses sont mises en dialyse contre
deux litres de tampon Tris-Cl 25 mM (pH 7,3) durant 8 heures atin d’aliminer
le sucre elvant, Si la rhodopsine n'est pas utilisée immediatement, 21ls

est stockée 3 -20°C zous atmosphére d’azote ou d’argon.

2.1.3 Analyse spectrale de la rhodopsine purifice

2.1.3.1 Analyse qualitative, (Purete spectrale)

Les echantillons de rhodopsine purifige dans du laury]l sucrose sont
analycés par la prise de spectres W-visible (Pye Unicam SP8-100, Pye
Unicam Ltd, Cambridge, England) de 450 nm a 250 nm. La bande a« du
spectre d'absorption de la rhodopsine correspond au chromophore, le 1l-cis
retinal, lieg &4 l'opsine., Dans le cas de la rhpdupsine bovine, son X
max {(ou bande @) se situe a4 478 nm. La bande & de l1a rhodopsine,
principalement die & son contenu en acides amines aromatiques, e situe
a4 278 nm. L’absorbance de la rhodopsine & 278 nm est approximativement
1,6X supérieure i son absorbance & 498 nm (Hargrave, 1982). Ainsi, nous
mesurons le rapport des absorbances Az, /fgge pour evaluer la purets des
preparations de rhodopsine. Des valeurs inferieures a 2,0 sont associ=zes

a des préparations de rhodopsine treés pures,
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2.1.3.2. Analyse quantitative

Le coefficient dextinction molaire de la }hodopsine bovine a 473
nm est de 41 000 1/mole cm et son poide moleéeculaire de 40 000 daltons.
Se reférant a2 la loi de Beer-Lambert, ncous pouvaons eévaluer la guantite
de rhodopesine présente dans un echantillon en effectuant I’opération

suivante:

figag % wial. de 1’échantillon (ml2 = gquantita de rhodopsine img)

2.2 Elimination du détergent

2.2.1 Hydrolyse du laury! sucrose

Etant donne la présence d?un lien ester dans la molacule de laury!
sucrose ainsi que son instabilité prononcée, nous pouvons imaginer comme
technique pour éliminer ce detergent des hydrolyses enzymatiques ou alcalines
en autant que dans les conditions expérimentales requises a la poursuite

de ces deux types de reaction, !la rhodopsine ne soit pas dénaturée.

2.2.1.1 Hydrolyse enzymatique

a) Choix de 1’enzyme

Un test d’activitée enzymatique a até fait sur le laury! sucrose
a l’aide de différentes enzymes soit l’zstérase de foie de porc, la lipase
de Candida cylindracea, l'a lipase de Rhyzopus arrhizus, la lipacse de
pancréas de porc et la lipase de germe de blé, toutes choisies pour
des facteurs, soit de cout, scit de disponibilitéd, et provenant toutes

de Sigma Chemicals Co. Nous avons retenu 1’ecterase de foie de porc
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puisqu’elle démontrait le meilleur potentiel enzymatique sur ce substrat.
(Tessier, M., Rapport de stage, 1¥Bl.) Des hydrolryses enzymatiques sur
le melange rhodopsine solubilisee dans du L.5. furent effectuees avec
succes produisant de la rhodopsine native dont le ) max est de 505
nm (spectroscopie PA), mais la periode d'incubation est tres longue, environ
de 300 hres. Puisque !’estérase de foie de porc devrait posséder une
activite enzymatique elevee sur le detergent, nous avons effectus une

evaluation de son activita,

b) Evalyation de !’activité estérasicus

Par une methode de dosage titrimétrique, nous pouvons evaluer 1Tactivite
enzymatique optimale de |'esterase de foie de porc sur son substrat standard,
soit le butyrate d'éthryle (Aldrich Chemicals Co., Milwaukee, Wi., U.S.A.).
Pour ces dosages, des solutions non-tamponnees de butyrate d'=thyle, de
lauryl sucrose (L.S.) et d'octryl glucoside (0.G.) (Sigma Chemicals Co.)
furent preéparées et ajustees i pH 8,0 avec une solution diluse de MaDH.
Mous avons fait une solution saturee en butyrate d'ethyle puisgue ce
dernier est tras peu soluble dans l’eau, alors que la concentration finale
pour le L.S, et 1'0.G. fut ajusteée a 14. L'enzyme est diluée i une
concentration finale de 1| mg/ml dans du tampon Tris-Cl (25 mM) a.juﬁ'té
apH 8,0. A 2,0 ml d'une solution saturcee de butyrate d*thyle, nous
ajoutons 5,75 m) d'eau distillee, puis la reaction est declenchee par
addition de 0,1 ml de solution enzymatique, Durant 1'incubation a la
temperature de la piace, la quantite dracide produit en fonction du temps

est determinée par titration avec un standard, du NaOH 0,01 N,
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et ce, en mesurant le volume de MNaOH necessaire pour maintenir un pH
constant de 2,0, Connaissant ainsi Ta quantitée d’acide produit par minutes,
l'activite snzymatique de cette enzyme est exprimeée en umoles de H* libéras
par minutes. L'activite enzymatique de cette enzyme est aussi svalus=e
sur d'autres substrats, des détergents, soit .sur le lauryl sucrose (1,0
“yy sur le n-octylglucoside (1,0 %), ainsi que sur le mélange de ces
derniers avec le butyrate d'athyle (1,0 ), toujours en suivant la procedure
decrite pr2cedemment, zauf dans le cas des melanges ou nous ajoutons
un wolume de 2,0 ml du deuxieme substrat., Les concentrations des substrats

demeurent toujours constantes.

2.2.1.2 Hrvdrolyse alcaline

a) Determination du pH optimum

Le pH optimum pour 1’hydrolyse alcaline du Tauryl sucrose a ats
determine par chromatographie sur couche mince (CCM), en effectuant une
série dhydrolyses a differents pH, de pH 7,0 a4 pH 10,8. Pour obtenir
une échelle de pH aussi etendue, nous avons di utiliser différents tampons,
soit le tampon phosphate pour preéparer les tampons de pH 7,0 et 7,5,
le tampon Tris-Cl pour les pH 3,0 - 8,5 et #,0 et le tampon carbonate-
bicarbonate pour les pH #,5 - 10,0 - 10,5 et 10,8, Les tampons furent
tous prépareés avec un pH métre Corning — model 10 (Corning Glass Works,
Medfield, Ma, USA). L'hydrolyse alcaline est déclenchée en ajoutant i
4,0 ml d'une solution de lauryl sucrose 1,04 (ps/v), 4,0 ml de tampon

42,3 mM, choisi selon le pH desiré. Dans le cas du témoin, nous avons

utilise 4,0 ml d’eau distillee {pH=6,0). Durant 1'incubation a 1a temperature
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de la piece, des aliquots de 5 ul sont prélevés periodiquement ot
chromatographies par CCM afin de verifier 1'evolution de 1'hydrolyse. Cette
éyolution est suivie par la disparition des spots caractéristiques pour
le L.S. dans ce systeme de chromatographie (décrit a 2.2.1.3)., Au fur
et a mesure gue 1'hydrolyse (alcaline ou enzymatique) du L.S. s’effectue,
cet ester d’acide gras et de sucrose produit du sucrose 2t des acides
gras. Dans le systeme a chromatographier utilisé, ces deux produits ont
aussi un comportement migratoire particulier, i.e. gque le sucrose, tras
polaire, ne migrera pas et demeurera au point de deposition, alors que
l’acide gras, peu polaire, migrera en front de solvant. Nous noterons
donc, tout au long de |'hydrolyse, une disparition des spots caractéristigues
au L.S. ainsi qu’une apparition et augmentation de 1’intensite du spot

au point de déposition.

b) Hydrolyse alcaline a pH 10,5 en milieu dialysant

Le pH retenu pour 1'hrdrolyse alcaline du L.S5. est de 10,5. Pour
déclencher 1'hydrolyse alcaline, 4,0 ml de tampon carbonate-bicarbonate
(42,5 mM) ajusté i pH 10,5 sont ajoutés i 4,0 m! d’une solution de
L.S. (1,04, Pour le témoin, nous ajoutons 4 ml de tampon phosphate
42,9 mM) ajusté a pH 7,0. Ces deux échantillons sont mis en dialyse
contre leur tampon respectif dont la concentration est de 25 mM. Durant
l'incubation & la tempeérature de la piece, des aliquots de 2 pul sont
prélevés périodiquement et chromatographies par CCM afin de verifier

1"évolution de 1’hydrolyse, Les chromatogrammes seront différente dans ce



cas-ci puisqu’en dialyse le sucrose quitte le milieu réactionnel, et ne
pourra donc etre pergu sur les chromatogrammes. Ainsi, en varifiant
l1'avolution de 1'hydrolyse alcaline du L.S., nous ne noterons que la
disparition des =spots caracteristigues au L.S5. en CCM, 2%t non 1'apparition

et 1’augmentation du spot caractéristique au sucrose au point de deposition.

2,2,1.3 Bvaluation du rendement de |’hrvdraolrse

L'evaluation du rendement de 1°hydroiyse du detergent s'effectue par
chromatographie sur couche mince {(CCM). Mous deposons 2 p! de [’zchantillaon
en spots sur une plague de gel Silica G230 (Analtech, Mandel Scientrific,
Montréal, Qué.) préalablement activée {une nuit & 120°C). Apres sachage,
on developpe le chromatogramme par migration d'un mélange de solvants
composé de chlaoroforme, de methanol et d'eau en proportion 20:5:0,7. La
plaque est ravsleés par vaporiszation d'un colorant revalateur specifigue
aux sucres, le Réactif de Kagi-Mischer (0,5 ml d'anisaldehyde, 1,0 ml
d'acide sulfurique et 50,0 ml d'acide acétique glacial) (Kirchner J.G,
TLC». Le rendement de 1'hvdrolryse du lauryl sucrose est détermine par
disparition des spots caracteristiques au lauryl sucrose en fonction du
temps. La sensibilite de cette methode est de moins de 0,4 pg. Cette
determination s'effectue par visualisation comparative des spots sur Je
chromatogramme par rapport & une courbe standard du lauryl sucrose effectuee

par CCHM.
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2.2,2 Elimination du détergent d’échantillons de rhodopsine solubilisée

Atin d'obtenir de la rhodopsine dépourvue de lipides et de datergent,
necessairement sous forme solide, nous eliminons le détergent soit par

I'hydrolyse alcaline, soit par la dilution.

2.2.2.1 E4fet du milieu alcalin sur la rhodopsine solubilises dans du

L.S.

Avant de pouvoir 2liminer le dstergent du mélange rhodopzine
solubilisée dans le lauryl sucrose par hydrolvyse alcaline, il est necessaire
de connaitre la stabilite de la rhodopsine en milieu alcalin, considerant
que notre but est d'obtenir de 1a rhodopsine native apres 1’élimination
du détergent. Nous avons premierement effectue une courbe de titration
de 1a rhodopsine solubilisée dans du L.5. 0,2%. Nous avons suivi le
comportement spectral de la rhodopsine en fonction de 1’ajout de NaOH
(0,1 N). Nous avons donc notée la densite optique (D.0.) a 498 nm, bande
principale de la rhodopsine, en fonction du pH de la solution. Consideérant
une légere variation de 7a D.0. 3 498 nm due a4 la faible augmentation
du volume de 1'4chantillon par ajout de MNaOH, nous avons titrs la solution
Jusqu’au point de virage, i.e. lorsque la rhodopsine se dénature, demontrant
aingi une perte de la D.0O. a 498 nm. Nous avons de plus atudie la
stabilite spectrale de 1a rhodopsine dans un milieu fortement alcalin,
et de pH plus eleve que le pH retenu, soit a un pH de 11,0. Dans
ce but, nous avons suivi le comportement spectral de la rhodopsine

solubilisde dans du L.S, 0,24 (p/v) durant 3,5 heures a ce pH.
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2.2.2.2 Par hvdrolyse alcaline

Dans certaines conditions experimentales, 1'hydrolyse alcaline du L.3,
etait efficace et rapide. Ainsi, a 4,0 ml d'une solution de rhodopsine
purifiéee dans du ta%pnn Tris=Cl (30 mM» ajusta 3 pH 7,3 et contenant
du lauryl swcrose (0,2K) (psv), nous ajoutons 3,5 ml de tampon carbonate-
bicarbonate (250 mM) ajustée & pH 10,5. Cette zolution est mise en dialyse
contre du tampon carbonate-bicarbonate (114,46 mM) ajuste 3 pH 10,5. Durant
T'incubation a la temperatuyre de la pisce, des aliquots de 2 ul zont
preleves pariodiquement et chromatographiés par CCM afin de werifier
’4volution de 1’hydrolyse. Lorsque la réaction est complétée, nous
recueillons la rhodopsine par sédimentation <5 000 rpm - 10 mind sur
des lamelles de verre, au mowven d’adapteurs en acrrligue pour les tubes
a centrifuger de 40,0 mi,. Les échantillons sont asseches en pressnce
d'un dessicant (Ca30, anhydre-Driérite) durant au moins 8 heures eb sont

Conserves en prasence de ce meéme dessicant.

2.2.2.3 Par dilution

Mous pouvons aussi eliminer le datergent en effectuant une forte
dilution de celui-ci. Une dialyse du detergent serait tres longue (S0«
de L.5, 1,04 est dialysé en &3 heures) (Fong & al., 1¥82Z) puisque le
L.5. a une concentration micellaire critique (CMC) trac alevée, <oit de
0,18 mM (Helenius & al., 1%27%) et serait donc aussi forcément incomplate.
Mous diluans selon un rapport 1:40 notre &chantillon de rhodopsine bovine

solubilisee dont la concentration initiale en lauryl sucrose est de 0,24
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{p/v) avec du tampon Tris-Cl (30 mM> ajuste a pH 7,3. Apreés concentration
de ceitte saclution en rhodopsine par ulirafiltration sur membrane Amicon
¢PM 10 000> <(Amicon Corp., Lexington, Mass, USA), nous rediluons selon
un rapport 1:6, avec du tampon Tries~-Cl1 (30 mM> ajuste 3 pH 7,2. A
cette etape, la faible concentration en détergent permet !’agrégation de
la rhodopsine qui sédimente a |? 000 rpm. Nous effectuons une serie
de lavages (au moins 3) consistant en une dilution 1:40, ou 1a rhedopsine
ezt remise en suspension, suiwvie d’une sedimentation (18 000 rpm - 10
min.). Ces couples lavage - sedimentation nous permettent dobtenir des
agrégats de rhodopsine. Les agregatz de rhodopsine sont sédimentés sur
lamelle de quartz {(ou de verre) a 10 000 rpm durant 5 minutes. Nous
recueillons .aussi les agrégats qui adherent a la pipette Pasteur lors
de la micse en suspension des culats par aspiration et reflux 3 la pipette

Pasteur.

2.3 Préparation de rhodopsine lige a une lactine

2.3.1 Pour de la rhodopsine associde au lauryl sucroge

Pour préparer de la rhodaopsine lide i une lectine, la concanavaline
A, et associ=se au lauryl sucrose, nous préparons des SEB. Nous purifions
ensuite la rhodopsine bovine selon le protocole de purification precedemment
decrit (ref. section 2.1). & 1%tape de la delipidation de la rhodopsine
par chromatographie d’affinite sur 1a Con A, lorsque le lavage est compleétéd,
plutdt que d’eluer 1la rhodopsine purifide et délipidee pour 1a décrocher

du gel, nous pré]évﬁns directement de la colonne le gel sur lequel est
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liee la rhodopsine bovine., Par seéechage du gel en présence de dessicant
{CaS0, anhydre) durant 24 - 42 hres (selon la gquantité praparde), nous
obtenons alors des achantillons de rhodopsine liee a une lectine en presence
de detergent. Ces eachantillons sont conservés i la temperature de la

piece,

2.,3.2 Pour de la rhodopsine dépourvue de laury] sucrose

Four preparer de i1a rhooopsine lise a une lectine et dépourvue
de detergent, nous suivons le protocale decrit en 2.3.1. Par contre,
avant de prélever le gel de la colonne, nous effectuons un lavage i
1’#au pure d’azu moine 10 volumes de colonne, afin d'eliminer le detergent,
Le gel extrait de la colonne est séche en présence d'un dessicant (CaSO,
anhvdre}) durant 24 - 48 hres, Mous obtenons alors dee échantillaons de
rhodopsine lise i une lectine et dépourvue de détergent. Ces échantillons

sont conserves a la température de la pizce.

2.4 Preparation de SEB seches sur lamelle

Afin de praparer des SEB sachas sur lamelles, une suspension de
SEB purifieés (10 000 rpm - 40 min) est sedimentée sur une lamelle de
verre, Cet échantillon de SEB sedimentés est séché en preésence de dessicant

{CaS04 anhydre) durant 24 - 48 hres.
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2.3 Méthodes de caractérisation des agreégats de rhodopsine

2.5.1 Spectroscopie WW-visible

Mous mesurons des spectres diabsorption U.M.-visible de 450 nm a
250 nm pour des échantillaons d’agregats de rhodopsine sedimentes sur des
lamelles de verre ou de quartz, ainsi que pour des echantillons d’agrsgats
de rhodopsine selectionnes et trappeés entre deux.1am91195. Ces spectres
sont pris sur un spectrophotometre Pre Unicam SP2-100 en fiwant les lamelles
sur une cuvwette a spectroscopie en quartz. Ce spectrophotomatre 2st équipe

d'un support & échantillon diffusant qui permet 1'enregistrement de spectres

de SEB sans aucune distortion originant de la Tumiére diffusante,

2,9.2 Spectroscopie photoacoustique

Les echantiilons d’agrégats de rhodopsine sédimentés sur lamelle sont
etudiés par spectroscopie photoacoustique (PA) directement en deposant la
lTamelle dans la cellule photoacoustique. MNous avons aussi etudie des
echantillons constitués d’agregats sélectionneés en fonction de 1’intensite
de leur coloration ainsi gue de leur stabilité photochimique. Ces agregats
sont deposes sur des lamelles que l'on insere dans le fond de l1a cellule
photoacoustique. MNous prenons des spectres photoacoustiques de 750 nm a

400 nm.

Les spectres photoacoustiques sont enregistres par un spectrophotométre
photoacoustique construit dans nos laboratoires. Le spectrophotometre est
squipe d'une cellule de résonnance munie d'un microphone a gaz. Les autres

composantes sont de 1%quipement <tandard. (Schéma de |’appareil, figure
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7). La scurce lumineuce ect une lampe au X%non (Xed de ! 000 W {Schoetfel
F

Instrument Corp., Wesztwond, Mew Jersey) convergeant sur Ja fente deentrge
d’un monochromateur (Schoeffel Instrument Corp.) actionnéde par un moteur
alimenté en courant continu et i vitesse wariable. La lumiare monochromatique
ezt modulée par un modulateur mecanique fchopper) a une fraquence variable
de 20 31 000 Hz. La lumiare produite par le moncchromateur ezt convergde
puis réflechie sur la cellule photoacoustique. Le signal produit ect amplifid
et alimentes un amplificateur Lock-in (Ithaco Dymatrac model 2393, Aptec,
Montreal) recevant te =ignal de rafarence du chopper. Le signal produit
par le Lock-in en fonction de la longeur d'onde est emmagasine dans
un microordinateur (Challenger Il, Chio Scientific, Aurora, OHY et normalizsé
pour des variations d’intensite de la lumieére inc'idente en divisant le
signal PA de 1’chantillon i chagque longeur d’ocnde par un signal PA
prealablement mis en reserve, d’un materiel completement absorbant (le
noir de charbon). Puisque des échantillons biologiques sont toujours
caractérisés par une forte absorption dans le visible, un filtre coupant
50% de transmittance a 494 nm et controlé par ordinateur est introduit
sur le parcours lumineux & des longueurs d’ondes plus grandes que 300
nm, de fagon a réduire le signal de fond du & la lumiére de frequence
de cecande harmonique., Entre 350 nm et 500 nm, 1’intensité moyenne de
la lumiare a la position de 1%chantillon est de 30 Wm-2, intensité qui

photolyse instantanément un échantillon de SEB ou de rhodopsine solubilisee.
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2.5.3 Microspectrophotometrie

pvant observs, premiesrement de grandes variations dans les proprietés
spectrales des agregats par spectroscopie U.V.-visible, et deuxismement,
par visualisation, que les agregats présentent un aspect morphologique
egalement variable, nous constatons gu’il existe une relation entre ces
deux observations. Mous avons donc premierement utilise la microscopie
optique pour observer les agrégats de rhodopsine. Cette atude corrobore
l'observation precedente, & savoir gque les agregats ont une morphologie
structurale variable, Wu la non-uniformiie morphologique ot spectrale des
agregats, et en raison de leur petite taille, soit d'approximativement
! mm ou moins, i1 a fallu se tourner vers une autre methode spectroscopique,
la microspectrophotomé&trie. MNous avons d’abord sélectionné par microscopie
optique les agregats demontrant une morphologie plius =tructuree. Ensuite
nous deposons |’agregat selectionne sur une lamelle de microscope et nous
prenons des spectres sur une plage de longueurs d’ondes s’etalant de
450 nm a 300 nm. Ces spectres sont enregistrés par un microspectrophotometre
monté dans nos laboratoires a partir du montage du spectrophotomatre PA
{vaoir figure 8), et ce, en remplagant 1a cellule photoacoustique par
un microscope optique monté d’une photodiode (UDT model phase 1223, 1
cm?® de surface active dans 1°U.V.,-visible, United Detector Technology,
Hawthorne, California) sur un des deux oculaires. La lumiere produite
par le monochromateur est convergee puis refléchie sous le plateau du

microscope, traversant ainsi 1’echantillon. Le signal produit est recueilli
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par la photodiode, amplifie et dirigs vers un amplificateur Lock-in recevant
e signal de réference du chopper. Tout comme en spectroscopis PA, i
la différence que le signal produit est un signal de transmizssion et
non un signal d'absorption, le signal produit par le Lock-in en fonction
de la longueur d'onde est emmagasiné dans un miniordinateur et normalisa
pour les variations d%intensité de 1a lumiere incidenkte par un signal
de transmittance préalablement mis en réserve d'un materiel complétement

transparent, soit 1a lamelle de wverrs,

2.5.4 Micronhotogranhies

Mous avons pris des microphotographies de divers agregats avec un
appareil photo Leizman (Leizman, Allemagne). Ces microphotographies furent
prises en contraste de phase %t en contraste interférentiel, et ce, i

divers grossissements variant de 28 X a 75 X.

2.9.9 Techniques d’irradiation des agregats de rhodopsine

2,9.9.1 En spectroscopie U.M.-visible

La rhodopsine est habituellement 2tudise soit dans un environnement
lipidigue naturel, i.e. dans les SEB, soit dans un environnement artificiel,
yariant par la grande diversitée de detergents disponibles sur le marche
pour obtenir de la rhodopsine purifiée, i.e. delipidée et solubilisée,
Cette solubilisation impligue le remplacement des molecules lipidiques

naturelles par des molecules conferant a la rhodopsine une certaine stabilité
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photochimique variant selon le datergent utilisa. On sait gque le L.S5.
est un detergent efficace et doux dans lequel la rhodopsine est ftras
stable (Fong & al., 1982). La rhodopsine dans un environnement proteéique
solide di i l'agrégation des molécules de rhodopsine nous intéresse. Nous
avons donc premiarement etudie la stabilitée du pigment dans cet environnement
proteique, en prenant des= spectres U, V,-visible de 450 nm & 200 nm.
Afin de voir si le pigment est stable, nous reprenions des zpectres
du meme echantillon i des intervalies de temps 3ilant de 5 - 10 minutes
a méme quelques jours., Méme, nous pouvions reprendre un spectre queliques
Jours plus tard. Afin de voir le comportement photochimique des agrégats,
nous avons effectue divers types d'irradiations. Dans un premier temps,
nous avons effectué des irradiations en lumiere blanche, i 1’aide dun
projecteur & diapositive (Kodak Ektagraphic Slide Projector - Model AF-
2) pour voir si le pigment se photolysait et pour déterminer i quel
photointermédiaire la réaction se stabilisait, et ce, pour quelle periode
de temps. Ainsi, nous avons effectue de courtes irradiations suivies d'une
prise de spectre de 1'échantillon. Dans un second temps, nous avons effectusa
des irradiations sélectives des agrégats selectionnes avec des filtres
interférentiels dont la bande est centree i 550 nm (550 WB L3X) et
a 450 nm,. Nous avons irradié premiarement avec le filtre interférentiel
dont 1a bande est centrée 3 550 nm pour de courtes periocdes de temps
jusqu'a ce que le X max soit stable (ou encore jusqu'a ce qu’il n'y
ait plus de variation du X max) par la suite les échantillons sont
irradiés avec le filtre interférentiel dont la bande est centree a 450

nm, afin de vérifier la stabilitée photochimigue des intermédiaires formas.
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2,5.9.2 En spectroscopie PA et en microspectrophotomatrie

Mous nfavons pu =ffectuer d‘irradi%tinna ni en spectroscopie PA,
ni en microspectrophotométrie puisque 1'intensité de la source lumineuse
a la position de 1’achantilion produit une lumiédre d’intensité morenne
de 30 Wm™®. 11 nous aurait fallu une source d’irradiation plus intense
afin de pouvoir noter un effet s’il ¥ a lieuw de cette source d'irradiation
qui de toute fagon aurait thermolyse nos achantillons. 11 ¥ a eu des
irradiaticons des agregatls en spectroscopie PA et en microspectrophotometrie
afin diobserver la stabilitée photochimigue de ces agregats en augmentant
la fente de J’cuverture de la source lumineuse de 3 mm a 5 mm pour

S minutes, et ce, a 500 nm.

2.4 Solubilisation des agrégats de rhodopsine

Lultime moyven de wveérifier avec certitude la nature des agregats,
a savoir s'ils contiennent reellement de la rhodopsine, et ce, a 1'e=tat
natif, est de les solubiliser pour ensuite prendre des spectres W-wisible
de la solution. Nous solubilisons les agregats de rhodopsine dans un
volume minimum <2-% ml) d@mmonyx 1,04, en brovant au mortier la lamelle
sur laguelle les agrégats avaient étée sédimentés. Apres centrifugation
du broyat (5 000 rpm - 5 min.}, nous recueillons le surnageant. Ensuite
nous prenons un spectre UV-visible de ce dernier (Pie Unicam), afin de
determiner la gquantité de rhodopsine native dans le surnageant. Dans le
but de determiner =i la rhodopsine présente est native ou non, nous
ajoutons une goutte d'hydroxylamine a cet =2chantillon de rhodeopsine

solubilisée, Puisgue ces agrégats ont deja subit une irradiation, la présence
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d’hvdroxylamine amene une degradation de toute rhodopsine non-native (MII,
MI, LUMIY, en rétynaloxime. Apras agitation, nous prenons un spectre UU-
visible de la solution. Puis nous 1’irradions a la lumieéere du jour qui
photolyse 1a rhodopsine native. Celle-ci se transformera en retynaloxime
grace a la presence de |’hydroxylamine. Nous reprenons alors un spectre

WM-visible,

2.7 Etude de 1a rhodopsine lige 3 'a concanavaline A

La rhodopsine lide a la concanavaline A ne peut étre etudide que
par spectroscopie PA a cause de 13 praesence meéme de la Con A et du
gel. Nous deéeposons de l’echantillon sur une lamelle de verre que !'on
qépnse dans 1a cellule photoacoustique. Nous prenons un spectre PA de
450 nm 3 300 nm. Le signal produit par le lock-in en fonction de la
longueur d’onde est emmagasiné dans un miniordinateur et normalisé pour
des variations d'intensite de la Tumiére incidente en divisant le signal
PA de 1’schantillon a chaque longueur d’onde par un signal PA prealablement
mis en réserve (le noir de charbon). D4 a la diffusion de la lTumiere
par le gel de Con A, le signal PA possede une ligne de base qui augmente
beaucoup plus on se deéplace vers le bleu. Nous reprenons le spectre
apres quelques intervalles de S minutes afin de verifier la stabilite

du pigment dans cet environnement.

2.8 Etude de SEB seches sur Jamelle

Une lamelle de SEB sedimenteées est déposée dans la cellule

photoacoustique. On prend un spectre PA de 450 nm a 300 nm. Le signal
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produit par le locK-in en fonction de la longueur d'onde est emmagasine
dans un miniordinateur et normalisé pour des wvariations d'intensite de
la lumiere incidente en divisant le signal PA de 1’schantilion a chaque
longueur d’onde par un signal PA preéalablement mis en réserve (le noir

de charbon). Un autre spectre PA est pris aprés guelques minutes afin

de vérifier la stabilite du pigment,

2.7 Produits utiiises

La liste dec produits utilises figure dans la table 1. Le Tzuryl
sucrose que nous avons utilise au cours de nos travaux n'est pas encore
disponible commercialement, il nous a eteé genéreusement fourni par Rroto
Co. Ltd, Tokyo, Japan. Le lauryl sucrose est un additif alimentaire produit
par transesterification. Ce produit n%est pas pur puisqu’il est constitue
d'environ 80% de laury! monocester et de 20X de di- et triesters. Plus
de ?8% des chaines d’acides gras sont des chaines en Cy,z, les autres
étant des chaines en Cip, Ci4 ot Cyg. Cette non-homogéneite du detergent
est particul ierement bien mise en evidence dans la figure ?, ot on voit
que le L.S. donne lieu & plusieurs "spots” lorsgu'analyse par chromatographie

sur couche mince.,
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CHAPITRE 3
RESULTATS

2.1 Spectre d’absorption de 1la rhodopsine bowine

Lors de l’extraction du pigment visuel, il peut arriver que de
l'opsine et/ou du rétinal soit entraineés avec le pigment. Pour
l'expérimentation, i1 faut gue les préparations repondent 3 un certain
critere de pureta: il faut que le rapport des déux principales bandes

d'absorption soit plus petit ou égal & deuwx. La figure 10 montre un
spectre typique de la rhodopsine avec ses trois bandes d'absorption
caractéristiques. Cette rhodopsine est solubilisée en présence de lauryl
sucrose 0,24 (p/w), La bande «, dont le ) max est 3 498 nm reprasente
1'absorption principale du chromophore, le ILl-cis retinal, 1lié i
1’'apoproteine. La bande § dont le X max a 330 nm appartient 2galement
au chromophore. La bande ¥ dont le X max est a 278 nm correspond i
la partie protéique du pigment visuel: 1’opsine, et est die a 1’absorption
par les acides aminés aromatiques, soit le tryptophane, la tyrosine et
la phenylalanine., Nous avons utiliseée tout au long de cette &tude de
la rhodopsine purifide dont le rapport Asss/Aues etait de 2,0 ou moins.
Deux autres éléments indiquent la pureté des préparations. Premiérement,
la valeur en absorbance a 410 nm par rapport i sa valeur a 500 nm.

Plus une préparation est pure, plus cet &cart est grandement. Deuxiemement,

1*intensite et 1a netteté des deux creux de part et d'autre de la bande
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Figure 10: Spectre d'absorption U.V.-visible de la rhodopsine solu-
bilisée dans du lauryl sucrose 0,2% (p/v), & Ta tempé-

rature de la pidce.
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B, et le fait que le creux dans 1'UV soit plus prononce que le creux

dans le visible.

3.2 Elimination du détergent

3.2.1 Hrdrolyse du detergent

Puisque le lauryl sucrose possede une concentration micellaire critique
(CMCY tres faible, soit de 0,14 mM (Tessier, M, Mémoire de maitrise,
U.B.T.R.y 1%85), et consequemment un pouvoir dialrvsant tres faible, nous
avons considére que sa nature de substrat enzymatique nous permettrait
de contourner le probliéeme gu’entraine 1'2limination du détergent par dialvse.
Cette dialyse serait trés longue, socit de &3 heures pour eliminer S0%
du lauryl sucrose 0,1% (p/v). Mous avons premizrement envisage une methode
biochimique simple, soit une hydrolyse enzymatique du detergent. Des
hydrolyses enzymatiques de rhodopsine solubilisee dans du lauryl sucrose
0,2% (p/v), furent effectuées i l'aide de differentes enzymes (3) afin
de vérifier quelle(s) enzyme(s) demontrait{ent) le meilleur potentiel
enzymatique., I1 fut etabli (M, Tessier, Rapport de stage, 1981) que
l'estérase de foie de porc et la lipase de Candida cylindracea démontraient
le meilleur potentiel enzymatique. Aprés incubation du lauryl sucrose 0,44
(p/v) en présence de ces 2 enzymes pour &% heures, il est impossible
de détecter 1a présence d'esters de sucrose, indication que plus de 994
du détergent a é&té hydrolysa, Cette longue peériode requise pour completer
1'hvdrol yse du détergent (approximativement 3 jours) suggere que les enzymes

ont une faible affinité pour les esters de sucrose. [ est généralemsnt
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accepte gue les lipases et les esterases sont plus actives a l'interface
huile=eauw, 2t parfoiz inhibeées par des produits de reaction ou des lipides
arant des tétes polaires larges. Alors nous avons évalué des cinetiques
enzymatiques de |'estérase de foie de porc, l'enzyme la plus active sur

le lauryl sucrose. Cette evaluation a porté sur divers substrats,

3.2.2 Activiteé enzymatique en présence de divers substrats

Aafin dlevaluer dee cinetiques enzymatiques de |'estarase de foie de
porc, nous avons effectué une datermination titrimétrique des acides gras

produits lors de 1’hydralyse par |'enzyme.

Mous pouvons voir par la figure 11 que |'estérase induit une hydrolyse
rapide et compléte du butyrate d’éthyle (figure 1l), ce dernier étant
12 substrat utilise dans la determination de son activité, i.e#. son substrat
standard. Toutefois, la meme reéaction est fortement inhibée (environ 934
d'inhibition) si du lauryl sucrose 1,04 (p/v) est présent (figure 11).
En présence de 1% d’octyl glucoside, 1’0ctyl déther du glucose, un détergent
doux qui ne dewrait pas avoir draffinité pour cette enzyme, 1'inhibition
est observee mais a un degreé plus faible (environ 434 d’'inhibition; figure
11). L'octyl glucoside seul ne demontre aucune activite, si on omet le
saut artéfactuel di i 1’ajout de l’enzyme (figure 1), alors que le lauryl
sucrose seul démontre une hydrolyse trés lente apres |1’ajout d’enzyme (figure
11). La pente de la courbe aprés l’ajout de l'estérase de foie de porc

a du lauryl sucrose 1% (p/v) correspond a la production de 1,46 umoles

d’acide laurigue par heure. A ce taux, 5 ml d’une solution 1X (p/v)
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Figure 11: Activité enzymatique de 1'estérase de foie de porc sur divers

substrats: le butyrate d'é&thyle (B.E.), 1'octyl glucoside
(0.6.), le lauryl sucrose (L.S.), ainsi que sur des mélanges
de ces derniers. Le saut sur 1a courbe 0.G. représente le

saut artéfactuel du 3 1'ajout de 1'enzyme.
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en lauryl sucrose serait hydrolysee en &4 heures, environ |a méme période
requise pour la disparition des esters de sucrose dans les experiences

precedentes. (Tessier, M, Rapport de stage, U.G.T.R., 1784).

Les resultats de la figure 1! ne nous permettent pas d'établir
le mecanisme de 1’inhibition enzymatique. L’estérase pourrait aussi bien
gtre inhibée par Ta chaine acy! {octyl ou lauryl) gue par la propriate
surfactante de ces molacules. Toutefois 1’inhibition presque complate de
I"hydrolvee du butyrate diathyle par le lauryl sucrose pourrait suggsrer
que l’ester de sucrose a une affinite plus forts pour l’znzyme que le
butyrate d’athyle lui-méme. La lenteur de la reaction pourrait alors &tre
attribuge a 1'sncombrement sterigque di& & la large tete polaire qu'est

le sucrose.

3.2.3 Hrydroiyse alcaline du lauryl sucrose

Quoiqu'efficace, !'hydrolrse enzymatique du lauryl sucrose est lente
et peut devenir un inconvénient si le détergent doit &tre enlevé plus
rapidement. La prasence du lien ester dans le detergent et T'instabilite
relative de ce groupement dans Tes acides et dans les bases nous a
permis de considerer une méthode chimigque simple pour enlever le detergent,

soit 1’hydrolyse alcaline.

& cet effet, nous avons analysé la stabilite du lauryl sucrose
i differents pH. La figure 12 montre des chromatogrammes de solutions
de laury! sucrose incubé pour 24 heures dans divers tampons 3 pH variant

de 7,0 & 10,3, La diminution en intensite des spots caracteristigues
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témoin

pH: 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 10,8

Figure 12: Chromatogrammes du lauryl sucrose incub& durant 24 heu-

res & différents pH, de p4 7,0 & pH 10,8.
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de ces esters (rf de 0,21 i 0,41) et 1'augmentation de 1’intensits des
zpots caractéristigues du sucroses au point de deposition indiguent que
le lauryl sucrose est instable a pH > 7,5. Le chromatogramme demeure
inchgngé méme aprés 4 jours d’incubation. Ceci n’indique pourtant pas que
la réaction a atteint 1’2quilibre. Un abaissement du pH par la formation
d’acide gras est principalement responsable de 1’arrat de 1a rséaction,
Une solution de lauryl sucrose 1% (p/v) correspond i une concentration
de 20 mM. Alors une hydrolyse avancés de l’sster 2st zuffisante pour
reduire le pH d’un tampon 23 mM. Nous avons donc amélioré la technique
grace i l’utilisation de sacs a dialyse comme enceinte au milieu d’incubation.
En fait, lorsgque le lauryl sucrose est incubé dans un sac a dialyse,

1’hydrolyse est terminée aprés 4 heures.

Mous avonz fait une avaluation de i’hydrolyse alcaline du datergent
par wvisualisation comparative des diffarents spots obtenus par
chromatographie sur couche mince (voir figure 13)., Nous observons qu’apres
270 minutes (4,5 hres), I’hydrolyse est complatée a plus de 95 Z. La
dialyse procure un avantage supplementaire en eliminant le sucrose au
fur et A mesure de ca formation. Il est & noter que la dialyse elle-
méme ne peut etre responsable de la disparition des esters de sucrose
puisque ce detergent dialyse tres lentement. Approximativement trois jours

sont requis pour que 30% du lauryl sucrose soit dialysé.
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PERIODE LAURYL SUCROSE 1,0%
D'INCUBATION (p/v)
(min.)
0 + + + +
90 + +
150 +
210 +
270 - (> 95%)

Figure 13: Evaluation de 1'hydrolyse du lauryl sucrose 1,0% (p/v), in-
cub&s 3 la température de l1a pidce en présence d'un tampon

carbonate-bicarbonate de pH 10,5.
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3.2.4 Effet du milieu alcalin sur la rhodopsine solubilisee dans le lauryl

SUCrase

Avant de pouvoir éliminer le detergent du meélange rhodopsine
solubilisée dans du lauryl sucrose par hrydrolvse alcaline, i1 faut
prealablement evaluer la stabilite de la rhodopsine aux pH alcalins. 11
gest important devaluer cette stabilite en fonction du pH et du temps.
Par titrage de la rhodopsine solubilises dans du lauryl sucrose 0,24
ipsul, nous pourrons determiner un pH de travail pour 1'hydrolyse alcaline
de ce melange., Cette stude nous permet d’evaluer que le pKa apparent
de la stabilité de 1a rhodopsine est superieur i 11. A pH=I11,8, la
rhodopsine est instantanément dénatureée, alors qu'a pH=11,0, elle demeure

stable,

Lorsque nous incubons de la rhodopsine solubilisée dans du lauryl
sucrose 0,24 (p/v) en milieu alcalin & pH=11,0, le spectre d'absorption
de 1a rhodopsine ne subit aucune modification. La rhodopsine conserve
ses propriétées natives et demontre toujours un A max de 498 nm, et
ce, jusqu’aprés 3,5 hres d’incubation & pH=11,0. Ainsi, 1'hydrolrse du
lauryl sucrose en présence de rhodopsine s’effectue a pH=10,5-10,8 sous

un éclairage rouge (A ¢ &20 nm).

3.2.5 Discussion

Grace & lutilisation du laury]l sucrose comme detergent et da a
la présence du lien ester dans le détergent ainsi qu’i 1’instabilite relative

de ce groupement, de simple methodes d’hydrolyses enzymatique et chimique
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devraient permettre d'aliminer le detergent. Mous avons constats que e
melange enzymatique possadant le meilleur potentiel enzymatique sur le
lauryl sucrose exigeait une longue periode pour effectuer une hydrolyse
complate de ce dernier. A la lumisre de ces resultats, nous nous sommes
intaresses a3 l’activite enzymatique de |'estérase de foie de porc sur
le lauryl sucrose, l'enzyme la plus active sur te L.S5.. Pour ce faire,
nous avons mesurae ia vitesse d'hydrolyse de diwvers éub-:»tr*ats, seuls ou
melanges, par cetie enzyme: le butyrate diethrle, son substrat naturei,
le L.5., un estepr de sucrose et d'acides gras, 1'actyl glucoside <0.G.3,
un ather de sucrose =t d'acide gras, et des mélanges B.E.-L.5. et B.E.-0.G..
Mous avons cohnstaté que sur les mélanges, la présence de datergent inhibait
fortement la reaction, et ce, beaucoup plus dans le cas du L.5. { &

F5%) que de 170.5, ( 43%) . Résultat prévisible, car le laurvl sucrose

e

est un ester alors que 1'0.G., un ether. Ce que nous constatons d'ailleurs,
puisque l'octyl glucoside ne demontre aucune activite, alors que le L.5.
demontre une hydrolyse itres lente apres ajout de 1'enzyme, Ces resultats
ne nous permettent pas d'etablir 1%identitée moléculaire recponsable de
1'inhibition enzymatique, Lestérase pourrait aussi bien 4tre inhibée par
la chaine acyl que par la propriete surfactante de ces molecules. Far
contre, 1'inhibition presque complaete de 1°hydrolyse du B.E. par le L.3.
suggere que l’ester de sucrose a une affinite plus forte pour 1'enzyme
que le B,E. luvi-méme. La lenteur de la réaction pourrait alore atre
attribuée & l’encombrement sterique di a la large tate polaire qu'est

le sucrose ou encore a4 son Km (constante de Michaelis) trop faible.
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3i le detergent doit etre enlevée rapidement, cette dernisre méthode
enzymatique quoigu'efficace, peut Jdevenir un inconvenient di 3 sa lentsup,
Compte tenu de l1'instabilits relative des esters dans les acides

et dans lecs bases, nous avons considére une methade chimique d’hvdrolyse
du lauryl sucrose: 1'hwdrolyse alcaline. Apr2s investigation de 7a stabilits
duo L.5., a2ux pH alcalins, nous notons que celui-ci est traéas inztabie
aux pH > 7,3, Mais 1’hvdrolvee alcaline nlect efficace qu’sn milieu dialvsant,
Ce dernier procure l'avantage d'2liminer le sucrose, favorizant zinsi i
reaction dhydrolyse par deplacement de 1'squilibre. & aH ¥ 7,3, 1'hvdrolvss

=t complétée en 4 hres., La dialyse elle-méme ne peut Stre responsable

de la disparition du L.S. puisqu’il dialyse trés lentemsnt, soit 30X
du L.3. en 3 jours. Quant & la stabilitée de 1a rhodopsine dans ces
mémas conditicns, nous zavons déterming un pKa apparent de sa stabilife

aux environs de 11,4, ce qui nous permet d’svaluer un pH de travail
sur pour 1’hydrolyse efficace du detergent aux enwirons de 10,5 a 10,38
sans risque de dénaturer la proteine, A& la Tumiére de ces rasultats,
1"hvdrolyee alcaline du L.5. s'avére beaucoup plus efficace, en terme
de temps, que 1’hydrolyse enzymatique. Le L.5. est hydrolyse a plus de
?5% en 4 hres en milieu alcalin, par rapport & 43 hres en milieu enzymatique.
La rhodopsine bovine ne se dénaturant pas dans ces conditions alcalines,
les conditions experimentales pour 1'hydrolyse du melange rhodopsine
solubilisée dans du L.5. 0,2% (p/v) =ont une incubation du mélange 3

pH=10,5-10,8, en milieu dialysant, a la temperature de la piece.
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3.2 Dédétergentation de la rhodopsine

2.3.1 Par hydrolvse enzyvmatique

Le L.S., lorsque chromatographis sur couche mince, prasente un patran
caracteristique (voir figure %). Lorsqu’une solution de rhodopsine bovine
purifieés dans du L.S. est deposée sur une plaque de CCM, le chromatogramme
montre, en plus, un faible spot Jjaune dont e RFf=0,17. L2 rhodopsine
denzaturés par le soivant de migratian est manifestement responsable de

Vapparence de ce zpot. Lar i incubse

1y

que c=tte zolution de rhodopsine e

1]

en presence du melange enzymatique: lipase-estarase, |'hydrolyse du détergent
devient évidente au fur et & mesure gue la rhodopsine pracipites apras
une nuit d'incubation %0¥% de la rhodopsine est sedimentee par une
centrifugation de LS00 minutes (10 000gr, alors que des éAchantillons incubas
pour la mame periode de temps cans enzymes ne demontrent pas de sedimentation
sous les mémes conditicons experimentales, De plus, la période d'incubation
nacessaire a |'hydrolyse compléte du L.S. du melange est plus longue
(300 hres) par rapport & celle pour le L.S. seul (43 hres), Cette periode
représente une réaction quatre fois (4X) moins rapide que lorsque |e
L.5. est =seul. En fait, environ 7?34 du detergent est hydrolyseée apras
130 hres,a en juger par 1z pileur des spots caractéristiques du sucrose
apres cette période d'incubation. La disparition compléte de ces spots

necessite 300 hres.

Un spectre photoacoustique de la rhodopsine purifiée et solide obtenue
par centrifugation d'un échantillon duquel le détergent avait 2té enleve,

a &té pris. Cette mesure fut prise a L73%. Le photointermédiaire stable



acaette temperature est la Tumirhodopsine (A max =" 497nm). L'absorbance
maximum de notre echantillon (505 nm) est pres du max de ia rhodopsine
solubilisée dans le lauryl sucrose et indigque que la rhodopsine ne fut

pas dénaturde par 1%élimination de détergent.

3.3.2 Par hvdrolvse alcaline

Losrgue nous incubons wune solution de rhodopsine solubiliseée dans
au L.S. 0,24 <psvr en milteu alcalin de pH=10,5-10,2 (uair figqure 14},
le L.S, 2'hvdrolyee en degd de 4,5 hres. MNous avons effectuz2s ces incubations
32 4°C ainsi qu'a la tempeéerature de la piace. Apres 2,5 hres d'incubation,
1'hydrolyse a la temperature de la piece est beaucoup plus avancée gue
celle effectuée a 49C, MNous ne pouvons toutefois pas discuter de valeurs
quantitatives guant aux vitesses de reaction puisque ces evaluations sont
erfectudes par visuvalisation en comparant l'intensitéa des spots obtenus
experimentalement tout au long de !’incubation a une gamme de spots standards
de concentration connue. Cette methode d’evaluation est efficace jusgu’i
une concentration de 0,06 pug, correspondant a 1,54 de la concentration
du L.5. dans 1a solution initiale, Mous pouvone donc aisement postuler

gue la réaction est completée a plus de P50,

Nous obtenons alors de la rhodopsine débarrassée de phospholipides
lors de la purification et deéesormais dépourvue de datergent., A ce stade,
nous obtenons de la rhodopsine sous forme solide grice a l'absence de
detergent pour 1a maintenir en solution sous forme de micelles. La rhodopsine
solide conserve ses proprieteées spectrales natives puisgque son spectre

UN.-visible (voir fig. 15) démontre un X max & 490 nm. Apras irradiation,
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PERIODE RHODOPSINE BOVINE DANS
D'I?CUBATION DU LAURYL SUCROSE 0,2%
min.)

T pigce 4°¢

0 + + + + + + + +
90 + +
150 + + + 4+
270 - -

Figure 14: Evaluation de 1'hydrolyse alcaline du détergent par incuba-
tion d'une solution de rhodopsine bovine solubilisée dans
du Tauryl sucrose 0,2%, en présence d'un tampon carbonate-
bicarbonate de pH 10,5, @ 4 C ainsi qu'ad la tempérarure de

la pigce.
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Figure 15: Spectre U.V.-visible de la rhodopsine solide, avant (- - -)

et aprés (. . . .) irradiation & la température de la pidce.
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nous notons wun deplacement spectral wvers 445 nm og i1 » a stabilisation
d'un phatointermadiaire., Ce déplacement spechral ezt associe & ia
photoconversion de rhodopsine en Meta [. Ces deux espéaces, lorsgue
salubilisées, posedent des X max respectifz de 428 nm et 472 nm. Les
differences u.l:-seruées zont dues, en partie 3 la diffusion due i la presence
de =els dans les echantililons solides de rhodopsine, et surfktout a iz
diffusion de la lumiare par les agorégats, et ce, malagré T'utbilisation

dun specirophotomatre muni d'un support pour echantillon diffusant,

Une hydrolwee aicaline du melang2 rhodopsine purifiee dans du L.3.
produit une rhodopsine non dénaturee par elimination du detergent. Un
des avantages de 1'hvdrolwrse alcaline par rapport & 1'hydrolvse enzymatigue,
est gque la période d’incubation nécessaire a |'hydrolyse du detergent ast

beaucoup plus rapide. AiINSI cette méthode présente un grand avantage
r | o ) =

par rapport a |'hydrolvse enzymatigue.

3.3.3 Par dilution

Dans le but de produire une gquantite intéressante de rhodopsine
sous forme solide afin de pouveir en 2tudier le comportement photochimique
et d'en evaluer le caracteéere natif, nous nous sommes butés i des probléimes
de reproductibilita. Selon les lots de L.S. utiliséds, les rendements
yariaient et nous ne pouvions obtenir d’hydrolyse méme & pH 10,5, Nous
avons ainsi considére une meéethode physique, la dilution. Les &chantillons
de rhodopsine préparés selon cette méthode, telle que decrite an 2.2.2.3,
ne revelent aucune trace de laurw!l sucrose lorsgu’ils sont analysés par

CCM. Si nous considérons que tous les monomares de L.S5, sont distribues
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dans iensembie de la phase aqueuse au cours des lavages, nous pouvons
estimer th2origuement que la concentration du L.5. dans les agregats de
rhodopsine obtenus a la fin des eétapes de diiution est approximativement
de 10-%, ce qui correspond 3 10-% molécules de L.S. par molécule de
rhodopsine., Par cette méthode efficace et reproductible par rapport a
1™ hydrolyse alcaline ou nous avons 2u dee problemes de reproductibilité
di au lot de L.5., nous obtenons beaucoup de rhodopsine, autant i la
fin du processus de dilution, au'au cours de la procedure de dilution
lorsque les agregats adherent aux parois des pipettes FPasteur au cours
des operations d'aspiration @t reflux effectuees pour remettre en suspension

Ta rhodopeine sédimentse,

3.3.3.1 Aspect phrvsique de la rhodopsine agrégée

Par observation, en lumiere rouge, des agregats obtenus, nous
constatons 1a non=-uniformite dans 1’apparence des agregats. Ils n'ont pas
tous la méme dimension, ni le méme aspect. Certains ont un aspect piutat
eriztallin, alors que d'autres ont un aspect piug amorphe, L'aspect phvsique
de ces agregats sera pris en consideration lorsque viendra le temps d'en

faire 1'analyse spectroscopique et photochimique.

Afin d’obtenir une évaluation plus précise de cette non-uniformite,
nous avons observe les agregats au microscope optique. A un grossissement
de 1 000, nous notons une grande hatérogénité dans lrorganisation structurale
des agreégats (voir figures 14 & 17). Lorsque de l'esau distillee est
utilisée plutét que du tampon au cours des atapes de dilution, nous
obtenons des agrégats d’une plus grande homogeneité coté aspect structural,

De plus, nous notons que la coloration de ces agregats est tres stable.
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3.3.4 Discussion

Lhydrolyse enzymatique du détergent d'une solution de rhodopsine
solubilisee dans du L.5. produit de la rhodopsine agrsgee ayant conservée
ses proprietss natives puisqu’elle presente un x max de 505 nm qui se
deplace 4 500 nm apres irradiation ce qui correspond a la transition
rhodopsine - lumirhodopsine. L'inconvenient majeur de cette technigue est
le fait gue la période d'incubation n®cessaire est de tr2g longue rjurée,
soilt de 200 hres, cette pariode stant guatre fois (4¥) plus longue qus
lorsgue le L.5. est seul en solution. Ainsi, la presence du pigment

ralentit beaucoup la reaction d*hydrolvse enzymatigue du L.S..

Lhvdrolyse alcaiine est une méthode chimique d'elimination du L.5.
interescsante puisqu’elle nous permet d'obtenir aux pH de 10,5-10.8. pH
ou le L.3, est tras instable et oi le pigment 23t stable, de la rhodopsine

b

agragee en moins de 4,5 hres i la température de la piece. Cette rhodopsine
agreges conserve ses propriétes natives puisqu’elle présente un spectre
U.V.-visible dont le 2 max est a 4%0 nm pour se deplacer a 445 nm
apres irpradiation 3 la tempeérature de la piace ce qui correcspond 3 la
photogénération de métarhodopsine 1. Toutefois, selon le lot de L.5. utilise,
la reaction d’hydroly¥se alcaline presente des problémes de reproductibilits,
De plus, bien gue les hydrolyses enzymatiques et alcalines nous permettent
d'obtenir de la rhodopsine agregeée, depourvue de lipides et de detergent,

gn ne peut confirmer |’absence d’acides agras (produit d'hydrolyselr dans

ces achantillons. Une mathode physique, la dilution, fut donc considérée
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gn alternative, Cette methode presente un meilleur rendement quantitatif
2t ne denature pas non plus la rhodopsine, Nousz avons consiats que les
agregats ont une apparence structurale hetérogene. En microscopie optigue,
nous observons gque cette hetérogenaite est reliée 3 l'aspect structural
plus ou moins organise, conferant aux agragats une apparence, soit

cristalline, soit amorphe.

Lorsque les dilutions sont effectyeee avec de l1'sau distillas ot
non avec du tampon, nous obtenons des agregats de rhodopsine plus homoganes,
d'apparence cristalline en microscopie optique., L'absence de s2ls ot le
pH de 1'eau distillée semble donc favoriser une agregation plus efficace.
Ainsi, pour eliminer le détergent, la dilution s’avire itre la mithode
présentant le meilleur rendement cdte guantitatif et cate qualitatif. Le
fait dutilicer de 1’¢au dicstillée plutdt que du tampon lors des etapes
de dilution implique premiéerement une modification du pH, de 7,3 a 6,0,
ainsi qu'une élimination des sels du milieu d’incubation. Cette modification
du pH affecte donc les propridtés électrolytiques des acides aminés de
la rhodopsine favorisant ainsgi une agregation plus efficace tout en

produisant des agregats auxquels aucun sel ou sélectrolyte ne peut adherer,
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3.4 Spectroscopie et photochimie de la rhodopsine agrégée

3.4,1 Spectre d'absorption

La rhodops<sine obtenue sous forme dlagregats est sédimentée sur lamelle
de quartz afin de déterminer la position de son maximum d’absorption.
Four ‘des echantillons nfarvant subi aucune irradiation prealable, le &
max est toujours inférieur a 300 nm, geénéralement 494 nm (woir +igure
1y, Ceci correspond a un depiacement de & & 7 nm wersz la bleu,
comparabtivement 3 1a rhodapsine contenue dans les membranes des bitannets

ou dans les detergents comme le laury! sucrose {Motorama & al.).

3.4.2 Photosensibilité de 1a rhodopsine agrsgee

La rhodopsine agreégse zur lamelle, apras irradiation i 550 nm, subit
un déplacement vers 485 nm {(voir figure 17, Une deuxieme =2xcitation
a 450 nm provogue un second deplacement vers 300 nm. Ainsi, nous obssrvons
une decoloration trés partielle ne depassant pas |’2tape metarhodopsine

I. Mous constatons, de plus, que la reaction est photoreversible.

3.4.3 Spectres photoacoustiques des agrégats

L'application de la spectroscopie photoacoustique a 17etude des pigments
visuels a ate decrite dans des ouvrages anterieurs (Boucher, F. & Leblanc,
R.M., 1%81; Boucher, F. & Leblanc, R.M., 1?31; Boucher, F. & Lebltanc,
R.M., 1985 cependant, noug devons rappeler que les intensiteés lumineuses
necessaires pour gen#rer un signal photoacoustique sont largement suffisantes

pour decolorer completement la rhodopsine. Meanmois, les avantages qu'offrent
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Figure 18: Spectre d'absorption U.V.-visible d'agrégats de rhodopsine,

3 la température de la pigce.
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Figure 19:
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Spectre U.V.-visible de 1a photosensibilité de
la rhodopsine agrégée. En trait hachuré (---),
est 11lustrée la courbe obtenue aprés irradia-
tion 3 550 nm; en pointillé (...), la courbe

obtenue aprés irradiation 3 450 nm.
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cette ftechnigue pour l'analyse d’échantillons solides nous a incitas 3

Tfutiliser dans la caractarisation des agregats de rhodopszine.

Les figures 20 & 21 montrent des specires photoacoustigues d'agregats
de rhodopzine sedimentes sur lameliles circulaires, Comme ce2s spectres sont
mesures sous une intensité lumineuse considérable (50 wm=2), nous nous
attendons a ce gu’ils montrent un maximum d'absorption vers 430 nm puisque
nous avans deji etabli que la decaloration de ces achantillons ne dépassait

L

pas 1'etape metarhodopsine 1, Clest gffectivement ce gque nous obssrvons
dans ta figure Z0. Cependant, il ezt clair, d'apres la figure 2! gue
ce n'est pas le cas de tous les echantillans. En effet, certains d'entre

eux montrent un maximum beaucoup plus pras de 300 nm que de 480 nm.ofiag.

21 vs fig. 200

L'experience confirme premierement que la deéecocloration ne dépasse pas
|'atape metarhodopsine I, et deuxieémement qu’une partie de 17achantillon
n'atteint pas 1'#tape métarhodopsine [ puisque le X max est souvent beaucoup

plus grand gue 480 nm.

[1 est possible que ce comportement photochimigue soit relie a 1’aspect
physigque des agregats puisque les plus amorphes deviennent orange (Meta
I) lors de 1'illumination, &t que les plus structures demeurent rouges,
méme lorsqu’ils sont laissés plusieurs heures & la lumiére ambiante (la

rhodopsine ne se decolore donc pas).

Afin de preciser ce point, les agrégate arvant la coloration rouge
stable ont &te zéiectionnes manuellement & 1°aide d'un microscope et analvses

par microspectrophotométrie.
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Figure 20: Spectre photoacoustique de rhodopsine agrégée,

d la température de la pidce,
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Fiqure 21: Spectre photoacoustique de rhodopsine agrégée,
a la température de la pidce.
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3.4.4 Microspectraphotométria

La methode decrite en Z2.5.3.2 permet de mesurer le spectre de
transmission d’un agregat sélectionne individuellement zous le champ d’un
microscope, Le montage wutilize la méme source luminesuse gue fe
spectrophotomatre photoacoustique. L’8chantillon est donc soumis i une
irradiation suceptible de la décolorer entiarement., Les figures 22 & 23
montrent e spectre de fransmission obftenu pour deuw agr=qats doannes

prezentart des minimum de transmizsion a 4%2 & S00 nm re

W

pactivement,
Ces reésul tats démontrent bien que la rhodopsine “pure’ sous forme d'agrégats
d'apparence cristalline #<t pratiquement insensible a la lumiere, vue gu'elle
ne =e décpolore apparemment pas méme =ous desz inftensité lumineuses
considérables, La figure 24 montre un spectre de fransmission obtenu pour
un agreagat amorphe dont le o max est i1 480 nm. Ce résultat demontre
bien gu’un agregat dont 1’aspect phyrsigue est amorphe subit une

photodécoloration qui ne dépasse pas 1'etape Mata I,

I1 est a noter gue lorsque ces agregats sont mouilles par guelques
microlitres d'ammonyx LO, un détergent dans lequel 1z décoloration compléte
de 'a rhodopsine est ftrés rapide (Tessier, 1734; Applebury, 1774, il
ezt impossible d'observer une bande d'absorption attribuable au pigment,

Le spectre est dans ce cas complatement plat.

Toutefois, le fait que les agregats de rhodopsine conservent des
maxima d’absorption & ou pres de 500 nm ne signifie pas nécessairement
gu’il n'ont =subi azucune réaction photochimique. En effet, 1a lumirhodopsine
Ch max= 497 nm) aurait pu staccumuler dans ces echantillons et le peu
de différence spectrale entre 1a rhodopsine et son lumiintermédiaire ne

permettrait pas de préciser la nature du pigment contenu dans 17 agregat.
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Figure 22: Spectre de transmission de rhodopsine agrégée

pris en microspectrophotométrie.
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Figure 23: Spectre de transmission de rhodopsine agrégée

pris en microspectrophotométrie.
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Figure 24: Spectre de transmission de rhodopsine agrégée

pris en microspectrophotométrie.
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Afin de praciser cette guestion, nous avons tout simplement solubiliss
individuellement les agregats de rhodopsine dont 1a coloration rouge &tait
stable & 1a lumiere dans un detergent o4 les photointermédiaires sont
instables: 1’ammonyx LO, Le principe de cette mesure est simple: si les
agrégats demeuras rouges (X max de 492-500 nm) aprés irradiations contiennent
towjours de la rhodopsine, aprés solubilization, nous pourrons encore ¥
observer la spectre de la rhodopsine au moyen d'un spectrophotométre

5

conventionne]l Cgqui ne decolore pa

le pigmenty. Dans le cas cantraire,
nous devrons conclure que le pigment responsable de la couleur rouge
des agrégats est la lumirhodopsine, instable dans |’ammonyx, &t l& spectre
de 1'agrégat solubilisé devrait alors montrer la presence de metarhodopsine

11 et/ou de rétinal,

La figure 25 montre le resultat de cette expérience. Le spectre
de 1’agrégat préalablement irradié et solubilisé montre deux bandes: une
a 500 nm (rhodopsine} et une a 380 nm {(metarhodopsine I[I). En preésence
d’hydroxylamine, la bande a 380 nm est deplacée i 340 nm. Ceci confirme
l'attribution de la bande a 380 nm a la méetarhodopsine Il convertie
en ratinaloxime par 1’*hydroxylamine, et celle de la bande & S00 nm &
la rhodopsine qui ezt s=table en prézence d'hydroxylamine. De plus,
1'irradiation ultérieure de 1’schantillon décolore complétement le pigment

qui est alors transforme entiérement en oxime.

[T est donc possible de conclure gque 1'agregat contenait de la
lumirhodopsine, A partir de 1'intensite relative de 1a bande d'oxime avant
et aprés irradiation dans 1’ammonyx, nous pouvans estimer que 1’agragat

gtait constitue denviron 2 lumirhodopsine, pour 1 rhodopsine.
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Fiqure 25:

LONGUEUR D'ONDE ()

Solubilisation de rhodopsine agrégée aprés ir-
radiation. L'agré&gat solubilisé& dans 1'ammonyx
LO(——), ajout d'hydroxylamine a cette solution,

avant irradiation (---) et aprés irradiation

(o).
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3.4.5 Discussion

L'atude de la photochimie des agregats de rhodopsine, demontre que
la rhodopsine agregee, aprés irradiation, presente un X max de 495 nm.
Cette 2tude faite 2n microspectroscopie, qui tout comme la spectroscopie
photoacoustique, décolore le pigment, demontre une insensibilité apparente
de la rhodopsine agrégée. Cette insensibilite apparente pourrait néanmoins

masquer la presencs d'un ou piusieurs photointermediaires,

En solubilizant 1'agrégat dans de 1'ammonyx, nhous constatons qu’il
est constitué en partie (1/3) de rhodopsine insenszible & la lumiéra et
an partie (2/3) d'un photointermediaire instable dans ce deteragent, selon

toute évidence la lumirhaodopsine.

Les agregats de rhodocpsine sont constitues de rhodopsine oligomére,
i.e. que la proteine se trouve dans un environnement prot2ique, constitue
d'un réseau tridimentionnel rigide. Ce reseau tridimentionnel rigide
empécherait tout mouvement moleculaire de surface de la protéine permettant

la poursuite de la séquence photolytique.

De plus, nos résultats montrent que lorsque la rhodopsine est dépourvue
de phospholipides et de détergent, elle posséde un X max, a 20°C, de

494 nm.

L’absorbance de la rhodopsine, en terme de valeur du A max, est
fonction de la temperature 3 laquelle nous 1'studions ainsi que du milieu
dans lequel elle se trouve. Cette relation avec la temperature est due

au chromophore. & 20°C, et dans son environnement phospholipidique naturel,
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elle posséde un X max a 502 nm; sans phospholipides, dans divers détergents
tels les esters de sucrose en Cy3, C4z & C3 2insi que danes d’autraes
detergents soit la digitonine, le triton X-100 et 1'ammonyx LO, la rhodopsine
présente des X max respectifs de S5S02 nm, 500 nm, 4932 nm et 473 nm

pour ces trois derniers détergents., (Motoyvama et al., sous presse)

Ces fines variations dans le X max d'absorption de la rhodopsine
reflatznt sirement de faibles wariations dans les interactions chromophore-
proteine induites par son microsnvironnement. Celui-ci est constitue soit
de ses phospholipides naturels, soit d’un détergent donné, soit de !'absence
complate de PL ou de détergent. Il semble que cette variation du X
max d'absorption de la rhodopsine est fonction de la capacité des differents
datergents d'opeérer une solvatation appropriée de la z:nnt hydrophobe de
la protaine. Ce degre de solvatation pourrait étre di a la grandeur
de la micelle formée et/ou a 1a rigidité micellaire, contribuant & maintenir
les propriétés natives d’absorption de la rhodopsine. A la limite, la
rigidite micellaire affecte cette szolvation puisque les agrégats de
rhodopsine présentent un X max de 474 nm. Nous ne pouvons toutefois
pas postuler gque pour la rhodopsine agregee ses proprietés spectrales
ne sont pas modifiees bien qu’aucune étude en ce sens n'a pu étre effectude
avec la rhodopsine agrégée puisqu’il nous faut solubiliser la rhodopsine
dans un détergent quelconque avant de pouvoir effectuer des etudes de
regenérabilite., Selon le détergent utilisé pour la solubiliser, il a été
déemontre que le pigment n'est complétement regénérable que lorsque le X
max d’absorption ne varie que de 1 nm par rapport au A max d'absorption

de la rhodopsine dans les SEB.
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3.5 Photochimie de la rhodopsine monomerigue.

Les resultats qui wiennent d'stre decrits se rapportent i la forme
oligomérique de 1la rhodopsine soit des agrégats solides de rhodopsine

purifiée ou les interactions rhodopsine - rhodopsine sont importantes.

Afin de dissocier 1'effet des interactions proteine - protaine de
l'effet de phase "solide” sur la photochimie du pigment, nous avons effectus
des mesures de contrdle avec la rhodopsine 3 1%8tat solide mais toujours
SouUs -Fur;me monomerigue. Ces echantilions ont eté prépares soit par sechage
des membranes des SEB ou la rhodopsine est contenue sous forme de monomere,
soit en analysant directement la-rhodopszine liéde & la concanavaline A,
un etat ou 1'interaction du pigment avec le support chromatographique

prévient 1'agrégation de la rhodopsine.

3.5.1 Photochimie de la rhodopsine lide & la Con &

La rhodopsine liée & 1la Con A et séchée ne peut étre étudide que
par spectroscopie PA, &4 cause de la présence de 1z Con A&. Mormalement
en spectroscopie PA, I1’intensite é&leveae du rayon d’atude provoque
nécessairement une décoloration photochimique du pigment. La figure 26
montre le spectre PA de la rhodopsine liee a la Con A en absence de
détergent et dau., Ce spectre montre une bande principale a 474 nm
et un épaulement & 340 nm. La grande stabilite de ce pigment qui ne
se photolyse que trés partiellement aprés 12 heures d'irradiation indique
bien que dans cet etat physigue la décoloration ne dépasse pas |’étape
métarhodopsine I. I1 est 4 noter gue l’addition d'eau i cet achantillon

ne diminue pas sa stabilite thermique.
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Spectre photoacoustique de la rhodopsine 1iée &

1a concanavaline A,



- B4 =

D’autre part, lorcsque la rhodopsine lide & la Con & est sechae
en préssnce de datergent, nous constatons qu'slle peut étre photodécaiarse

complatement, comme en font faoi les spectres presentes a la figure 27.

Cette experience simple permet de tirer une conclusion impartante:
contrairement a ce que nous voyons depuis longtemps, la présence d'eau

n'est pas essentielle a4 1la transition Méta I - Meéta II. En effet, cette

i

derniare peutbt tras hien <'opdrer & |'dtat zolid

i

=i la rhodopsine est

zolvates de maniere appropriée par un astergent.

3.5.2 SEB séchés sur lamelles,

Contrairement aux detergents, les phospholipides des SEB fournissent
un environnement beaucoup plus rigide a la rhodopsine et dans ce cas,

1"eau devient nécessaire a la transition Méta I - Méta I1,

La figure 28, nous presente le comportement photaochimique de la
rhodopsine dans les SEB séchés sur lamelle de quartz., Nous notons que
le » max de la rhodopsine est situé a 498 nm, en spectroscopie U.V,-visible.

Par des irradiations douces et szuccessives, elle subit un déplacement

h¥peochrome pour se stabiliser 3 4B0 nm, par étapecs discrétes. Si nous
poursuivons l'irradiation, nous n'observons aucune modification du X max
mais bien une perte en densitée optique du X max & cette longueur d’onde.
Cette perte de la densite optique serait due a une photooxydation de
la rhodopsine qui ne pourrait poursuivre sa sequence de photodécoloration
qu’en milieu agqueux. Mous observons donc une photodecoloration incomplate
du pigment qui se stabilise a 1'étape Méta I, et en présence d'eau,

une photolyse complete du pigment.



-B?-

RHODOPSINE LIEE A LA CONCANAVALINE A

SANS DETERGENT

= == == == =" EN PRESENCE DE LAURYL SUCROSE

— O — W — — - L -

Df AMMONYX LO

INTENSITE PHOTOACOUST IQUE

- S
e J—
—
---.__1.___

g

500 3

LONGUEUR D‘ONDE (NANOMETRES)

500

Figure 27: Spectre photoacoustique de T1a rhodopsine liéde 3

la concanavaline.
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Figure 28:
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Spectre U.V.-visible de SEB sé&chés sur lamelle 3
la température de la pidce, avant irradiation
(——) et aprés des irradiations successives jus-

qu'd un déplacement spectral stable d 480 nm (----).
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3.5.3 Discussian.,

Mous avons precedemment etudie 1a rhodopsine agrégee qui s& trouve
dans un environnement de nature uniquement protéique. La rhodopsine poszade
un haut degre d’hydrophobicite (approximativement &0¥) qui permet une
agregation moleculaire lors de 1'8limination du détergent, les molécules
de rhodopsine jouant ie role de molecules amphiphiles servant i se stabiliser
glles—mames par un pheénoméne d’agrégation., Mous avons observe que dans
un environnement protaique ou la rhodopsine se 3itue dans un reseau
tridimensionnal prigide, celle=ci posside une photochimie particulidére, §
savoir, que la rhodopsine semble insnnsib1e A la lumiere, Cette insensibilite
n’'est qu’apparente puisque les 2/3 de la rhodopsine est réellement insensible
a la lumiére alors que le 173 ne subit qu’'une photalyse incomplete se
stabilisant a 1’etape Lumi du photocycle de la rhodopsine. Dans ces agregats,

la rhodopsine se trouve sous forme d’ol igomere.

La rhodopsine a |’8tat solide sous forme de monomeére, autant dans
les SEB que lorsqu’elle est liée a la Con A en absence de detergent,
ne subit qu’une photodécoloration incompléte se stabilisant a 1’etape Méta
1. Cette décoloration peut se poursuivre soit apres solvatation de la
rhodopsine avec un detergent sur la Con A, soit par hydratation des

phospholipides des SEB.

Ces résultats appuient fortement la suggestion de Motorama et al.

(1985) voulant que la transition Mgta I - Mgta Il soit facilitge dans

la mesure ou |’environnement possede une certaine fluidite,
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CONCLUSION

Trois methodes ont ete mises au point afin de préparer de la rhodopsine
purifiee depourvue de détergent, Il s'est avera que la mathode la plus
simple est aussi la plus efficace. 11 a e&te ainsi possible de préparer
des agregats stables dont les dimensions permettent l'analvse specirals

et photochimique.

31 nous considerons la rhodopsine dont 404 des rasidus sont hydrophobes
comme un batonnet dont le centre est hydrophobe et les extrémitas
hydrophiles, nous pouvons concevoir gu’en absence de detergent et en milieu
aqueux, des interactions hvdrophobes protzine - protzine soient favoriszes
provoquant la création d'un reseau bidimentionnel. La juxtaposition de
plusiesurs de ces réseaux donnerait naissance aux agrégats que nous avons

chtenus.

L’etude de 1’aspect de ces agregats permet de les classifier en
deux twpes: les agrégats structuréds et les agrégats amorphes. Ces deux
types d’agréegats se distinguent =&agalement par leurs opropriétes
photochimiques. I1 est opportun de noter ici que ces agrégats ne sont
pas des cristaux de rhodopsine. En effet, des mesures de diffraction
des rarvons-xX effectusges sur ces aqregats par le Dr. Toshiaki Hamanaka
du laboratoire de cristallographie de 1'Université d’0Osaka ne permettent

pas d’'identifier de reseaux cristallins dans ces agregats.



L'analyse photochimique de ces agrégats rivele qutils ont un

comportement différent de la rhodopsine contenue dans 1a membrane discale

ou encore purifide a 1’aide de deterqgent. La figure 29 présente le schéma

réactionnel du pigment et les aspects particuliers & la rhodopsine agrégée

¥ sont notés, Ces aspects particuliers sont:

1.

2.

En abeence de phospholipides ou de detergent, 1a rhodopsine poscede

une bande d'abzorption dont le » max est inferieur a 300 nm,

genéralement 474 nm.

La rhodopsine dans les agragats structurés montre une coloration
stable. La deéecoloration ne dépasse pas 1’étape lumirhodopsine. Leur
coloration rouge est stable méme aprés plusieurs heures d’illumination.
A l'equilibre, ces echantillons contiennent approximativement &44 de

lumirhodopsine et 334 de rhodopsine.

La quantité de rhodopsine (334) que nous retrouvons dans les agrégats
structurés aprés irradiation ne signifie pas necessairement gqu'il
s'agit la de pigments insensibles a la lumiere. 11 est plus probable
que la rhodopsine présente dans les agreéegats résulte d’un photos=quilibre
entre la rhodopsine et la lumirhodopsine. Toutefois, nous ne pouvons
que supposer la présence de ce photoéquilibre. Nous n'avons aucune

indication de son existence.

Dans les agregats amorphes, la transition metarhodopsine 1 -
métarhodopsine Il ne s'opere pas. Cependant, il n’y a pas lieu de
croire que ce blocage soit di aux interactions rhodopsine - rhodopsine
puisque cette transition est également blogquee dans la rhodopsine

monomér ique en absence de detergent.
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o
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Figure 29: Schéma réactionnel du pigment visuel. Les chif-
fres indiquent les étapes particuliédres a la

rhodopsine agrégée. (voir texte pour les détails)
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S, La stabilité de la metarhodopsine I dans les agregats amorphes a
permis de mesurer directement sa photosensibilite. La présence d’un
photoegquilibre entre la rhodopsine et la métarhodopsine 1 a souvent
gte invoquee par différents auteurs pour expliquer la presence de
rhodopsine apres irradiation des échantillons. Les mesures effsctudes
sur les agregats amorphes démontrent hors de tout doute 1'existence
de ce photosquilibre puisgqu'il a ete possibie diocbserver le daplacement
de 430 wvers 500 nm de !'absorpticn de ces 2chantillons apras

irradiation,

11 2st generalement admis que la modulation de la transition Mata
I = Meta Il par l'environnement moleéculaire est attribuable au fait qu’un
changement conformationnel important s’opare & la surface de la protdine
a cette atape. Dans les agregats structures ou la rhodopsine aligomerigue
s¢ trouve dans wun environnement proteique constitue dun reseau
tridimentionnel rigide empéchant probablement tout mouvement de la surtace
de la proteine, nous avons vu gue la transition lumirhodopsine -
metarhodopsine 1 est egalement bloquee. Nous proposons donc qu'un changement
conformationnel sensible s’opére également a cette étape. Les résultats
presentés ici ne permettent pas de pradire 1'ampleur de ce changement
par rapport & celui gui s'opere a la transition subseguente mais comme
il s'agit d'un changement perceptible & la surface de la protaine, il
est fort probable gu’il socit tout aussi determinant dans le couplage
de la décoloration du pigment avec la generation de l’influx nerveux

par la cellule photoréceptrice.
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