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RESU~1E 

Grâce à l'utilisation du lauryl sucrose comme déhr-gent pour la 

solubi 1 i sation et la pur i ficat i on de la rhodopsine bovine, trois méthodes 

ont été mises au point afin de préparer de la rhodopsine p'Jr i fiée dépour vue 

de détergent. I l a été ainsi poss i ble de préparer des agrégats de rhodopsine 

stables dont les dimens i ons permettent l'analyse spectrale et photoch imi que . 

Deux ty pe -:, d'agr-éga t .. : l es agréga t s s tr uc t urés e t l es a. gré'~-:l ts amorphes, 

qu i n e sont pa~- des c r i~- ta u x , '.:-e di st ingut?nt pa r- l eu r,:- pr' op r i étés 

photoch imi ques. 

L'analyse phot 'Jchimique de ce'.:· agrégats révèle qu' il s ont un 

comportement photochimique différent de la rhodopsine contenue dans la 

membrane d iscal e DU encor e pur i f i ée à l 'a i de de dé te rgen t . 

Cons i dérant que la décoloration des agrégats structurés ne dépasse 

pas l'étape 1 u mir h 0 d 0 psi n e e t qu'à l' éq u i 1 i br e , i l s contiennent 

approx imat i vement 66~~ de 1 umi rhodopsine et 33i:: de rhodops i ne, on suppose 

la présence d'un photoéqui 1 ibre entre ces deux espèces. 

De plus, la photosensibilité de la métarhodops i ne 1 des agrégats 

amorphes révèle hors de tout doute l'existence d'un photoéquilibre entre 

la rhodopsine et la métarhodopsine 1. 

Enfin, la rhodopsine 01 igomère des agrégats structurés se trouve 

dans un environnement proté i que constitué d'un réseau tr i d i ment i onnel rig i de 

empêchant probablement tout mouvement de la surface de la protéine. Nous 

proposons qu'un changement sensible s'opère au cours de la trans i tion 

lumirhodopsine - métarhodopsine l, bloquée dans les agrégats. 
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CHAPITRe: 1 

INTRODUCTION 

La vision t'st le mécanisme physiologique pal" lequel les radiations 

lumineuses donnent naissance à des sensations permettant aux animaux une 

perception du monde extérieur. Phy:.iologiquement, c'est la transformation 

de l'énergie lumineuse visible en énergie électrique dans le réseau nerveux. 

1.1 La rétine 

Chez les vertébrés, la vision s'accomplit au niveau de l'oeil, plus 

précisément au niveau de la rétine, représentant la selJle partie 

photosensible de l'oeil. L'image perçue alJ niveau de la rétine qui tapisse 

l~ fond du globe oculaire, est tra s i '~  par le ti':;sIJ nerveux pour se 

d éf i n i r- au n ive au duc 0 r-tex c ér éb 1" a 1. La r-é tin e con t  i e n t  6  t y P e s de 

cellules nerveuses (Shichi, 1983) dont deux morphologiquement spécialisées 

dans la transduction de l'éner-gie lumineuse; soit les cônes et les bâtonnets. 

Lo.I u m i èr e  t r-a ver sel a cou che de cel 1 u 1 es ne r-v eus es pou r- a t te i n dr-e 1 es 

cellules photor-éceptrices, siège de la tr-ansduction visuelle. 

Les cônes sont les photor-écepteurs de la vision photopique, i.e. 

de la vision des couleurs, et les bâtonnets, les photorécepteur-s de la 

vision en lumièr-e atténuée (vision scotopique). Contrairement aux bâtonnets 

contenant tous le même pigment, les cônes contiennent différ-ents pigments. 

La ce 11 u 1 e photorécep tr i ce (f i gure 1, Schéma du bâtonnet) en forme 

de bâtonnet se c p s~ d .. Ta synapse ter-minale, du $egment i t' 'r ' ~ et 
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Figure 1: Sc ~ a d'une cellule p t r~c ptric  en bâtonnet. 

(O'Brien. 1982) . 
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du segment externe (SES). Ces deux derniers sont reliés par un fragile 

faisceau de microtlJbules appelé ci 1 c ~cti  (D.3.rtn.3.II, 1972). 

1.2 Le SES 

La structure cylindrique du segment externe (1 Itm de diamètre x 

10 fAm de long) <Haggins et al, 1973) se forme par 1 'empi lement de structures 

membranaires applati s~ les disques (de 500 A 2 000 disques/SE8). La 

me m b r a r. e dis cal e sec om p 0 ~. e d 'u n e bic 0 u che deI i p ide s de 60 .;. 70 Â 

d 'épaisseur, et de protéines dont le pigment visuel appelé rhodopsine 

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

1.3 Le pigment visuel 

La rhodopsi ne, rl?spc1nsa.ble du processlJs primaire de la I,lision baigne 

dan s  1 a mat r  i cel i p i d i que des SE B. C om p 0 san tep rot é i que ma jeu r e de 1 a 

membrane des disques, elle se forme par 1 iaison covalente ~  glycoprotéine 

transmembranaire (1'opsine) avec un chromophore, le 11-cis rétinal (a.ldéhyde 

de la vitamine A). 

La structlJre primaire de l'opsine est un polypeptide simple composé 

de 348 acides aminés (OvchiniKov et al., 1982) dont la séquence est 

illustrée en figure 2. La rhodopsine est incluse asymétriquement dans 

la membrane discale (Chen et Hubbell, 1973; Hargrave et al., 1982>-

L'extrémité carboxyle baignant dans l'espace cytoplasmique possède 7 sites 

de phosphorylation (Hargrave et al., 1980) et représente la portion extra-

membranaire la plus importante de la protéine. La portion aminée terminale 

possède onze sucres dont le N-acétyl-glycosamine et le mannose 
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Figure 2: Modèle d'organisation l~cu1air  de la chaîne po1ypeptldique 

de la rhodopsine ~ même la bicoùche membranaire du disque. 

(Dratz ~ Hargrave. 1983). Les acides a i ~s des chaînes 
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a i ~ . Les acides aminés hydrophobes sont indiqués par des 

cercles dont l'intérieur est rag~. 
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(Liang et al., 1979). La portion transmembranaire de la rhodopsine semble 

hautement hydrophobe et la traverse 7 fois perpendiculairement l la surface, 

sous 1 a forme d'une structure arrangée en a-hél ices (à 60% de la protéine 

totale) (Shichi et aL, 1969; Stubbs et aL, 1976; Litman, 1979). 

Le chromophore est 1 ié au groupement e-aminé de l 'opsine par IJne 

1 iaison de base de Schiff (Bownds, 1967; Akhtar et al., 1967). Ce chromophore 

hydrophobe se trouve parallèle au plan de 1.3. membrane discale et ~.it ué 

au centre de 1 a b i couche dans IJO env i r'onnement h)'drophobe (F.ager et al., 

1978; Thomas et Stryer, 1982; Dratz et Hargrave, 1983). 

Le pigment présente un spectre d'absorption caractéristique (voir 

figure 3) possédant 3 bandes d'absorption. Ce complexe chromophore-protéine 

présente deux bandes: a (498nm) et ~ (340 nm), dues au chromophore, 

ainsi qu'une bande 'f (278 nm) due aux acides aminés aromatiques de l'opsine 

(Honig et Ebrey, 1974; Shichi, 1983). La bande a, habituellement bien 

définie sert à identifier le pigment, et est attribuée au 11-cis rétinal 

1 ié par un 1 ien aldymine à l'opsine. La bande ~ est due au rétinal 

1 i bre. Le spec tre d'absorp t i on est carac tél' i st i que de 1 a struc ture 

électronique du chromophore baignant dans un microenvironnement protéique 

défini. Toute modification photoinduite sera évaluée et identifiée par 

des changements spectraux (Nakanishi et aL, 1979; Honig et aL, 1979). 

1.4 L'envir-onnement moléculair-e 

La rhodopsine baigne dans la matrice 1 ipidique selon une ar-chitecture 

particul ière (voir figure 4). Les membranes sont composées à 60 % en 
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Figure 3: Spectre d'absorption U.V.-visible de la rhodopsine (trait 

continu) 4 du ll-cis rétinal (trait hachuré) 
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Figure 4: Arrangement moléculaire de la membrane discale (Dratz et 

Hargrave, 1983). Modê1e d'organisation de la structure géné-

rale de la rhodopsine et de son association avec la bicouche 

phospholipidique de la membrane de SES. La rhodopsine, pro-

téine transmembranaire. est représentée comme une pelote al-

longée d'hélices quelque peu irréguliêres, encastrées dans 

la bicouche lipidique. Le site de liaison du ll-cis rétinal, 

orienté presque parallêlement au plan de la membrane, est 

illustré· schématiquement. Les 7 sites de phosphorylation 

connus sont indiqués avec la lettre P. 
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protéines et .~ 40 X en 1 ipides. La rhodopsine, une protéine intrin-

sèque, représente p lus de 80X  des pr' otéines m",mbranai r'es du SES (Shichi ! 

1983). Les protéines intrinsèques des membranes biologiques possèdent des 

zones hydrophobes leur permettant d'interagir au niveau de la zone hydrophobe 

de la bicouche lipidique membranair€' assurant ainsi une interaction 

importante. La membrane d iscale des SEB bovins pr~s t  un rappor t de 

7 0 à 75 phosphol i p i des (PU pour une rhodopsine (Stubbs et L i tm.3.n! 1978; 

Miljanich e t  al., 1981). Le,:. PL repr4senhn t  9 5X du c ontenu lipidique 

total de l a membrane d iscale. Les principaux PL sont 38X de 

phosphatidyléthanolamine (PE), 40X de phosphatidylcholine (PC) et 13X de 

phosphatidYlsérine (PS) (F-3.ger et al., 1972; Daemen, 1973; Abrahamson et 

Fager, 1973). Il n'existe dans la membrane discale qu'un faible pourcentage 

de cholestérol .  Ceci, ainsi  q u e  l e  c .3.ract ère hautement in·:;.aturé des  PL 

(plus de aox des PL sont insaturés) (Anderson et Sperling, 1971> confère 

à la membrane discale une fluidité élevée aux températures physiologiques 

(Mi ljanich, 1978), permettant à la rhodopsine une certaine mobil ité. Environ 

40 à ~  des chaînes d'ac ides gras sont de l'acide docosahexaénoique (22:6) 

(Anderson et al., 1975; Stone et al., 1979). 

Cette bicouche de 1 ipides possède une distribution assymétrique en 

PL. La PS et 1 a PC sont distribuées préférentiellement sur la face interne 

alors que la PE est plus abondante sur la face externe de la bicouche 

(Englander et Englander, 1977; Nemes et al., 1979; Dratz et aL, 1979). 

De plus, les chaînes al iphatiques de la monocouche externe seraient en 

moyenne plus insaturées que celles de la monocouche interne. Cette mobi l ité 

dans la membrane se résume à une diffusion rotationnelle et à une faible 
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d i f fus ion 1 a t ér ale (8 l' ow n, 1 972; Poo etC 0 ne, 1 97 4). Les i n ter a c t ion s 

rhodopsine-rhodopsine ne 1 imitent pas les ~p1ac ts de la pr t~i  puisque 

1 a rhodops i ne se trouve sous forme monomér i que dans 1 a membrane di scal e 

(Chabre, 1975; 81aurocK, 1977). La nature des interactions existant entre 

la rhodopsine et les autres constituants de la membrane, soit la 

caractérisation de l'état physique du microenvir·onneme-nt où elle se situe 

dans la membran..- visuelle, r..-présente un apport important d .3.ns la 

détermination des propriétés du p·igment lui-même et de so)n acti!)ité 

photochimique pour la compréhension de l'uni té fonctione11e en vision. 

Il existe donc une relation intime entre la fonction de la rhodopsine 

et son environnement moléculaire. 

1.5 Séquence photolytique de la rhodopsine 

L'étape initiale du processus visuel est l'absorption d'un photon 

par le chromophore de la rhodopsine. Cet acte-photochimique impl ique les 

étapes suivantes: 

1. une excitation électronique du chromophore. 

2. des transitions non-radiatives par lesquelles l'énergie d'excitation 

est canal isée dans un état particlJl ier à partir duquel l'événement 

chimique ou physique initial se produit. 

3. et, l'événement initial lui-même, au cours duquel le chromophore 

subit un changement intra-et/ou inter-moléculair..-avec transfert 

concomitant d'une fraction importante de l'énergie d'excitation 

électronique à l'environnement protéique du chromophore. (Uhl et 

Abrahamson, 1981). 
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Conséquemment, une fois excitée, la rhodopsine s'engage dans une 

s~ l c  de photodécoloration comportant des ch.3.ngements conformationel s 

de l'opsine avant de se terminer par une hydrolyse relativement lente 

libér-ant le rétinal de l 'opsine. C'est avant cette dernièrp. étape que 

se joue le phénomène de la transduction visuelle et un des photoproduits 

de la transduction visuelle y serait directement impliqué. 

Las éq u e n cep hot 0 1 y t i que deI a rh c. d 0 psi n e b 0 vin e ( v 0 i r· f i gu r e 5 ) 

consiste en une modification de l'interaction chromophore-protéine par étapes 

discrètes produisant des intermédiaires spectral€<ment identifi.3.bles. Le 

premier photoproduit de la rhodopsine détectable ~ la température de l'azote 

liquide est la bathorhodopsine, issue d'états électroniques excités de 

courtes demi-vie. l'événement photochimique primaire a été supposé être 

l'isomérisat.ion cis-trans du c r~ p r  (Rosenfeld & aL; 1977, Eyring 

& aL, 1980). Le temps d'apparition de la bathorhodopsine, soit de 6 

ps (Shichi, 1981>, est cependant trop court pour une isomérisation complète. 

La translocation de protons a été proposée en alhr'native (Van der Meer 

et al., 1976) mais demeure controversée (Eyring & l"1athies, 1979). La 

bathorhodopsine voit le chromophore passer de la forme l1-cis ~ une 

configuration tout-trans contrainte et distordue entre le lle et le 12e 

carbone (Eyring et al., 1980). Ce changement de configuration amène un 

large déplacement bathochromique du maximum d'absorption qui se trouve 

à 543 nm (Yoshizawa & Wald, 1963; Abrahamson & Ostroy, 1967). Dans la 

suite du blanchiment, les modifications conformationnelles de l'opsine 

entraînent un changement d'orient.at.ion du chromophore dans le plan 

perpendiculaire à la membrane discale (Kawamura & al., 1977). 
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Figure 5: Séquence photolytique de la rhodopsine bovine. Sont listés 

le nom des photointermédiaires, leur ~ max, la température 

~ laquelle ils sont stables, la température ~ laquelle ils 

subissent une réaction thermique pour former le photointer-

médiaire suivant, et la vitesse approximative a laquelle ils 

subissent une conversion! la température de la p;êce. 
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Pendant la conversion thermique de la bathorhodopsine à la 

i'Jmirhodopsirl>?, le chr·omophor>? c pl~tE' son isomér·isation .3. 1.3. forme tout-

trans non-tordue. Le coefficient d'extinction molaire (e) de la 

lumirhodopsine est quinze (15) fois plus grand que celui de la rhodopsine 

suggérant la configuration trans du chrcmophore <Hubbard & Kropf, 1958). 

Le tr.3.nsfert d'énergie du chromophore à. la protéine est complété au moment 

où la lumirhodopsine est formée. Les intermédiaires subséq'Jents dans le 

cyel e photol:d i que de 1 a rh.:.dopsine représ.entent une dissip.:dion de cette 

énergie. C;'Jntrair·ement a la transition Méta 1  - Méta II,1.3, disparition 

de la lumirhodopsine (demi-vie de 3 !ols) n'est pas dépendante de 

l'environnement aqueux de la protéine. Durant cette dégénér·escence, on 

note un phénomène électronique rapide (Early Receptor Potential) dont 

l'origine moléculaire est un dépla.cement dE' ch.HgE' .3. mêmE' l'o:ipsine (Uhl 

& Abrahamson, 1981>. Aucun changement d'orientation du chromophore n'est 

décelé lors de cette transition (Chabre, 1983). 

Il ex i sterai t au moi ns deux formes i sochromiques de Méta 1 0. max= 

478 nm) différentiables par leur cinétique de formation <Stewart & al., 

1977; Hoffman & aL, 1978), et dont l'origine serait intrinsèque à la 

partie protéique (Stewart, 1977). 

Le premier photointermédia.ire impl iqué dans les processus 

intermoléculaires serait soit la Méta 1, soit la Méta II (Uhl & Abrahamson, 

1981). La transition Méta 1  - Méta II est très sensible à la composition 

du microenvironnE'ment (Applebury & al., 1974). Au cours de cette transition, 

on note des  changements définitivement rel iés à la partie protéique du 
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1.6 La transduction visuelle 

L'absorption de photons par l€'s p igments v isuels induit une 

hyperpolarisation de la membrane photoréceptrice (Cervetto et Fuortes, 1978). 

Ainsi,  l'éner g i e lumineu:.e  absor'bée par l a  rhodopsine se con\Jertit en 

potentiel d'action durant la transduction visuell€'. Le potentiel membranaire 

se modifiant par le mouvement d'ions à travers la membrane <Toni ta, 1970; 

.~.gg i s, 1972) , l'absorpti'Jn de photons par  l a  r hc,dopsine prIJvoque une 

diminution du flu x  d'ions Na + à travers la membrane p lasmi qu e du SEB 

(Bol.Alnds et Brodie, 1975) , engendrant une  hyperpolari s ation (ZucKerman, 1973 ) . 

Une seule photoisomérisation peut blocquer le flux de 106 ions Na+ vers 

l'intéri€'ur du SES (Stryer et al., 198U. Un me ssager interne do i t donc 

être modu 1 é pour transpor ter 1 e mes s age dus i 9 n ale n t l' a in an t 

l 'hyperpolarisation à l a membrane plasmique. 

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

en GMPc, très élevéE? dans les SES, diminue dE? façon très marquée (Hubbell 

et Sownds, 1979; Woodruff et Sounds, 1979) sous illumination. LE? GMP.: 

affectE? la perméabi 1 i té membranaire aux ions Na+. Une irradiation de SES 

entraîne une diminution de la concE?ntration en ions Na+ dans le cytoplasme 

slJitE? .3. une diminution du GMPc (Stryer et al., 1981>. De plus, on a 

constaté l'existence de deux protéines membranaires (la protéine GTP-l iante 

(G) et la phosphodiestérase (POE» associées à la surfacE? dE?s disques 

E?t qui sont dE?S enzymes photoactivables (Kühn, 1980; Fung et al., 1981; 

Hubbell et Bownds, 1979). 



- 15 -

Le modèle biochimique (O'Brien, 1982) (voir figure 6) permet une 

expl ication molécula ire du tr -3.n':-fert du s ignal de la rhodopsine photoactivée 

au GMPc agissant comme messager. La transduction visuelle pourrait ici 

s'e:1(pl iquer par une ampl ification -à deux ni'Jeaux (Liebman et PIJgh, 1979). 

Une rhodopsine photoactivée peut catalyser l'échange de di phosphate de 

guanosine (GDP) pour du triphosphate de guanosine (GTP) sur plus ie urs 

centai nes de protéi nes -GTP-l i antes (G). Ces dernières sont alors capables 

d'activer la POE (Y ee et Liebman, 1978 ) qui peut hydrolyser des milliers 

de Gt1Pc. 

Certaines expériences démontrent le parallél isme entre la concentration 

en GMPc et la perméabilité aux ions Na+ (Woodruff et Bownds, 1979) . 

D'autres expériences révèlent que l'effet du GMPc et du Ca++ sont 

antiparallèles. Une diminution de GMPc comme une augmentation du Ca++ 

dans les SEB provoque une hyperpolarisation. Ces deux messagers cellulaires 

sont importants dans le système photoactivé du SEB. Leur interaction et 

leurs fonctions respectives dans la membrane des SES demeurent non résolues. 

En 1971, YoshiKami et Haggins ont proposé que le messager serait 

le calcium. La rhodopsine photoexcitée induit un relargage d'ions Ca++ 

des disques vers le cytoplasme. Ces ions Ca++ diffuseraient vers les 

canaux à ions Na+ de la membrane plasmique, pour diminuer leur perméabilité 

provoquant ainsi une hyperpolarisation de la membrane plasmique. L'hypothèse 

propose que le calcium soit pompé activement dans les disques à l'obscurité, 
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GMPcycl i que 

Le' mod!le biochimique.. La transduction visuelle pourrait 

s'expliquer-par une. amplification en deux pariers-. 

Une- rhodopsi ne photo1ys!e peut ca ta lyser l' ~c a g  de 

GDP pour' du GT? sur plusieurs-centaines'de protaines 

GTP-l i antes (G). Ces demi !res sont alors capables d' acti ver 

la p sp i st~ras  qui peut hydrolyser des milliers de 

GMP . La signification des abréviations est la suivante: c, 
Rh (rhodopsine), Rh* (rhodopsine p t l s~ , et POE* 

p sp i st~ras  activée). (O'Brien, 1982) 
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mai n te n an t peu de cet ion dan sIe c y top 1 a sm e. Plu sie urs év ide n ces 

expérimental€'s supportent l'hypoth€se du calcium, quoiqu'il n'existe pas 

d'évidence(s) convaincante(s) d'une activité ATPasique à. l'obscurité, ni 

de rôle possible des ions Ca++ da.ns la perméabilité des canaux àNa+ 

de la membrane plasmique. Le calcium ne pelJt ni être assez efficace 

ni quantitativement ·3.ssez abondant pOIJr satisfaire l'amplification requise 

dans le phénomène de tr'ansduction (FaU, 1979; Uhl et Abrahamson, 1981>. 

Par contre, l 'attn.i t de cette p t ~s  demeure sa simpl ici té. 

Selon cette p t ~s  le mécanisme basé sur le GMPc présente l'avantage 

d'êt.re assez rapide <Liebman et Pugh, 1979; Kühn et aL, 1981) et assez 

ampl ifié pour expl iquer la transduction visuelle (Stryer et al., 1981). 

Il demeure néanmoins à démontrer comment la concentration du GMPc 

cytoplasmique régi t la perméabi 1 i té au Na+ et la nécessité d'évaluer les 

rôles de la diffusion latérale des protéines et des vitesses de réaction 

comme éléments 1 imi tatifs. Ces delJx hypothèses (Ca++ & GMPc) ne sont 

peut-être pas irréconciliables, puisque certaines expériences démontrent 

un parallél isme entre la concentra.tion du GMPc et la perméabi 1 i té aux 

ions Na+ (Woodruff et Bownds, 1979) tandis que d'a.utres démontrent que 

les effets du GMPc et du Ca++ sont antiparallèles (Lipton et aL, 1977; 

Ca.vaggioni et Sorbi, 1981). L'interaction entre les fonctions respectives 

du GMPc et des ions Ca++ et Na+ demande encore à être préc i sée af i n 

d'élucider le phénomène de la transduction visuelle en termes moléculaires. 
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1.7 Pertinence du travail 

La rhodopsine ~ta t une pr t~i  membranaire, elle posside un caractire 

hydrophobe prononcé. Ce caractère hydrophobe impl ique nécessairement lors 

des étapes de purification, l'utili'5ation d'I.Jn déter-gent afin d 'éliminer 

1 es 1 i P i de s membr an air es, ma i s ce:-de l' nie l' s se l' on t l' emp 1 ac ~s p al' de s 

molécules de. détergent autour de la protéine qui doit se trouver entourée 

de molécules amphiphiles, sous forme de micelles, afin de conser\}er une 

certaine stabilité t!'n soJuti':)n. 

Dans plus i eurs études, il sera i tin téressan t d'obten i l' de 1 a rhodops i ne 

pure dans 1 e vrai sens du terme, i.e. dépourvue de phosphol ipides ainsi 

que de détergent, notamment dans des études de reconstitution membranaire 

ainsi que de systèmes modèles de membrane. 

Au cours de la purification, le détergent choisi ne doit pas altérer 

significativement les propriétés spectrales du pigment visuel. Nous avons 

utilisé le laur>,1 sucrose, un ester de sucrose et d'acides gras, pour 

des ra i son s des t ab i  1 i  t é des p i gm e n t s vis u e 1 s dan s ce dé te r g en t. Dû à 

la présence d'un 1 ien ester dans cette molécule et à son instabil ité 

relative, ce détergent présente l'avantage de pouvoir être éliminé par 

de simples méthodes d'hydrolyses enzymatique et chimique (en mil ieu alcal in). 

Grâce à cette caractéristique du détergent, on pourra obtenir de 

1 a rhodopsi ne dépourvue de phosphol i p i des par 1 a pur i fication, p'Jis de 

détergent, i.e. de la rhodopsine à l'état solide dans un environnement 

exclusivement protéique. 
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Par l'étude du comportement photochimique de la rhodopsine ainsi 

obtenue, i.e. dans un environnement de nature uniquement pr t~i u  consti tu~ 

d'un réseau tridimentionnel rigide, nous visons à a.mél iorer la compréhension 

du mécanisme moléculaire de la vision puisque l'étude de ce phénomène 

exige une bonne connaissance des interactions de la rhodopsine avec son 

environnement moléculaire. 

De nombreuses études ont été f.a.i tes sur' le comportement phot'JChimique 

de la rhodopsine dans un environnement fluide, soi t dans son environnement 

phosphol ipidique naturel J : .oi t sollJbi 1 is~  dans un détergent. Certaines 

é tu des su g g èr e n t que ce c omp or t eme nt ph 0 t oc h i m i que est rel i é à 1 a fI u i dit é 

de son environnement en ce qui concerne les vitesses de réaction. D'autres 

études suggèrent l'importance d'une réaction (Méta 1  - Méta ID dans le 

processus de phototransductiorl puisqu'elle implique des changements de 

conformation majeurs. 

L'étude du comportement photochimique de la rhodopsine agrégée, dans 

un environnement sol ide apportera. des renseignements additionnels pour une 

meilleure connaissance des. interactions de la rhodopsine avec son 

environnement moléculaire. 

1.8 Problématique et méthodologie 

La quest i on qlJ i nous préocupe dans ce travai 1 est de savoir dans 

quelle mesure la présence de molécules amphiphiles (phosphol ipides ou 

détergents) associées à la rhodopsine déterminent ses propriétés d'absorption 

et de photodécoloration. La méthode que nous util isons consiste à obtenir 
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des échant i lIons de rhodopsi ne exempte d'amphiphi les et de comparer leurs 

pr pr i été~ . . 3. celles qui sont connues pour la rhodc.psine en pr'ésence 

d'amp h i phi 1 es. 

Avant de pouvoi r étudier l e  comportement photochimique de l a rhodopsine 

dépourvue de phosphol i p ides et de détergen t, so i  t sous forme d 'agrégats 

sol ides, nous devons premièrement l'extraire des tissus biologiques frais 

et l a purifier convenablement. La méthode choisie devra itre quantitativemen t 

intér'essante e t produire de l a rhc.dopsine e xempte de cont.3.minants. Par 

l .~  combi .~. i : ·on de deux méthodes, soi t  1 'ut i 1 i ':.at i on de gradients de sucrose 

et la chromatographie d'affinité SUI" concanavaline A, des échantillons 

de rhodopsine purifiée et solubil isée dans un détergent seront obtenus. 

Pour obtenir de la rhodopsine dépourv'Je de phosphol ipides et de 

détergent deux méthodes d'hydrolyse de détergent seront évaluées; une méthode 

d'hydrolyse enzymatiq'JE' qui consiste en une incubation d'échantillons de 

rhodopsine solubilisée dans du laul"yl sucrose en présence du mélange 

enzymatiq'Jeo: estél"ase de foie de porc et 1 ipase de Candida cylindracea, 

et une méthode d'hydl"olyse -3.1cal ine consistant en une incubation, à la 

température de la pièce, d'un ~  échantillon dans une solution tamponnée 

de pH 10,5 -10,8. Ces deux méthodes devraient être non-dénatul"antes pour 

la rhodopsine; 

La rhodopsine dépourvue de phosphol ipides et de détergent pourrait 

ê t 1" e 0 b t e nue ég ale men t par une m é th 0 d e de d i  1 u t ion en e f  f e c tua n t une 

séquence dilution-1Jltl"afiltl"ation-dilution, diminuant ainsi la concentration 

en lauryl sucrose dans l'échantillon pour permettre l'agrégation de la 
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rhodopsine. Cette dilution serait suivie par une série de lavages afin 

d'obtenir des agr~gats de rhodopsine dépourvus de djtergent. 

L'état physique et la dimension de nos échantillons de rhodopsine 

purifiée et dépourvue de détergent implique nécessairement des techniques 

d'étude spécifiques afin d'étudier son comportement photochimique. Notre 

travai 1 repose sur une tr i pl e approche expér imenta1 e de 1 a séquence 

photolytique de la rhodopsine bovine: la spectroscopie d'absorption 

U.V.-v isible grâce à un adapteur pour échantillon diffusant, la spectroscopie 

par effet photoacoustique et la spectroscopie de transmission par la 

microspectrophotométrie. 



CHAPITRE: 2 

~1 ER  EL  ET t'lETHODES 

2.1 Procédure de purification de la rhodopsine bovine 

TOIJtes ll?s pr'Jcédures ,de purification, ainsi que t ut '~ les 

manipulations impl iquant les pigments v isuels furent effectuées sous un 

éch.irage r .)uge C\ )620nm) de faible i t '~ ité puisque la rhodopsine se 

décomposl? irréver'siblement. par'  e xposition .3. la, lumière bh.nche. Les 

procédures de purification s 'effectuent à une température voisine de 41)C 

afin de préserver l'intégrité du pigment. 

2.1.1 Préparation des segments externes des bâtonnets 

2.1.1.1 Dissection des yeux bovins 

Les yeu x, pré 1 év és des an i ma u x  f  r a îc hem e n t  a bat u s  ( A ba tt 0 i r de 1 a 

Mauricie Inc., St-Louis-de-France, Qué.) sont immédiatement placés dans 

un contenant étanche à la lumière et entreposés au laboratoire le même 

jour. La dissection des yeux débute dès lelJr arrivée. L'incision de l'oeil 

se fait d'abord au niveau de la cornée dans le but de faire une coupe 

sur 1 e pour tour de ce 11 e-c i. Nous effec tuons ensu i te une i nc i sion 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 l'oeil (cristallin, 

humeurs, ... ) peut ainsi être vidé, et l'oeil inversé pour nous présenter 

le fond du globe oculaire. 
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2.1.1.2 Extraction de la rétine 

Avec dél i ca t esse et du bou t du do i gt, nous pouvons ai sémen t dégager 

la rétine qui tapisse le fond du globe oculaire qui nous est alors 

accl.?ssible. La rHine se trou'J€' alors ~u:.p u  en : ·on point d'attache 

qu'est le nerf optique. Par une coupe à ce niveau, les rétines sont 

recueill ies dans un bécher refroidi sur glace. 

2.1.1.3 Isolation des seQments externes des bitonnets 

Le:. rétines s.ont suspend,JE's dans le tampon d'isolement (1),75 ml 

de tampon<rét i ne). Le tampon d'i sol emen t est composé de phosphate mono-

d i bas i que (1 5 mt1), deN a CI (1 20 mt1), de t1 g C 1 2 (0, 4 mM), de CaC 1 2 (0,4 

mM), d'EDTA (0,5 mM) et de glucose (5,0 mM), son pH final est de 7,2. 

Cette suspensi on est agi tée mécaniquement pendant quelques minutes. Cette 

étape a pOIJr bu t de br i ser 1 e cil connec tif en tre 1 e segmen t ex terne 

et le se-gment interne du bâtonnet. 

2.1.1.4 Purification des segments externes des bâtonnets 

En raison de leur faible densité, 1,14 g/ml (Godcha'Jx et Zimmerman, 

1979; Salesse et al., 1984), les segments externes des bâtonnets (SES) 

peuvent être séparés des autres c s~itua ts de la rétine par centrifugation 

différentielle. Nous effectuons d'abord une flottation de SES en diluant 

la suspension de rétines avec une solution aqueuse de sucrose (80% pl 

v) de manière à avoir une concentration finale de sucrose de 40% (pl 

v). Cette nouvell e suspension est répartie dans les tubes à centrifugation 

de 40 ml puis recouverte par environ 3 ml de tampon d'i:.olement. En:.uite, 
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nous effectuons une centrifugation ~  30 min l 15 000 g dans un rotor 

(Sorvall H8-4)  .3. godets b3.scuiants. Lors de ceotte opér'atic,n, le-s SEB 

flottent .3. l'interface sucrase 40% : tampon d'isolement, tandis que les 

autres composants sédimentiHlt. Avec une pi peUe a~. t ur, 1 es SES sont 

minutieusement prélevés. Ceux-ci sont suspendus dans tr'ois fois ( 3X) leur 

volume de h .mpon d'i,:.olement, plJi s ,:.édimentés .3. 25 000 g a '~ un rotor 

à angle fixe (Sor'Jall 8S-34). Les culots de 8EE: sont recueillis dans 

un mil ieu d'isolement a...iusté 140% plI.) I?n sucr·ose. Les ~ p s de flc,ttation 

et de s~ i tati  sont reprises deux ou trois fois chacune, et les 

SEB sont finalement lavés par sédimentation dans l'eau pure. S'ils ne 

sont pas utilisés immédiatement, il comJient de les cc,u'Jrir- de t .~ p  

d'isolement. Les SEB sont conservés sous atmosphère d'azote ou d'argon 

à -20°C. 

2.1.2 Purification de la rhodopsine 

2.1.2.1 Solubil isation de la rhodopsine 

Les culots de SES sont suspendus dans environ 5  à 10 ml d'eau 

distillée. Avec IJne solution de lauryl sucrose (L.S.) 10% (plv) (Ryoto 

Co. Ltd, Tokyo, Japan), le volume est doublé. Cette solution est agitée 

jusqu'à ce qu'elle devienne limpide. Elle est ensuite clarifiée par 

centrifugation à 10 000 9 pendant 20 minutes. 
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2.1.2.2 Délipidation de l .:l rhodopsine par chromatographie d'affinité 

a ) Montage de la colonne 

Le gel de concanaval ine A-Sépharose 48 (Con A) (Sigma Chemicals 

Co., St-Louis, MO, USA) est uniformément compacté par gravité dans une 

colonne à chromatographie (diam. = 1 cm.)  (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 

StIJeden) sur une hauteur d'environ 12 cm. La colonne es.t ,:ondi tionnée 

p .H  la.vage a'H'C du tampon Tris-Cl (11)0 mt1) pH 7,:3 c t .~. t du C.3.CI2 

( 1 m11) , du t1 ,~ 1  ( 1 mt1)  , du r1nC12 (1 ml"D et du NaCl ( 1 mM) , ju·:.qu'à 

ce que l'~ l uat ait un pH de 7,3. 

b) ChromatoQraphi e d'affinité 

La chromatographie s'effectue au réfrigérateur. Tout le processus 

chrom.3.tographiqIJe s'effectue à flux a.s.cendant. Ce pr·c,cédé nO'JS p€'rmet 

d'obtenir des fractions de rhodopsine plus concentrées ainsi qu'une 

pur i fic a t ion su p ér i e ure. Las 0 1 u t ion der h 0 do psi n e est cha r  g ée su r  1 a 

colonne. Pu i sque 1 a rhodops i ne posséde des hydra hs de carbone soi t  1 e 

n-acétyl gllJcosamine et surtout le manrlose, elle se 1 i e spécifiquement 

aux si tes récepteurs de 1 a concanaval i ne A (Ste i neman et Stryer, 1973; 

FuKuda et 03.1.,1979). La colonne est lavée avec plusieurs 'Jolumes de 

tampon Tris-Cl (50 mM) pH 7,3 ajusté à O,2/. en lauryl sucrose. Le lavage 

est comp 1 été lorsque 1 e spec tre des frac t  i ons est .!. son min imum en absorbance 

de 250 à 650 nm. La rhodopsine purifiée et dél ipidée est finalement 

éluée avec du tampon Tris-Cl 50 mt1 (pH 7,3) cc,ntenant 0,45 M d'o:-méthyl-

D-mannopyranoside, la rhodopsine est décrochée du gel par le sucre qui 

cause l'élution de la rhodopsine par compéti tion avec cette glycoprotéine 
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pour la concanavaline A. Les fractions d'élution recueillies par IJn 

collecteur de fr'actions ( LKB 2112 RediRa.c ,  U :B-Pr'oduktE'r AB, Br omm a. , 5weden) 

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

2.1.2.3 Dialyse de la rhodopsine éluée 

Les fract i ons de rhodopsi ne regro'Jpées ~. t misE's en d ialyse contre 

deux 1 i tr ~. de tampon Tris-Cl 25 mM (pH 7,3) dur'ant 8 heures afi n d'él iminer 

le sucre éluanL S i  1.3, r'hc,dc'ps:ne n'est p.3.S utilisée immédi .3.temen t ,  ,?IIE' 

est stockée à -20oe sous atmosphire d 'azote ou d'argon. 

2.1.3 Analyse spectrale de la rhodopsine purifiée 

2.1.3.1 Analyse qualitative. (Pureté spectrale) 

Les échanti 1 Ions de rhodopsine purifiée dans du lauryl sucrase sont 

analysés par la prise de spectres UV-vi s ible (pye Unicam Spa-100, pye 

Un i cam Ltd, Cambr i dge, Engl and) de 650 nm à 250 nm. La bande a: du 

spectre d'absorption de la rhodopsine correspond au chromophore, le l1-cis 

rétinal, lié.à, l'opsine. Dans le cas de la rhodopsine bovine, son À 

max (ou bande 0;) se si tue à 498 nm. La. bande ô de 1 a rhodopsi ne, 

principalement dûe à son contenu en acides amirlés aromatiques, se s itue 

à 278 nm. L'absorbance de la rhodopsine à 278 nm est approximativement 

1,6X supérieure àson absorbance à 498 nm (Hargrave, 1'])82). Ainsi, nous 

mesurons 1 e rapport des absorbances A27s/A498 pour évaluer la pureté des 

préparations de rhodopsine. Des \Jaleurs inférielJres ~ 2,0 sont associées 

à des pr'parations de rhodopsine tris pures. 
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2.1.3.2. Analyse quantitative 

Le coefficient d'extinction molaire de la rhodopsine bovine à 498 

nm est de 41 000 I/mole cm et son poids moléculaire de 40000 daltons. 

Se référ .3nt à la lai de Beer-Lambert, nous pou '.Jons é'Jaluer' la qua.nt i té 

de rhodopsine présente dans un échantillon en effectuant l'opération 

suivante: 

A49S :~ vol. de l'échan t i lIon (ml ) = quan t i té de r-t'Iodops i ne ( mg ) 

2.2 El imination du détergent 

2.2.1 Hydrolyse du lauryl sucrose 

Etant donné la. présence d'un 1 ien ester dans la molécule de laury1 

sucrose ai nsi que son i nstabi 1 i té prononcée, nous pouvons imaginer comme 

technique pour él iminer ce détergent des hydrolyses enzymatiques ou alcal ines 

en autant que dans les conditions expérimentales requises .3. la poursuite 

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

2.2.1.1 Hydrolyse enzymatique 

a) Choix de l'enzyme 

Un tes t d'a c t i vit é e n z ym a t i que a été fa i t sur 1 e 1 au r y 1 suc r 0 s e 

à l'aide de différentes enzymes soit l'estérase de foie de porc, la lipase 

de Cand i da cyl i ndracea, 1 a 1 i pase de Rhyzopus arrh i zus, 1 a 1 i pase de 

pancréas de porc et la 1 ipase de germe de blé, toutes choisies pour 

des f a ete IJ r s, soi t de c 0 û t, soi t de dis P 0 nib i 1 i té, e t p r ov e n an t t ou tes 

de Sigma Chemicals Co. Nous avons retenu l'estérase de foie de porc 
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puisqu'ellE' démontrait le mE'illE'ur potentiE'1 E'nzymatiquE' sur ce substrat. 

(Te<;;-s iel", M., Rappetr- t de st-:l.ge, 1981.) Des hl'dr-c,]yses enzymatiquE's sur 

le mélange rhodopsine solubi 1 isée dans du L.S. fUl"ent effectuéE's avec 

s cc ~- produisant de la_ l''hc1dopsine native dont le ), max est dE' 505 

nm (spE'ctroscopie PA), mais la période d'incubation est très longue, envil"on 

de 300 hres. Puisque l'estér-ase de foiE' de porc devrait posséder une 

activité enzymatiquE' élevéE' sur le détergent, nous avons ctu~ une 

év-allJa t i on de -;on ac t i',} i té. 

b) Evaluation de l'activité estérasiau2 

Pal" une méthode de dosage titl"imétl"ique, nous pouvons évaluel" l'acti it~ 

enzymatique optimale de l'estél"ase dE' foiE' de porc sur son substrat standard, 

soi t  1 e butYl"ate d'éthyl e (Aldl"ich Chemicals Co., Mi lwaukee, (,Ji., U.S.A.). 

Pour ces dosages, des solutions non-t-!l_mponnées de butyrate d'éthyle, de 

lauryl sucrose (L.S.) et d'oct yI gl'Jcoside (D.G.) (Sigma Chemicals Co.) 

furent prépal"ées et ajustées -3. pH 8,0 avec une solution diluée de NaOH. 

Nous avons fait une solution saturée en bIJtYI"-a.te d'éthyle pui-;que ce 

dernier est tr-ès peu soluble dans l'eau, alors que la .:oncentration finale 

pour le L.S. et l'O.G. fut ajustée à 1~~. L'enzyme est diluée à une 

concentration finale de mg/ml dans du tampon TI" i s-Cl (25 mt1) ajusté 

à pH 8,0. A 2,0 ml d'IJne solution satul"..ie de butyrate d'éthyle, nous 

ajoutons 5,75 ml d'eau distillée, puis la réaction est déclenchée par 

addition de 0,1 ml de solution E'nzymatique. DIJrant l'incubation ~ la 

tempél"ature de la pièce, la quantité d'acide produit en fonction du tèmps 

est détel"minéE' par titration avec un standard, du NaDH 0,01 N, 
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et ce, en mesurant le volume de NaOH nécessaire pour maintenir un pH 

constant de 8,0. Connaissant ainsi la quanti té d'acid€' pr-odui t par minutes, 

l'activité enzymatique de cette enzyme est exprimée en ",moles de H+ libérés 

par minuhs. L'activité enzymatique de cette enzyme est aussi évaluée 

sur d'autres substrats, des déhrgents, soi t sur le lauryl sucrose (1,0 

%), sur le n-octylglucoside (1,0 %), ainsi que SlJr le mélange de ces 

derniers avec le butyrate d'éthyle (1,0 %), toujours en suivant la procédure 

décrite précédemment, : -auf dan s- l e cas des mélanges Où nous -~ u t s 

un t)olume de 2,0 ml du deuxième substrat. Les concentrations des substrats 

demeurent t u ~urs constantes. 

2.2.1.2 Hydrolyse alcal ine 

a) Détermination du pH optimum 

Lep Hop t  i mu m pou 1'" l'h y d 1'" 0 1 y S Il' a 1 cal i n e du 1 au r y 1 suc r 0 s e a ét é 

détermi né par chromatograph i Il' sur couche mi nce (CCM) , en effectlJant une 

série d'hydrolyses à différents pH, de pH 7,0 à pH 10,8. Pour obtenir 

une échelle de pH aussi étendue, nous avons dû utiliser différents tampons, 

soit le tampon phosphate pour préparer les tampons de pH 7,0 et 7,5, 

le tampon Tris-Cl pour les pH 8,0 - 8,5 et 9,0 et le tampon carbonate-

bicarbonah pour les pH 9,5 - 10,0 - 10,5 et 10,8. Les tampons furent 

tous préparés avec un pH mètre Corning -model 10 (Corning Glass WorKs, 

Medfield, MA, USA). L'hydrolyse alcaline est déclenchée en ajoutant à 

6 ,0 m 1  d 'u n e sol u t ion deI au 1'" y 1 suc r 0 sel , 0 % (p 1 v), 4, 0  m 1 de t am p 0 n 

62,5 mM, choisi selon le pH désiré. Dans le cas du témoin, nous avons 

util isé 4,0 ml d'eau distillée (pH=6,O). Durant l'incubation à la température 
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de la pièce, de'=- aliquots de 5 tLl sont prélevés périQdiquement et 

c h r'Qmatographiés par CCt·1 afin de '.)ér·ifier·  l 'évol utiQn de l'hydrolyse. Cette 

évollJtion est suivie par la disparition des spots caractéristiques pour 

le L.S. dans ce système de chromatographie (décrit à 2.2.1.3). Au fur 

et à mesure que l'hydrolyse (alcal ine ou enzymatique) du L.S. s'effectue, 

cet ester d'acide gras et de sucrose produi t du sucrose et des acides 

gras. Dans le s ~. t  à chromatographier uti 1 isé, ces deux produits ont 

alJssi un cc,mportement migr'at'Jire particulier, i.e. que le sucrose, trè;.· 

pcda.ire, ne mi';;jrer·a pa':; et demeur'er' a au point de déposition, al,:,rs que 

l'acide gras, peu polaire, migrera en front de solvant. Nous noterons 

donc, tout au long de l'hydrolyse, une disparition des SPQts caractéristiques 

au L. S. a i n s i  q u 'u n e a pp al" i  t ion e tau gm en t a t ion deI' i n te n s i té du sp 0 t 

au point de déposition. 

b) Hydrolyse alcal ine à pH 10,5 en mil ieu dialysant 

Le pH retenu pour l'hydrolyse alcaline du L.S. est de 10,5. Pour 

déclencher 1 'hydrolyse alcal ine, 4,0 ml de tampon carbonate-bicarbonate 

.~ ,  mM) ajusté à pH 10,5 sont ajoutés à 6,0 ml d'une solution de 

L.S. (1,0;0. Pour le témoin, nous ajoutons 4 ml de tampon phosphate 

( 62 , 5 mM) a jus t é à p H 7, O. Ces de u x éc han t  i  1 Ion s son t mis end i  a 1 yS e 

contre leur tampon respectif dont la concentration est de 25 mM. Durant 

l 'i n c u bat ion à 1 a te m p ér a t ure deI api èc e, des al i quo t s de 2 III son t 

prélevés périodiquement et chromatographiés par CCt1 afin de vérifier 

l'évolution de l'hydrolyse. Les chromatogrammes seront différents dans ce 
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cas-ci puisqu'en dialyse le sucr'ose quitte le milieu réactionnel, et. ne 

pourra donc êt.re perçu SIJr les ehrornatogr·ammes. Ainsi, en vér'ifiant 

l'évolution de l'hydrolyse alcaline du L.S., nous ne noterons que la 

d isparition des spots c . .r~.ctérist i u s ·3.1J L.S. en CCM, et non l'a.ppa.rition 

et l'augmentation du spot caractéristique au sucrose au point de déposi t ion. 

2.2.1.3 Evaluation du rendement. de l'hydrolyse 

L 'é\ia luation du r'e ndement de l  'h ydreoly,:.e du détergent s'effectlJe par 

chromato graphie sur  cOIJche min.: e  (CC!"\). Nous déposons 2 III de l'échantillon 

en spots sur une plaque de gel S ilica G250fJ. (Analt.ech, Mandel Scientrific, 

Montréal, Qué.) préalablement acti'Jée (une nui t à 120°C). Après s~c ag , 

on développe le chromatogramme par migration d'un' mélange de solvants 

compo,:.é de chloroforme, de métha.nol f?t d'f?-3.u en proportion 20:5:0,7. La 

plaque est révélée par vaporisat.ion d'un colorant révélateur spéci f ique 

aux sucres, le Réactif de Kagi-t1 ischer (0,5 ml d'anisaldéhyde, 1,0 ml 

d'acide sulfurique et 50,0 ml d'acide acétiq'Je glacial) <Kirchner J.G, 

TL C). Le r end e men t deI 'h y d l' 0 1 ys e du 1 au l' y 1 suc l' 0 S e est dé te l' min épar 

disparit.ion des spots caractérist.iques au lauryl sucrose en fonction du 

temps. La sensibil ité de cette méthode est de moins de 0,6 "9. Cette 

détermination s'effectue par visualisation comparative des spots sur le 

chromatogramme par rapport à une courbe standard du lauryl sucrose effectuée 

par CCM. 
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2.2.2 El imination du ~t rg t '~c a ti Ilons de rhodopsine solubil is~  

Af i fi d'clbten i r  d e  l a  rhodopsine dépourvue de 1 i p ides et de détergent, 

nécessa i remerl t sous forme sol ide, nous ~l i minons 1 e détergent soi t par 

1 'h ydr 0 1 yse al cal i ne, sa i t par 1 a  d i 1 u t i on • 

2.2.2.1 Effet du mi 1 ieu a lcal in sur la rhodopsine solubi 1 isée da.ns dlJ 

L.S. 

Avant de poul)oir élimi ne-r le détergent dlJ mélange rhodop·:.ine 

sol ubi 1 isée dan!:. lE' laur-)'l sucrose pa.r hydrolyse alc .~l ine) il est nécessai r e 

de connaître 1 a stabi 1 i té de 1 a rhodopsine en mi 1 ieu alcal in, considérant 

qlJEo notre but est d'obteni r de la r'hodopsine nat i 'H' apres l'éli mination 

du dé te r g en t. No usa von SpI' e m i èr e men t e f  f e c tué une cou r  b e de t  i t l' a t  i on 

de l a  rhc,d o psini? sol lJ bilisée dans du L.S . , ~ . Nous  avons. suivi l e 

comportement spectral de la rhodopsine en fonction de l'ajout de NaOH 

(0,1 N). NOI.Js avons donc t~ la densité optique (0.0.) à 498 nm, bande 

principale de la rhodopsine, en fonction du pH de la solution. Ce,nsidérant 

une légère var'iation de la 0.0. à 498 nm due à la faible alJgmenta t ion 

du volume de l'~c a till  par ajout de NaOH, nous avons titré l a solution 

jlJsqu'au point de virage, i.e. lorsque la rhodopsine se dénature, démontrant 

ainsi une perte de la 0.0. à 498 nm. Nous avons de plus étudi é la 

stabilité spectrale de la rhodopsine dans un milieu fortement alcalin, 

et de pH plus éle'Jé que le pH retenu, soit à un pH de Il,0. Dans 

ce but, nous avons suivi le comportement spectral de la rhodopsine 

solubi 1 isée dans du L.S. , :~ (plv) durant 3,5 heures .à ce pH. 
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2.2.2.2 Par hydrolyse alcal ine 

Dans ce-rtaine'; c.~ i t ions e-x périmentale':"  l 'hydr'olyse- alc.3.1 ine  du L.S. 

était efficace e-t rapide. Ainsi, à 4,0 ml d'une solution de rhodopsine 

puri f iée dans du tampon Tris-Cl (50 ml'D a - u ~. té à pH 7,3 e-t cc.ntE<n ant 

du lauryl sucrase (0,2:!.) (p/v) , nous a.joutons 3,5 ml de tampon carbonate-

b ica.rbanate (250 mM) ajusté à pH 10,5. Cette -:.oIIJtion e-st mise en dialyse 

contre du tampon ca.r·bon.:l.te-bica.rbona.te <116, 6 m1'1) ajusté .3, pH 10, 5 . Durant 

l 'i n c IJ b a t  ion à 1 a  t e m p t!!r a tu r e deI a pi èc e 1 des a. l i q IJ a t s dl? 2 ~ll ·s 0 n t 

prélevés périodiql.Jement et chromatogr·.3.phiés par Cet'1 .:l.fi n de vérifier 

l'évolution de l'hydrolyse. Lorsque la réaction est complétée, nOIJS 

recueillons la rhodopsine par sédime-ntation (5 000 rpm - 10 min) sur 

des la.melles de verre, au moyen d'.3.daphurs en acrylique pOIJr les tubes 

à .:ent r ifuger de 4 0,0 ml. Les éch.3.rlti 1 1 o n ':, sont .3.sséchés e n pr'ésence 

d'un dessicant (CaS04 anhydre-Driéri te) durant au moins 8 heures et sont 

conservés en présence de ce même des<.:.i can t. 

2.2.2.3 Par dilution 

Nous pouvons aussi él iminer le détergent en effectuant une farh 

dilution de celui-ci. Une dialyse du dHergent serait tr~s longue (50:!. 

de L.S. l,O:!. est dialysé en 63 heures) (Fong .sc aL, 1982) puisque le 

L.S. a une concentration micellaire critique (CMC) très élevée, soit de 

0,18 rnt1 (Helenius & a1., 1979) et serait donc aussi forcément incomplète. 

Nous diluons selon un r .3.pport 1:40 notre échantillon de rhodopsine bovine 

solubil isée dont la concentration initiale en lauryl sucrose est de O,2:!. 
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( p/ v ) avec du tampon Tr i s-Cl ( 50 mM) ajusté à pH 7,3. Après concentration 

de c ett e s cd lJ t i on en rh o dop ·::. ine pa r' IJI tr- af i ltr'ation S U I' membr ane Am i con 

( P/"l 10000) (Amicon Corp., Le x ington, t1ass, USA), nous rediluons selon 

un rapport 1:6 , avec du tampon Tr i s-Cl ( 50 mM ) .3, ju sté à. pH 7,3 . A 

cette étape, la faible concentration en déhrgent permet l'agrégation de 

la rh 'Jdops i ne qui séd i mente à 19 000 r·pm. Nous effectuons une série 

de lavages ( au mo i ns 3) cons i stant en une dilution 1: 60 , où l.3. rhodopsine 

est r' emi se Eo n s uspe n s i on, s lJ ivi e d 'fJne séd i men t a ti on ( 18000 T'pm - 10 

min , ), Ces. cou p l es 1.3, lJa ge - s éd im entation n ou s p er'mett en t d 'ob t en i r des 

agrégats de rhodopsine. Les agrégats de rhodops i ne sont sédimentés sur 

1 ·3.m e Ile de q IJ art z (0 u de v er l' e ) à 1 0 0 0 0 l' pm d IJ l' an t 5 mi n u t es. No u s 

recuei lIons .auss i les agrégats qu i adhèrent à la pipette Pasteur lors 

de la mi -:.e en s'Jspens i on des cul o ts par asp i rat ion et re f lux à la pi pe tte 

Pasteur. 

2.3 Préparation de rhodopsine 1 iée à une lectine 

2.3.1 Pour de la rhodopsine associée au laur>,l sucrose 

Pour pl'éparer de la rhodopsine l i ée à une lectine, la concanavaline 

A, et associée au laur>,l sucrase, nous prépàrons des SES. Nous purifions 

ensui te la rhodopsine bovine selon le protocole de purif i cation précédemment 

décrit (réf. section 2.1>. A l'étape de la délipidation de la rhodops i ne 

par- chromatographie d'affinité ,:·ur la Con A, lorsque le lavage e·::.t complété, 

plu tôt que d'él uer 1 a rhodops i ne pur i fiée et dél i pi dée pour 1 a décrocher 

du gel, nous prélèvons directement de la colonne le gel sur l equel est 
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1 iée la rhodopsine bovine. Par ':;échage du gel en présence de dessicant 

U:aS04 .3.nhy dre) durant 2 4  - 48 hre-s (-:;elon 1 a quant i t é prépar' ée ) , nous 

obtenons alors des échantillons de rhodopsine l iée à une lectine en présence 

de détergent. Ces échant i lIons sont conservés à 1 a température de 1 a 

p ièce. 

2.3.2 Pour de la rhodopsine dépourvue de lauryl sucrose 

Pour' prépare-r de 1 a rhodops i ne 1 i ée a une 1 ec t  i ne e t dépour\)ue 

d e dé ter '~ e nt, n ç) u~  sui IJ 0 n s Ie-p r (1 toc ole déc rit e n 2. 3 • 1 .  Par  c 0 fi t r' e , 

auant de prél euer 1 e gel de 1 a colonne, nous effectuons un 1 auage à 

l'eau pure d'au moins 10 volumes de colonne, afin d'éliminer l e détergent. 

Le gel extrai t de la colonne est séché en présence d'un dessicant (CaS04 

anhydre) durant 24 -48 hres. Nous obtenons a lors des échanti l lons de 

rhodopsine 1 iée à une lectine et dépourvue de détergent. Ces échantillons 

sont conservés à la température de la pi~c . 

2.4 Préparation de SES séchés sur lamelle 

Afin de préparer des SEB Séchés sur lamelles, une suspension de 

SEB purifiés (10000 l'pm - 40 min) est sédimentée sur une lamelle de 

verre. Cet échantillon de SEB sédimentés est séché en présence de dessicant 

(CaS04 anhydre) durant 24 -48 hres. 
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2.5 ~t s de caract~risati  des agr~gats de rhodopsine 

2.5.1 Spectroscopie UV-visible 

Nous mesurons des spectres d'absorption U.V.-visible de 650 nm l 

250 nm pour des échant i Il ons d'agrégats de rhodopsine sé i t~s sur des 

1a.melles de verre ou de quartz, ainsi que pour des échantillons d'.3.grégats 

de rhodopsine sélectionnés et trappés entre deux lamelles. Ces spectres 

sCln t pr i : . sur un s.pec trophotc1mètreo pye Un i c.:l.m SP8-100 €'n f i >:-3.n t 1 es 1 ami? 11 es 

sur une cuveotte à. spectroscopie en quartz. Ce :.pedrophotomètre est équipé 

d'I.Jn suppclrt à échanti lIon diffusant qui permet l'enregistrement de spectres 

de SES sans aucune distortion originant de la lumière diffusante. 

2.5.2 Spectroscopie photoacoustigue 

Le:. éc h an t il: on s  d 'a.gréga ts de rhodops i ne séd i men tés sur 1 ame 11 e son t 

étudiés par spectroscopie photoacoustique (PA) directement en déposant la 

lamelle dans la cellule photoacoustique. Nous avons aussi étudié des 

échantillons constitués d'agrégats séleoctionnés en fonction de l'intensité 

de leur coloration ainsi que de leur stabilité photochimique. Ces agrégats 

sont ~p sés sur des lamelles que l'on insère dans le fond de la cellule 

photoacoustique. Nous prenons des spectres photoacoustiques de 750 nm à 

400 nm. 

Les spectres photoacoustiques sont enregistrés par un spectrophotomètre 

photoacoust i que constru i  t dans nos laboratoires. Le spectrophotomètre est 

équipé d'une cellule de résonnance munie d'un microphoM .;" gaz. Les autres 

composantes sont de l'équipement standard. (Schéma de l'appareil, figure 
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7 ) . L·3. SQu rce 1 um i neuse E':.t une lampe au X'tnon O(e ) de 1 00 0 W ':Schoeff e l 

I n st r' umen t Corp . , WI?:.h Jood, Ne\1./ Je rs.ey ) cc,nvergea.nt sur' la. hnte d ,en t rée 

d'un monochromatelJr- ( Schoeffel Instr lJment Corp. ) act i onnée par- un moteur 

al imenté en courant continu et à 'J i tesse 'Jariable. La lumière monochromat i que 

es t modlJ 1 ée par IJ n modu l a telJr mécan i que ( chopper ) à une fréquence var i a.b 1 e 

de 20 .3. 1 000 Hz. La 1 um i èr- e p r odu i te par 1 e mon ochroma te ur est con 'J !?f'gée 

puis réfléch i e sur la cellule photoacoust i que. Le : . igna l produi t est amp li f ié 

e t il.l i me n h l.ln ampl i f i c at eu r- Lod: - in ( Itha.co D;,'natrac model :39:3, Apt'?C , 

t1,)rJtréa l:> re ce'J.:;,n t 1 e s. i gn .:;,l de ré f éren c e du chQ Ppe r . Le sign.:;,l pr od l.J i t 

p H ' le Loc K-in Eon fonct i on de la longeur' d ' ,::.nde es t e-mm agas in é da n s 

un microordinateur (Challenger II , Oh i o Sc i ent i fic, Aurora, OH ) et nQrma l i sé 

pour des variat i ons d' i ntensité de I .a lumière i nc i dente en div i sant le 

s i gnal PA de l'échant i llon .3. chaque longe lJr d'onde par un signal PA 

préalablement mis en réser',1e, d'un matériel complètement ab:.orbant ( le 

noir de charbon). Pu i sque des échantillons b i ologiques sont tou j ours 

caractérisés par une fOf'te -3.bsof'ption dans le vi s i ble, un fil tf'e coupant 

50% de transmittance à 496 nm et contf'olé paf' ordinatelJf' est intf'odu i t 

sur 1 e parcouf's 1 umi neux à des longueurs d'ondes plus gf'andes que 500 

nm, de façon à f'éduif'e le signal de fond dû à 1.:;, lumière de fréquence 

de seconde haf'mon i que. En tre 350 nm et 500 nm, 1 'i n tens i té moyenne de 

la lumièf'e à la position de l'échantillon est de 30 Wm- 2 , intensité qu i 

photolyse instantanément un échantillon de SES ou de rhodopsine solub i lisée. 
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2,5,3 t1 i crospec trophotométr i e 

Ay.:..rd observé, premièrement de l~r . . s '.'ar iations dans les. pr·opr·iétés 

spectrales des agrégats par spectroscopie U,V,-visible, et deuxièmement, 

par visual isation, que les agrégats présenhnt un aspect morphologique 

ég ale men t var i ab 1 e, no us con s t a ton s qu' i 1 ex i ste une re 1 a t  i on en t r e ces 

deux observations·, Nous avons donc premièrement util isé la microscopie 

op tique pour observer 1 es agréga ts de rhcodops i ne. Cette étude corrobore 

l'obsH·vation p récédt?nte, à savoir que les agrégats ont une morphologie 

stru cturale (J.3.riable. I,}U la non-uniformité mor·phologique et spectrale des 

agrégats, et en raison de leur petite taille, soit d'approximativement 

1 mm ou moi ns, il a fall u se tourner· vers I.Jne au tre mHhode spec troscop i que, 

la microspectrophotométrie·, Nous avons d'abord sélectionné par microscopie 

optique les agrégats démontrant une morphologie plus structurée. Ensuite 

nous déposons l'agrégat sél ect i onné sur une lamelle de microscope et nous 

prenons des spectres sur une plage de longueurs d'ondes s'étalant de 

650 nm à 300 nm. Ces spectres sont enregistrés par un microspectrophotomètre 

monté dans nos laboratoires à partir du montage du spectrophotomètre PA 

(voir figure 8), et ce, en remplaçant la cellule photoacoustique par 

un microscope optique monté d'une photodiode (UDT model phase 1223, 1 

cm2 de surface active dans l'U.V.-visible, Uniteod Detector Technology, 

Hawthorne, Cal ifornia) sur un des deux oculaires. La lumière produite 

par le monochromateur est convergée puis réfléchi e sous le plateau du 

microscope, traversant ainsi l'échantillon. Le signal produit est recueilli 
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p .u la p clt i ~ amp1 i i~ et dirigé vers un amp1 ificateur LocK-in recevant 

II? signal de référl?nce du chopper. Tout c omme e-n spe-ctroscopie- PA,  .3. 

la différence que le signal produit est un signal de transmi·:.sion et 

non un signal d'.3.bsorption, le signal produit par le LocK-in en fonction 

de 1 a longueur d'onde est emmagasi né dans un miniordinateur et normal isé 

pour les variations d'intensité de la lumièr' e incidente par un s ignal 

de transmittance préalablement mis en réserve d'un matériel complètement 

transparent, soi t la lamelle de ~ rr . 

2.5.4 Microphotographies 

Nous avons pris des microphotographies de divers agrégats avec un 

ap p al' e i  1 ph 0 ta Le i zman (Le i zman, A 11 emagne). Ces mi crophotograph i es furen t 

prises en contraste de phase et en contraste interférentiel, et ce, à. 

divers grossissements variant de 28 X à 75 X. 

2.5.5 Techniques d'irradiation des agrégats de rhodopsine 

2.5.5.1 En spectroscopie U.V.-visible 

La rhodopsine est habituellement étudiée soit dans 'Jn enlJironnement 

1 i pi di que naturel, i.e. dans 1 es SES, soi t dans un env i ronnement art i fic i el, 

variant par la grande diversité de détergents disponibles sur 1e marché 

pou l' 0 b t e n i l' deI a l' h 0 d 0 psi n e pur i fiée, i. e. dé 1 i P idée e t so 1 u b i 1 i sée. 

Cette solubilisation implique le remplacement des molécules lipidiques 

naturelles par ~ molécules conférant à la rhodopsine une certaine stabil i té 
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photochimique variant selon le déhrgent utilisé. On sait que le L.S. 

e:. t un déhrgent effica.ce et dou): d.3.n·:. lequel la rhodop:.ine E'st très 

stable (Fong & al., 1982). La rhodopsine dans un en\Jironnement protéique 

sol i de  dû à l'agrégat i on des mol écul e-s de rhodopsine nous intéresse. Nous 

avons donc premièrement étudié la shbi 1 i té du pigment dans cet environnement 

protéique, en prenant des spectres U.V.-visible de 650 nm à 300 nm. 

Afin de voir s i le pigment est stable, nous reprenions des spectres 

du même échantillon à des inter'valles de- temps .a.ll·;'.nt de 5  - 10 minutes 

à même que-l que-s ur ~. 11ême, nous pouv ion:. repr-endre un ';pectre quelques 

jC1urs pllJS tar·d. Afin de v oir le compl:Jrtement photochimique des agrégats, 

nou:. avons effectué dilJers types d'irradiations. Dans un premier temps, 

nous avons effectué des irradiations en lumière blanche, à l'aide d'un 

projecteur à diapositive (KodaK EKtagraphic Slide Projector -Model AF-

2 ) pou r  v 0 i r sil e p i gm e n t sep hot 0 1 y sai t e t pou r· dé ter min e 1" à que 1 

photointermédiaire la réaction se stabilisait, et ce, pour quelle période 

de temps. Ainsi, nous avons effectué de courtes irradiations suivies d'une 

prise de spectre de l'échantillon. Dans un second temps, nous avons effectué 

des irradiations sélectives des agrégats sélectionnés avec des filtres 

interférentiels dont la bande- est ce-ntrée à 550 nm (550 I...JB L8X) et 

à 450 nm. Nous avons irradié premièrement a1JE'C le filtre interférentiel 

dont la bande est centrée à 550 nm pour de courtes périodes de temps 

jus qu'à ce que 1 e ;\ m a x soi  t st ab 1 e ( 0 u e n cor e jus qu'à c e qu' i 1 n 'y 

ait plus de variation du ;>, max) par la suite les échantillons sont 

irradiés ·3.vec le filtre interférentiel dont la bande est centrée à 450 

nm, afin de vérifier la stabi 1 i té photochimique des intermédiaires formés. 
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2.5.5.2 En spectroscopi e PA et en microspectrophotométri e 

N 0 IJ s n ' a l.} 0 n s pu e f  f  e c tue r d ' i r· rad i a t ion s n i e fi S pee t r 0 ,:. c CI p i e PA, 

ni en microspectroplH)tométrie puisque l'intensité de la source lumineuse 

à la posi t ion de l'échantillon produit une lumière d'intensité moyenne 

de 30 I,Jm-a• Il nous aurait fallu une source d'irradiation pl'JS intense 

afin de pouv o i r noter un effet s ' i l  y a  l ieu de cette souÏ"'ce d'irradiation 

qui de t 0 u t e f  a ço n au rai t the r mol ys é nos éc han t  i  1 Ion s •  1 1 y a e u des 

irradi ations des agrégat s en spectroscopi e  PA et en i cr sp c t r p t ~t r i  

af i n d'clb ·;erl.ler·  1 ët. stabi  1 j t é photoc h imi que de ces agrég.3.t ·:; en augmentant 

la fente-de l'ouverture de l a source lumineuse de 3 mm à 5 mm pour 

5  minutes, et ce, à 500 nm. 

2.6 Solubil isation des agrégats de rhodopsine 

L'ultime moyen de vérifier avel: certitude la nature des agrél;;,ats, 

à savoir s'ils contiennent réellement de la rhodopsine, et ce, à l 'état 

natif, est de les solubiliser pour ensuite prendre des spectres UV-\Jisible 

de 1 a sol u t ion. No us sol u b i  1 i son s les a g r ég a t s der h 0 d 0 psi ne dan sun 

volume minimum (2-5 ml) d'Ammonyx 1,0/', en broyant au mortier la lamelle 

sur laquelle les agrégats avaient été sédimentés. Après 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 

déterminer la quantité de rhodopsine native dans le surnageant. Dans le 

but de dé ter min ers i  1 a rh 0 d 0 psi ne prés e n tee s t na t  ive 0 u non, no 'J s 

ajoutons une goutte d'hydroxylamine à cet échantillon de rhodopsine 

solubil isée. Puisque ces agrégats ont déjà subit une irradiation, la présence 
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d'hydroxylamine amène IJne dégra.dation de toute rhodopsine non-native (t11l, 

t1I, LUMI> , en l'étynaloxime. Apd!s ag.itation, nous pr·enons un spectl'e Ij\)-

vis i b 1 e deI a sol u t ion. Pu i s  n OIJ sI' i l' l' ad ion s à 1 a  1 u m i èl' e du j ou l' qui 

photolyse la l'hodopsine native. Celle-ci se tl'ansformel'a en l'étynaloxime 

gl'âce à 1 a présence de l 'hydroxyl.a.mi ne. Nous l'epl'enons alors un spectre 

lN-v i s i b 1 e . 

2 . 7 Etude de la rhodopsine 1 iée i la concanaval ine A 

La rhodop-:. i ne 1 i ée à 1 a concanaval i ne A ne peut être étlJdi ée qlJe 

pa.r spectroscopie PA à cause de la. présence même de la. Con A et d u 

gel. Nous déposons de l'échantillon ..sur une lamelle de vel'I'e que l'on 

dépose dans la cellule photoacoustique. Nous pl'enons un sp.ctl'e PA de 

650 nm ~ 300 nm. Le signal produit pal'" le locK-in en fonction de la 

longueul'" d'onde est emmagasiné dans un miniol'dinatelJI'" et normalisé pOUl' 

des val'iations d'intensité de la lumièl'e incidente en divisant le signal 

PA de l'échant i lIon à chaque longueul' d'onde pal'" un signal PA préalablement 

mis e n  r és e l' v e (1 e n 0 i 1'" de cha r bon). 0 Û ~ 1 a  d i f fus ion deI a  1 u m i èr e 

pal' le gel de Con A, le signal PA possède une ligne de base qui augmente 

b eau cou p plu son se dép 1 ace v e l' sIe b 1 eu. No us 1'" e p 1'" e non sIe s p e c t 1'" e 

a près que 1 que sin tel'" v aIl es de 5 min ut e s  a f  i fi de v ér i fie 1'" 1 a st ab i 1 i té 

du pigment dans cet environnement. 

2.8 Etude de SES séchés SUI'" ~ ll  

Une lamelle de SES sédimentés est déposée dans la cellule 

photoacoustique. On pl"'end un spectl'e PA de 650 nm à 300 nm. Le signal 
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produit par IF.' lc,cK-in en fonction de la longueur d'onde est efTtmagasiné 

d.HIS un miniordinat€'ur' et nor'mal isé p.:)ur des 'Jariations d'intensité d€' 

la lumière incidente en divisant le si,~ al PA de l'échantillon à chaque 

longueur d'onde par un signal PA préalablement mis en réserve (le noir 

de charbon). Un autre spectre PA est pris après quelques minutes afin 

de vérifier la stabil ité du pigment. 

2.9 PI' odu i t sut  i 1 i sés 

La li·:.te dE's produits utilisés figure dans la t .3.ble 1. Le lalJryl 

sucrose que nous avons uti 1 isé au cours de nos tr .~' aux n'€'st p.3.s encor€' 

disponible commercialement, il nous a été généreus€'m€'nt fourni par Ryoto 

Co. Ltd, Tokyo, Japan. Le lauryl sucrose est un additif al imentaire produit 

par transestérification. Ce produit n'est pa,:. pur puis.qu'il est constitué 

d'en\} i l'on BO/. de 1 auryl monoester et de 20/. de di -et tr i esters. Pl us 

de 98/. des chaînes d'acides gras sont des chaînes en C:l.2' les autres 

étant des chaînes en C:l.O' C:l.4 et C:l.6' CE'tte non-homogénéi té du détergent 

est particul ièrement bien mise en évidence dans la figure ''f, où on voit 

que le L.S. donne 1 ieu à plusieurs "spots" lorsqU'analysé par chromatographie 

sur couche mince. 



9. PRODUITS UTILISES 

Acide acétique glacial 

Acide chlorhydrique 

Acide sulfurique 

Arnmonyx 

Anisaldéhyde 

Azoture de sodium 

Bicarbonate de sodium 

Carbonate de sodium 

Chloroforme 

Chlorure de calcium 

Chlorure de magnésium 

Chlorure de sodium 

Concanaval ine A Sé-
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Ethylènediamine diso-
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Hydrochlorure 
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thane, ,~1. / TRIS 

Méthanol 
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noside 

Phosphate dibasique 

Phosphate monobasique 

Sucrase 

Sulfate de calcium 
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FOURNISSEUR NATURE 

Fisher Scien. Co. réac. ACS 

Baker Analyzed Regent cert. ACS 

Anachemia 

Onyx Chem. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Anachemia 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Sigma Chem. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Aldrich Chem. Ltd 

Anachemia 

Aldrich Chem. Ltd 

Fisher Scien. Co. 

Fisher Scien. Co. 

Sigma Chem. Co. 

Hammond Driérite Co. 

réac. ACS 

purifié 

cert. ACS 

cer t. ACS 

cert. ACS 

cer t. ACS 

certifié 

suspension 

10 mg/ml 

cert. ACS 

cer t. ACS 

ultrapure 

hygroscopique 

99,8'1. min. 

~1. 

cer t. ACS 

cert. ACS 

Grade 1 
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Le chromatogramme est développé en présence d'un ~la g  chlo-
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CHAPITRE: 3 

RESULTATS 

3.1 Spectre d'absorption de la rhodopsine bovine 

Lors de l'extra.ction du pigment v isuel, 

l'opsine et/ou du réUnal soit entrainés 

i l peut 

a.vec le 

arr i UE'r qUE' de 

p i gm e nt. Pou r 

l' x p~r i tati ~ il faut que les préparations répondent à un certain 

critère de p 'Jr"eté: il faut que le rapport des delJx principales bandes 

d'a b sor p t  ion soi  t plu s pet i  t 0 u ég a l cl de u x . La fig ure 1 0 mon t r" e u n 

s p e c t r e t y P i que de l  a  r  h 0 d 0 psi ne a v e c ses t roi s  b &-n des d'a b sor p t ion 

caractéristiques. Cette rhodopsine s~ solubilisée en présence de lauryl 

sucrose 0,2X <p/IJ). La bande cc, dont 1 e À max est à 498 nm représente 

l'absorption principale du chromophore, le 11-cis rétinal, lié à. 

l'apoprotéine. La bande ~ dont le À max à 330 nm appartient également 

au chromophore. La bande y dont 1 e À max E'st à 278 nm correspond à 

la partie protéique du pigment visuel: 1'opsine, et est dûe à l'absorption 

par les acides aminés aromatiques, soit le tryptophane, la tyrosine et 

la phénylalanine. Nous avons utilisé tout au long de cette étude de 

la rhodopsine purifiée dont le rapport A27s/A49s était de 2,0 ou moins. 

Deux autres éléments indiquent la pureté des préparations. Premièrement, 

la valeur en absorbance à 410 nm par rapport à sa valeur à 500 nm. 

Plus une préparation est pure, plus cet écart est grandement. Deuxièmement, 

l'intensité et la netteté des deux creux de part et d'autre de la bande 
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300 400 500 600 
LONGUEUR D'ONDE (NM) 

Figure 10: Spectre d'absorption U.V.-visible de la rhodopsine solu-

bilisée dans du lauryl sucrase 0.2% (plv). A la tempé-

rature de la pièce. 
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~ , et 1 e f ait que 1 e creux d ë<. n s  l 'UV soi t  P 11J S prononcé que 1 e cre lJ x 

dan sIe vis i b 1 e • 

3.2 El imination du détergent 

3.2.1 Hydrolyse du détergent 

Puisque le lauryl sucrase possède une concentration micellaire critique 

(C1'10 tr~s faible, soit de 0,14 mM (Tessier' ,  t1, tHmoire de maîtrise, 

U.Q.T.R., 1985), et conséquemment un pouvoir' dia.1y·:;ant très f .aible, nous 

a ',/ons con·:.idéré que sa nature de substr:-at enzymatique nous permettrait 

de contourner le problème qu'entraîne l 'él imination du détergent par dialyse. 

Cette dialyse serai t très longue, soi t de 63 heures pour él iminer ~ 

du 1 auryl sucrase 0, lX (plv). Nous avons premièrement envisagé une méthode 

biochimique simple, soit u ~ hydrolyse enzymatique du détergent. Des 

hydrolyses enzymatiques de rhodopsine sollJbil isée dans du lauryl sucrose 

0,2% (plv), furent effectuées à l'aide de différentes enzymes (5) afin 

d e v ér i fie r que Ile ( s ) e n z y m e ( s )  d ém 0 n t rai t  ( e nt) 1 e m e i Ile u r pot e n t  i e 1 

enzymatique. Il fut Habli (M. Tessier, Rapport de stage, 1981) que 

l'estérase de foi e de porc et la 1 ipase de Candida cyl indracea démontraient 

le meilleur potentiel enzymatique. Après incubation du lauryl sucrose 0,6% 

(plv) en présence de ces 2 enzymes pour 69 heures, il est impossible 

de détecter la présence d'esters de sucrose, indication que plus de 99% 

du détergent a été hydrolysé. Cette long1Je période requise pour compléter 

l 'hydrolyse du détergent (approximativement 3 jours) suggère que les enzymes 

ont une faible affinité pour les esters de sucrose. Il est généralement 
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accepté que les 1 ipases et les estér-ases sont plus actives à l'interface 

hu i 1 e-e-au, et parfoi s inhibées par de-:. pr-odui ts de réaction ou des 1 ipides 

ayant des têtes polaires larges. Alors nous avons évalué des cinétiques 

enzymatiques de l'estérase de foie de porc, l'enzyme la plus acti'Je sur 

le lauryl sucrose. Cette évaluation a porté sur divers substrats. 

3.2.2 Activité enzymatique en présence de divers substrats 

Afin d'évallJer des cinétiqu€'s enzymatiques de l'estérase de foie de 

PN-C, u~- avons ctu~ uni? déter-mination titrimétrique de-;:; ,acides gras 

produits lors de l'hydrolyse par l'enzyme. 

Nous pouvons voir par la figure 11 que l'estérase induit une hydrolyse 

r-ap i de et comp 1 ète du  bu tyra te d'éthyl e (f i gure 11), ce dern i el' étan t 

1 e substr-3_t uti 1 isé dans la détermination de -;:;on acti'Ji té, i.e. son -;:;ubstrat 

standard. Toutefois, la même réaction est fortement inhibée (environ 95'1. 

d'inhibition) si du lauryl sucrase 1,OX (plv) est présent (figure 11). 

En présence de lX d'oct yI glucoside, l'oct yI éther du glucose, un détergent 

doux qui ne devrait pas avoir d'affinité pour cette enzyme, l'inhibition 

est observée mais à un degré plus faible (environ 43X d'inhibition; figure 

11>. L'oct yI glucoside seul ne démontre aucune activité, si on omet le 

saut "artéfactuel dû à l'ajout de l'enzyme (figure 11), alors que le lauryl 

sucrose seul démontre une hydrolyse très lente après l'ajout d'enzyme (figure 

11). La pente de la courbe après l'ajout de l'estérase de foie de porc 

à du lauryl sucrose lX (plv) correspond à la production de 1,6 fIlTloles 

d'acide laurique par heure. A ce taux, 5 ml d'une solution lX (plv) 
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Figure 11: cti it~ enzymatique de l'estérase de foie de porc sur divers 

substrats: le butyrate d'éthyle (B.E.), l'octyl glucoside 

(Q.G.), le lauryl sucrase (L.S.), ainsi que sur des mélanges 

de ces derniers. Le saut sur la courbe a.G. représente le 
saut art~ actu l dû à l'ajout de l'enzyme. 
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en lauryl sucrase serait hydrolysée en 66 heures, environ la même période 

requisE' pc.ur la dis.par·i tian des esters de sucras.€' dans les expériences 

précédentes. (Tessier, M, Rapport de stage, U.Q.T.R., 1984). 

Les r és u 1 t a t s  d e 1 a fig ure 1 1  n e n 0 u s  p e r met t e n t  p a. s  d 'é t a b 1 i r 

le mécanisme de l'inhibition enzymatique. L'es.tér·ase pourrait aussi bien 

être inhibée par la chaîne acyl (octyl ou laur'yl) que par la propr'iété 

sur ~. cta  de ces moléclJles. Toutefois l'inhibition presque c pl~t  de 

l'hydrolys.e dlJ butyra.te d'éthyle par l€' laur'yl sucrose pourrait s. '~gér r 

que l'ester de SIJcros·e a une affinité plu '~ forte p,:,ur l'enzyme que l e 

butyrate d'éthyle lui-même. La lenteur de la réaction pO'Jrrait alors être 

attribuée 1 l'encombrement stérique dû à la large tête polaire qu'est 

le sucrose. 

3.2.3 Hydroiyse alcal ine du lauryl sucrose 

Quoiqu'efficace, l'hydrolyse enzymatique du 1auryl sucrose est lente 

et peut devenir un inconvénient si le détergent doit être enlevé plus 

rap i demen t. La présence du 1 i en ester dans 1 e déhrgent et l'i nstabi 1 i té 

relative de ce groupement dans les acides et dans les bases nous a 

permis de considérer une méthode chimique simple pour enlever le détergent, 

sa i t  l 'h ydr 0 1 yse al cal i ne. 

A cet effet, nous avons analysé la stabilité du lauryl sucrase 

à différents pH. La figure 12 montre des chromatogrammes de solutions 

de lauryl sucrose incubé pour 24 heures dans divers tampons à pH variant 

de 7,0 à 10,8. La diminution en intensité des spots caractéristiques 
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Figure 12: Chromatogrammes du 1aury1 sucrase incubés durant 24 heu-

res A différents pH, de pH 7,0 a pH 10,8. 
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de ces esters (rf de 0,21 .li. 0,61) et l'alJgmentation de l'intensité des 

spots caractéri ':diques du suer·c.se au point de dépQsition indiquent que 

1 e 1 au r y 1 suc r 0 s e est i n s t ab 1 e à pH> 9, 5. Lee h r om a t 0 g r amm e de me ure 

inchangé même aprés ,5 jours d'incubation. Ceci n'indique pourtant pas que 

la réaction a atteint l'équilibre. Un abaissement du pH par la formation 

d'acide gras est principalement responsable de l'arrêt de l~. réaction. 

Une sol u t ion deI au r y 1 suc r 0 se 1/: ( p / I.}) cor r e s po n d à une con.: e nt rat i on 

do? 20 ml"1. Alor ':' une hydrolyse avancée de l'ester est suff i sante pour 

rédl.l i re 1 e pH d'url tampon 25 mt1. NO!.J s avons donc amél i or'é l,a techn i que 

grâce à l'utilisation de sacs à dialyse comme enceinte au milieu d'incubation. 

En fait, lorsque le lauryl sucrose est incubé dans un sac à dialyse, 

l'hydrolyse est terminée après 6 heures. 

Nous a\)':ln ':. fait urte évaluation de l'hydr':llyse al.:aline du détergent 

par v i suai i sat i on comparat i ve des di fférents spots obtenus par 

chromatographie sur couche mince ('Joir figure 13). Nous observons qu'.après 

270 minutes (4,5 hres), l'hydrolyse est complétée à plus de 95 /:. La 

dialyse procure IJn avantage supplémentaire en él iminant le sucrose au 

fur et à mesure de sa formation. Il est à noter que la dialyse elle-

même ne peut être responsable de la disparition des esters de sucrose 

puisque ce détergent dialyse très lentement. Approximativement trois jours 

sont requis pour que 50/: du lauryl sucrose soit dialysé. 
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PERIODE LAURYL SUC ROSE 1,0% 
D'INCUBATION (plv) 
(min.) 

0 +  + +  + 

90 +  + 

150 + 

210 + 

270 -(> 951) 

Figure 13: Evaluation de l'hydrolyse du' lauryl sucrose 1.0% (plv). in-

cubés! la température de la pi~c  en présence d'un tampon 

carbonate-bicarbonate de pH 10.5. 
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3.2.4 Effet du mil ieu alcal in sur l a rhodopsine solubil isée dans le lauryl 

sucrase 

Avant de pouvoir éliminer le détergent du mélange rhodopsine 

solubilisée dans du lauryl sucrase par hydrolyse a.lcaline,  i l fau t 

préal abl ement éval uer 1 a stabi 1 i té de 1 a rhodopsine aux pH alcal ins. Il 

est important d 'évaluer cette stabi l ité en fonction du pH et du temps. 

Pal" t  i  t 1" age deI a rh 0 d 0 psi ne sol u b i 1 i sée dan s du 1 a Ij r y 1 suc r.::. se O , ~ 

( plv), nous p ourrons  déter'mir,er'  Ij n  pH de tn.IHi 1  pClljr l'hydrolyse a l cal ine 

de ce mélange. Cette étude nous permet d'évaluer que le pKa apparent 

deI a  s t ab i 1 i  t é de 1 a l" h 0 d 0 psi n e est su p ér i e u r  à 1 1. A P H= 11 , 8 ,la 

rhodopsine est instantanément dénaturée, alors qu'à pH=l1,O, elle demeur e 

stabl e. 

Lorsque nous incubons de la rhodopsine solubilisée dans du lauryl 

sucrose O,ZY. (plv) en milieu alcalin à pH=11,O, le spectre d'absorption 

de la rhodopsine ne subit aucune modification. La rhodopsine conserve 

ses propriétés natives et démontre toujours un À max de 498 nm, et 

ce, jusqu'àprès 3,5 hres d'incubation à pH=11,O. Ainsi, l'hydrolyse du 

lauryl sucrose en présence de rhodopsine s'effectue à pH=10,5-10,8 sous 

un éclairage rouge (À < 620 nm). 

3.2.5 Discussion 

Gr âc e à l 'u t i 1 i sa t  i on du 1 au 1" y 1 su C 1" ose comme déte r ge nt et dû à 

la présence du 1 ien ester dans le détergent ainsi qu'à l'instabil ité relative 

de ce groupement, de simple méthodes d'hydrolyses enzymatique et chimique 
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devrai e-nt per'rne-ttre d'él irni ner 1 e détergent. Nous alHms constaté que le 

méi.irJgl? I?nzymatiqul? pc·sséd.lnt lE' me-illE'ur' pc,tentiel enzl'rnatiqlJe sur' le 

1 aUr)'l suer'ose ex i ge.3.i tune 1 l~u  pér i ode pour effectuer une hydrolyse 

c pl~t  de ce dernier. A la lumièrE' dl? ces r~sultats, nous nous sommes 

intéressés à l'activité enz}'matique de l'estérase de foie de- pClr' c sur 

l e laur·yl sucr'ose, l'e-nzY'me l a plus active sur le L.S .. Pour ce faire, 

nOIJS avons mesuré la vi tesse d'h>'drolyse de divers ~. u strats, seuls ou 

mél angé:. , pa.r ct?t te t'nzyrnt?: 1 e but/rat!? d'éthyl E', son slJostr.a t natureol , 

l e . :: .~ un ester de ·:·ucr·ose et d'acides 91'·".-:" l'o::tyl gl'Jco·:.ide (O. G. ) , 

un éther dE' sucrase et d'acide gras, E't dE's mélange-s S.E.-L.S. et S.E.-Q.G •• 

N"u: . , . ~. cl:lhstaté qUI? sur ll?s mél.l6ges, la pré'sen,:e de déter,;;)ent inhibait 

fClrtement la réaction, et ce, beaucoup plus dans le tas du loS. ( à. 

95%) que de 1'0.13. ( à. : ~,': . Résultat prévisible, car· le-lalJryl sucrase-

est un ester alors que l'O.G., un éther. Ce que nClus constatons d'ailleurs, 

puisquE' l'oct yI gl'Jcoside ne démontre aucune activité, alors que le L.:3. 

démontr'e une hydrolyse très lente après ajout de- l'enzyme. Ces résultats 

ne nOIJS permettent pas d'établir l'identité moléculaire responsable de 

l'inhibition enz:/matique. L'estérase pourrait aussi bien être inhibée par 

la chaîne 0.0'1 que par la propriété ~. ur acta t  dE' ces molécules. Par 

contre, 1 'inhibi tion presque complète de 1 'hydrolyse du B.E. par le L.S. 

suggère que l'ester de sucrose a une aff i n i té pl us forte pour l'enzyme 

que le S.E. lui-même. La lentelJr de la réaction pClurrait al'Jrs être 

attribuée .3. l'erlcombrement stérique dû à. la large tête pol.lire qIJ'E'st 

le sucrose ou encore ~ son Km (constante de Michael is) trop faible. 
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S i  J e dé ter 9 en t do i t ê t r' e en 1 e v é r· ·a p ide men t, cet t e  d H ' n i èr e m é th 0 d e 

enzymat ique quoiqu'efficace, peut deveni r  un i c ~ i t da ~ sa lenteur. 

Compte tenu de l'instabiJ ité relative des esters dans les acides 

et dans 1 es bases, nous avons consi déré une méthode chi mique d'hydr·,:,]yse 

du JauryJ sucrase: l'hydrolyse -3.Jcaline. Après in' . .Iestigatian de la s.ta.biJité 

du L.S. a.U): pH alcal i n ':;, nous nc.ton·:; que cellJi-ci est tr'ès insta.b l e 

aux pH } '7',5. 1-1a. i ·:; l'hydrob'se alcaline n 'es.t effi o .ce qu'en milieu d i alysant. 

Ce dernier p r o c ure l'a\.l.""n t ,age d'é:lirniner'  l e  ':·ljcr'os,e, '~'. ri : .a t ain':.i la 

réaction d'hydrc.1yse par déplacement de l'équilibre. A pH > 9 ,5, l'hydrol)'·:.e 

e-:. t complétée en 4 hres. la dialyse elle-même ne peut être responsable 

de l.3. disparitiNI du L.S. puisqu'il dialyse très lentement, soit ~~ 

du l.S. en 3 jours. Quant à la stabilité de la rhodopsine dans ces 

mêmes con ditio ns, nou·:; avons déterminé un pK.i appar'ent de sa s tabi lité 

aux environs de 11,4, ce qui nOIJS permet d'évaluer un pH de tra'Jail 

s Ik pou r  l 'h y d roI y s· e  e f fic .3, ce du dé tE' r  g e n tau x env i r 0 n s de 10, 5 à 1 0 ,8 

sans risque de dénaturer 1 .3, protéine. A la lumière de ces résulta. t ,:., 

l'hydrolyse alcaline du L.S. s'avère beauco1Jp plus efficace, en terme 

de temps, que l'hydrolyse enzymatique. le L.S. est hydrolysé à plus de 

95/. en 4 hres en mi 1 i eu al cal in, par rapport à 63 hres en mi 1 i eu enzymat i que. 

la rhodopsine bovine ne se dénaturant pas dans ces .:onditi.:ms .alcalines, 

les conditions expérimentales pour l'hydrolyse du mélange rhodopsine 

solubilisée dans du l.S. , ~ (p/I) sont une incubation du mélange .3. 

pH=10,5-10,8, en milieu dialysant, à la températ'Jre de la pièce. 
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3.3 ~ ~t rg tati  de la rhodopsine 

3.3.1 Par hydrolyse enzyma t ique 

Le L.:3., 101' sque chroma tograph i é ·:·ur couche mince, présen te un p.3, t ron 

caractéristique (voi r i ,~ur'  9 ) . Lc,r·:.qu'une solution de rhc,dopsine bovine 

pi.Jrifiée d a n s du loS. est ~p sé  sur'lolne plaque de Ca'l , l e chromatogramme 

m,)ntre, en plus, un fai b l e  ·:;.pot jaune dont le Rf=O,17. La. rhodopsine 

~ .tur é  par' le solvant de migrati,:,n est  manifesteml?nt re·:;pons.3.ble de 

1 '.3.pp.ir!?n,:e de ce ·:;pc,t. Lorsque cette ·:.olution de rhodopsine est  incubée 

en présence du mélangE' enzymatique: lipase-estérase, l'hydrolyse du détergent 

deviE'nt év i dente au fur et ~ mesure que 1.3, r'hodop s ine précipite: ~.pr s 

unE' nl.Jit d'incubation ~ de la rhodopsine est sédimentée par une 

centrifugation de 150 minutes (10 OOOg), alors que des kchantillons incubés 

pour l a même période de temps sans enzymes ne démontrent pas de sédimentation 

sous l '~ mêmes conditieons expérimentales. De plus, la période d'incubation 

nécessai r' e à l'hydrolyse complète du L.S. du mélange est plus longue 

(300 hres) par rapport i cE'lle pour le loS. seul (.53 hres) . Cetto? p~ri  

représente une réaction quatre fois (4X) moins rapide que lorsque l e 

L.S. est seul. En fait, environ '?5% du détergent est hydrolysé après 

150 hres,à Eon juger par la p.;'leur des spots caractéristiques du sucrose 

après cette période d'incubation. La disparition complète de ces spots 

nécessite 300 hres. 

Un spectre photoacoustique de la rhodopsine puri i~  et sol ide obtenue 

par centrifugation d'un échantillon duquel le détergent avait été enle'.)é, 

a été pris. Cette mesure fut prise ~ 1730K. Le photointermédiaire stable 
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à cette tèmpér'atur' e est 1.3. lurnirhodop:.ine (;\ max =-497nm). L'absorbance 

ma.ximum de notre é':~ia. til1 l (505 nm) est pr·è':. du },ffia::<: dl? 1.:.\ rhodopsine 

SI:,] ub il i sée dans 1 e  1 auryl sucrase et i nd i que que 1 a rhadop'; i ne  ne fut 

pas dén.:.\turée par' l'élimination de détergent. 

3.3.2 Par h/drol/se alcal ine 

Lo,:.rque n.:)u,:·  incubons une solution de rhodopsine solubilisée dans 

du L. S. 0, 2/; .: p / IJ) en m i i i eu a 1 c a.1 i n de p H= 1 0 1 5 - 1 1] ,8 (IJ 0 i r f i ';lu rel 4) , 

le L.S. s'h/drolyse en deçi de 4,5 hres. Nous avons ctu~s ces incubations 

à  4 ° C ainsi qu'à la température de la pièce. Apr·è-:. 2,5 hr-e·s d'incubation, 

l 'hldrolyse à l a température de la pièce est bea.ucoup plus atJancée que 

cell e effectuée .30 4°C. Nous ne pouvons toutefois pas discuter de valeurs 

quantitatives quant ~u x lJite-:,ses de réaction puisque ces é'J.3.luation·; sont 

effec tuées par v i suaI i sat i on en comparant l 'i n tensi té des spots obtenus 

expérimentalement tout au long de l'incubation à une gamme de spots standards 

de concentration connue. Cette méthode d'évaluation est efficace jusqu'à 

une concentration de 0,06 119, correspondant à. 1,5% de la concentration 

du L.S. dans la solution initiale. Nous pouvons donc aisément postuler 

que 1 a réac t i on est c omp 1 é t ée à plu s de 9$':. 

Nous obtenons alors de la rhodopsine débarrassée de phospholipides 

lors de la purification et désormais dépourvue de détergent. A ce stade, 

nous obtenons de 1 a rhodopsi ne sous forme sol ide grice à. l 'absence de 

détergent pour la maintenir en solution sous forme de micelles. La rhodopsine 

solide conserve ses propriétés : .pectrales natives puisque son spectre 

U.V.-visible (voir fig. 15) démontre IJn À max à 490 nm. Après irradiation, 
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RHODOPSINE BOVINE DANS 
DU LAURYL SUCROSE 0,21 

T pièce 4°C 

+ + + + + + + + 

+ + 

+ + + + 

Figure 14: Evaluation de 1 1 hydrolyse alcaline du détergent par incuba-

tion d'une solution de rhodopsine bovine solubilisée dans 

du lauryl sucrose 0,2%, en présence d'un tampon carbonate-

bicarbonate de pH 10,5, à 4 C ainsi quia la tempérarure de 

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

et après ( .... ) irradiation A la t p~ratur  de la pièce. 
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n,)us notons un déplac€'rTI€'nt spectr.a l vers 465 nm où il l' a stabil isation 

d'un photointE'rmédiair-e. Ce déplacement sp>?ctr·.3. 1 est asso:oci é .3. la 

photoconlJersi on de rhodopsi ne en t1éta I. C€'s. deux espèces, lorsque 

solubil isées. , posèdent des ),. max respectifs. de 498 nm et 478 nm. Les 

d ifférences observées sont dues, en partie ~ la diffusion due à la présence 

dl? sel'; dans les échantillons solides de rhodopsine, et surtout à la 

diffusion de la lUr i~r  par' les aggrégats, et ce, malgré l'utilisation 

d 'un ·:.pec trophc,tomètr' e mun i d'lJn s.uppc,r t p,)I.Jr écha.n t  i lIon di fflJsan t. 

Une hydrol YS.€' al c .al i ne du mél ange rhodopsin€' p'Jrifiée dans du L.:3. 

produi t une rhodopsine non dénaturée par él imination du détergent. Un 

des a'Janh.ges de l'h;/drol;/se .alcaline par rapport à. l'hydrolyse enzymatique, 

est qlJe la période d'incubation nécessaire à l'hydrolyse du détergent est 

beaucoup plus rapidE<. Ainsi, cette méthode pré~. ' t  un gr.:o.nd a"Jantage 

par rapport à l'hydrolyse enzymatique. 

3.3.3 Par dilution 

Dans le but de produire une quanti té intéressante de r p~. i  

sous forme sol i de afin de pouvoir en étudier le comportement photochimique 

et d'en éV.3.1IJer le caractère natif, nous  nous sommes butés à des problèmes 

de reproductibilité. Selon les lots de L.S. utilisés, les rendements 

var i a i en t et nous ne pouv ions obten i r d'hydrol yse même .3, pH 10,5. Nous 

avons ainsi considéré une méthode physique, la dilution. Les échantillons 

de rhodopsine préparés selon cette méthode, telle que décrite en 2.2.2.3, 

ne révèlent aucune trace de laur;.'l sucrose lorsqu'ils sont analysés par 

CCM. Si nous considérons que tous les ~r s de L.S. sont distribués 
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dans l  'ensembl e de 1 a ph"";;e aql.Jeuse au COIJrs des l a.!)ages, nous pouvons 

e·:. t i mer· théor- iquement que l a concentr-at ion d u L.S. dan':; les a r- ét~ats de 

rhodopsine t u~- à la fin des étapes de dilution est approxim.3.tivement 

de 1 0 -~  - . / " ce qui correspond l 10-4 l~c ul s de L .S. par'  molécule d e 

rhodopsine. Par cette méthode efficace et reproductible 'par rapport i 

l 'h ydrolyse alcaline où nous aVCtns eu des problèmes de reproducti b i l ité 

dC, au lot de L.!3., u~ obtenons be.'3.ucoup de r-hodopsine, .~ u ta t à la 

fin  du  processus de dilution,  q u 'au c ouros de l a pr-océdure de- dilution 

ItJ r s-q u e les a g ré t ~ s adhèr-ent a u x  p a r·oi·:.  d e s  p ipette':; Past;?ur'  au ((jurs 

des opérations d'aspiration et reflux effectuées pour remettre en suspension 

la rhodopsine sédimentée. 

3.3.3.1 Aspect physique de la rhodopsine agrégée 

Par observation, en lumière r-ouge, des agrégats obtenus, nOIJS 

consta tons 1 a non-un i flJrm i té dans l 'apparence des agrégats. Ils n'ont pas 

tous la même d imension, ni le même aspect. Certains ont un aspect plutôt 

cristall in, alors qlJe d'autres ont IJn aspect pl'JS amorphe. L'aspect physique 

de ces agrégats sera pris en considérati'Jn lorsque viendra le te-mps d'en 

faire l'analyse spectroscopique et photochimique. 

Afin d'obtenir une é'Jaluation plus précise de èette non-'Jniformité, 

nous avons observé les agrégats au microscope optique. A un grossissement 

de 1 000, nous notons une grande hétérogénité dans l'organisation structurale 

des agrégats (voir figures 16 ~, 17>. Lorsque de l'eau distillée est 

u t  i  1 i sée plu tôt q IJe dut am po n au cou r  s des é t .3, P e s de d i  1 u t ion, n 0 u s 

obtenons des agrégats d'une plus grande hc,mogénéi té côté aspect structural. 

De plus, nous notons que la coloration de ces agrégats est très stable. 



Figure 16 : Microphotographies d'agrégats de rhodopsine obtenus par la 

méthode de dilution. 



Figure 17: Microphotographies d'agrégats de rhodopsine obtenus par la 

méthode de dilution. 
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3.3,4 Discussion 

L'hydrc:lyse enzym.3. t iqIJe dtJ détergent d'une s.olutiCirI dE' rhodopsine 

so 1 u b i 1 i sée dan .:. du L. S. P r' odu i  t de 1 a rhc1dops i ne agr,*gée ayan t conservée 

s€'s propriétés nativE':. p'Jisqu'elle présente un À ma.x de 505 nm qui se 

dép 1 ace à 50(1 n m  a près i rra d i ·3. t  ion ce q IJ i cor r e s· po n d à 1 a  t r ans i  t  i Q n 

rhodopsine - l'Jmirhodopsine. L'inconvénient majeur' de cette technique est 

le fait que la période d'incubation néc€'ss.3.ire est de très longue dlJrée, 

soit de 300 hr'es, ceUe pér'iode ét,OI.nt quatr' e fois. ( 4)0 plu·:.  longue que 

IC1r'sque le L.S. est s.eul en solution. Ainsi , la présence du pigment 

ralentit beaucoup la réadion d'hydrolyse enzymatique du L,S .. 

L'hydrol yse al cal i ne est une méthode chimique d'él imination du L.S. 

intéressante puisqu'elle nous permet d'obtenir aux pH de 10,5-10,8, pH 

où le L.S. est très instable et où le pigment est stable, de la rhodopsine 

agrégée en moins de 4,5 hres à la température de la pièce. Cette rhodopsine 

agrégée conserve ses pr priété'~ natives puisqu'elle présente un spectre 

U , IJ • -vis i b 1 e don t 1 e ;\ m a x est à 490 n m pou r se dép 1 ace r à 465 n m 

après irradiation à la tempér.3.ture de la pièce ce qui corr'espond .30 la 

photogénération de métarhodopsine 1. Toutefois, selon le lot de L.S. util isé, 

la réaction d'hydrolyse alcaline présente des problémes de reprod'Jctibilité. 

De plus, bien que les hydrolyses enzymatiques et alcal ines nOIJS permettent 

d'obtenir de la rhodopsine agrégée, dépourvue de lipides et de détergent, 

on ne pelJ t conf i rmer l'absence d'ac i des gras (produ i t d'hydrol yse) dans 

ces échanti 1 Ions. Une méthodE' physique, la dilution, fut donc considérée 
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en al ternative. Cette méthc,de présente IJn meilleur rendement quantitatif 

e t  n e dénature pas non p lus lè\ rhodop·sine. HOIJS a.\)Clns c s t.~té que les 

agrégats ont une apparence strlJcturale hétérogène. En microscopie optique, 

nous observc'ns qlJe cette hétérogénéi té est rel i ée à l'as.pect structural 

plus ou moins organisé, conférant aux è\';;jrégat:. une .~ppar c , s·oit 

cristalline, soit amorphe. 

Lorsque les dilutions sont effectuée:. ë\IJec de l'eau d istillé"? et 

n c.n a\)ec du tarnplJn, nous obtenons des agr,fI;;.:1 t s  de rhodops. i ne  p lu':; l ~~ s, 

d'appu'ence crista.ll ine en micro:.copie optique. L'ab<:.ence de sels et l e 

pH de l'eau distillée semble donc favoriser IJne agrégation plus efficace. 

Ainsi, pour éliminer le détergent, la dilution s 'avke ~tr  la ~t  

prés en tan t  1 e me i Ile u r  r end e men t  c ôté qua n t  i ta tif etc ôté qua 1 i ta tif. Le 

f .3.i t d'uti l iser de l'eau di·:. t illée plutôt que dlJ tampl:.n lors des étapes 

de dilution implique premièrement une modification du pH, de 7,3 à 6,0, 

ai nsi qu'IJne él imination des sels du mi 1 ieu d'incubation. Cette modification 

dlJ pH affecte donc les propriétés électrolytiques des acides aminés de 

la rhodopsine favorisant ainsi une agrégation plus efficace tout en 

produisant des agrégats auxquels aucun sel ou électrolyte ne peut adhérer. 
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3.4 Spectroscopie e t photochimie de la rhodopsine agr~g~  

3.4.1 Spectre d'absorption 

La r p~. i  obtenue sous forme d'agrégats est sédimentée 'Sur lamelle 

de qua.rtz afi n de déterminer la position de son maximum d'absorpti'Jn. 

PClur 'de'; échantillc,ns n'ayant subi aucune irradiation préalable, le ~. 

m a x est t 0 u j 0 urs i n f ér i eu l' à 500 n m, g ~  ér ale men t 496 n m (\.1 0 i r fig Ij r e 

1 8). Cee i cor r· e 5 p 0 n d à und ép 1 .3, cern t? n t de 6 à 7  n m v P. r 'S 1 a  b 1 e IJ , 

comparativement ~ la rhodopsine contenue dans les membrane; des bitonnets 

ou dans 1 es détergen ts comme 1 e 1 auryl sucrose <l1otoyama 8( al.). 

3.4.2 PhGtosens·ibil ité de la rhodopsine a r~ é  

La r p~.i  agr~gé  ~. ur lamelle, après irradiation.3, 550 nm, subit 

und ép 1 ace men t ver s 485 n m (v 0 i r fig IJ rel 9). Une de u x i èm e ex c i  t a t ion 

à. 450 nm provoque un second déplacement vers 500 nm. Ainsi, nous observons 

une décoloration très partielle ne dépassant pas l 'étape métarhodopsine 

I. Nous constatons, de plus, que la réaction est photoréversible. 

3.4.3 Spectres photoacoustigues des agrégats 

L'appl ication de la ~.p r sc pi  photoacoustique à l'étude des pigments 

visuels a été décri te dans des ouvrages antérieurs (Boucher, F. & Leblanc, 

R.l"l., 1981; Boucher, F. & Leblanc, R.M., 1981; Boucher, F. & Leblanc, 

R.I"1., 1985) cependant, nous devons rappeler que les intensités lumineuses 

nécessaires pour générer un signal photoacoustique sont largement suffisantes 

pour décolorer complètement la rhodopsine. Néanmois, l ~. avantages qU'offr'ent 
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Figure 18: Spectre d'absorption U.V.-visible d'agrégats de rhodopsine. 

A la température de la piêce. 
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ceth technique pour' l'analyse d'échantillons sol ides nous a incités.3. 

l'IJtiliser  d.3.rt-:. la. c.:..r.3.ctér· isét.tion des agr é a. t~. de r p~. i . 

Les figures 20 Sc 21 montrent des spectres photoacoustiques d'agrégats 

de rhodop'; ine sédimentés sur' lamelles circulaires. Comme ces spectres sont 

mesurés sous IJne intensité lumineuse considér.3,ble (50 wm-a)  , nous nous 

attendons à ce ' 'il '~ montrent IJn maximum d'absorption vers 480 nm puisque 

c'u~. ·3. V ()n-:. é .~. ét.3.bli que la décolora.tion de ces échantillons ne dépassai t 

p a.'; l 'Hape métarhc,dops ineo 1. ' ' ~t e-ffecti'""?rnen t CE' que nou·:· s r' ~ s 

dét.ns.  1.3, figur'e 20. Cepeonda.nt, i l es. t clair, d'a.près l a i,~ur  21 que 

ce n'est pas le cas de tous les échantillons. En effet, cer·tains d'entre 

eux montrent un maximum beauc1Jup plus près de 500 rtrn que de 480 nm.Uig. 

21 vs fig. 20) 

L'expérience confirme premièrement que la décoloration ne dépasse pas 

l'étape métarhodopsine l, et deuxièmeoment qu'une partie de l'échantillon 

n'atte i nt pas l'étape métarhodopsine l puisque le ;\ max est souvent beaucoup 

plus grand que 480 nm. 

Il est possible que ce comportement photochimique soi t rel ié à l'aspect 

physique des agrégats puisque les plus amorphes deviennent orange (Méta 

!) lors de l'illumination, et que leos plus structurés demeurent rouges, 

même lorsqu'ils sont laissés plusieurs heures à. la lumière .ambiante (la 

rhodopsine ne se décolore donc pas). 

Afin de préciser ce point, les agrégats ayant la coloration rouge 

stable ont été sélectionnés manuellement à l'aide d'un microscope et analysés 

par microspectrophotométrie. 
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SPECTRE PHOTOACOUSTIQUE 

RHODOPSINE AGREGEE 

~  SOO 

t~ U R D"ONDE (HM) 

S8Q 

Figure 20:' Spectre photoacoustique de rhodopsine agrégée. 

1 la température de la pièce. 
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SPECTRE PHOTOACOUSTIQUE 

RHODOPSINE AGREGEE 

390 470 550 630 

Figure 21: Spectre photoacoustique de rhodopsine agr~g~ . 

A la t p~ratur  de la pièce. 
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3.4.4 icr sp ctr p t ~tri  

La métt-Ic)d", décrite e-n 2.5.5.2 permet de ITte-surE'r le spE<ctre- de 

transmission d'un agrégat sélectionné individlJellement sous le champ d'un 

microscope. LE< montage utilis.e la même source lumineus.e que le 

spectrophotomètr€' photoacoustique. L'écha.ntillon €'s. t donc soumis à une 

irra.diation slJceptible de la décolorer entièreme-nt. Le'; fig'Jr'E<s 22 & 23 

montr'ent l€' spe,:trE' de tr·a.nsmission c,bt.i?nu pour deux . .gr~gats ~s 

prés ta~t des minimum de transmission ~ 492 & 500 nm respectivement. 

Cr?s réslJI h.t·; démontrent bien que la rhc,dc'ps.ine "pIJre" sous forme d'agrégats 

d'apparence cristall ine est pra.tiquement insensible à la lumière, vue qu'elle 

ne se décolore appa.remment pas même sous· de:. intensitè lumineuses 

considérables. La figure 24 montre un spectre de transmission obtenu pour 

un -3. 9 r ég a t d.m 0 l' P h e don t 1 e >.. m·3. x e s t3. 480 n m. CE< r· é sul t a t d ém 0 n t r  e 

bien qu'un agrégat dont l'aspect physique est amorphe subit une 

photodécoloration qui ne dépasse pas l'étape Méta 1. 

Il est .3. noter que lorsque ces agrégats sont mouillés par q'Jelques 

mi crol i tres d'ammc.nyx LO, un détergent dans lequel h décoloration complète 

de la rhodopsine est très rapide (Tessier, 19:34; Appleb'JrY, 1974), il 

es. t impossible d'observer IJne bande d'absorptior, attribuable au pigment. 

Le spectre est dans ce cas complètement plat. 

Toutefois, le fait que les agrégats de rhodopsine conser'Jent des 

maxima d'absorption .~. ou près de 500 nm ne signifie pas nécessairement 

qu'il n'ont subi aucune réaction photochimique. En effet, la lumirhodopsine 

(À m a x = 497 n m ) au rai t pus' a c c u m u 1 e r dan s ces éc han t  i  1 Ion set 1 e peu 

de différ'ence spectr'ale entre la rhodopsinE' et son lumiintermédiaire ne 

permettrait pas de préciser la nature du pigment contenu dans l'agrégat. 
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LONGUEUR D'ONDE (NM) 
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SPECTRE DE TRANSMISSION 

RHODOPSINE RE ~E 
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Figure 22: Spectre de transmission de -rhodopsine agrégée 

pris en microspectrophotométrie. 
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LONGUEUR ~ E (NM) 

440 480 520 560 

SPECTRE DE TRANSMISSION 

RHODOPSINE AGREGEE 

600 

Figure 23: Spectre de transmission de rhodopsine agrégée 

pris en microspectrophotométrie. 
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LONGUEUR D'ONDE (HM) 
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Sp R~ DE TRANSMISSION 

RHOOOPSINE RE ~E 

560 -600 

Figure 24: Spectre de transmission de rhodopsine agrégée 

pris en microspectrophotométrie. 
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Afin de pr~cis r cette question, nous avons tout simplement solubil is~ 

indi\)iduel1ement l€':. agr·é';l-3.t·:. de r'hodopsine dont 1.3. coloration rouge étai t 

stable l la lumiire dans un djtergent ~ les photointermjdiaires sont 

instables: l'ammonyx LO. Le principe de cette mesure est s imple: s i les 

. agrégats ur~s rouges ~ max de 492-500 nm) apris irradiations ~ ti t 

toujour' s de 1 a rhodopsi ne, après ';01 l.Jbi 1 i ·:.at ion, nc'us pourrons en,:,:)re 1 

D b s er· ver 1 i.l. S P e .: t l' E' de 1 .3. r h 0 d 0 psi n eau m c, )' end' uns p e c t l' 0 P h CI t c'm ét l' e 

conventionnel (qui ne décolore pa':. le pi9ment). Dan':. l e C·3.S contr.3.ire , 

nous dE'vrons conclure que le pigment responsable de la couleur rouge 

des a9régats est la 1'.Jmirhodopsine, insta.ble dans l'ammon>'x, et le ':;pedre 

de l '.agrégat SQI ubi 1 isé devrai t alors m'Jnt.rer la présence de métarhodopsine 

II et/ou de rjtinal. 

La fi';jure 25 montre le résultat de cette expérience. Le spectre 

de l'agrégat. préalablement irradié et soll.Jbil isé montre deux bandes: une 

à 500 nm (rhodopsine) et une à 380 nm (métarhodopsine II>. En présence 

d'hydrox)'lamine, la bande .3, 380 nm est déplacée à 360 nm. Ceci confirme 

l'attribution de la bande .3, :380 nm .3. la mét.arhodopsine II convertie 

en rétinaloxime par l'hydroxylamine, et celle de la bande à 500 nm .3, 

la rhodopsine qui est stable en pré~. c  d'hydrox)'lamine. De plus, 

l'irradiation ultérieure de l'échantillon décolore compl,Hement le pigment 

qui est alors transformé ent.ièrement en oxime. 

Il est donc possible de concllJr€.' que l'agrégat contenait de la 

lIJmir·hodopsine. A partir dE' l'intensité relati'Je de la bande d'oxime avant 

et après irradiat.ion dans l'ammonyx, nous pouvon·:. es.timer que l' .agr~gat 

était consti tué d'environ 2 lumirhodopsine, pour 1 rhodopsine. 
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Figure 25: Solubilisation de rhodopsine agrégée après ir-

radiation. L'agrégat solubilisé dans l'ammonyx 

LO(---), ajout d'hydroxylamine A cette solution, 

avant irradiation (---) et après irradiation 

t .••• ) . 
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3.4.5 Discussion 

L 'étude de 1 a photoch imi e de'; agr-égats de rhodopsine, démontre que 

la rhodopsine agrégée, apl"ès irradiation, pl"ésente un À max de 495 nm. 

~t  étude faite en micrclspectr'oscopie, qui tout comme la spectroscopie 

photoacclustique, décolol"e le pigment, démontre une insensibilité apparente 

de 1 a rhodops. i ne agrégée •. Cette insensibi 1 i té apparente pCl'Jrrai t néanmoins 

masquer la présence d'un ou plusieur-s photointer-médiaires. 

En ~. lu i l i ~. a t l'agrég.it dans de l'Ammon:rx , rl'JUs. constatons qu'il 

es. t constitué en par·ti e (1/3) de r'hodopsine insensible à l a lumière et 

en partie (2/3) d'un photointel"médiaire instable dans ce détergent, selon 

toute évidence la lumil"hodopsine. 

Les. agl égat~. de rhodops.ine sClnt constitués de rhodopsirle li ll~r , 

.€'. que la pr-otéine se trouve dans un environnement protéique, constitué 

d'un réseau tr'idimentionnel rigide. Ce reseau tridimentionnel rigide 

empêchel"ai t tout mouvement moléculail"e dE' surfacE' de la protéine permettant 

la poursuite de la séquence photol:rtique. 

De plus, nos résultats montrent que lOl"sque la rhodopsine est dépourvue 

de phosphol ipides et de détel"gent, elle possède un ). max, .3, 20°C, de 

496 nm. 

L'absorbance de 1 a rhodops i ne, en tel"me de va 1 eur du À max, est 

fonction de la températul"e à. laquelle nOIJS l'étudions ainsi que dlJ mil ieu 

dans lequel elle se tl"ouve. Cette l''elation a\)ec 1.3. tempél"ature est due 

au chromophore. A 20°C, et dans son environnement phosphol ipidique naturel, 
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ell e possède un À ma.x à 502 nmj sans phosphc)l ipides, dans dil)ers détergents 

tel s  les. esters de slJcros€' en C:1.S, C:1.2 & C::! .3..insi que a ~ d'autr·es 

détergents soit la digitonine, le triton X-lOO et l'ammonyx LO, la rhodopsine 

présente des À max respect i fs de 502 nm, 500 nm, 49:3 nm et 4'1'8 nm 

pour ces tro i s dern i ers détergen ts. (Motoyama et al., sous presse) 

Ces fines I,'ariations dans le À max d'absorption de la rhodopsine 

reflitent sarement de faibles variations dans les interactions chromophore-

protéine induites par s.on mier·oemJir·onnement. Celui-,:i est c ~. t i tl ~ soit 

do? ~. s p ~, p c l i pi ~. a. tur l~. , soi t d'un détergent donné, soi t de- l'ab·senee 

complète de PL ou de détergent. Il semble que cette variation du ).. 

max d'absorption de la rhodopsine est fonction de la capacité des différents 

détergents d'opérer une solvatation appropriée de la zone hydrophobe de 

1.3, protéi ne. Ce degré de sol vatat i on pour·rai t être dû à 1 a grandeur 

de la micelle formée et/ou à la rigidité micellaire, contribuant à maintenir 

1 e s pro p r  i étés n .3, t  i l) e s d'a b sor p t ion deI a l' h 0 d 0 psi ne. A  1 a  1 i mit e, 1.3, 

rigidité micellaire affecte cette solvation puisque les agrégats de 

l' h 0 d 0 psi n e prés e n t e n t  u n À m a x de 4 9 6  n m, t·1 0 u sne p OIJ von s  t 0 u te foi s 

pas postuler que pour la rhodopsine agrégée ses propriétés spectrales 

ne sont pas modifiées bien qu'a.ucune étude en ce sens n'a pu être effectuée 

avec 1 a rhodopsi ne agrégée pu i squ'i 1 nous faut solubi 1 iser la rhodopsine 

dans un détergent quelconque avant de pouvoir effectuer des études de 

regénérabil ité. Selon le détergent util isé pour la solubiliser, il a été 

démontré que le pigment n'est complétement r·egénérable que lorsque le).. 

max d'absorption ne varie que de 1 nm par rapport au ;1. max d'absorption 

de la rhodopsine dans les SES. 
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3.5 Photochimie de la rhodopsine ~rigu . 

'~ résul tats qu i IJ i enne-nt d'être décr i ts se- rapportent à 1." forme 

01 i gomér i que de 1 a rhodops i ne so i  t des agréga ts sol i des de rhodopsi ne 

purifiée ~ les interactions rhodopsine - rhodopsine sont  importantes. 

Afi n de d issocier l'effe-t des  i n teractions prot éine - pr t ~ i  de 

l'effet de phase "sol ide" sur la photochimie du pigment , nous avons effectué 

des mesures de contdil e  a 'J€'c la r cl c p '~ i  .~. l'éta.t solide ma.i=- toujours 

SCIUS forme monomériq'Je. '~ échantillon·:.  c.nt été prépar ~s '~ it p .~r s ~c . .g  

des membranes des SES ~ l a rhodopsine est contenue sous forme de monomire, 

soi t en a a~ sa t directement 1 . . r p~. i  liée à l a concan." v aline ~ 

un ~tat où l'interaction du pigment avec le supportchromatographique 

prévient l'agrégation de la rhodopsine. 

3.5.1 Photochimie de la rhodopsine 1 iée à la Con A 

La rhodopsine 1 i~  à l a Con A et séchée ne peut êtr e étudiée qlH 

par spectroscopie PA, à cause de la présence de- la Con A. Normalement 

en spectroscopie PA, l'intensité élevée du rayon d'étude provoque 

nécessairement une décoloration photochimique du p igment. La figure 26 

mon tre 1 e spec tre PA de 1 a rhodops i ne 1 i ée à 1 a Con A en absence de 

détergent et d'eau. Ce spectre montre une bande principale à 476 nm 

et un épaulement ,1360 nm. La grande stabilité de ce p igment qui ne 

se photolyse que très p .a.rtiellement .3.pris 12 heures d'irr."diation indique 

b ien que dans cet état physique la décoloration ne dépasse pas l'étape 

métarhodopsine 1. Il est .3, noter qlJe l'addition d'eau .3. cet échantillon 

ne diminue pas sa stabil ité thermique. 
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RHODOPSINE LJEE A LA CONCANAVALINE A 
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Figure 26: Spectre photoacoustique de la rhodopsine liée à 

la concanavaline A. 
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D'autre part, lorsquE' la rhodc'psinE' 1 iéE' à la Con A est séchée 

en pr·ésenct? dE' détergent, n<:rus. con: .ta.tons qu'ell e  p€'ut êtr€' photodécr:rl,x ·ée 

complètement, comme en font foi les spectres présentés à la figurE' 27. 

Cett e  e xpéri",nce ~ i pl ' permet  d e  t i r·er·  I.lnt? concl lJsion  importante : 

contrairement à ce que nous 'Joyons depui s longtemps. ,  l a prés.ence d'e.au 

n'est pas essentiE'lle à l .a tr.Hts. i t ion Méta l  -t'léta II. En effet, cette 

dt? r n i k e p e IJ t très b i e n  s.' 0 p é l' \?r. à l ' é t .~. t ·:·0 1 i d€' s· i 1 ë<. r-h 0 d 0 psi n e est 

sol v atée  de a i ~r-  appropriée  p ar  un  détergent . 

3.5.2 SE8 séchés sur lamelles. 

Contrairement aux déter·gents, les phospholipides des SEB fournissent 

un environnement beaucoup plus rigide à la rhodopsine et dans ce cas, 

l 'eau devient nécessaire à la transition Méta 1  - Méta Il. 

La figure 28, nOIJS présente le comporhment photochimique de la 

rhodopsine dans les SES séchés SUI' lamel le dE' quartz. Nous notons que 

le ~ max de la rhodopsine est situé à 498 nm, en spectroscopie U.V.-visible. 

Par· des irradiations dou,:es E't ~ucc ssi' s, elle subit un déplacement 

h ypsochrome pour se stabi 1 i sel' à 480 nm, par étapes di scrètes. Si nous 

poursuivons l'irradiation, nous n'observons alJcune modifica.tion du À max 

mais bien une perte en densi té optiquE' du À max à cette longueur d'onde. 

Cette perte de la densité optique serait due à une photooxydation de 

la rhod'Jpsine qui ne pOIJrrait poursuivre sa séquence de photodécoloration 

qu'en milieu aqueux. Nous observons donc une photodécoloratic,n incomplète 

du pigment qui se stabilise à l'étape t1ét.a l, et en présence d'eau, 

une photolyse complète du pigment. 
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Figure 27: Spectre photoacoustique de la rhodopsine li~  A 

la concanavaline. 
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la température de la pièce, avant irradiation 
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qu'A un déplacement spectral stable A 480 nm (----). 
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3.5.3 Discussion. 

Nous al)'Jns pr·écédemment étudi é 1.3. r'hodopsi ne agrégée qui se trolJ'Je 

dans un environnement de nature uniquement protéique. La rhodopsine possède 

un haut degr' é d'hydrophobicité (approximativement 6 ~  qui permet un·>? 

agrégation moléculaire lors de l'él i mination du détergent, les molécules 

de rhodopsine jouant le rôle de molécules a p ip il ~. ser'Jant.3. se stabiliser 

ell es-mêmes pa.r· IJn phénomène d'agrégat i c,n. Nous al , ~. observé qlJE' dans 

IJ n en',) i r 0 n n e men t  p r· CI t ~ i que 0 Ù 1 ct r h 0 d 0 psi ne se ':. i tue  d ct n .:; u n  rés. eau 

tridimensionnel rigide, celle-ci pc,s~  une photochi mie particulière, .~. 

sal)oir, que la rhodopsine semble insensible à la lumière. Cette insensibilité 

n'est qu'apparente puisque les V3 de la rhodop':;ine est réellement insensible 

à la lumière alors que le 1/3 ne subit qu'une photolyse incomplète se 

stabil isant à l 'étape Lumi ~ photocycle de la rhodopsine. Dans ces agrégats, 

la rhodopsine se trouve sous forme d'ol igomère. 

La rhodopsi ne à l'état sol i de sous forme de monomère, autant dans 

les SES que lorsqu'elle est liée à la Con A en absence de détergent, 

ne subit qu'une photodécoloration incomplète se stabilisant .3. l'étape Méta 

1. Cette décoloration peut se poursuivre soit après solvatation de la 

rhodopsi ne a'Jec un détergent sur 1 a Con A, soi t par h>'dratat i on des 

phosphol ipides des SES. 

Ces résultats appuient fortement la suggestion de t'lotoyama et al. 

(1985) voulant que la transition ~1éta 1  - t1éta II soit facilitée dans 

la mesure ~ l'environnement possède une certaine fluidité. 



CHAPITR8: 4 

CONCLUSION 

Trois ~~t s ont ~t, mises au point afin de pr~par r de la rhodopsine 

p IJ r  i fiée dép OIJ r vue de dé ter 9 en t. Ils 'E' st a v ér é qUE' 1 a  m é th 0 d e 1 a plu s 

simple est aussi la plus effi.:ace. Il a ét~ ainsi possible de préparer 

des agrégats. stables dont les dimen:.iclns per'mettent l'anal;/se spectn .l e 

et photochimique. 

Si nous considérons la rhodopsine dont 60% des résidus sont hydrophobes 

comme un bâtonnet dont 1 E' centre est hydrophobe et 1 es. extrémi tés 

hydrophi les, nous pouvons concevoir qu'en absence de détergent et en mil ieu 

aqueux, des i nteract i ons hydrophobes protéine -protéine soient falJori-:·ées 

provoquant la création d'un réseau bidimE'ntionnel. La juxtaposition de 

plusieurs de ces réseaux donnerai t naissance aux agrégats que nOIJS avons 

obtenus. 

L'étude de l'aspect de ces agrégats permet de lE's classifier en 

deux types: les agrégats structurés et les agrégats amorphes. Ces delJx 

types d'agrégats se distinguent égalE'ment par leurs propriétés 

photochimiques. Il est opportun de noter ici que ces agrégats ne sont 

pas des cristaux de rhodopsine. En effet, des mesures de diffraction 

des rayons-X effectuées sur ces agrégats par le Dr. ToshiaKi HamanaKa 

du laboratoire de cristallographie de l'Université d'OsaKa ne permettent 

pas d'identifier de réseaux cristall ins dans ces agrégats. 
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L'a.n<ilyse phQtclchimique de ':e-:. a,9r·éga.ts ré'Jèle qu'ils (,nt IJn 

comporhment différent de la rhcldopsine contenue dans la membrane discale 

ou encore purifiée à l'aide de détergent. La figure 29 présente le schéma 

réactionnel du p igment et les aspects particuliers à la r .hodopsine agrégée 

y sont notés. Ces aspects particul iers sont: 

1. En absence de phosphol ipides ou de détergent, la rhodopsine pos:.ède 

une bande d 'ab-:.orption dont l e ), max est inférieur à. 500 ~ 

généralement 496 nm. 

2. La rhodopsine dans les agrégats structurés montre une coloration 

stable. La décoloration ne dépasse pas l'étape lumirhod'Jpsine. Leur 

coloration rouge est stable même après plusieurs heures d'illumination. 

A  l 'éqlJ il i bre, ce:. échant i 11 clns contiennent .3.ppro):imativement 66;'; de 

lumirhodopsine et 33% de rhodopsine. 

3. La quanti té de rhodopsine (33'1.) que nous retrouvons dans les agrégats 

structurés après irradiation ne signifie pas nécessairement qu'il 

s'agit là de pigments insensibles à la lumière. Il est plus probable 

que la rhodopsine présente dans les agrégats résulte d'un photoéquil ibre 

entre la rhodopsine et la lumirhodopsine. Toutefois, nous ne pouvons 

que supposer 1 a présence de ce photoéqu il i bre. Nous n'avons aucune 

indication de son existence. 

4. Dans les agrégats amorphes, la transition métarhodopsine 

métarhodopsine II ne s'opère pas. Cependant, il n'y a pas lieu de 

croire que ce blocage soit da aux interactions rhodopsine - rhodopsine 

puisque cette transi tion est également bloquée dans la rhodopsine 

monomérique en absence de détergent. 
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RHODOPSINE G) 
~1 

BATHORHODOPS 1 NE 

G) ~ 
LUMI RHODOPS l NE 1@ 

METARHODOPSINE 1 

~~ 
METARHODOPSINE II 

Figure 29: Schéma réactionnel du pigment visuel. Les chif-

fr.es indiquent les étapes particulières ~ la 

rhodopsine agrégée. (voir texte pour les détails) 
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5. La ~. ta i 1 i té de 1 d. métarhodopsi ne l dan'·:.  1 es agr·éga. t-:. amorphes a. 

permis de mesurer direchment ·;a photos.ensibilité. La présence d'un 

photoéqui 1 ibre entre la rhodopsine et la métarhodopsine l a SOIJvent 

été invoquée par différents. auteurs pour e xpl iquer la présence de 

rhodopsine après irradi.,dion des échantillons. Les mesures effectuées 

sur 1 es agrégats amorphes démontrent hors de tout doute l'existence 

de CI? photoéquilibr'e plJi·:.q'J'il a été possibl e d'observer le déph.cement 

de 480 IJers· 500 nm de l 'a.bs.orp t  i cln dl? ces échan t ilIons après 

i r r.3.d i .3. t i on • 

Il est généralement .3.dmi-:. que la modula.tion de l a transition Méta 

1-Méta II par l'environnement moléculaire est attribuable au fait qu'un 

changement conformationnel important s'opè!re .3, la surface de la protéine 

à cette étape. Dans les agrégats structurés où la rhodopsine 01 igomérique 

se trouve dans un environnement protéique constitué d 'un réseau 

tridimentionnel rigide empêch.3.nt pr':;,bablement tout mouvement de la surface 

de 1 a protéi ne, nous avons vu que 1 a trans i  t  i on 1 um i rhodops i ne 

métarhodopsine l est également bloquée. Nous proposons donc qu'un changement 

conformationnel sensible s'opère également à cette étape. Les résultats 

présentés ici ne permettent pas de prédire l'ampleur de ce changement 

par rapport à celui qui S'opère à la transition subséquente mais comme 

il s'agi t d'un changement percept i bl e à 1 a surface de 1 a protéi ne 1 il 

es.t fort probable qu'il soit tout aussi déter'minant dans le couplage 

de la décoloration du pigment avec la génération de l'influx nerveux 

par la cellule photoréceptrice. 
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