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RESUME

Le phénoméne de la vision est issu de la transformation de 1'éner-
gie lumineuse en influx nerveux. Initialement, la lumiére doit &tre
absorbée par le pigment Qisuel pour engendrer les étapes de conversion
énergétique. Ces derniéres requiérent des modifications physico-chimi-
ques membranaires, notamment en terme de perméabilité aux ions et d'or-
ganisation moléculaire du pigment visuel (rhodopsine), pour assurer la

transmission des informations percgues par 1l'oeil vers le cerveau.

La rhodopsine est localisée dans les cellules photoréceptrices de
la rétine. Il s'agit d'une glycoprotéine transmembranaire contenue
dans la membrane de disques empilés dans le segment externe des cellules
en batonnet. La rhodopsine se compose d'une portion apoprotéique, 1'op-
sine, associée par une liaison de base de Schiff & un chromophore, le
ll-cis rétinal. L'excitation lumineuse entralne 1'isomérisation du chro-
mophore & sa forme tout-trans. Par la sulte, la rhodopsine s'engage
dans des changements conformationnels définissant la séquence photoly-
tique de ses intermédlaires. La matrice phosbholipidique d'origine de
la rhodopsine est caractérisée par une grande fluidité et un fort taux
d'insaturation. L'environnement moléculaire du pigment visuel influence
sa photodécoloration. Un des intermédiaires de la rhodopsine serait

directement impliqué dans le processus de la transduction visuelle.

Nous avons &tudié la séquence photolytique de la rhodopsine bovine

en spectroscopie d'absorption &lectronique & basse température. Nous
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avons par la suite orienté notre &tude sur l'analyse de la transition
métarhodopsine I - II en photolyse éclair & la température ambiante.
Nous avons utilisé des échantillons de rhodopsine dans la membrane

discale des S5.E.B., ou purifiée et solubilisée dans un détergent.

Les mémes intermédiaires de photodécoloration sont observés dans
tous les échantillons: batho-, lumi-, méta-I et métarhodopsine II. La
conversion thermique des intermédiaires permet de déterminer les tem-
pératures de transition. L'étape métarhodopsine I =+ II s'effectue &

258 K dans les S.E.B., & 235 K dans 1'Ammonyx-LO et & 250 K dans le

L-1690.

Cependant lorsque la rhodopsine est solubilisée dans le L-1690, sa
séquence photolytique est ralentie, incompléte et comporte deux proces-
sus de formation de la métarhodopsine II. A basse température, cette
double origine de la métarhodopsine II est révélée par les spectres de
différence. En photolyse éclair, une cinétique composée de deux réac-

tions de premier ordre ( 61 us et 310 us) est enregistrée sur

T55%"
1'échelle de temps correspondant a la formation de la métarhodopsine IT.

Dans 1'Ammonyx-LO, la méta-II est formée exclusivement & partir de la

é i I : .
métarhodopsine (T250C 60 us)

Nous proposons que le pigment visuel est photodécoloré
sans passer par 1'étape métarhodopsine I. La lumirhodopsine pourrait
se convertir directement en métarhodopsine II et &tre impliquée dans

la transduction visuelle.
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I- INTRODUCTION

1. La vision
La surface de la terre est baignée d'énergie électromagnétique.
Une faible partie de ce spectre d'énergie est utile aux organismes
vivants. Les plantes vertes ont adobté des pigments caroténoldiens
et chlorophylliens qui absorbent entre 300 et 800 nanomeétres. Chez
les animaux, le bhénoméne de la vision est issu de la transformation

de 1l'énergie lumineuse du visible en influx nerveux.

The multitude d'informations en provenance de 1'environnement
physique sont pergues, codées, sélectionnées et acheminées lors du
processus visuel (Gordon, 1982). L'oeil des vertébrés est le récep-
teur le plus sophistiqué (Ralph, 1978) et bien qu'il soit comblexe,

sa fonction biologique de photoréception est limitée & la rétine.

La rétine est la seule.partie photosensible de 1'oeil et elle
tapisse le fond du globe oculaire. Morphologiquement, la rétine est
un assemblage cellulaire bien organisé. Elle se compose des cellules
photoréceptrices et de plusieurs couches distinctes de cellules ner-
veuses (Pirenne et al., 1972). C'est au niveau du cortex cérébral

que se définit 1'image transmise par le réseau nerveux.

L'oeil pourrait étre considéré comme un compteur de photons.
Un seul photon absorbé par une cellule photoréceptrice génére un
potentiel d'action mesurable. Cet acte biologique élémentaire n'est
qu'une partie infime du processus de la vision, encore décrit par-

tiellement en termes moléculaires.



Les cellules photoréceptrices

Chez les vertébrés, il existe deux types distincts de cellules
photoréceptrices, les cbnes et les batonnets. Les cbnes sont courts
et trapus, les bAtonnets sont minces et allongés. La forme des cel-

lules leur permet de concentrer la lumiére sur le pigment visuel.

Les cellules photoréceptrices sont localisées au bas de la ré-
tine, appuyées contre la couche pigmentée de mélanine de la chorofde.
La lumiére doit traverser les cellules nerveuses, le tissu conjonc-
tif et les vailsseaux sanguins, avant d'é&tre absorbée par les cel-
lules photosensibles (Brown, 1965). Sous illumination, la cellule
photoréceptrice s'hyperpolarise temporairement. Le changement du
potentiel membranaire serait la seule réponse des cellules photo-
réceptrices & la lumidre (Rodieck, 1973). La cellule photorécep-
trice n'est pas seulement un détecteur de quanta pouvant transfor-
mer l'intensité lumineuse regue en réponse électrique a la plus
haute sensibilité possible; elle peut s'adapter & la lumiére et &
l'obscurité. Elle contrdle automatiquement sa sensibilité sur une
gamme d'intensités relatives variant de zéro & un million (Uhl et
Abrahamson, 1981). La sensibilité des batonnets est deux fois plus

grande que celle des cdnes, et ils permettent de voir en lumiére

" atténuée. Par contre, la résolution est faible avec les batonnets

car il peut y avoir un millier de cellules connectées a une méme
cellule ganglionnaire (Gordon, 1982). Les cdnes répondent & de

plus fortes intensités lumineuses et sont concentrés a la macula.
Il n'y a souvent qu'un seul cOne transmettant 1l'information & une

seule cellule ganglionnaire (Gordon, 1982). L'image est alors treés



bien définie. Les cdnes, de trois types, permettent la vision pho-
topique et notamment la discrimination des couleurs. Contrairement
aux bAtonnets contenant tous le méme pigment, les cdnes contiennent

des pigments différents.

Chez la plupart des espéces, les batonnets sont beaucoup plus
abondants que les cdnes. Plus spéecifiquement, chez les bovins, on

retrouve exclusivement des cellules en batonnets.

Morphologiquement (figure I-1) et fonctionnellement, les baton-
nets sont divisés en deux segments. Le segment interne renferme un
nombre considérable de mitochondries, le noyau, le réticulum endo-
plasmique et l'appareil de Golgi. Il coordonne les activités méta-
boliques usuelles & toute cellule et synapse avec les cellules bi-

polaires et horizontales de la rétine.

Nous nous intéressons principalement au segment externe. Il
s'agit d'une structure cylindrique de diametre égal & lum et lon-
gue de 10 um (Hagins et al., 1973, Korenbrot et al., 1973). Le S.E.B.
est formé par l'empilement de 500 & 2000 structures membranaires
aplaties, chacune renfermant environ lO5 molécules de pigment visuel
(Dratz et Hargrave, 1983). Tous ces disques sont physiquement in-
dépendants et séparés du milieu extracellulaire par ia membrane plas-
mique qui les enveloppe (De Robertis et Lasansky, 1961). Les seg-
ments interne et externe des cellules photoréceptrices sont reliés
par un étroit et fragile faisceau de microtubules appelé cil connec-

tif. (Dartnall, 1972).
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Figure I-1: Ultrastructure d'une cellule photoréceptrice en
batonnet (Fain, 1979).



La membrane blasmique rebrésente seulement 1 a 3.5% de la
membrane totale du S.E.B. (Daemen, 1973). Le bigment visuel se re-
trouve dans la membrane discale et dans la membrane plasmique.
C'est cebendant dans la membrane discale que sont incluses la pres-—
que totalité des molécules de rhodopsine (Jan et Revel, 1974, Ba-
singer et al., 1976). La membrane des disques est composée d'une
bicouche de iipides épaisse dé 60 a 70 Z. On retrouve aussi dans
cette membrane les molécules dé pigment visuel et les autres pro-
téines membranaires. La membrane discale délimite un petit espace
intradiscal aqueux: le lumen. Les deux systémes membranaires fer-
més du S.E.B., la membrané discale entourant le lumen des disques
et la membrane blasmique retenant les disques et le cytoplasme,
constituent des compartiments osmotiques et &lectriques séparés
(RUppel et Hagins, 1971, Korenbrot et al., 1973). Dans des condi-
tions normales, les membranes discales sont constamment renouvelées
a la base du segment externe. La formation de nouvelles membranes
par des invaginations de la membrane plasmique est couplée & la pha-
gocytose des vieux disques par l'épithélium pigmentaire a 1'extré-

mité apicale.

Le pigment visuel

Seules les radiations absorbées affectent la matiére. Dans les
cellules photoréceptrices en batonnets, la molécule quil absorbe la
lumiére visible est un pigment rouge abpelé rhodopsine. La rhodop-
sine est la princibale protéine membranaire dés disques et elle est

responsable du processus primaire de la vision.



Originellement nommée pourpre rétinien, la rhodobsine a été
extraite pour la premiére fois il y a plus d'un siécle (Kllhne, 1877).
Lorsque le bigment visuel absorbe de la lumiére, il s'engagé dans une
série de changements structuraux l'amenant & se scinder en deux cons-
tituants: une protéine incolore, l'opsine, et un groubé prosthétique

jaune, le rétinal (Wald, 1968).

Comme aucun acide aminé n'absorbe dans le visible, c'est le
chromophore jaune qui est le siége initial de 1l'excitation de la
rhodopsine par la lumiére visible. Le chromoﬁhore de la rhodopsine
est un aldéhyde de la vitamine A (Wald, 1935). Tous les chromopho-
res de pigments visuels sont dérivés de deux aldéhydes de polyéne:

le rétinal et le 3-déhydrorétinal (figure I-2).

Le rétinal posséde quatre doubles liaisons C = C sur sa chalne
latérale. Chacun de ces doﬁbles liens peut potentiellement &tre
cis ou trans. Le chromophore de la rhodopsine bovine, le rétinal,
peut exister sous plusieurs formes isoméres selon la planarité des
doubles liaisons et la torsion de la chalne isoprénolde. C'est
l’isomére l1l-cis qui se retrouve chez le pigment visuel adapté a
1'obscurité. Le chromophore est attaché & un groupement e-aminé
de la lysine 296 (Abdulaev et al., 1982) de l'opsine par une liai-
son de base de Schiff (Hubbard et Wald, 1952, Bownds, 1967). Il
demeure & &tre établi si la liaison chimique entre 1'opsine et le
chromophore est ﬁrotonée (>Cc = ﬁH ), non protonée (>C =N - )
ou suscebtible d'étre 1iée & un hydrogéne d'un groube donneur (Favrot

et al., 1978) ., Ce détail a une signification considérable parce
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Figure I-2: Chromophores des pigments visuels.

A. Le rétinal (aldéhyde de la vitamine Al)
B. Le 3-déhydrorétinal (aldéhyde de la vitamine Az);



qu’'il détermine le spectre d'absorption du pigment visuel et la natu-
re du processus photochimique primaire a 1l'origine du phénomene de la
transduction visuelle. ILa forme 1l-cis du rétinal souffre de torsion
et d'encombrement, elle ne devrait pas éxister selon les loils établies
de la stéréochimie. Ia rhodopsine exposée a la lumiére a un chromo-
phore isomérisé, le tout-trans rétinal. Cet isomére est le plus sta-

ble de tous les rétinals.

L'apoprotéine est appelée opsine. Il s'agit d'une chalne poly-
peptidique simple constituée de 348 résidus d'acides aminés (Ovchin-
nikov et al., 1982, Hargrave et al., 1983) dont la séquence est il-
lustrée 4 la figure I-3. Ie poids moléculaire de la rhodopsine bo-
vine est voisin de 40 000 daltons (Daemen et al., 1972, Daemen, 1973)
et son coefficient d'extinction molaire (e) se situe aux environs de
L0 000 & mole-1 cm—l (Shichi, 1970). La rhodopsine est une glycopro-
téine incluse asymétriquement dans la membrane discale (Chen et Hub-
bell, 1973, Raubach et al., 1974). L'extrémité carboxyle et les si-
tes de phosphorylation se trouvent dans 1'espace cytoplasmique (R8-
lich, 1976, Hargrave et al., 1982). Ia fonction de la pﬁosphoryla—
tion de la rhodopsine n'est pas connue. Sa lenteur lui suggére un
rdle dans les processus d'adaptation plutdt que dans la fermeture des
pores a sodium (Bownds, 1981). Cependant il semble évident que la
cinétique de phosphorylation doit &tre trés différente pour chacun
des sites. ia portion aminée terminale et les sucres se retrouvent
dans l'espace intradiscal (Hargrave et Fong; 1977, Hargrave et al.,

1980). ILes sucres sont le N-acétyl-glucosamine et le mannose, ils

L) ’ -
sont au nombre de douze a quatorze et regroupés en deux ou trois
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Séquence des acides aminés de la rhodopsine bovine (Dratz et Hargrave, 1983).
La rhodopsine est constituée de.348 acides aminés. L'extrémité carboxyle est
exposée a la surface cytoplasmique du batonnet, tout comme les sites de phos-
phorylation indiqués par des fléches. Les acldes aminés ayant des chalines la-
térales chargées positivement sont représentés par des cercles ombrés. Les
acides aminés & chaines latérales chargées négativement sont indiqués par des
carrés ombrés. Les hélices o sont représentées par les rectangles perpendicu-
laires au plan de la membrane discale. L'extrémité aminée, a la surface intra-
discale, porte les hydrates de carbone représentés par des chaines de petits
cercles.
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oligosaccharides (Fukuda et al., 1979, Liang et al., 1979). Entre
ses deux extrémités, la rhodopsine traverse la membrane sept fois par
le biais d'une structure arrangée a 60% en o hélices perpendiculaires
au plan de la membrane (Dratz et al., 1979, Ovchinnikov, 1982). Pres
de l'extrémité carboxyle; le chromophore associé au pigment visuel
intact est paralléle au plan de la membrane discale, situé au centre
de la bicouche et contenu dans un environnement hydrophobe (Fager et
al., 1978, Thomas et Stryer, 1982, Dratz et Hargrave, 1983). Tous
les chromophores dans la membrane discale sont orientés dans un plan
paralléle 3 la surface du disque et perpendiculaire a la direction
de propagation de la lumiére, permettant ainsi une absorption maxima-

le des photons (Denton, 1959, Liebman, 1972).

le complexe chromoprotéique non photolysé présente un spectre
d'absorption uv-visible caractéristique (figure I-4). Le spectre
d'absorption de la rhodopsine est'passablement différent de celui du
chromophore seul car ce dernier absorbé aux environs de 380 nm. ILa
rhodopsine est caractérisée par une bande (¢) majeure d'absorption
dans le visible, centrée 3 498 nm et attribuée au 1l-cis rétinal 1ié
par un lien aldimine a 1l'opsine. Ies deux autres maxima d'absorption
sont situés 3 des longueurs d'onde plus petites. Une bande (B) mi-
neure située a W0 nm est due a la présence de rétinal libre.
C'est a 278 nm qu'on retrouve la bande (v) d'absorption la plus
importante. Elle est caractéristique de la présence d'acides ami-
nés aromatiques, constituants de la protéine (Honig et Ebrey, 1974,
Shichi, 1983). L'environnement de la glycoprotéine fournit une
perturbation substantielle et précisément contrdlée de la structure

électronique du chromophore. Plusieurs modes possibles de pertur-
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Spectre d'absorption de la rhodopsine bovine (Hargrave,
1982 d'aprés une adaptation de Ebrey et Honig, 1975).

En trait plein, spectre d'absorption du ll-cis rétinal
1ié 3 1'opsine. Les bandes a, B et Y se situent respec-
tivement 3 498, 340 et 278 nm. En trait discontinu,

spectre d'absorption du chromophore seul (A max = 375 nm).
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bation spectrale du chromophore par le microenvironnement ont été
suggérés: soit une distribution coulombique de groupes chargés le
long de la éhaine polyénique (Kropf et Hubbard, 1958), soit une
interaction dispersive entre la chaine polyénique et les groupes
fortement polarisables comme les acides aminés aromatiques (Irving
et al.; 1970) ou bien une torsion de certains liens de la chaine
polyénique (Kakitani et Kakitani, 1977). Les processus induits par
la lumiere changent le microenvironnement du chromophore et simul-
tanément la perturbation peut étre identifiée et évaluée car elle

est accompagnée de changements spectraux.

L'environnement moléculaire de la rhodopsine

La rhodopsine pourrait servir de transducteur de la vision en
agissant comme un pore a ions (Hagins, 1972) ou en interagissant a
sa surface hydrophile avec des enzymes cytoplasmiques solubles
(Hubbell et Bownds, 1979). La connaissance de la topographie et de
1'organisation de la rhodopsine dans la membrane discale peut aider

b [
a comprendre son mode 4'action.

Jusqu'a tres récemment, on croyait que la rhodopsine dominait
largement la portion protéique du segmént externe. ©Smith et al.
(1975) et Krebs et Kilhn (1977) ont établi que la rhodopsine compren-
drait 95% des protéines membranaires intrinséques de la membrane
discale. Ce chiffre a été mis en doute par Siebert et al. (1977)
lorsqu'ils ont isolé, par électrophorese, trois bandes dans la ré-
gion voisine de 40 000 daltons. Une seule de ces bandes est de la
rhodopsine (Uhl et al., 1979), les deux autres sont attribuées a

d' s . . Py b ’
autres protéines transmembranaires intrinseques. En conséquence,
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la rhodopsine pourrait ne représenter que 60% des protéines de la

membrane discale (Uhl et Abrahamson, 1981).

L'architecture de la membrane discale est illustrée & la figu-
re I-5. Cette membrane se caractérise par un faible rapport pro-
téine/lipide, soit 35% du poids sec (0live, 1980). Dans les mem-
branes biologiques, les protéines intégrales sont stabilisées par
leur interaction avecies lipides. La membrane discale des S.E.B.
bovins a un rapport de soixante-quinze phospholipides pour une rho-
dopsine (Stubbs et Litman, 1978). L'aspect le plus frappant de la
composition lipidique est la quantité trés é€levée d'acides gras in-
saturés et le trés faible contenu en sphingomyéline. Quatre-vingts
& quatre-vingt-dix pour-cent des lipides toteux sont des phospﬁolipi-
des (Daemen, 1973, Olive, 1980): la phosphatidyléthanolamine (PE)
LL%, la phosphatidylcholine (PC) 36% et la phosphatidylsérine (PS)
15% sont les principaux. Environ 40 & 50% des chalnes d'acides
gras sont de l'acide docosahexanoYque (22:6) (Anderson et al., 1975,
Stone et al., 1979). On observe aussi plus de 50% de polyinsatura-
tion chez les acides gras. La majorité des phospholipides de la
membrane discale contiennent une chalne grasse polyinsaturée et une
plus saturée, reliées au glycérol (Stone et al., 1979, Olive, 1980).
La distribution des lipides membranaires est asymétrique: la PC
et la PS se retrouvent préférentiellement sur la face interne tan-
dis que la PE est plus abondante sur la surface externe du disque
(Englinder et Englinder, 1977, Nemes et al., 1980). La membrane

discale renferme aussi un faible pourcentage d'hydrates de carbone
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Arrangement moléculaire de la membrane discale (Dratz
et Hargrave, 1983). Représentation schématique de la
structure générale de la rhodopsine et de son associa-
tion avec la bicouche phospholipidique de la membrane
discale. La rhodopsine, protéine transmembranaire, est
illustrée par un faisceau allongé d'hélices o quelque
peu irréguliéres, incluses dans la bicouche. Le site
de liaison du 1l-cis rétinal, presque paralléle au plan
de la membrane, est aussi indiqué. Les sept sites de
phosphorylation connus sont symbolisés par la lettre P.
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(Daemen, 1973).

Aux températures physiologiques, la bicouche lipidique forte-
ment insaturée de la membrane discale est extrémement fluide (Milja-
nich, 1978), permettant & la molécule de rhodopsine de bouger. La
mobilité de la protéine dans la membrane se résume a la diffusion
rotationnelle et & une faible diffusion latérale (Brown, 1972, Cone,
1972, Takezoe et Yu, 1981). Ce ne sont pas les interactions
rhodopsine-rhodopsine qui limitent les déplacements de la protéine;
la rhodopsine est sous forme monomérique dans la membrane discale
(Chabre, 1975, Blaurock, 1977). On ne sait ceﬁendant pas si elle
demeure un monomére & la lumiére. La diffusion de la rhodopsine
dans la membrane a une importance fonctionnelle certaine dans le

processus de récupération du pigment visuel (Liebman et Entine, 197L).

I1 existe une relation intime entre la fonction de la rhodopsine
et son environnement moléculaire. D'ailleurs la combosition lipidi-
que de la membrane discale demeure invariable méme lors de carence
alimentaire, alors qu'on note déja des modifications a des endroits

vitaux comme le cerveau (Anderson et Maude, 1972).

La séquence photolytique de la rhodopsine

Les molécules de rhodopsine sont le site initial de 1'inter-
action avec la lumidre qui entraine 1'isomérisation du chromo-
phore de la forme ll-cis & tout-trans rétinél (figure I-6). De nom-
breuses modifications et réactions chimiques sont initiées par la

lumidre dans les cellules photoréceptrices des vertébrés. On ob-
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Figure I-6: Isomérisation du chromophore de la rhodopsine bovine.

A. 1l-cis rétinal

B. tout—trans rétinal

La fléche ondulée symbolise 1'énergie lumineuse (hv).
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serve des changements de conformation de la rhodopsine, une diminu-
tion de la concentration de GMP cyclique, la phosphorylation de la
rhodopsine, la déphosphorylation d'autres protéines membranaires et
des variations de concentration des ions calcium (Ostroy et al.,
1981). L'excitation visuelle implique donc des modifications physico-
chimiques membranaires, notamment en terme de perméabilité aux ions
mais aussi en terme d'organisation moléculaire du pigment visuel

(Maeda et Yoshizawa, 1982).

L'étape initiale du processus visuel est l'absorption d'un
photon par une molécule de rhodopsine. Cet acte photochimique im-
plique les étapes suivantes: 1) une excitation &lectronique du
chromophore, 2) des transitions non radiatives par lesquelles 1'é-
nergie d'excitation est canalisée dans un état particulier & par-
tir duquel 1'événement chimique ou physique initial se produit et
3) 1'événement initial lui-méme, au cours duquel le chromophore su-
bit un changement intra et/ou intermoléculaire avec transfert con-
comitant d'une fraction importante de 1l'énergie d'excitation &lec-

tronique & la protéine (Uhl et Abrahamson, 1981).

Les événements s'enchainent par la suite a l'obscurité. La
rhodopsine s'engage dans une. séquence de photodécoloration comportant
des changements conformationnels de l'opsine avant de se terminer par
une hydrolyse relativement lente libérant le rétinal de l'opsine.
C'est avant cette derniére étaﬁe que se joue le phénoméme de la
transduction visuelle et un des photoproduits de la rhodopsine y

serait directement impliqué.
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La rhodopsine est trés sensible & la lumiére, son rendement
quantique de photodécoloration est de 0.67 dans la région visible
du spectre d'absorption (Hurley et al., 1977). La séquence photo-
lytique de la rhodopsine bovine (figure T-7) consiste en uné suite
d'intermédiaires différentiables par leur spectre d'absorption.
Les espéces intermédiaires spectrales de la rhodopsine bovine scnt
une indication séquentielle et cinétiquement reproductible des
interactions chromophore-protéine (Ostroy et al., 1981). Tous les
intermédiaires ont été découverts en premier lieu gréce a4 la spec-
troscopie électronique & basse température et ultérieurement iden-

tifiés par photolyse éclair a température ambiante.

A la température de 1'hélium liquide, la séquence photolytique
débute avec 1'hypsorhodopsine (Yoshizawa, 1972). Cet intermédiaire
absorbe maximalement & 430 nm, posséde un chromophore tout-trans
trés tordu (Yoshizawa et Shichida, 1982) et n'est pas observé par
tous les chercheurs. Une seule expérience de photolyse éclair si-
gnale la présence d'un intermédiaire bleu précédant la bathorhodop-

sine (Kobayashi, 1979, 19805.

A la température de 1l'azote liquide, le premier photoproduit
détectable de la rhodopsine est la bathorhodopsine. L'événement pho-
tochimique primaire a été su?posé 8tre 1'isomérisation cis-trans du
chromophore (Rosenfeld et al., 1977; Eyring et al., 1980). Le temps
d'apparition de ls bathorhodobsine eét cependant trop court pour
une isomérisation cis-trans compléte. La translocation de proton

a été proposée en alternative (Van der Meer et al., 1976) mais de-
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J
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Figure I-7: Séquence photolytique de la rhodopsine bovine (Yoshizawa,
1972, Yoshizawa et Shichida, 1982). Les intermédiaires
de blanchiment de la rhodopsine sont 1'hypso—-, la batho-,
la lumi- et les métarhodopsines I, II et III. Les photo-
réactions sont indiquées par les fléches ondulées et les
réactions thermiques par les fléches droites. Les tempé-
ratures de transition d'un intermédiaire A& un autre inter-
médiaire, mesurées en spectroscopie d'absorption a basse
température, sont indiquées & la droite des fléches. Les
temps de vie des intermédiaires, mesurés en photolyse éclair
3 température ambiante, sont & la gauche des fléches. Sous
irradiation appropriée, la plupart des especes intermédiai-
res pourraient Se reconvertir en rhodopsine.
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meure controversée (Eyring et Mathies, 1979). La demi-vie de la
bathorhodopsine est de 13 a 380 ps a 38°C dans les S.E.B. (Pratt

et al., 196k4) et de 19 ps dans le DDAO, & 23°c (Busch et al., 1972).
A 1'origine nommée prélumirhodopsine (Yoshizawa et Wald, 1963), la
bathorhodopsine voit le chromophore passer de la forme ll-cis a

une configuration,tout—trans contrainte et distordue entre le on-
ziéme et le douziéme carbone. Ce changement de configuration ame-
ne un large déplacement bathochromique du maximum d'absorption qui
se retrouve & 543 nm (Yoshizawa et Wald, 1963, Abrahamson et Ostroy,
1967). Le coefficient d'extinction molaire de cet intermédiaire
est de L5 900 2 mole_l cm—l (Yoshizawa et Wald, 1963). Dans la
suite du blanchiment, les modifications conformationnelles de 1'op-
sine entrainent un changement d'orientation du chromophore dans le

plan perpendiculaire i la membrane discale (Kawamura et al., 1977).

En réchauffant la bathorhodépsine & 1'obscurité, on note l'ap-
parition du second intermédiaire de la séquence photolytique (Broda
et Goodeve, 1941). Pendant la conversion thermique de la batho-
en lumirhodopsine, le chromophore compléte son isomérisation a la
forme tout-trans non tordue. Le coefficient d'extinction molaire (e)
de la lumirhodopsine est quinzé'pour—cent plus grand que celul de la
rhodopsine, ce qui suggére la configuration trans du chromophore
(Hubbard et Kropf, 1958). Par rapport i la rhodopsine, la lumi-
rhodopsine présente un déplacement hypsochromique, son maximum
d'absor?tion se situe a 497 nm. A 3700, la demi-vie de cet inter-

médiaire est de 100un s dans les S.E.B. et 150us dans la digitonine
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(Von Sengbusch et Stieve, 1971). les petites valeurs des paramétres
d'activation pour la réaction batho- + lumirhodopsine suggerent un
changement conformationnel ou un déplacement de charge tres mineur
lors de cette étape. Le transfert d'énergie du chromophore & la
protéine est complété au moment ou la lumirhodopsine est formée.
Les intermédiaires subséquents dans la séquence photolytique de la

rhodopsine représentent une dissipation de cette énergie.

La disparition de la lumirhodopsine n'est pas dépendante de
1'environnement aqueux de la protéine. Identifiée par Matthews et
al. (1963), la métarhodopsine I présente un changement d'interaction
entre le groupe prosthétique et 1'opsine a cause d'une modification
mineure de la structure de cette derniere. Tout comme la méta- II,
la métarhodopsine I est constituée de tout-trans rétinal 1ié a 1'op-
sine. Elle montre un pic d'absorbance & 478 nm (Ostroy et al., 1966)

L (Hub-

et a un coefficient d'extinction molaire de 43 000 & mole
bard et Kropf, 1959). Les parameétres d'activation mesurés pour la
transition lumi- -+ métarhodopsine I sont trés_diversifiés (Rapp et
al., 1970). Un changement dans la nature de la réaction dépendant de
la température ou bien la phosphorylation d'un intermédiaire pourrait
expliquer la diversité des résultats. Il existerait au moins deux
formes isochromiques de métarhodopsine I différentiables par leur ci-
nétique de formation (Stewart et al., 1977, Hoffmann et al., 1978).
Dans les S.E.B., la demi-vie de cet interﬁédiaire est de 693 us a 33%°C
(Applebury et al.; 1974) et de 370 us (Stieve et al., 1973) & 580 us
(Busch et al., 1972) a 37OC. Dans le DDAO, on enregistre une valeur

de 53 1s a 23°¢C (Applebury et al., 1974) comparativement a 1 050 us
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3 37°C dans la digitonine (Von Sengbusch et Stieve, 1971).

Ia conversion thermique des intermédiaires de la séquence pho-
tolytique de la rhodopsine bévine se poursuit avec 1l'augmentation de
la température. Le premier intermédiaire apparamment impliqué chi-
miquement dans des processus intermoléculaires serait soit la méta- I,
soit la métarhodopsine II (Unl et Abrahamson, 1981). Lors du passa-
ge métarhodopsine I = II, des lipides (Applebury et al., 1974, O'Brien

et al., 1977), des ions H,0" (Falk et Fatt, 1966, Emrich et Reich,

3
1974) et de 1'eau (Kimbel et al., 1970, Bonting et al., 1977) sont

nécessaires. L'énergie d'activation (= 33 Kecal/mole) pour la tran-
sition est consistante avec la scission de quatre 3 six liens hydro-

géne qui accompagne habituellement les modifications de conformation

des protéines.

Plusieurs critéres favorisent 1'idée d'un changement conforma-
tionnel majeur lors de la réaction métarhodopsine I - II: 1) les
grandes valeurs d'enthalpie et d'entropie d'activation, 2) 1'acces-
sibilité du site de liaison du chromophore au borohydrure de sodium
et 3) le site de liaison du chromophore devient déprotoné alors que
la protéine prend des protons du milieu environnant. Cette transi-
tion est treés sensible a la composition de son microenvironnement
(Liebman et al., 1974, Downer et Engl¥nder, 1977, Ostroy, 1977).
Dans la digitonine a ZOOC, la demi-vie de la métarhodopsine II est

de 4 076 s (Von Sengbusch et Stieve, 1971).

Les especes métarhodopsines I et II sont en équilibre dépen-
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dant du pH et de la température. Des températures élevées et un

pH acide favorisent la formation de métarhodobsine IT. Cet inter-
médiaire absorbe avec un maximum & 380 nm et a le méme coefficient
d'extinction molaire que la rhodopsine Matthews et al., 1963). A
compter de cette transition, le pigment visuel est décoloré et ap-

parait Jaune pale.

In situ, la disparition de la métarhodopsine II pourrait sui-
vre deux voies ﬁhysiologiques. Ostroy et Abrahamson (1966) soutien—
nent qu'elle se transforme quantitativement en mé&tarhodopsine III,
aussi appelé pararhodopsine (A\ max 465 nm). Cette derniére forme
le N-rétinylidéne opsine dont 1'hydrolyse libére le rétinal de 1'op-
"sine. SelonMatthews et al. (1963), la métarhodopsine II s'hydroly-
se directement en tout-trans rétinal et opsine, la métarhodopsine
ITT est ici un produit secondaire et peut-étre méme un artefact.
Quoiqu'il en soit, la disparition’-de la métarhodopsine II entraine
un dépliement de la protéine et l'exposition de deux groupes sulfhy-
dryles (Kimble et Ostroy, 1973). Les maxima d'absorption du tout-
trans rétinal et de 1l'opsine sont situés respectivement & 387 et
278 nm. 1h processus enzymatique permet la ré-isomérisation du ré-

tinal & sa forme ll-cis.

La quantité de pigment visuel contenue dans 1l'oeil n'est pas
infinie. L'hydrolyse des métarhodopsines II ou III est donc suivie
d'un processus de ré-assemblage. Le pigment photosensible doit
pouvoir &tre régénéré une fois modifié par la lumiére, sinon la

vision serait un phénoméne éphémeére. Par contre, la rhodopsine
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doit étre stable & l'obscurité sinon sa décomposition spontanée
produirait des sensations lumineuses parasites. Enfin, la forme
modifiée du pigment, induisant la vision, doit s'é€liminer treés
vite sinon la sensation lumineuse se prolongerait en 1l'absence

de stimulus. La vision est un phénoméne physiologique trés rapi-
de et 1'entiére séquence photolytique de la rhodopsine bovine ne

dure que quelques millisecondes in vivo.

La transduction visuelle

On pourrait définir la transduction visuelle comme étant la
conversion de 1'énergie lumineuse absorbée par la cellule photoré-
ceptrice en potentiel d'action. Il est logique de penser qu'au
moins une &tape de la séquence photolytique de la rhodopsine soit
impliquée dansAle déclenehement du phénoméne de transduction. Con-
sidérant les processus physiques ou chimiques possibles de communi-
cation de la rhodopsine avec son environnement, l'&tape déclenchan-
te ne se produit pas avant la disparition de la lumi-, ni apres la

disparition de la métarhodopsine IT.

La rhodopsine photoactivée pourrait 1) former un pore, 2) se
lier a ou relﬁgher une substance, 3) se lier A une autre composan-
te membranaire, permettant a cette composante de former un pore ou
de devenir enzymatiquement active ou 4) &tre un enzyme activé par
la lumiére. Tous ces processus requiérent un changement de confor-
mation de 1l'opsine induit par la lumiére, ce qui n'a pas &té obser-
vé avant la disparition de la lumirhodopsine (Ebrey et Honig, 1975).

La disparition de la métarhodopsine II et les réactions subséquentes
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sont beaucoup trop lentes pour &tre impliquées dans la transduc-

tion.

Le résultat ultime de 1l'absorption de photons ﬁar la rhodop-
sine est une diminution du flux d'ions Na' & travers la membrane
plasmiqué du S.E.B., engendrant une onde d'hyperpolarisation (Ha-
gins et al., 1970, Zuckerman, 1973, Wormington et Cone, 1978).
Presque toutes les molécules dé rhodobsine sont dans les membranes
discales, isolées de la membrane plasmiqﬁe. Le signal entralnant
1'hyperpolarisation doit €tre transﬁorté dés disques vers la mem-
brane-ﬁlasmique. Th messager interne doit donc &tre modulé pour
coupler la éroduction d'un intermédiaire de la séquence de blanchi-
ment & la fermeture des pores & sodium;.‘Uné seule photoisomérisa-
tion ﬁeut bloqugr le flux dé lO6 ions Na¥ vers 1'intérieur du
S.E;B, (Stryer et al;, 1981). TI1 a &té calculd qu'entre 1'absorp-
tion initiale d'un photon et les é@éneménts électriques qui s'en-
suivent, une amplification de 1l'ordre de lOT doit se produire dans

la cellule photoréceptrice (Kohnken et al., 1981).

Le premier messager broposé a été le calcium (Hagins, 1972).
Sous exﬁosition de la cellule photoréceptrice a& la lumiére, 1'ion
catt est relaché par les disqﬁes dans le cytoblasme. La rhodopsine
photoexcitée agirait comme un éore a calcium, éerméttant un dépla-
cement d'ions par diffusion vers la membrané plasmigue. Lé calcium

+

pourrait alors obstruer les pores a Na' de la membrane plasmique ou

en modifier le champ &lectrique.
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L'hypothése de Hagins propose que le calcium soit pompé acti-
vement dans les disques & l'obscurité, maintenant peu de cet ion
dans le cytoplasme. L'accumulation de Ca+f dans les disques dépend
de la concentration du Cé-+ cytoplasmique et tire 1'énergie requi-
se de 1'hydrolyse de GTP (Fatt, 1979). Plusieurs évidences expéri-
mentales supportent 1'hypothése du calcium. En absence de Ca++ ou
en présence de complexe Cé_+—chélatant, la cellule photoréceptrice
est désensibilisée. A 1'obscurité, les disques sont chargés de
calcium bien que le transport actif de cet ion n'ait jamais été
mis clairement en évidence. L'attrait le plus évident de cette
hypothése demeure sa simplicité et sa vraisemblance est maintenant
reconsidérée (Fatt , 1979, Bownds, 1981, Uhl et Abrahamson, 1981).
Le Ca ' ne peut ni &tre assez efficace ni quantitativement assez
abondant pour satisfaire 1l'amplification requise dans le phénomeéne
de transduction (Fatt, 1979, Uhl et Abrahamson, 1981). Sa diffu-
sion dans le cytoplasme est trop lente et on le suppose complexé
& une protéine (Kaupp et al., 1979). Plus encore, Szuts (1980) a
démontré que le pompage et le relargage de Ca.f+ par la membrane

discale n'est pas une propriété significative.

Plus récemment, un autre messager a &té proposé: le GMP cy-
clique (Stryer et al., 1981). Les S.E.B. renferment une trés forte
concentration de GMPc, plus que dans tout autre tissu nerveux.

Sous illumination, cette concentration diminue de fagon trés mar-
quée (Woodruff et Bownds, 1979). Le GMPc garde les pores a sodium

ouverts et 1'illumination en entraine la fermeture suite a une di-
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minution de GMPc (Stryer et al., 1981). IL'hypothese du GMPc intro-
duit une amplification en deux paliers: 1) l'activation de plusieurs
centaines de molécules de phosphodiestérase et 2) 1'hydrolyse de

GMPc par la PDE activée (Liebman et Pugh, 1979). L'activation de la
PDE requiert la présence de GTP et le contact avec un photoproduit

de la rhodopsine (Wheeler et Bitensky, 1977, Yee et Liebman, 1978).
L'hydrolyse du GTP n'est pas requise pour l'activation de la PDE

(Wheeler et Bitensky, 1977, Robinson et Hagins, 1977, 1979).

En plus de la rhodopsine, deux protéines membranaires périphé-
riques sont nécessaires a4 1l'explication du mécanisme: 1la phospho-
diestérase et une protéine GTP-liante (KlUhn et al., 1981). A 1'obs-
curité, presque toute la protéine GTP-liante est associée & du GDP
et n'active pas d'enzyme. La rhodopsine photoexcitée catalyse 1'é-
change de GDP pour du GTP sur la protéine GTP-liante possédant une
activité GTPase lente (Wheeler et Bitensky, 1977, Fung et Stryer,
1980). Une seule molécule de rhodopsine est capable d'activer
500 molécules de protéine GTP-liante (Yee et Liebman, 1978, Lieb-
man et Pugh, 1980). La forme activée de la protéine GTP-liante
active une GMPc phosphodiestérase (Liebman et Pugh, 1981, Bennett,
1982). Une rhodopsine photolysée induit finalement 1'activation
de 500 molécules de PDE, chacune hydrolysant des milliers de GMPc
(Fung et Stryer, 1980). La conductance au Na de la membrane plas-
mique est diminuée ée gqui provoque le potentiel d'action (Miller,
1981, Miller et Laughlin, 1983). L'hydrolyse lente du GTP sur la

protéine GTP-liante renverse l'activation de la PDE (Bitensky et
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al., 1978) et retourne aussi la protéine GTP-liante (aussi appelée

] 3 ) . 3 2 7
protéine G et transducine) a sa forme inactive associée au GDP.

L'.hy'poth‘esé du GMP cyclique (figure I-8) propose une suite de
réactions assez rapides et une amplification suffisante pour expli-
quer la transduction visuelle (Stryer et al.; 1981). Elle ferait
cependant intervenir un trop grand nombre de protéines. La vitesse
des réactions enzymatiques; et en particulier celle de la formation
du GMPc, représente un facteur critique de ce mécanisme (Fleischmann
et Denisevich, 1979). les concentrations de GIP et de GMPc sont aus-
si des facteurs critiques dans la séquence d'amplification entre les
disques et la membrane plasmique (Woodruff et Bownds, 1979, Fung et
Stryer, 1980, Liebman et Pugh, 1980). D'autres agents de régulation
peuvent aussi jouer un role limitatif (Stavenga et De Grip, 1983):

1) la phosphorylation des intermédiaires de la séquence photolytique
(Yamamoto et Shichi, 1983), 2) une kinase spécifique (XK#lhn, 1981) et
3) la modulation de 1l'activité de la PDE-par une protéine inhibitrice

(Hurley, 1982).

L'hypothése du calcium et celle du GMP cyclique ne sont peut-
étre pas irréconciliables puisque ces deux substances miment 1l'action
de la lumiére sur la cellule photoréceptrice. D'ailleurs non seule-
ment 1l'addition de catt diminue la perméabilité de la membrane plas-
mique au sodium (Bownds et Brodie, 1975) mais aussi elle diminue la
concentration de GMPc dans les S.E.B. (Woodruff et Bownds, 1979).

On peut supposer que le rdle du Ca.++ serait de participer a 1l'ac-

tivation de la PDE (Fatt, 1979). 11 existe dans les S.E.B. une pro-
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Figure I-8: Hypothése de GMP cyclique (Stryer et al., 1981). La

transduction visuelle pourrait s'expliquer par une
amplification en deux paliers. Une rhodopsine photo-
lysée peut catalyser 1'échange de GDP pour du GIP sur
plusieurs centaines de protéines GTP-liantes. Ces
derniéres sont alors capables d'activer la phospho-
diestérase qui peut hydrolyser des milliers de GMP,.
La signification des abréviations utilisées est la
suivante: R (rhodopsine), R* (rhodopsine photolysée),
T (protéine GTP-liante), PDE; (phosphodiestérase inac-
tivée) et PDE* (phosphodiestérase activée).
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téine, la calmoduline, impliquée dans la régulation de réactions sen-
sibles a la concentration des ions calcium (Kohnken et al., 1981); 11
a été démontré qu'une PDE du cerveau a une activité modulée par la
calmoduline (Cheung, 1971). la calmoduline des S.E.B. ne semble ce-
pendant pas régulariser le CTP ni la PIE activée par la lumiére (Kohn-

ken et al., 1981).

Bien des études seront nécessaires pour élucider le phéno-
méne de la transduction visuelle en termes moléculaires. ILes mo-
déles existants sont incomplets. Aucun d'eux ne tient compte du
fait que les disques pompent des protons a 1'obscurité (Bennett,
1978). Lles disques gonflent & 1'obscurité, ce qui confirme 1'en-
trée des H+. la pompe a protons serait une ATPase. Curieusement,
les déplacements du ca™et de H+ seraient couplés (Kaupp et al.,
1981) et étrangement, le GMPc favorise le pompage de H dans les

disques puisqu'il est un activateur de 1'ATPase (Abrahamson, 1982).

Peftiﬁence du travail

La membrane discale est le siégé d'une fonction biologique
essentielle. D'intenses recherches sont en cours pour établir
un lien entre 1'événement photochimique primaire chez la rhodop-
sine et 1l'hyperpolarisation de la membrane plasmique des cellules
photoréceptrices. Un des intermédiaires photochimiques de la rho-

dopsine serait impliqué dans la transduction visuelle.

De nombreuses études ont suggéré 1'importance de la réaction
métarhodopsine I - II. Abrahamson et Ostroy (1967) ont proposé

que cette transition est responsable du processus de phototrans-
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duction, étant la derniére réaction assez rapide dans.la séquence
photolytique. Elle implique aussi des changements de conformation
majeurs et des interactions avec l'environnement moléculaire. Des
études récentes ont relié la transition métarhodopsine I - II au lar-
gage de Ca++ par la membrane discale (Kaupp et al., 1980). Une aug-
mentation de perméabilité au Ca'' associde & 1'intermédiaire méta-
rhodopsine II a été observé dans la membrane discale (Smith et al.,
1977) et aussi dans des vésicules de PC et PE d'oeuf, et de PS bovine
(Tyminski et al., 1982). Ila transition métarhodopsine I -+ II est as-
socide 4 l'activation de la phosphodiestérase (Parkes et al., 1979).
La métarhodopsine II est couplée & la protéine GTP-liante (Bennett et
al., 1982, Emeis et al., 1982) ou & une protéine ATP-liante (Zucker—
man et al., 1982). Ie pompage rapide de protons qui accompagne la
transition métarhodopsine I -+ II (Kaupp et al., 1979 a, b, Bennett,
1980) serait couplé au largage de Ca++ (Kaupp et al., 1981 ) en raison
de cinétiques similaires et d'une éépendance du pH. Ile site sensible
au pH impliqué dans la transition des métarhodopsines réside sur la
face interne de la membrane discale (Schnetkamp et al., 1981). Dans
un autre ordre d'idée, la formation de la métarhodopsine II cause une
diminution de la concentration des nucléotides triphosphatés du S.E.B.

(Zuckerman et Weiter, 1980).

Notre recherche vise 3 approfondir la compréhension du mécanis-
me moléculaire de la vision. L'étude de ce phénoméne exige une bon-
ne connaissance des interactions de la rhodopsine avec son envi-
ronnement moléculaire. Nous avons constaté dans la section pré-

cédente que la transition métarhodopsine I + II est possiblement a
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1l'origine du changement d'équilibre initiant la transduction visuel-
le. Cette transition est particﬁliérement dépendante de la composi-
tion de l'environnement lipidique du pigment visuel. La bicouche de
la membrane discale est particuliérement fluide et riche en acides
gras a longues chafnes insaturées. Il y a tout lieu de croire que

la présence de ces lipides joue un rdle important dans la transduc-
tion visuelle car ils influencent grandement la vitesse de décolora-
tion de la rhodopsine. Ainsi la rhodopsine délipidée, en présence

de détergent, montre une vitesse de formation de la métarhodopsine II
de 1l'ordre de 100 us, soit 1 000 fois plus rapide que dans la membra-
ne discale (Applebury et al., 1974, Iitman et al., 1981). D'autre
part, quand les phospholipides naturels sont remplacés par des lipi-
des a chalnes saturées, la méme réaction est ralentie 150 fois (0'Brien
et al., 1977). Pour cette raison et aussi parce que les modifications
spectrgles sont tres importantes lors de cette transition, notre étude
de la séquence photolytique sera ﬁrincipalement orientée vers les méta-
intermédiaires. Le pigment visuel sera photolysé dans ses lipides
d'origine, dans un détergent connu (Ammonyx—LO) et aussi dans un nou-
veau détergent employé pour solubiliser la rhodopsine bovine (1-1690).
I1 est cependant possible que les variations structurales entre les
membranes et les micelles de détergents soient responsables des dif-
férences observées. lLe rayon de courbure des micelles de détergent

et 1'interaction avec 1l'eau peuvent affecter grandement le taux de
transformation d'un intermédiaire en un autre intermédiaire au cours
de la séquence photolytique de la rhodopsine bovine (Kusumi et al.,

1983).
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Problématique du travail

Avant d'étudier la photodécoloration du pigment visuel, nous
devons 1l'extraire des tissus biologiques frais et le purifier conve-
nablement. La méthode choisie doit &tre quantitativement rentable
et rendre la rhodopsine sous une forme exempte de contaminants.
Nous avons combiné l'utilisation de gradients de sucrose (Papermas-
ter et Dreyer, 197k4), le fractionnement au sulfate d'ammonium Ma-
kino et al., 1977) et la chromatographie d'affinité sur concanava-
line (van Breugel et al., 1977) pour obtenir nos échantillons de
rhodopsine, soit dans la membrane discale avec les lipides naturels,
soit dans un détergent remplagant 1l'enrobage lipidique original.
Les S.E.B. sont obtenus par agitation et homogénéisation douce des
rétines dans une solution de sucrose tamponnée contenant des sels.
Cette solution minimise la fragmentation des cellules, simplifiant
1'élimination des contaminants lors des étapes suivantes. La com-
position en sels réduits les effeﬁg de Donnan et le sucrose permet
de faire flotter les S.E.B. On retrouve environ 2 mg de rhodopsine
dans une rétine et il n'est pas rare d'en récupérer plus de la
moitié lors de la séparation sur gradient de sucrose (Papermaster
et Dreyer, 197k, Makino et al., 1977). Des concentrations de 37%
a4 60% en sulfate d'ammonium saturé permettent de séparer la rhodop-
sine de ses contaminants. On retrouve 70 3 90% de la rhodopsine
des S.E.B. entre 50% et 60% de saturation en sulfafe d'ammonium.

Le rapport A /Au98 peut varier de 1.60 & 1.90 Makino et al.,

278

1977). La purification du pigment se termine avec la chromatographie
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d'affinité dont le rendement est de 90% (van Breugel et al., 1977).
Les détergents qui y sont employés sont choisis de fagon & ne pas
altérer significativement les proﬁriétés spectrales du pigment vi-
suel. L'Ammonyx-LO et le L-1690 déplacent 1'équilibre des métarho-
dopsines vers la production de métarhodopsine II Ofc Connell et al.,
1981, Motoyama et Kito, 1981). La fluidité micellaire relative de

chacun des détergents a été évaluée par des mesures de polarisation

de fluorescence et de résonnance paramagnétique électronique.

Chacun des intermédiaires dé la séquence dé photodécoloration
de la rhodopsine est différentiablé spectralement, soit en fonction
de sa stabilité thermique, soit en fonction de sa cinétique de trans-
formation en un autre intermédiairé. Notre travail repose sur une
double approche expérimentale de la séquence photolytique de la rho-
dopsine bovine; soit l'utilisation de la spectroscopie &lectronique

& basse température et de la photolyse &clair.

Aux températures ambiante et physiologique, cette séquence
n'est pas observable. Le passage d'un intermédiaire & un autre est
alors trop rapide. A basse température, la séquence photdlytique
est ralentie et chacun des intermédiairés est stable sur une plage
de température qui lui est propre. A la température de 1'hélium
liquide (4 K), 1la rhodopsine irradiée en lumiére orangée produit
1'hypsorhodopsine. Si la rhodopsine est illuminée avec de la lu-
miére bleue, & la température de l'azote liquide (77 K), le premier
intermédiaire stable est la bathorhodobsine. L'irradiation dans

le bleu préfient la formation d'un pigment amorphe et stable,
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1l'isorhodopsine (Yoshizawa, 1972, Yoshizawa et Shichida, 1982).

En augmentant la température, sans illumination subséquente, on
peut enregistrer le spectre d'absorption caractéristique de chacun
des intermédiaires. Le passage d'un intermédiaire au suivant a
lieu 4 une température spécifique, appelée température de transi-
tion. Le tableau I-1 présente des valeurs obtenues par d'autres
chercheurs. L'origine de chague intermédiaire est révélée par des
spectres de différence et chaque transition peut &tre évaluée en
fonction du temps et de son niveau d'accomplissement. Pour éviter
les fissures dans les échantillons refroidis a 77 K,on y ajoute du
glycérol (Yoshizawa, 1972). Ce dernier favoriserait la production

de métarhodopsine II (Motoyama et Kito, 1981).

En photolyse éclair, 1'étude des premiers.processus intermé-
diaires de la rhodopsine excitée nécessite un équipement tres éla-
boré. A 3700, la transition rhodopsine = bathorhodopsine est ex-
cessivement rapide, de l'ordre de la nanoseconde (Busch et al.,
1972, Rosenfeld et al., 1972, Bensasson et al., 1977). Les pre-
miéres transitions de la séquence photolytique de la rhodopsine
bovine seraient des combinaisons de plusieurs réactions de premier
ordre (Applebury et Rentzepis, 1982). La transition métarhodopsi-
ne I + IT peut étre suivie 3 1'aide d'une instrumentation conven-
tionnelle possé&dant une résolution de 1l'ordre de la microseconde.
Les cinétiques de disparition de la méta- I ou de formation de la
métarhodopsine II sont fortement influencées par 1'environnement

moléculaire du pigment visuel. Les &chantillons de rhodopsine ont



Températures de transition

Tableau I-1

entre les intermédiaires de la rhodopsine bovine

Auteurs et

Environnement

Batho- - Lumirhodopsine

Lumi- - Métarhodopsine T

Méta-I > Métarhodopsine II

Yoshizawa (1972)
Digitonine - 66% glycérol

S.E.B. - 75% glycérol

Motoyama et Kito (1981)

S.E.B. - 75% glycérol

Applebury et al. (197k4)

Ammonyx-LO - 50% éthyléne glycol

Motoyama et Kito (1981)

I-1690 - 67% glycérol

133 K

130 K

130 K

115 K

233 K

205 K

> 160 K

230 K

258 K

250 X

233 K

235 K

9¢
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été photolysés dans 1'Ammonyx-LO et dans le L-1690. Ila trop gran-
de diffusion de lumidre par les membranes discales des S.E.B. obli-
ge 3 les solubiliser pour ce type d'expérience, ou bien exigerait
1l'utilisation d'une sphére intégratrice. A température ambiante,
laltransition est de 1l'ordre de la milliseconde dans la membrane
discale et de dizaines de microsecondes dans les détergents (Abra-

hamson et Wiesenfeld, 1972, Applebury et al., 1974).

Plusieurs renseignements ressortent de 1l'analyse des cinéti-
ques mesurées en photolyse éclair. L'évolution des réactions en
fonction du temps permet le calcul des constantes de vitesse. Ies
parametres thermodynamiques d'activation associés & la transition
métarhodopsine I * II sont déterminés par la dépendance thermique
des vitesses de réaction. Les variations d'enthalpie et d'entropie
d'activation sont le reflet des changements conformationnels qui se
produisent lors de la transition. .le tableau I-2 présente des ré-

/. S
sultats antérieurs a notre recherche.

La problématique du travail repose sur 1l'étude de la séquence
photolytique de la rhodopsine bovine, plus particuliérement de la
transition métarhodopsine I + II, dans des environnements moléculai-
res bien caractérisés. Ia spectroscopie électronique 2 basse tempé-

rature et la photolyée éclair ont été adaptées a ce travail.



Tableau I-2

Vitesse de formation et parsmétres thermodynamiques

associés & la formation de métarhodopsine II

Auteurs Température Température t t r
Fchantillon K (s71) k (s—l) AG AH AS
Prat et al. (1964) 10% 20°%¢c
S.E.B. 6.0 50 35 28 70
1.3 12 37 29 74
Von Sengbusch et Stieve (1971) 37% E, = 33.7 Kcal/mole
Suspension de S.E.B. 1 180
Rapp (1971) 18%¢ 39.1%
S.E.B. soniqués 1.4 1 480 14-15 30.7 54.8
Applebury et al. (1974) 20°¢ E, = 35 Keel/mole
S.E.B. soniqués 55 1L.5 35 69
Baker et al. (1977) 20%
S.E.B. soniqués 72.9 14,5 4o.2 88.3
Lewis et al. (1981) 10% 20°¢
Suspension de S.E.B. 7.2 50 EA = 31.3 Kcal/mole
2.1 10 E, = 24.2 Keal/mole
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Tableau I-2 (suite)

Auteurs Température Température I I I
Echantillon k (71 K (s71) AG AH AS
O'Brien (1982) 22%
S.E.B. 75
S.E.B..et PC d'oeuf T7
Wulff et al. (1958) 28°%c 36.7°%
Rhodopsine-digitonine 3 300 22 000 12.5 36.2 78
(pH = 7) 120 2 700 1k.5 50.2 119
21 200 15.8 k3.0 90
Abrahemson et al. (1960) 6.7% 15.8%
Rhodopsine—digitonine 57%
(pH = T) 45.5 303 15.0 37.1 76.5
0.88 9.9 15.6 k3.1 95.2

Ostroy et al. (1966) -9.2% -13.7°%
Rhodopsine-digitonine (pH = 5.85) 0.0353 0.0051 59.9 162
(33% glycérol) (pH = 4.5 ) 0.0836 0.0121 58.7 159
Pratt et al. (196k) 5% 25%
Rhodopsine-digitonine 0.45 126 43 97
(pH = 7) 0.09 17 k1 83
Von Sengbusch et Stieve (1971) 37%
Rhodopsine-digitonine 1150 E, = 33.0 Kcal/mole

A
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Tableau I-2 (suite)

Auteurs Température Température t t t

Echantillon k (s71) k (s71) AG AR AS
Applebury et al. (197h) 20% E, =19 Keal/mole
Rhodopsine-Ammonyx-LO 11 000 11.5 19 28
Baker et al. (1977) 20%
Rhodopsine-Digitonine 86.6 1L4.5 56.6 143.8
Rhodopsine-CTAB L 770 12.1 31.k 65.8
Rhodopsine~Ammonyx-L0 9 750 11.7 19.2 25.6
Rhodopsine-Emulphogéne 11 700 11.6 17.0 18.3

BC-720 (pH = 6.5)

40
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II- MATERIEL ET METHODES

Matériel et méthodes

Cette section présente notre démarche expérimentale. On y
retrouve l'ensemble de nos protocoles et le détail de chacune des
manipulations. L'ordre de §résentation choisi refléte la progres-
sion logique, la pertinence et les buts visés bar notre recherche.
Dans un premier temps, nous avons dd isoler et purifier la rhodop-
sine bovine. Dans un second temﬁs, il convenait de caractériser la
protéine et son environnement moléculaire; et dans un troisiéme

temps, nous avons &tudié la séquence photolytique du pigment visuel.

La liste des produits chimiques, des solvants et des appareils
utilisés fait l'objet des trois prochains tableaux. Des renseigne-
ments relatifs & la qualité, la pureté, la provenance ou autres

v

caractéristiques du matériel utilisé v sont inclus.

En recherche fondamentale, les buts fixés sont souvent atteints
en se référant aux chercheurs nous ayant précédés. WNos travaux ont

emprunté & d'autres chercheurs certains de leurs éléments.

Notre méthode dé pﬁrification de la rhodopsine bovine s'appa-
rente 3 celle de Makino et al., (1977). L'utilisation de gradients
continus de sucrosé pérmét d'obténir dés S;E.B. sous une forme tres
pure, et facilite lé fractionnemént au sulfaté d'ammonium. La chro-
matographie d'affinité §arachéVé la délipidation de 1la rhodoﬁsine
ét pérmét dé la solﬁbilisér dans-lé détergent choisi. Pour carac-

tériser la protéine et son environnement moléculaire, nous avons
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fait appel & des méthodes d'analyse conventionnelles.

Notre &tude de la séquence photolytique de la rhodopsine bo-
vine comporte deux volets. En ﬁremier lieu, nous avons utilisé la
spectroscopie électronique a basse témbérature selon une technique
s'inspirant fortement des travaux de Yoshizawa (1972). La pré—
paration des échantillons dans le glycérol est caractéristique des
expériences a basse températuré. Nos barticularités se situent
au niveau de 1l'irradiation du pigment visuel et de 1l'enregistrement
des spectres d'absorﬁtion aﬁrés stabilisation des espéces présentes
a4 une température donnée. FEn second lieu, les expériences de pho-
tolyse &clair présentent des similitudes avéc les travaux de plu-
sieurs auteurs dont Raﬁp, (1979) éour la description du montage,
Lewis et al., (1981) ﬁour 1'utilisation d'un lasér a coioranﬁ, Lit-
man et al., (1982) pour lé choix du colorant, Stewart et al., (1976)
pour la quantité de pigmént éhotolysé par un éclair et Applebury
et al., (1974) et Baker et al.; (19775 ﬁour les cinétiques de ré&férence
dans l;Ammonyx—LO. L'utilisation dé I-1690 pour les études a basse
températuré et céllés én photolysé éclair demeure un point majeur

d'originalité.
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Tableau II-1

Liste des produits chimiques

Produit chimigue Provenance Caractéristiques
acide acétique Fisher Sci. Co. Reagent 99.8%
L-acide ascorbique Fisher Sci. Co. Reagent grade
acide chlorhydrique J.T. Baker Analyzed reagent

spéecifié A.C.S.

acide cholique Sigma Chem. Co. 98%
(sel de sodium)

acide perchlorigue J.T. Baker Analyzed Reagent

acide sulfurique ' J.T. Baker Analyzed Reagent
' spéecifié A.C.S.

acrylamide Bio-Rad Lab. Electrophoresis
purity Reagent,
> 99.9%

Ammonyx-L0 Onyx Chem. Co. 30% v/v

ANS (sel d'ammonium) Fisher Sci. Co.

argon St-Maurice Oxygene pré-purifié

azote St-Maurice Oxygéne

azoture de sodium Fisher Sci. Co. purifié



Produit chimique

Tableau II-1 (suite)

Provenance
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Caractéristiques

bicarbonate de sodium

Biogel

bis-acrylamide

bleu de bromophénol

carbonate de sodium

chlorure de calcium

bleu de (Coomassie
brillant

chlorure de manganése

chlorure de magnésium

chlorure de sodium

concanavaline-A

Sépharose LB

Coumarin

Dextran bleu

12 (4,4 diméthyloxazoli-
dine) N-oxyl d'acide sté-

arique

Fisher Sci. Co.

Bio-Rad Lab.

Bio-Rad Lab.

Sigma Chem. Co.

Fisher Seci. Co.

Fisher Sci. Co.

Sigma Chem. Co.

Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

J.T. Baker

Sigma Chem. Co.

Exciton

Sigma Chem. Co.

Serdary Res. Lab.

certifié A.C.S.
A5

Electrophoresis
purity Reagent
certifié A.C.S.

certifié A.C.S.
99.9%

certifié A.C.S.
cristallin

certifié A.C.S.
cristallin

Reagent cristallin
99.7%

suspension
10 mg |me
50k



Tableau IT-1 (suite)

Produit chimique

Provenance
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Caractéristiques

EDTA (sel disodique)

éthyléne glycol
B-D (+) glucose

glycérol

2-mercaptoéthanol
a-méthyl-D-mannopyranoside

molybdate d4'ammonium
persulfate d'ammonium
phosphate de sodium

(dibasique)

phosphate de sodium
(monobasique)

riboflavine

SDS

solution standard de
phosphore

sucrose

sulfate d'ammonium

tartrate de potassium
et d'antimoine '

Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

Sigma Chem. Co.

Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

Aldrich Chem. Co.

Fisher Sci. Co.
Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

Sigma Chem. Co.
Fisher Sci. Co.
Sigma Chem. Co.

Sigma Chem. Co.

Fisher Sci. Co.

Fisher Sci. Co.

certifié A.C.S.
99.3%

certifié

certifié A.C.S.
99.5%

certifié A.C.S.

99%

certifié A.C.S.
certifié A.C.S.

certifié A.C.S.
anhydre
certifié A.C.S.
99.7%

Laboratory grade

Grade I, cristallin

certifié A.C.S.
granulaire

certifié A.C.S.
99.8%



- Produit chimique

Tableau II-1 (suite)

Provenance

46

Caractéristiques

TEMED

Tris ou tri
hydroxyméthyl
aminométhane

Triton X-100

Bio-Rad Lab.

Aldrich Chem. Co.

Sigma Chem. Co.

Electrophoresis
purity Reagent

Grade ultrapur
99.9+ %, hygros-
copique




Tableau II-2

Liste des solvants organiques

47

Solvant Provenance Caractéristiques
chloroforme Fisher Sci. Co. certifié A.C.S.
hexanes Fisher Sci. Co. certifié
ligrofne Anachemia Ltd spécifié A.C.S.

méthanol

Fisher Sci. Co.

certifié A.C.S.




Tableau II-3

Liste des appareils
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et des instruments de mesure

Article Provenance Caractéristiques
appareil & microdigestion  Labconco Corp.
Kjelhdal
bain thermostaté Brinkmann Lauda modele T2

balance électronique

cellule & électrophorese

cellules optiques

centrifugeuse

collecteur de fractions

colonnes & chromatographie

cryostat

lampe tungsténe-halogéne

laser a colorant

lyophilisateur

pH métre

Ohaus
Bio-Rad Lab.
Hellma
Sorvall
.Gilson

Pharmacia fine Chemi-
cals et LKB

Oxford Limited
Philips Electronics

Synergetics

Labconco Corp.

Corning

modeéle 1500D

modéle 150A

Quartz (1 et 0.1 cm)
modéle RC5-B

modeéle FC-80K

modéle K 16/L40
modéle 2137

100 watts

modéle Chromobean
1050

modéle 10



Tableau II-3 (suite)
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Article Provenance Caractéristiques
projecteur Kodak Ektagraphic modéle
AF-2
oscilloscope digital Nicolet modéle LO9k
spectrofluorimétre Varian modéle MPF-2A
spectrofluorimétre Spex 1870
spectrophotométres Varian modeéle Cary 17-D

spectrophotométre RPE

tensiométre

traceuse x-y

ultracentrifugeuse

Pye Unicam

Varian

Fisher Sci. Co.

Hewlett-Packard

IEC

modéle SP-8-100

modéle E-231
Century Series

modéle 20

modéle T015-B

modéle B-60
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Purification de la rhodopsine bovine

La rhodopsine est une glycoprotéine transmembranaire insolu-
ble dans 1l'eau. Elle est la principale protéine de structure et
surtout de fonction de la membrane discale. In vivo, le pigment
visuel est continuellement régénéré dans son environnement phospho-

lipidique trés fluide.

In vitro, la rhodopsine se décompose de fagon irréversible
sous exposition & la lumiére blanche. En conséquence, les procédu-
res d'isolation doivent étre effectuées sous éclairage rouge peu in-
tense (> 620nm). La ?rotéine étant thermolabile, les manipulations
se font & une température voisine de 4°C afin d'éviter sa dénatura-

tion. .

Aux différentes &tapes du processus de purification 1'intégrité
et la pureté de la rhodopsine sont évaluées, ﬁermettant un contrdle
rigoureux des échantillons soumis aux études de la séquence photo-
lytique. Plusieurs propriétés physiques et biochimiques de la rho-
do?sine bovine sont mises a profit lors de sa burification. On fait

intervenir tour a tour:

1) son poids moléculaire et la densité caractéristique des

S.E.B. intacts lors de la préparation des membranes discales.

2) sa sensibilité aux fortes concentrations de sels neutres.
En augmentant la force ionique, la solubilité de la rho-
dopsine diminue si bien qu'a une concentration de sel suf-

fisamment é&levée, la protéine précipite en conservant sa
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conformation native.

3) sa composition en hydrates de carbone et sa solubilité dans

les détergents lors de la chromatographie d'affinité.

Procédure de purification de la rhodopsine

L'approvisionnement en matériel biologique frais a lieu a
1'Abattoir de la Mauricie Inc. situé a4 Saint-Louis-de-France.
Les yeux sont prélevés des bétes abattues, puls entreposés &

1'obscurité dans un contenant maintenu en chambre froide.

a. Préparation des membranes discales

-~

- Disséquer les yeux de boeufs, au nombre de 100 & 200,

dés leur arrivée au‘laboratoire. Une hémisection trans-
verse permet d'évider le contenu de 1l'oeil (cristallin et
humeurs ). Inverser 1'oeil, le fond du globe'oculaire étant

alors sa surface externe.

- Ramasser dé&licatement la rétine avec le doigt, autour
de son point d'attache au nerf optique. Couper la rétine

a4 ce niveau et récolter dans un bécher refroidi sur glace.

- Suspendre les rétines dans le tampon d'isolement & rai-
son de 0.75 ml par rétine. Le milieu d'isolement est un
tampon phosphate 15 mM contenant 120 mM de NaCl, 0.4 mM

de CaCl,, 0.4 mM de MgCl,, 5.0 mM de glucose et ajusté &

pH T.2.

- Faire tourner 10 - 15 minutes & vitesse moyenne, sur un
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agitateur magnétique. Lorsque la suspension est mousseuse,
terminer le mélange manuellement en brassant vigoureuse-
ment. Cette &tape a pour but de briser le cil connectif

entre les segments interne et externe.

-~ Filtrer sur 4 épaisseurs de gaze 3 raison de 50 rétines

a la fois. Doubler le volume du filtrat avec du sucrose

80% p/v.

- Disposer uniformément dans des tubes a centrifugation
en polycarbonate de capacité égale 3 4O ml. Déposer en-

viron 1.5 ml de tampon d'isolement par-dessus le sucrose.

- Centrifuger L5 minutés 3 10 000 tours/minutes. La cen-
trifugeuse utilisée ést une Sorvall RC-5B munie d'un rotor
a godets oscillants HB-4. En raison de leur faible den-
sité, 1.14 g/ml (Godchaux et Zimmerman, 1979), les S.E.B.
flottent sur le sucrose tandis que certains contaminants

sédimentent.

- Récolter la bande de S.E.B, 3 la surface du sucrose et
diluer L4 3 8 fois avec du tampon d'isolement. Bien mélan-

ger les préparations & 1l'aide d'un brtex.

- Centrifuger 30 minutes & 15 000 tours /fminutes en utili-
sant lors de cette &tape, un rotor SS-3L4. Cette manipula-
tion permet d'éliminer les contaminants solubles dans le

tampon d'isolement.
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— Reprendre les culots de S.E.B. dans du milieu d'isole-
ment ajusté a 40% p/v en sucrose. Répéter les étapes de

flottation et de sé&dimentation.

-~ Suspendre les culots de S.E.B. dans un volume minimal
de tampon d'isolement (5 — 10 ml). Déposer les prépara-
tions de S.E.B. sur le dessus d'un gradient continu de

sucrose (36% - 26%) & raison de 1.5 & 2.5 ml par gradient.

— Ultracentrifuger les gradients & 20 000 tours/minute
pendant environ 15 heures. L'ultracentrifugeuse est une
TIEC B-60 équipée d'un rotor a godéts oscillants SB 110.
Les tubes sont dé polyallomére et peuvent contenir 37 ml.
La différence de densité éntré léé S.E.B. intacts et les

autres constituants permet d'éliminer les contaminants.

- Récolter ls bande supérieure aprés avoir &liminé la por-
tion du gradient qui la recouvre. Evaluer en spectroscopie
uv-visible la pureté spectrale et la quantité de rhodopsine
présente. La bande inférieure contient des S.E.B. de msu-
vaise qualité et peu abondants. Le culot est composé 4'im-

puretés.

-~ Diluer au moins 5 fois avec de 1l'eau distillée et mélan-
ger sur Vortex. Centrifuger 60 minutes & 18 000 tours/
minute. Utiliser une centrifugeuse Sorvall avec le rotor

SS-3L4 et des tubes en polycarbonate.
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- Récupérer les culots de S.E.B. et resuspendre dans
1'eau distillée en vue de faire éclater la membrane plas-

mique. Répéter la centrifugation.

- Si les membranes discales ne sont pas utilisées immé-
diatement, il convient de les stocker au congélateur sous

atmosphére d'azote ou d'argon.

Préparation de rhodopsine purifiée dans un détergent

- Suspendre les culots de S.E.B. dans environ 10 ml d'eau
distillée. Dans de 1l'azote liquide, congeler la prépara-
tion sur la plus grande surface possible d'un pot & lyophi-
liser. Les préparations sont lyophilisées pour une période

de 6 4 12 heures.

- Recueillir les membranes discales séchées dans un mor-
tier froid. Ajouter 25 - 30 ml d'hexane et broyer la pré-
paration. Environ la moitié des phospholipides sont solu-

bilisés dans la phase organique.

- Décanter dans des tubes en verre. Centrifuger 15 minu-
tes & 10 000 tours/minute. Conserver le précipité et répé-

ter le lavage avec le solvant organique une autre fois.

- Ftendre le précipité en une mince couche sur la paroi

du tube. Déposer le tube a plat dans un dessicateur et

Pl - -
sécher sous vide environ une heure.
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- Dissoudre dans 25 & 30 ml de tampon Tris-Cl 25 mM,
pH 8.5 ajusté & 2% d'acide cholique et 20% de sulfate
d'ammonium saturé. Clarifier la solution en centri-

fugeant 15 minutes & 10 000 tours /minute.

- Dialyser le surnageant pendant U4 heures contre 2 litres
de tampon Tris-Cl 25mM, pH 8.5. Remplacer le tampon a
toutes les heures. La dialyse €limine quantitativement

le sulfate d'ammonium.

- Ajuster le dialysat a 33% de saturation en sulfate d'am-
monium. Laisser reposer une nuit & 4°c. Centrifuger 30
minutes & 15 000 tours fminute pour précipiter des conta-

minants protéiques comme 1l'opsine.

- Mesurer précisément le volume de surnageant. Ajuster
successivement & L47%, 50%, 53%, 55%, 57% et 59% de satu-
ration en sulfate d'ammonium. Le sulfate 4'ammonium sa-
turé doit &tre & la température ambiante. L'addition doit

étre rapide 5 gouttes /seconde) et sous agitation continue.

- A chacune des étapes du fractionnement au sulfate d'ammo-
nium, la pféparation doit &tre incubée 1 heure dans des
tubes de polycarbonate avant d'étre centrifugée 30 minutes
3 15 000 tours fminute. Ce fractionnement vise & é&liminer
des imburetég lipidiques et protéiques tout en favorisant

la précipitation de la rhodopsine.
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- En spectroscopie uv-visible, évaluer le contenu en rho-
dopsine de chaque surnageant et de chaque précipité. Les
précipités sont dissouts dans un volume minimal de tampon

tris-Cl 25mM, pH 8.5 ajusté a 0.5% d'acide cholique.

- Regrouper les précipités solubilisés selon la quantité

et la pureté spectrale de la rhodopsine présente.

- Dialyser contre 4 litres de tampon tris-Cl 25mM , pH 8.5
pendant 48 heures. Eviter que le contenu du sac & dialyse
se dilue pendant 1l'€limination du sulfate d'ammonium et

d'une partie de l'acide cholique.

Chromatographie d'affinité

TUne chromatographie d'affinité sur gél dé concanava-
line-A sépharose 4B parachéve la purification dé la rho-
dopsine, en permettant de remplacer 1l'acide cholique par
un éutre détergent. La rhodopsine renferme dés hydrates
de carbone, le N—acétylglucosamine et surtout le mannose,
qui lui permettent de se lier spécifiquement a des sites
récepteurs de la concanavaline (Steinemann et Stryer,

1973, TFikuda et al., 1979).

- Dans une colonne & chromatographie (Pharmacia Fine Che-
micals K 16 /40), compacter uniformément le gel sur une hau-
teur d'environ 15 cm. Conditionner avec 250 ml de tampon

tris-Cl 100mM, pH 7.3 ajusté & 1mM CaCl_., 1mM MnCle,

23
1mv MgClé'et 1M NaCl. L'éluat doit &tre & un pH de T.3.
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La suite de la chromatographie est entiérement réalisée

au réfrigérateur.

- Charger la rhodopsine dialysée sur la colonne aprés
lui avoir ajouté du détergent (0.2% p/v) ce qui minimise
les chances de blocage de la colonne. Ne pas introduire

plus de 50 mg de rhodopsine sur le gel.

- Laver la colonne avec plusieurs volumes de Tris-Cl
50mM, pH 7.3 ajusté & 0.2% de détergent. La rhodopsine
est purifiée, soit dans le L-1690, soit dans 1'Ammonyx-
LO. Le lavage de la colonne est complété gquand le s?ec—
tre des fractions est & son plus bas niveau d'absorbance
entre 250 nm et 700 nm. Les protéines non fixées a la
concanavaline, l'opsine dénaturée et le reste des lipides
sont élués & cette €tape. The infime fraction de conca-

navaline désorbe du gel de sépharcse lors du lavage.

- Eluer la rhodopsine purifiée et délipidée avec du Tris-
€l 50mM, pH 7.3, ajusté & 0.45M en a-méthyl-D-mannopyra-
noside. La rhodopsine est décrochée de la concanavaline
car le sucre &luant a une plus grande affinité pour le
gel. Les fractions d'élution ont un volume moyen de 2 ml
et sont recueillies par un collecteur Gilson. Chacune

est soumise & un examen spectrophotométrique.

- Regrouper les fractions d'élution selon la quantité et

la pureté spectrale de la rhodopsine présente. Les frac-
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tions trop diluées ou contaminées sont rejetées. Les

fractions les plus concentrées sont aussi les plus pures.

- Dialyser contre 2 litres de tampon Tris-Cl 25 mM,
pH 8.0, pendant 24 heures afin d'éliminer le sucre &luant.

Eviter que la rhodopsine se dilue.

- 81 la rhodopsine n'est pas utilisée immédiatement, stoc-
ker au congélateur sous atmosphére d'azote ou d'argon. Evi-
ter les périodes d'entreposage prolongées car la protéine

tend a précipiter et la pureté spectrale & se détériorer.

- Le spectrophotométre utilisé pour 1l'entiére démarche
de purification de la rhodopsine bovine est un Pye Unicam

modéle SP-8-100.

Afin d'optimiser la démarche expérimentale, les pré-
parations de rhodopsine sont soumises & des contrdles spé-

cifiques dans le but de bien caractériser chacun des échan-

tillons.
B. Contrdle de la purification de la rhodopsine
a. Evaluation gquantitative

La bande o du spectre d'absorption de la rhodopsine
est attribufe au ll-cis rétinal 1ié & 1l'opsine. Le coef-
ficient d'extinction molaire (e) de la rhodopsine bovine
& 498 nm est de L0 000 £ mole_l cm_l, soit exactement la

méme valeur que son poids moléculaire 40O 000 daltons
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(Wald et Brown, 1953, Shichi, 1970). Cette similitude for-
tuite permet d'évaluer rapidement et précisément la quan-
tité de rhodopsine présente dans un échantillon donné.
L'opération‘consiste 4 multiplier 1'absorbance sur 1 cm

a 498 nm par le volume de 1'échantillon pour obtenir la

quantité de rhodopsine:

lcm

408 nm X volume (ml) = Quantité de rhodopsine (mg)

A

Evaluation qualitative

L'absorbance de la rhodopsine & 278 nm est principa-
lement due & son contenu en tryptbphane et en tyrosine.
A cause de la contribution de ces acides aminés aromati-
ques, l'absorbance de la rhodopsine § 278 nm est approxi-
mativement 1.6 fois supérieure a l'absorbance a 498 nm

(Hargrave, 1982).

Selon le détergent utilisé pour solubiliser la rhodop-
sine, le rapbdrt A278/Ah98 est variable. Les travaux de
Mc Connell et al., (1981) démontrent bien 1'effet du dé-
tergent sur le rapport des absorbances. La méthode de
purification utilisée pour obtenir le pigment visuel
influence aussi ls bureté spectrale, comme démontré dans

le tableau II-L,



en fonction de la méthode de purification utilisée

Tableau II-k

Variation du rapport A

278 nn1/ Ah98 nm
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Détergent Type de chromatographie A278/ Ah98 Référence

Ammonyx-L0 Gel d'hydroxylapatite 1.8 Applebury et al.,
1974

Ammonyx~L 0 Gel d'agarose 1.6 Hargrave, 1976

CTAB Gel de séphadex G-200 1.6-1.7 Heller, 1968

Digitonine Gel d'hydroxylapatite 1.86 Bowness, 1959

DTAB Gel d'hydroxylapatite 1.70 Hong et al., 1982

Emulphogéne Gel de phosphate de 1.75 Shichi et al.,

BC-720 calcium 1969

Emulphogéne Gel d'agarose 1.70 O'Brien, 1982

BC-T720

Emulphogene Gel d'agarose 1.6-2.1 Plantner et Kean,

BC-720 1983

Octyl glucoside Gel de concanavaline-A 1.75 Litman, 1982

Sépharose-LB
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La mesure du rapport d ; -
u rapp es absorbances A278/Ah98 de

meure trés indicative de la présence de contaminants

protéiques. Des valeurs inférieures a 2.0 sont asso-

ciées & des préparations de rhodopsine trés pure.

Le calcul du rapport AhOO/Ah98 est aussli un bon 1n-
dice de pureté spectrale. The plus petite valeur signi-
fie une meilleure définition de la bande spécifique & la
rhodopsine; bien que le détergent choisi puisse influencer
le rapport des absorbances. lhe valeur de AhOO/Ah98 située
entre 0.21 et 0.24 est indicative d'une bonne pureté
spectrale; la présence de contaminants comme 1'hémoglo-
bine ou les cytochromes peut augménter le rapport a 1.0

(Nashima et al., 1978).

Nature des &chantillons de rhodopsine

Les échantillons utilisés lors des expériences qui sui-
vront sont prélevés & différentes &tapes de la procédure de

purification décrite précédemment.

La rhodopsine dans les membranes discales est obtenue
aprés 1'éclatement de la.membrane plasmique du segment externe
lors des lavages & l'eau distillée. Pour certaines &tudes,
notamment en photolyse éclair, les membranes discales seront

solubilisées dans le L-1690 ou 1'Ammonyx-LO.

La rhodopsine purifiée est solubilisée dans un détergent.

Sa purification a &té complétée par la chromatographie d'affi-
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nité avant la dialyse finale.

Caractérisation des &chantillons de rhodopsine

En plus d'étre contrdlés lors du processus de purification,
les échantillons de rhodopsine sont soumis & des évaluations

complémentaires & leur degré de pureté spectrale.

Les analyses présentées dans cette section visent & con-
tr8ler des facteurs déterminants dans 1'étude de la séquence

photolytique de la rhodopsine bovine.

Le nombre de phospholipides associés a la protéine ou son
état d'agrégation sont susceptibles de modifier significati-

vement le comportement de la protéine lors de son blanchiment.

a. Dosage du nombre de phospholipides par rhodopsine

Le dosage du phosphore inorganique est fait suivant
la méthode de 1' "American Society for Testing and Mate-
rials",(1977). La concentration en Pi des phospholipides

est déterminée par 1'emploi d'une courbe d'étalonnage.

i.  Préparation de la solution colorante

- Peser 0.13 g de tartrate de potassium et d'anti-
moine et 5.6 g de molybdate d'ammonium. Dissoudre

dans 700 ml d'eau distillée.

- En brassant, ajouter 70 ml de HESOLl concentré.

Refroidir et diluer a 1 litre.
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- Dissoudre 0.5 g d'acide ascorbique dans 100 ml de

la solution pour obtenir la solution réductrice.

ii. Minéralisation des phospholipides

- Dans des ballons Kjelhdal, préparer les standards,

les échantillons et la référence en pipettant:

1) U4 ml d'une solution standard contenant 10 mg de

phosphore / 100 ml.

2) environ 250 mg (déterminé précisément) de rhodop-
sine dans les membranes discales en suspension aqueu-
se, ou environ 500 mg (déterminé précisément) de
rhodopsine purifiée et solubilisée dans le L-1690

ou dans 1'Ammonyx-LO ,

3) Ne rien pipetter dans le ballon de référence

(vlanc).

- Ajouter 8 gouttes d'acide perchlorique concentré
dans chaque tube Kjelhdal pour 1l'hydrolyse acide des

phospholipides.

- Chauffer pendant 5 heures sur 1'appareil & micro-
digestion Kjelhdal. Les phospholipides noircissent
pendant que la solution étalon et la référence demeu-

rent incolores.

- Ajouter 3 gouttes de peroxyde d'hydrogéne 30% v /v

pour que les solutions redeviennent claires.
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- Transférer les préparations hydrolysées dans des
ballons volumétriques. Rincer 5 fois tous les bal-
lons avec de i'eau distillée. Tkiliser un ballon
volumétrique de 100 ml pour la solution étalon et des

ballons jaugés de 50 ml pour les autres solutions.

- Ajouter 10 ml de solution colorante & chaque ballon,
ensuite remplir au trait de Jjauge avec de l'eau dis-

tillée.

iii. Dosage du phosphore inorganique

~ Laisser développer 1l'intensité de la coloration 10
minutes et doser & l'aide d'un spectrophotométre

Cary 17-D a 880 nm en moins de 30 minutes.

- Le témoin permet d'ajuster le zéro d'absorbance
tandis que la solution étalon et des dilutions appro-

priées permettent d'établir la courbe d'étalonnage.

- La concentration des échantillons de rhodopsine en
phosphore inorganique est interpolée sur la courbe

d'étalonnage.

Le nombre de phospholipides associés & la protéine pho-
tosensible est déterminant en ce qui a trait & sa cinétique
de blanchiment (0'Brien, 1982). Dans le méme ordre d'idée,
1'évaluation dé 1'état d'agrégation est trés importante.
Nous savons que la rhodopsine non illuminée n'est pas agré-

gée dans les membranes discales intactes ou dans les solu-
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tions micellaires de détergents tels l'octylglucoside
(Borochov-Neori et al., 1983)'oﬁ 1'Ammonyx-LO (Abplebury
et al., 1974). Le pigment visuel n'existe bas sous forme
d'oligoméres en raison de sa mobilité ﬁar rotation et par
translation. Les mesures én diffraction des rayons X sont
aussi en faveur d'ﬁne rhodopsine non agrégée. Borochov-
Neori et al. (1983)'suggérent un changement d'état d'agré-
gation de la rhodopsine éxcitéé dans 1és solutions micel-
lairés ou dans les vésiculés dé phospholipides. Chez la
grénouille, dans la membrane discale, la rhodopsine pour-
rait avoir la taille d'un dodécamére (Fatt, 1981). La
chromatograbhie de rhodobsiné micellairé sur tamis molé-
culaire nous permettra dé comﬁarér 1'état d'agrégation de
la protéine dans les détergents utilisés. Nous savons que
la rhodoﬁsine est presque exclusivement sous forme mono-
mére dans 1'Ammonyx-LO (Apﬁlebury et al., 197L4). A titre
purement qualitétif, nous avons aussi vérifié la présence
de grande quantité de contaminants dans nos prébarations
de rhodopsine & 1'aide de la méthode d'électrophorése SDS

Page (Weber et Osborn, 1969).

Electrophorése de rhodopsine sur gel de polyacrylamide

i. Préparation des gels de polyacrylamide

- Pipetter 3.4 ml d'une solution aqueuse & 22.2% en
acrylamide et 0.6% en bis-acrylamide. L'acrylamide

doit avoir été préalablement recristallisé dans du
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chloroforme. Si la solution a &té préparée & 1l'a-
vance, elle doit avoir &té conservée & l'abri de

la lumiére.

- Ajouter successivement 10 ml de tampon phosphate
50mM., pH 7.0, ajusté & 0.05% en SDS, 2 pl de 2-

mercaptoéthanol et 45 pl:de TEMED.

- Mettre les tubes a électrophorése dans une solu-
tion de silicone 2% pendant 30 minutes. Sécher les
tubes a 1'étuve. Obturer la base des tubes & l'aide

de para-films.

- Avant de préparer les gels, ajouter 1.5 ml de per-
sulfate d'ammonium 1.5% p/v. Le persulfate d'ammo-
nium est essentiel & la polymérisation des gels et

doit étre préparé juste avant usage.

- Avec une pipette Pasteur, remplir les tubes au
meéme niveau avec la solution de bolyacrylamide. Il
doit rester 1.5 cm de libre au-dessus du gel. Eviter
les bulles d'air. La polymérisation nécessite envi-

ron.30 minutes & la température ambiante.

‘Préparation des échantillons de rhodopsine

- Dans des tubes & essal de 5 ml, ajouter successi-
vement 20 a4 40 pl. de solution de rhodopsine concen-

trée 4 2 mg/ml. 20 ul d'urée 10 M , 10 ul de bleu de
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bromophénol'o,os% A, 2 ul de 2-mercaptoéthanol et

10 ul:de SDS 5% p/v.

- Incuber les échantillons dans 1'eau boﬁillante

pendant 1 minute.

- Ajouter quelques grains de sucrose pour augmenter
la densité des &chantillons et éviter une remontée

a4 la déposition sur le gel de polyacrylamide.

Electrophorése

- Insérer les gels dans la cellule & électrophorése
(Bio-Rad mod&le 150 A). Plonger les gels dans la

cuve inférieuré'du montage contenant le taméon ?hos—
phate 50mM , 0.05% p/v en SDS. Eviter les bulles d'air
sous les tubes dont le para-film a été préalablement

enlevé,

- Remplir le dessus des tubes de tampon de méme que

la cuve supérieure.

-Déposer L0 pl.d'échantillon de rhodopsine a 1l'aide
d'une seringue entre la surface du gel et le tampon.

Fermer 1'appareil & électrophorese.

- Faire passer un courant de 8 mA par gel en migra-
tion. Laisser migrer environ L4 heures. Eviter que les
cuves inférieure et supérieure viennent en contact di-

rect dans le cas ou des gels glisseraient hors des
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tubes. La source de tension est le modéle 500/200

de Bio-Rad.

- En évitant de les briser, récupérer les gels en ap-
pliquant une faible pression a une extrémité des tubes.
Indiquer la position du marqueur colorant en insérant

une fine aiguille d'acier dans le gel.

Coloration des gels

- Pendant 3 heures, incuber les gels dans des tubes
remplis de solution colorante composée de L5% métha-
nol, 9.2% acide acétique et 0.12% bleu de Coomassie

brillant.

- Toujours dans les mémes tubes, remplacer la solution
colorante par une solution décolorante de méthanol

(L5%) et d'acide acétique (9.2%). Incuber 15 heures.

- Remplacer la solution décolorante par une solution
de méthanol (5%) et d'acide acdtique (T7.5%). Laisser

tremper 6 - 8 heures.

- Mesurer le chemin parcouru par la marqueur colorant
et par la protéine. Calculer les mobilités relatives

de chaque protéine.

- Les gels peuvent &tre conservés dans l'acide acé-

tique 7% v/v.
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Evaluation de 1'état d'agrégation de la rhodopsine &

1'aide d'un tamis moléculaire

- Dans une colonne & chromatographie ILKB 2137 (650 mm

X 16 mm), comﬁacter uniformément du Bio-Gel A5 en solution
tamponnée (Tris-Cl 50m¥, pH 7.3) sur une hauteur de 50 cm
bour un volume égal & 400 ml. La colonne est maintenue a

15°%¢ par un bain thermostaté Brinkmann Lauda RC3 modéle T2.

Le tamis moléculaire permet de discriminer les sub-
stances de poids moléculaire se situant entre 10 000 et

5 000 000 de Daltons.

i. Etalonnage de la colonne

Deux standards sont utilisés pour étalonner la colonne.

1) La riboflavine est une petite molécule (P.M. 376.L
g) qui pénétre les billes de gel et nous indique le
volume total de la colonne. Elle présente trois maxi-

ma d'absorption, soit a LLk nm, 372 nm et 268 nm.

-~ Injecter sur la colonne 1 ml de riboflavine

tamponnée et concentrée i 0.5 mg /ml.

-~ Recueillir les fractions d'élution en employant
un collecteur Gilson & raison de 100 gouttes d la

fois.

~ Lire les absorbances de chacune des fractions

a Ll nm.
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2) Le Dextran bleu est une macromolécule (P.M.
2 000 000 g) qui passe entre les billes de gel et
nous donne le volume mort de la colonne. Ses maxima

d'absorption sont situés & 616, 381 et 259 nm.

- Injecter sur la coleonne conditionnée avec
le tampon 1 ml de Dextran bleu concentré a

1 mg/ml.

~ Doser les fractions de 50 gouttes & 616 nm.

Chromatographie des échantillons de rhodopsine

Deux types d'échantillons sont déposés sur la
colonne, soit la rhodopsine purifiée dans le I1-1690

ou dans 1'Ammonyx-LO.

- Avant d'introduire la rhodopsine, conditionner la
colonne 15 heures avec du Tris-Cl 50 mM , pH 7.3, ajus-

té 4 0.2% du détergent solubilisant la protéine.
- Injecter 1 ml de rhodopsine concentrée & 1 mg/ml.

- Recueillir des fractions de TO gouttes et lire 1l'ab-
sorbance de chaque fraction &4 498 nm. Wrifier si le

recouvrement de la protéine déposée est quantitatif.

— Dresser le profil d'élution des marqueurs et de la

protéine solubilisée dans chacun des détergents. La
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rhodopsine doit se retrouver entre la riboflavine et

le Dextran bleu.

Nous avons maintenant caractérisé nos prépara-
tions de rhodopsine relativement a des paramétres
susceptibles d'affecter la séquence photolytique.
I1 nous reste & caractériser les détergents servant

d'environnement moléculaire & la rhodopsine purifiée.

Caractérisation des détergents

Les détergents

Les lipides forment un groupe hétérogéne de molécules in-
cluant, entre autres, les phospholipides
Ils contiennent tous des groupes non polaires de nature alipha-
tique ou aromatique et ont aussi des groupes polaires. Les
portions aliphatiques et ardmatiques sont hydrophobes tandis
que les portions polaires sont hydrophiles. En conséquence,

les lipides sont des amphiphiles.

Les phospholipides forment spontanément une bicouche ther—
modynamiquement stable. Le phénoméne d'auto-association des
chalnes hydrocarbonées hydrophobes au centre de la bicouche
permet aux groupements hydrophiles d'interagir avec les molé-

cules d'eau.

La matrice phospholipidique de la membrane discale est

particuliérement fluide & cause du fort taux d'insaturation
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des chalnes d'acides gras (Anderson et al., 1975). Ceci per-
met & la rhodopsine de se déplacer dans la membrane, mais sur-
tout de subir tous les changements conformationnels nécessaires
8 l'accomplissement de sa fonction biologique. Dans les déter-
gents, la séquence photolytique du pigment visuel est généra-
lement accélérée, mais plus facilement observable en raison de

la transparence des solutions.

Lors du processus de purification de la rhodopsine, les
phospholipides d'origine éont €liminés. La protéine, non hydro-
soluble, est alors solubilisée dans un détergent. Les déter-
gents doivent satisfaire a plusieurs exigences: 1) le déter-
gent doit avoir une structure chimique définie et la meilleure
pureté possible, 2) le défergent doit €tre soluble et solubi-
liser quantitativement la rhodobsine, 3) le détergent ne doit
pas absorber dans 1l'ultraviolet, Uu) le détergent dcit pouvoir
8tre €liminé facilement et 5) la.rhodopsine doit &tre stable
dans le détergent qui, en plus, ne doit pas perturber la con-
formation de la protéine (Fong et al., 1982). Peu de déter-
gents satisfont & tous ces critéres. Par exemple, il est fré-
quent de.rencontrer des détergents dont la composition en chal-

nes hydrocarbonées est hétérogene.

Les détergents que nous employons sont le L-1690 et 1'Am-
monyx-L0O; la structure chimique du composant majoritaire des

deux surfactants est illustrée a la figure II-1.



=
[=]
(2]
=
d
x

H HO
0

1
CH=— 0C —CH

R
H

~CH—CH—CH—(CH ) —cH—cCH
2 2 2 2 2 5 2 3

B.
CH
| 3 i
0 — N ——ewsmermemsucssssone— € — CH == CH_ — CH —CH— ( CH_ ) — CH —CH
. | I!i 2 2 2 2 2 5 2 3
CH

Figure II-1: Structure chimique des dé&tergents.

A. Le L-1690 (monoester de lauryl sucrose)

B. Le LDAO ou Ammonyx-LO (N-oxyde de
dodécyldiméthylamine)
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La séquence photolytique de la rhodopsine bovine purifiée
dans l'Ammonyx-LO a été étudiée, notamment par Applebury et ses
collaborateurs en 19Th. Ce détergent est disponible commercia-
lement en solution 30% p/p, cette solution est éompésée de 65%
en oxyde de dodécyldiméthylamine et de 35% en oxyde de tétradé-
cyldiméthylamine. Le poids moléculaire de 1'Ammonyx~LO est
estimé & environ 240 grammes, entre les valeurs limites de 229
8 257 grammes (Mc Connell et al., 1981). “Une micelle d'Ammonyx-
LO peut compter jusqu'd 3 500 molécules de détergent pour une
molécule de rhodopsine (Mc Connell et al., 1961). A un pH supé-
rieur a 7.0, l'Ammonyx—LO est neutre. En solution, il est opti-

guement transparent dans le visible et une partie de 1l'ultravio-

let, soit jusqu'a 220 nm (Fong et al., 1982).

Peu d'études de blanchiment du pigment visuel des vertébrés
ont &té effectuées en utilisant le L-1690. A l'origine, l'ester
de sucrose est un additif alimentaire solide qui consiste en 80%
de monolaurate de sucrose et en 20% de di-et trilaurates de su-
crose. Son poids moldculaire est d'environ 525 grammes (Fong et
al., 1982). La structure émphipathique de base de la rhodopsine
semble &tre préservée dans les micelles de I-1690 ol elle demeure
stable et photosensible (Kusumi et al., 1983). Le groupe hydro-
phile du L-1690, comme celui de la digitonine, est composé de
sucres, ce qui pourrait contribuer & stabiliser la rhodopsine
(Nashima et al., 1978). De plus, le L-1690 est non ionique et

son absorbance dans l'ultraviolet est négligeable pour les con-
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centrations nécessaires & la solubilisation du pigment visuel

(De<}ri§, 1982)

Nos deux détergents doux ont une efficacité d'extraction
similaire pour la rhodopsine bien que celle-ci soit 1égérement
plus stable dans le L-1690. La conformation de la rhodopsine
est conservée dans ces détergents non ioniques (Pober et Stryer,
1975, Pontus et Delmelle, 1975, Osborne, 1976). L'Ammonyx-LO
est un détergent qui dialyse bien tandis que le L-1690 ne s;é—
limine pas ou trés peu par dialyse. The similitude intéressan-
te entre les deux détergents est la brésenée d'une chalne ali-

phatique & douze carbones.

Expérimentalement, la détermination de la concentration
micellaire critique nous permettra, dans un premier tembs, de
connaitre approximativement lg taille des micelles de déter-
gents. A la température ambiante, lé CMC de 1'Ammonyx-LO de-
vrait se retrouver entre 0.27 et 2.1mM (Mukerjee et Mysels,
1971), tandis que celle du L-1690 serait de 0.20mM (Nashima

et al., 1978)."

Détermination de la concentration micellaire critigue

a. Approche théorigue

Quand de petites quantités d'un amphiphile sont ajoutées &
l'ean (figure II-2), une partie est dissoute sous forme de mono-
méres et une autre bartie forme une monocouche a l'interface air-
eau. Les molécules dans la monocouche sont en équilibfe avec

. . -
les monoméres dans la solution. La concentration de monomeres



Figure II-2:

MONOCOUCHE
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MONOMERE

=N

MICELLE

Comportement des détergents en solution aqueuse
(Helenius et Simons, 1975). A faible concentration
les détergents (surfactants) forment une monocouche
d la surface de la solution. Au fur et a mesure que
la concentration de détergent augmente, on retrouve
de plus en plus de monomeéres en solution. A concen-
tration suffisamment €levée, les molécules de déter-
gent forment des micelles.
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correspond & une tension de surface caractéristique.

Quand la concentration de monoméres atteint une valeur cri-
tique, les amphiphiles s'associent pour former des micelles. Les
micelles sont définies comme des agrégats colloldaux thermodyna-
miquement stables fOormés par des amphiphiles au-dessus d'un cer-
tain niveau de concentration. On appelle concentration micellaire
critique la gamme &troite de concentrations de surfactant ol les

micelles apparaissent dans la solution.

La force motrice pour 1'agrégation spontanée des molécules
formant des micelles est hydrophobe. L'intérieur de la micelle
consiste en groupes hydrophobes séquestrés par les groupes polai-
res formant la surface de la micelle. Les forces restrictrices
lors de la formation des micelles sont les répulsions électrosta-
tiques entre les tétes polaires, l'hydratation, la configuration
des tétes polaires et la concentration d'amphiphile (Helenius et

Simons, 1975).

b. Préparation des échantillons

Préparer des solutions de détergent dont les concentrations
varient entre 0.005% et 0.5% p/v. Pour chacun des échantillons,
le détergent est préparé dans l'eau distillée déminéralisée et
dans l'eau distillée déminéralisée tamponnée avec du Tris-Cl
50 mM & pH 8.0. Les détergents employés sont le L-1690 et 1'Am-

monyx-LO.
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c. Mesure des tensions superficielles

- Calibrer le tensiométre Fisher (modéle 20) avec une masse

standard
- Nettoyer 1l'anneau de Du Nouy dans de 1'alcool absolu.

- Tamber 1'anneau au-dessus d'un briileur i gaz. Laisser

refroidir.

- Mesurer les tensions superficielles pour les différentes
concentrations de chacun des détergents, en prenant soin de

bien nettoyer 1'anneau de Du Nouy aprés chaque détermination.

- Sur un graphique, porter les mesures de la tension de sur-

face en fonction de la concentration du détergent.

I1 est aussi intéressant d'avoir un apergu de la fluidité
relative des micelles des deux  détergents. Les techniques de
polarisation de fluorescence et de spectroscopie RPE nous per-
mettent d'évaluer la rigidité micellaire en marguant les déter-

gents au niveau des queues hydrophobes.

Evaluation de la rigidité micellaire

a. Polarisation de fluorescence

i.  Approche théorique

Certaines molécules ont la capacité d'absorber des photons
et de se désactiver en &mettant une radiation de longueur d'onde
plus grande. TUn de ces modes de transition radiative est la

fluorescence.
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Lors@u'une moiécule fluorescente est insérée dans une menm-
brane ou dans une micelle, ses axes moléculaires reflétent 1'o-
rientation des composantes membranaires ou micellaires. L'in-
tensité avec laquelle les photons d'un faisceau de lumiere po-
larisée sont absorbés par une molécule fluorescente dépend de
1'orientation de la molécule par rapport a la direction de po-

larisation du faisceau.

Lorsque le faisceau d'excitation est polarisé dans un plan,

1'émission de fluorescence est polarisée dans le méme plan si

- la méme molécule est responsable de 1l'absorption de photons et
de 1'émission de fluorescence,
- les oscillateurs d'absorption et d'émission sont paralléles,

- la molécule ne bouge pas entre 1l'absorption et 1'émission.

Dans les systémes membrgnaires et micellaires, la molécule
fluorescente n'est pas immobile entre l'acte d'absorption et ce-
lui de fluorescence. Ia fluidité de 1l'environnement moléculaire
conditionne le mouvement de la molécule fluorescente. La visco-
sité et la température du milieu ont aussi un effet direct sur
la lumiére polariséde émise par la molécule fluorescente. A vis-
cosité tres grande ou a tres basse température, le mouvement de
la sonde est restreint et la fluorescence est plus intense dans
des directions spécifiques déterminées par 1l'arrangement molécu-
laire de la membrane ou de la micelle. L'ensemble de ces pro-

priétés permet d'étudier 1l'orientation et la mobilité des compo-

santes membranaires ou micellaires par émission de fluorescence
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polarisée (Yguerabide et Foster, 1981).

En polarisation de fluorescence la mesure est indirecte puis-
que c'est le mouvement de la molécule fluorescente qui est évalué.
Ce mouvement est directement relié & la fluidité de 1'environne-

ment moléculaire du fluorophore (Shinitzky et Yuli, 1982).

ii. Sonde fluorescente utilisée

La sonde est 1l'acide 8 - anilino - 1 - naphtaléne sulfonique
sous sa forme de sel de magnésium, communément appelé ANS. Sa
structure chimique est représentée a la figure II-3 et son poids

moléculaire est de 621 grammes.

L'ANS s'incorpore spontanément dans les micelles de détergent au-
quel il s'associe de fagon non covalente. C'est un marqueur li-
pophile a toutes fins pratiques insoluble dans l'eau. Il ne fluo-
resce qu'en milieu lipidique et son temps de vie radiatif est de

1.2 x 10—8 seconde.

L'ANS marque les chaines hydrocarbonées des lipides. La dépolari-
sation de fluorescence du marqueur est due au mouvement des lipi-
des et non i la rotation de la molécule d'ANS car c'est la visco-
sité du milieu baignant les micelles de détergent qui est modi-
fide. Une modification de la température aurait entrainé un chan-
gement de la fluidité des chalnes hydrophobes des détergents et

modifié la vitesse de rotation de la molécule d4'ANS.

iii. Préparation des échantillons
Les détergents sont marqués avec 1'ANS et étudiés en polari-

sation de fluorescence.
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Figure II-3: Structure chimique de 1'ANS et du marqueur de spin. Les deux

sondes marquent les chalnes hydrocarbonées.
A: ANS (acide 8 - anilino - 1 - naphthaléne sulfonique)

B: Marqueur de spin (acide 12 (4,4 - diméthyloxazolidine -
N - oxyl) stéarique)
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- Préparer 5 solutions de 10 ml pour chacun des détergents.
La concentration de détergent est de 0.2% et les solutions
sont tamponnées avec du Tris-Cl 50 mM pH 8.0. Elles con-
tiennent respectivement 0%, 9.1%, 18.2%, 27.3% et 36.4% p/v

de sucrose.

~ Chauffer doucement et ajouter la sonde fluorescente Jjus-
qu'é saturation des échantillons. Centrifuger pour clari-

fier les solutions.

iv. Mesure de polarisation de fluorescence

La polarisation de la fluorescence émise par une molécule
.S - . PR .
se mesure au spectrofluorimetre et nécessite l'utilisation de

deux polariseurs. La polarisation, p, se définit par

I =TI (I /I )
p = H HB BE EE (Albrecht, 1961)

Tgg + Tgp ( Ipg / Tpg )

N ’ . " ’ ’ ’ - s
ou I représente 1l'intensité de fluorescence déterminée par deux

indices. Ie premier réfere au polariseur d'excitation qui peut
transmettre une lumiére polarisée paralléiement 3 la verticale
(E) ou & l'horizontale (B). Le deuxieme indice référe au polari-
seur d'analyse ne transmettant que la lumiére polarisée vertica-

lement ou horizontalement.

Perrin a fait un développement mathématique de la théorie
sur la polarisation et a proposé la relation suivante
(1/p-1/3) = (1/po - 1/3 ) (1+30)
o

h - . . -
ou p, est la polarisation en absence de mouvement moleculaire, T,



83

le temps de vie radiatif de la molécule fluorescente et p le temps
de relaxation rotationnel. BEn tenant compte du fait que ¢ = 3nV/RT,

il est possible de ré-écrire 1'équation de Perrin sous la forme

(1/p-1/3) = (1/p,-1/3) (H%Tro)

ou n est la viscosité (poises), R la constante des gaz (8.32 x 107

ergs g1 mole_l), T la température (K) et V le volume molaire.

Un graphique de 1/p en fonction de T/n, extrapolé a viscosi-
té infinie, donne la valéur de 1'/po qui est indicative du mouve-
ment moléculaire de la sonde fluorescente. La pente de ce graphi-
que est égale 3 ( 1/po - 1/3 ) Rty/V et permet d;avoir une appré-

ciation du volume des micelles de détergent.

Expérimentalement la procédure est la suivante:.
- Mesurer le spectre d'excitation et le spectre d'émission

des détergents marqués. le fluorimétre est un Varian MPF 2A.

- Pour chacun des échantillons, mesurer I (0°, 0°), Iop

(o)

(0°, 90°), Tpg (90°, 90°), Tpp (90°, 0°) au maximum des

spectres d'excitation et d'émission.

- Mesurer le temps d'écoulement de l'eau distillée et des so-
lutions tamponnées de sucrose dans le viscosimetre. Noter la

température des solutions. Calculer la viscosité des solutions.

b. Résonnance paramagnétique électronique (RPE

i Approche théorique

Nos molécules de détergents ne possedent pas de signal
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RPE intrinséque. Elles ne peuvent étre étudides & 1'aide
de cette technique que si on leur ajoute une sonde parteuse

d'électrons non pairés.

Les marqueurs de spin sous forme de radicaux sont par-
ticuliérement indicatifs des mouvements moléculaires dans la
région des chalnes hydrocarbonées de lipides marqués. Les
molécules marquées sont excitées par un champ magnétique
d'intensité moyenne (3000 Gauss) qui leve la dégénérescence
du spin. L'augmentation d'intensité du champ magnétique aug-
mente 1l'énergie et induit la transition entre les deux états
de spin. L'interaction entre le spin du noyau et celui de

1'électron excité détermine les bandes sur les spectres RPE.

Invariablement le marqueur utilisé est un radical ni-
troxyl. Le spectre de dérivée premiére de ce radical montre
une structure hyperfine en trois bandes moyennée par le mou-

vement anisotropique de la sonde (Atherton, 1973).

Divers faéteurs influencent 1l'interprétation des spec-
tres RPE. Ces facteurs sont dus au phénoméne de relaxation
des transitions de spin. Ainsi la hauteur des bandes est
indicative de 1'amplitude du mouvement moléculaire. Ila lar-
geur des bandes est assujettie a la vitesse du mouvement et
la distance entre les bandes renseigne sur la fluidité de
1l'environnement moléculaire de la sonde. Plus le mouvement
du marqueur de spin est prononcé, meilleure est la définition
de la structure hyperfine. Dans un environnement rigide, les

bandes seront floues et aplaties (Hubbell et Mc Connell, 1971).
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Tout comme en polarisation de fluorescence, la mesure
de rigidité micellaire est indirecte. C'est la sonde qui nous
informe sur la dynamique de mouvement permis dans un environ-
nement moléculaire donné alors que son mouvement méme est

conditionné par cet environnement.

ii. Margueur de spin utilisé

Le marqueur est l'acide 12 (k4,4 - diméthyloxazolidine -
N - oxyl) stéarique. Sa structure chimique est représentée
d la figure II-3 et son poids moléculaire est de 384 gram-

mes.

La sonde démontre une interaction hydrophobe avec la
région des chafnes hydrocarbonées des lipides en dispersion
aqueuse..- Le mouvement du marqueur de spin est d'autant plus
rapide et plus imﬁortant que les lipides présentent un ar-

rangement moléculaire plus fluide.

iii. Préparation des &chantillons

Les détergents sont marqués avec la sonde dont le

mouvement est examiné en spectroscopie RPE.

- Dans un ballon jawgé de 10 ml, ajouter avec une micro-
pipette la quantité de marqueur de sﬁin nécessaire ﬁoﬁr
marquer une solution de détergent & 1% p/v dans un raﬁport
1 mole de marqueur pour 1500 moles de détergent. Eva?orer

le solvant sous faible jet d'azote.
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- Ajuster jusqu'au trait de jauge la solution de déter-
gent 1% tamponnée avec du Tris-Cl 50 mM , pH 8.0. Bien
agiter pour dissoudre quantitativement le margueur de

spin.

Le rapport marqueur /détergent (une molécule de mar-
queur pour 1 500 molécules de détergent) vise & ne pas per-
turber les propriétés et 1l'arrangement intrinséque des mi-

celles de détergent.

. ” . Pl - Pl . .
1v. Mesure de résonnance paramagnétigue électronique

Le grand axe des marqueurs de spin est perpendiculaire
a4 la surface des micelles de détergent. Cette orientation
permet d'analyser la fluidité de la région hydrophobe des

micelles.

La structure hyperfine anisotropique des spectres RPE
permet de déterminer le paramétre d'ordre moléculaire (S)
a partir de 1'égquation suivante:

A] - A

. L
S oléculaire ~ ——— x 0.5L0T7 (Marsh, 1981)

A|| correspond & la demi-séparation entre les extrémes
hyperfins externes. Les deux extrémes hyperfins internes
sont distancés par 2Al. La composante isotropique hyper-

fine est a et sa valeur est égale &
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1/3 (A]] + 2Al) (Marsh, 1981)

Les paramétres d'ordre, variant entre 0.2 et 0.8,
sont fidélement évalués par la mesure des écarts hyper-
fins. Une augmentation du paramétre d'ordre est associée
a4 une moins grande liberté de mouvement du marqueur de

spin..

Le paramétre d'ordre (S) permet aussi de calculer
1'angle (y) de mouvement de la sonde par rapport & un axe

médian. La relation entre S et vy est la suivante

. . = (3) (COS vy + cos® v)  (Marsh, 1981)
moléculaire

La procédure expérimentale se résume ainsi;
- Pipetter 1'échantillon dans une cellule de 1 mm
d'épaisseur. Placef la cellule de quartz dans la

cavité de résonnance.

- Enregistrer les spectres sur un spectrophotometre

Varian E-231 Century Series. Le champ magnétique est
de 3358 Gauss ajusté & une fréquence de 100 kHz. La
puissance des microondes dans la cavité de résonnan-

ce est de 2 mW & une fréquence de 9.4 GHz.
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4, Etude de la séquence photolytigue de la rhodopsine bovine par

spectroscopie électronique a basse température

A.

Principe de la spectroscopie électronique & basse température
de la rhodopsine

En spectroscopie éiectronique a basse température, nous
étudions la stabilité thermique des intermédiaires de la sé-
quence photolytique de la rhodopsine bovine. La protéine pho-
tosensible est irradiée a la température de 1'azote liquide en
vue de l'amener 3 un état excité non réversible qui permettra
de suivre la présence de ses intermédiaires en fonction des

augmentations subséquentes de la température.

Chacun des intermédiaires est stabilisé sur une plage de
températures qui lui est caractéristique. Le spectre d'absorp-
tion et la position du maximum d’abéorption sont spécifiques
pour un intermédiaire donné, de sorte que le profil qualitatif
et quantitatif de chaque intermédiaire est &valué pendant 1'ex-

périence.

Notre étude porte sur la séquence photolytique entiére &
l’éxception de 1'intermédiaire hypsorhodopsine qui n'est obser-
vable qu'd la température de 1'hélium liquide. Notre approche
expérimentale repose sur la spectrophotométrie uv-visible cou-
plée & 1'utilisation d'un cryostat permettant 1'observation des

intermédiaires a basse température.

Nature et traitement des é&chantillons

Les échantillons utilisés pour les expériences permettant

1'étude de la séquence photolytique & basse température sont de
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quatre types: - rhodopsine des disques des S.E.B.,
~ rhodopsine purifiée dans 1'Ammonyx-LO,
- rhodopsine purifiée dans le L-1690,
- rhodopsine purifiée dans le 1-1690 et

dopée avec de 1'Ammonyx-LO.

La procédure de dopage des échantillons & 1'Ammonyx-LO,
consiste en 1l'ajout de 0.02 ml de détergent (concentré & 30%
p/p) & 2 ml de rhodopsine purifiée dans le L-1690.

- Ajuster les échantillons & une concentration finale de

T0% v/v en glycérol. Deux ml d'échantillon sont pré-
parés de la facon suivante.
1.4 ml de glycérol + 0.6 ml d'échantillon de rhodopsine

- Rendre le mélange homogéne par une série d'aspirations

et de reflux & 1'aide d'une pipette Pasteur. La dilu-
tion en présence de glycérol ne doit pas faire chuter
1'absorbance & une valeur inférieure & 0.25. La pré-
sence du glycérol vise § éviter la formation de fissu-
res dans les échantillons refroidis a la température de
1l'azote liquide et empéche ainsi l'opacification de la
préparation tant & la descente qu'a la remontée de la
température.

- Pipetter 1l'échantillon dans une cuvette disposable en

polystyréne. Ce type de cuvette résiste aux tres basses
températures mais absorbe dans 1l'ultraviolet.

- Laisser reposef 1'échantillon quelques. heures & 4%
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avant de l'utiliser, ceci pour permettre aux bulles
d'air de s'en échapper. Ne pas conserver la rhodop-
sine plus de quelques Jjours dans le glycérol car ses
propriétés_spectrales seront altérées.

- La cuvette de référence contient une solution tamponnée

ajustée a T0% v/v de glycérol.

Description du montage expérimental

Le montage est schématisé a la figure II-4. Le spectro-

photométre uv-visible utilisé est un Cary 17-D de Varian.

Perpendiculairement et a la hauteur du faisceau optique
du spectrophotométre, une fenétre circulaire a été percée dans
le compartiment de l'échagtillon. Un filtre de bande passante
égale 3 10 mm et centrée 3 440 nm (LL0O JPJ C3 de Ditric Optics

Inc.) est ajusté dans la fenétre d'irradiation.

La source d'excitation est un projecteur a diapositives
dont le faisceau de la lampe est concentré sur le filtre a

Lo nm.

L'organisation interne du cryostat Oxford Limited est
présentée 4 la figure II-5. Il est ajusté dans le compartiment
de 1'échantillon du spectrophotométre. Le cryostat est branché
a 1'unité du contrdle de la température et & 1'unité de pompage

de 1'azote liquide.

Les fen&tres optiques du cryostat sont alignées avec celles



CONTROLE DE
TEMPERATURE

. REGULATEUR . UNITE DE

. AZOTE
DU DEBIT POMPAGE L1QUIDE

PROJECTEUR . SOURCE DE
TENSION
SPECTROPHOTOMETRE UV-VISIBLE
CARY 17-D
Figure II-4: Montage expérimental - Spectroscopie d'absorption €lectronique 3@ basse
température.

L'échantillon de rhodopsine est a 1'intérieur du cryostat
(Oxford Limited).

I1 est irradié par un projecteur & dispositives
(Ektagraphic de Kodak) devant lequel est placé un filtre passe-bande
centré 3a 440 nm (Ditric Optics).

T6
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valve d'accés du
porte—échantillon

—valve d'évacuation
et de sécurité

alimentation N2

alimentation N2

retour N2
échangeur de chaleur et

senseur de température

fenétre interne fendtre externe

Figure II-5: Organisation interne du cryostat (Oxford Limited).
L'échantillon est représenté par des traits obli-

ques (////).
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du spectrophotométre pour permettre une transmission maximale
du falsceau @'analyse. Une absorbance d'environ 0.2 est due

aux fenétres du cryostat.

TLa cuvette disposable contenant 1'échantillon est placée
dans le porte-&chantillon, & son tour inséré dans le cryostat.
La référence est placée dans 1l'autre compartiment du spectro-

photométre.

L'échantillon est orienté de maniére & donner une absor-
bance minimale a4 650 nm. La suppression d'absorbance est idéa-

lement de 0.3 unité d'absorbance.

Procédure expérimentale

- Saturer le compartiment de 1'échantillon avec de l'azote sec
gu'on y laisse circuler sous faible débit pendant 10 minutes.
Fermer la valve d'entrée. Cette étape vise & empécher la for-

mation de buée dans le cryostat pendant la durée de 1'expérience.

- Brancher une pompe sur le cryostat afin de faire le vide

3

(107> Torr ou 0.133 Pa) entre 1'enveloppe externe et la cham-

bre de 1'échantillon.

- Enregistrer un spectre d'absorﬁtion de 1'échantillon entre

650 et 350 nm (30 nm / pé et 1 nm / sec) & la température

ambiante. Le spectre doit satisfaire aux exigences suivantes:
1) maximum d'absorbance 3 498 nm,

2) absorbance au maximum située entre 0.25 et 0.75,
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3) absence de contaminants & 410 nm,

L itué
) rapport ALoo / Ah98 situé entre 0.2 et 0.3.

- Refroidir 1'échantillon & 1la temﬁérature de 1l'azote liquide
(77 K). Le débit d'azote est alors ouvert au maximum. L'inten—
sité du poméage de 1'azote liquide est contrdlée de maniére a
diminuer la température de 2.0 a 2.5 degrés, en moyenne, a la
minute. Le spectre de 1'échantillon enregistré & 77 K est aug-
menté en am?litude et le maximum d'absorption se retrouve a

505 nm (Yoshizawa et Wald, 1963).

- A 77 K, irradier 1l'échantillon 30 minutes avant d'enregistrer
un spectre d'absorption. The seconde irradiation de 15 minutes
permet de s'assurer de la reproduction du spectre, c'est-a-dire
que la quantité de bathorhodopsine formée est alors maximale.
Xkiliser 1le projecteur a diapositives et le filtre & LLO nm
pour exciter la rhodopsine. ’La lampe, le photomultiplicateur
et les fentes du spectrophotométre doivent €tre fermés lors

des irradiations.

- Augmenter et stabiliser la température & 100 K. Irradier
1'échantillon 15 minutes. Enlever le filtre et obturer la fe-
nétre. Si le spectre d'absorption est identique au précédent,
1'étude de la séquence photolytique de la rhodopsine peut se

poursuivre.

- Enregistrer les spectres d'absorption & des intervalles de
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5 ou 10 degrés Kelvin, selon les modifications spectrales indi-
catives de la transition d'un intermédiaire & un autre intermé-
diaire. Avant d'enregistrer tout spectre d'absorption, la tem-
pérature doit avoir été stabilisée au moins vingt minutes. A

ce moment, la température de 1l'échantillon et de la chambre in-

terne du cryostat sont & 1'équilibre.

Les spectres d'absorption sont enregistrés aussi longtemps
qu'ils se modifient a une méme température. Certaines transi-
tions nécessitent plus de deux heures et 1l'enregistrement de

plusieurs spectres a intervalle de 15 minutes.

-~ Poursuivre 1l'expérience jusqu'a ce que la température soit
a4 300 K. Pendant 1'entidre expérience, le débit d'azote est
ouvert au maximum. Le pompage de 1l'azote liquide est diminué

graduellement avec 1'augmentation de la température.

Etude de la séquence photolytique de la rhodopsine bovine en

photolyse éclair

lhe autre fagon d'analyser la séquence photolytigue de la
rhodopsine bovine consiste a4 mesurer les vitesses d'ap?arition_ou
de disparition de certains intermédiaires. Les résultats obtenus
en photolyse éclair devraient concorder avec les informations re-
cueillies en stabilisant ces mémes intermédiaires & basse tempé-

rature.
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Principe de la photolyse éc¢lair de la rhodopsine

Pras des températurés ?hysiologiqués, nous étudions les
cinétiques de transformation d'un intermédiaire en un autre
intermédiaire. L'énvironnement molécﬁlaire de la protéine et
la température sont dés facteurs déterminants de ce tybe d'ex~
périence. ’Uné ?lus grandé fluidité du miliéu et une augmenta-

tion de la température accélérent la séquence photolytique.

Les transitions des tous ﬁrémiers intérmédiaires étant trop
raﬁides, notre recherche se limité a l'analysé de la transition
métarhodo?siné I+ 1II et dla dis?arition dé la lumirhodopsine.
Si on obsérvé la dis?arition d'un intermédiaire, la courbe du
log (A - At) én fonction dﬁ temﬁs ést linéaire pour une rééc-
tion de premier ordré. Pour la variation d'absorbance a 380
nm, la coﬁrbe du log (At - Aw) én fonction du temps est aussi
linéaire pour uné réaction de ?remier ordre. Si les processus
de formation et de dis?arition dé deux intermédiaires sont con-
comitants et tous deux de ?remier ordre, les constantes de vi-
tesse mesurées seront identiques. Notre approche expérimentale
repose sur 1'utilisation d'un systéme de photolyse éclair possé-

dant une résolution de 1l'ordre de la microseconde.

" Nature et traitement des &chantillons

Les échantillons utilisés pour les expériences de photolyse
éclair sont les suivants:

- rhodopsine des disques solubilisée dans 3% p/v de L-1690,
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nyx-L0O,
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dans 3% p/v d'Ammo-

- rhodopsine purifiée dans le L-1690 0.2% p/v,

- rhodopsine purifiée ajustée & 3% de L-1690,

- rhodopsine purifiée

-~ rhodopsine purifiée

Contrairement aux &tudes en
ture, tous les échantillons sont
et sont utilisés sans traitement

cales non solubilisées diffusent

dans 1'Ammonyx-IC 0.2% p/v,

ajustée & 3% d'Ammonyx-I10).

- - P
spectroscople a basse tempéra-
solubilisés dans un détergent
Les membranes dis-

ultérieur.

trop la lumiére pour y observer

les cinétiques de blanchiment de la rhodopsine. La préparation

d'un échantillon est la suivante:

- Pipefter 1.2 ml d'échantillon dans une cuvette en quartz
de parcours optique ]l cm. La cuvette est de type '"fluo-
rescence"” avec ses quatre faces permettant 100% de trans-—
mission du signal optique. L'excitation de 1'é&chantillon

se fait perpendiculairement et exactement au méme niveau

que le faisceau d'analyse.

C. Description du montage expérimental

Représenté & la figure II-6, le systéme de photolyse &clair
se divise en deux sections:
- un axe d'analyse permettant d'observer l'apparition ou

la disparition des intermédiaires de la séquence photo-

lytique.



e

TUNGSTENE
HALOGENE

BAIN THERMOSTATE
BRINKMANN LAUDA
RC3 MODELE T2

SPECTROPHOTOMETRE
PYE UNICAM
Sp~-8-100

TRACEUSE X~Y
HEWLETT-PACKARD
MODELE 7015-B

SYNERGETICS [
MODELE

CHROMOBEAM
1050

COULOIR
D'ELIMINATION
DE LUMIERE DIFFUSE

SPECTROFLUORIMETRE
SPEX
1870

AMPLIFICATEUR

0SCILLOSCOPE DIGITAL
NICOLET
MODELE 4094

Figure 11-6:

plein, 1'axe d'analyse.
d'excitation.

Montage expérimental - Photolyse éclair. En trait
En trait discontinu, 1'axe
Le filtre passe~bande est représenté

par \\\\, la lentille convergente par ==et 1'échan-

tillon de rhodopsine par ////.

Les composantes non

reliées au systeéme par des traits sont accessoires.
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- un axe d'excitation permettant de déclencher la séquence

photolytique.

Axe d'analyse

Le faisceau d'analyse est émis par une lampe & fila-
ment de tungsténe-halogéne développant une puissance de
100 watts sous une tension de 12 volts issue de deux pi-

les branchées en paralléle,

La lumiére blanche est filtrée a la sortie de la sour-
ce d'analyse. Les différents filtres passe-bande utilisés
sont indiqués au tableau II-5. La longueur d'onde est celle

ol la transmission de lumiére est maximale.

Une seule longueur d'ondé est sélectionnée a la fois.
Ainsi 1'apparition de la métarhodopsine II est bien visua-
.lisée a4 385 nm ol on noté'une diminution de transmittance
de 1'échantillon. La cindtique est identique a 450, 500
ou 520 nm, bien qu'ici la disparition de la métarhodopsine
I entraine une augmentation de la transmittance de 1'échan-
tillon. Selon la longueur d'onde d'analyse choisie, le
sens et l'amplitude de la variation de transmission seront

différents mais la vitesse de la réaction demeure la méme.

Entre la source et 1'échantillon, une lentille fait

converger le faisceau d'analyse vers 1'échantillon.



100

Tableau 11-5

Filtres utilisés & la sortie de la source d'analyse

Filtre - A max % T (A\max) Largeur de bande Provenance
(nm) 4 mi-hauteur (nm)
385 60 Lo Baird atomic
450 73.8 36 Baird atomic
500 50 T.k4 Ditric optics

520 52.5 88 Baird atomic
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Le porte-échantillon est percé de fendtres d'analyse
et perpendiculairement & ces derniéres, de fenétres per-
mettant d'exciter 1'échantillon. Sur le trajet du fais-
ceau d'analyse, l'ouverture optique du porte-échantillon
est de 1.1 cm, délimitée par un bloc de Teflon et un re-

vétement opaque.

A la sortie de 1'échantillon, le faisceau d'analyse
s'engage dans un couloir d'élimination de la lumiére dif-
fusée  (Xénon Corporation, modéle LB 1296) avant d'attein-
dre un spectrofluorimétre (Spex 1870) trés sensible. lLa
longueur d'onde a laquellé ést ajusté le spectrofluorimétre

doit &tre la méme que celle transmise par le filtre d'analyse.

Le signal enregistré par le spectrofluorimétre est
amplifié avant d'&tre acheminé vers un oscilloscope digi-
tal Nicolet, modeéle 4094, L'amplificateur courant/voltage
de type domestique multiplie le signal par un facteur de
lOS. L'oscilloscope.permet de visualiser ia variation
d'intensité du failsceau d'analyse en fonction du temps.

L'enregistrement des variations d'amplitude du signal

est affiché sur 1'écran cathodique de l'oscilloscope.

Les données enregistrées sur l'oscilloscope sont ache-
minées vers une traceuse X-Y de marque Hewlett-Packard,
modéle TO15B. La calibration de la traceuse est de 0.1

volt/pouce. L'expansion du signal tracé, en amplitude
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et en temps, est déterminée sur l'oscilloscope.

Axe d'exciltation

La source d'excitation est un laser & colorant de la
compagnie Synergetics, modéle Chromobeam 1050. ILa lon-
gueur d'onde du faisceau laser correspond au spectre de
fluorescence du colorant qui circule dans la lampe co-
axiale. La décharge de cette lampe excite la fluorescen-
ce du colorant pendant une période d'environ 200 nanose-
condes, ce qui n'interfére aucunement avec les vitesses
de réaction mesurées. Le laser est disposé perpendicu-
lairement a 1l'axe d'analyse. L'ouverture optique du
laser est centrée sur la fenétre latérale du porte-

échantillon.

Une pompe assure la circulation en continu du colo-
rant. La source de tension couplée au laser permet d'ap-
pliquer de forts voltages aux bornes de la lampe co-axiale.
Le pulseur branché sur la source de tension permet d'ac-
tionner le mécanisme de déclenchement du laser par une

simple pression du doigt.

Le systéme de photolyse déclenche et enregistre les
données & partir de 1'émission de 1l'&clair de lumiére.
Directement fixée sur la lampe co-axiale du laser, une
fibre optique revétue d'un enduit conducteur et d'un

matériel isolant est reliée a une photodiode dont le
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niveau d'amplification est de 102. La photodiode est
branchée a l'oscilloscope en mode de déclenchement exter-

ne.

Alignement du montage

I1 convient d'aligner et de positionner soigneusement
toutes les composantes des axes d'analyse et d'excitation
en vue d'optimiser le signal et la variation de signal
percus par le détecteur, tout en minimisant les bruits

parasites.

Les composantes de 1l'axe d'analyse sont disposées
précisément et fixées solidement sur un rail optique ri-
goureusement droit et stable. La source d'analyse est

munie d'un dispositif d'ajustement micrométrique.

Présentées dans les tableaux suivants, les coordon-
nées de chaque partie du montage sont extr@mement impor-
tantes et permettent une performance optimale lors des

expériences.

Le laser est perpendiculaire a l'axe d'analyse. Une
distance de 7.0 cm sépare l'ouverture optique du laser et
le centre du porte-&chantillon. L'optique interne du la-
ser doit &tre ajustée de maniére a avoir l'effet laser

maximum.

Lors des procédures d'alignement, il est n&cessaire



Tableau T1I1-6

Position des éléments sur le rail optique

par rapport au point O cm

correspondant a l'entrée du spectrofluorimétre
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couloir d'élimination
- limites externes

- limites externes

porte-&chantillon

- limites externes

lentille convergente

- limites externes

gsource d'analyse
- limites externes

- limites externes

de

de

de

-de

de

de

la

la

la

la

la

la

premiére fixation

seconde fixation

fixation

fixation

premiére fixation

seconde fixation

8.35

26.00

L9.35

136.90

158.75

171.60

ol

joig

joig

juld

ol

Wy

14, 75cm

32.35cm

53.20cm

142.85cm

165.15cm

177.55cm




Tableau IT-T7

Position des &lé&ments
par rapport au niveau O cm de la table d'appui

mesurée a mi-hauteur de 1'ouverture optique
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spectrofluorimétre

- entrée

couloir d'élimination
- entrée

- sortie

porte~&chantillon

lentille convergente

source d'analyse

laser

31.25cm

31.30cm

31.25cm

31.25cm

31.20cm

32.10cm

31.25cm
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d'ajouter un filtre neutre (30% T) devant le porte-
échantillon, pour deux raisons:

1) éviter de saturer et d'endommager le spectrofluori-
métre avec un signal trop intense pendant une trop
longue période de temps,

2) vérifier la;calibration du signal percgu par le spec-

trofluorimétre,

L'emplacement de chacune des composantes est délimité
par de fins traits de peinture blanche. Ce systéme permet
de déceler au premier coup d'oeil tout déplacement notable

des éléments du montage de photolyse éclair.

Composantes accessoires

D'autres appareils sont associés au montage. Un bain
thermostaté Brinkmann Lauda RC3, modéle T2, permet d'incu-
ber les &chantillons a4 des températures précises, soit a

e}

£0.2° C. La vitesse des réactions analysées est fortement

dépendante de la température.

Aussi couplé au systéme, un spectrophotomdtre uv-
visible Pye Unicam SP-8-100 permet de contrdler les échan-
tillons avant photolyse et aussi d'observer le blanchiment

de la rhodopsine soumise & un &clair de lumiére intense.

Enfin, une caméra adaptable a 1'écran cathodique de
1l'oscilloscope permet de conserver les résultats expérimen-

taux sur pellicules photographiques.
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Procédure expérimentale

ae

Ajustement du laser & colorant

i. Colorant
Le colorant employé est le Coumarin 504 de Exciton
(Litman et al., 1982). On le prépare a une concentration

de 10—4M dans du méthanol contenant 1% p/v d'Ammonyx-I10.

Ie choix du colorant est déterminé par la nécessité
d'exciter la rhodopsine dans sa bande d'absorption visible.

Le Coumarin 504 émet une impulsion laser centrée a 499 nm.

ii. Circulation du colorant

- Rincer le circuit de pompage avec du méthanol pendant
15 minutes.

- Verser 400 ml de colorant frais dans le réservoir et
faire circuler & vitesse maximale pour éliminer toutes
les bulles d'air. ‘

- Pour les expériences, ajuster la vitesse de circulation
du colorant & 2/3 de la vitesse maximale.

- Vérifier le niveau et 1'état du colorant régulierement
car il s'évapore lentement et se dénature relativement
rapidement selon l'utilisation. Le colorant est effi-
cace si 10 a4 15% de la rhodopsine est blanchie par un

’ . S
seul éclair de lumiere verte.
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iii. Source de tension

- Ajuster la source de tension & environ 20 000
volts, puis précisement & 20 000 volts quand
1l'appareil est réchauffé.

- Un pulseur commande le déclenchement du laser.
T1 est nécessaire d'attendre au moins 3 minutes
entre 2 &clairs successifs afin d'obtenir une
décharge maximale et reproductible de la lampe
co-axiale.

- Purger et pressuriser le laser avec de l'azote

sec pour avoir un effet laser maximal.

Ajustement de 1'oscilloscope

- Enregistrer les données provenant du spectrofluorime-
tre en mode "Live" et’"Hold next" sur la sélection
"Data Move". Ajuster le temps par point & 10yu s.

- Ajuster le seuil de déclenchement & 300 mV avec une
sensibilité maximale., Positionner le contrdle de
pente & "Dual'. SBlectionner 1'échelle de voltage
allant de 0 & 2 volts.

- Utiliser le canal A pour recevoir leé informations du
spectrofluorimétre; mettre les contrdles (+) sur DC et
(=) sur "Ground". Le canal B est fermé et ses bornes
positive et négative sont mises & la terre.

- Utiliser toutes les positions de mémoire. Conserver

une portion de signal correspondant & 10 ms avant
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1'éclair de lumiére verte.
- Sé€lectionner le systéme de couplage "DC". Ne pas em-
ployer le filtre 100 kHz car 1l interfére avec la vi-

tesse des réactions analysées.

Ajustement du spectrofluorimétre

- Ajuster la source d'alimentation (Kepco 0-1500 volts)
du spectrofluorimétre i 580 volts.

- Ajuster la largeur des fentes selon la longueur d'onde
du faisceau d'analyse. L'intensité de la source d'ana-
lyse n'est bas constante sur toute la gamme du visible.
La hauteur des fentes d'entrée et de sortie est cons-

tante, soit 1 mm.

Les sélections ci-haut mentionnées, pour la tension
et la dimension des fentes ont aussi pour but de minimiser

au maximum le bruit de fond. (Tableau II-8).

Protocole expérimental

- Travailler sous &clairage rouge (620 nm) trés peu in-
tense. Mettre en marche le laser a colorant, le spec-
trofluorimétre, l'oscilloscope et l'amplificateur de
déclenchement (photodiode).

- Enregistrer un spectre d'absorption de 1l'échantillon
de 650 a4 250 nm.

- Incuber 1l'échantillon au moins 30 minutes & la tempé-

rature désirée, dans le bain thermostaté.
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Tableau II-8

Largeur des fentes du spectrofluorimétre

selon la longueur d'onde d'analyse -

Longueur d'onde d'analyse Largeur des fentes (entrée et sortie)
(nm) (mm) —
385.0 1.2
450.0 0.6
500.0 0.8

520.0 0.8
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Brancher la source d'analyse. Sélectionner la longueur
d'onde d'analyse (filtre et spectrofluorimétre).
Mettre un écran opaque devant la lampe.

Placer, toujours selon la méme orientation, la cuvette
de quartz contenant la rhodopsine dans le porte-
échantillon.

Lever 1'écran devant la source d'analyse. Déclencher
immédiatement la source d'excitation laser en action-
nant le pulseur. Replacer 1'écran.

Enregistrer le spectre d'absorption de 1'échantillon
photolysé.

Sélectionner les expansions d'échelle appropriées de
maniére 4 tirer le plus d'informations possible du-
signal enregistré par 1l'oscilloscope. Faire tracer le
signal. Prendre une photographie de 1l'écran cathodique
(au besoin).

Répéter 1'expérience avec les autres échantillons.
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III- 'RESULTATS ET DISCUSSIONS

Généralités

La reproductibilité est la qualité premidre d'un bon résultat.

C'est gréce & elle si un résultat original peut &tre cautionné.

Nos expériences, exécutées selon les procédures décrites

précédemment, donnent des résultats reproductibles.

Si on excepte les mesures visant i caractériser les détergents,
faites a4 deux reprises, toutes les autres mesures ont &té reprodui-
tes au moins cing fois. Les &tudes de la séquence photolytique de
la rhodopsine en spectroscopie d'absorption €lectronique & basse
température représentent six essais dans chaque type d'échantillon.
Ce nombre dépasse souvent huit en photolyse éclair, oli pas moins

de 125 échantillons ont été photolysés.

Purification de la rhodopsine bovine

A. Méthode de purification de la rhodopsine

La purification de la rhodopsine bovine exige de nombreu-

ses manipulations. L'obtention de la protéine délipidée et -
solubilisée dans un détergent est 1'aboutissement d'une démar-

che expérimentale nécessitant plus de cent heures.

a. Isolation des membranes discales

L'isolation des S.E.B. a partir de rétines animales

se divise en quatre &tapes.
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Dissection . des yeux pour obtenir les rétines

Lés yeux doivent &tre disséqués dans les deux
oﬁ trois héurés suivant 1l'abattage, 1'humeur vitrée
s'énléve plus facilement car la rétine n'y adhére
bas. Aﬁssi, la rétine se détache aisément de 1'épi-
thélium.ﬁigmentaire et on évite la ﬁrésence d'un
surblﬁs de contaminants associés a ce tissu (De Grip

ét al., 1980).

‘Homogénéisation des rétines pour briser leés cellu-

les et 1ibérer les S.E.B.

La céllule bhotoréce?trice en batonnet ﬁrésente
une faiblesse structurale au niveau du cil connectif.
Le brassagé énérgique en solution dé sucrose (Paber—
master et Dreyer, 1974, Schnetkamp et al., 1979), a
la main ét sur plaque agitatrice, est treés efficace
pour récubérér les S.E.B. Cette méthode réduit con-
sidérablement la quantité de contaminants, en abais-
sant peu le rendement final. Notre procédure sépa-
re les S.E.B. dans le milieu d'isolement sans sucro-
se, et est suivie d'une filtration qui élimine les
gros fragments cellulaires et tissulaires. L'utili-
sation d'un homogénéiseur avec biston de verre n'est
?as recommandée ?uisqué les S.E.B. sont fragmentés

et ainsi plus difficiles & purifier.
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iii. Séparation des S.E.B. de fragments de densité

différente

Les débris cellulaires sont €liminés par au
moins deux étapes de centrifugation (Hubbard et al.,
1971, Papermaster et Dreyer,1974). La centrifuga-
tion dans du sucrose 40% sépare les S.E.B. des con-
taminants plus denses comme la mélanine. Dans un
milieu contenant moins de 28% de sucrose, on enléve
les impuretés moins denses, ou solubles dans le
tampon d'isolement comme 1'hémoglobine. Générale-
ment, les S.E.B. sont flottés et sédimentés deux

fois.

iv. Purification des S.E.B. sur gradient continu de

sucrose

A 1l'origine, notre méthode de purification des
S.E.B. consistait en des flottations sur 40% de su-
crose et des sédimentations dans le tampon d'isole-
ment, répétées jusqu'a 1'élimination des contaminants
et surfout de 1'épaulement a 410 nm présent sur les
spectres d'absorption. Cette procédure nécessite
beaucoup de temps, souvent dix cycles de flottation/
sédimentation, et surtout ne rend pas le matériel
aussi pur que sur gradient de densité (De Grip et
al., 1972). La méthode de gradient continu est

rapide, reproductible et plus efficace que les
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flottations ou les gradients discontinus. En
utilisant le sucrose pour faire les gradients, on
dispose d'un produit inoffensif pour le matériel

biologique.

En lumiére rouge, les bandes séparées sur le
gradient (figure ITI-1) sont observables par leur
turbidité. Souvent une mince bande flotte sur le
dessus du gradient, & la frontiére du filtrat et du
sucrose. Elle consisterait en petits fragments mem-
branaires et en vésicules dérivées de la membrane
plasmique et du réticulum endoplasmique (De Grip et
al., 1980). La seconde bande, la plus importante,
se compose majoritairement de S.E.B. purs et morpho-
logiquement intacts. Elle se situe prés du milieu
du gradient, légérement décentrée vers le bas. Les
S.E.B. fragmentés ont une densité a peine plus faible
que les S.E.B. intacts, ils constituent la portion
inférieure de la bande (Krebs et Klhn,197T7, Godchaux
et Zimmerman,1979). Une bande mineure, sous celle
des S.E.B. purs, reﬁferme une minorité de S.E.B.
fortement contaminés et d'autres fragments d'origine
golgienne ou lysosomale. Le sé&diment contient du
matériel du réticulum endoplasmique, des lysosomes
et des mitochondries, des granules de mélanine et

des érythrocytes (De Grip et al., 1980).
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filtrat

matéfiel de faible
densiteée

S.E.B. purifiés

contaminants et
S.E.B. contaminés

sédiment

367 €——— SUCROSE ———P» 267

Figure III-1: Position des bandes séparées sur gradient continu
de sucrose.
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L'utilisation de gradients de Ficoll-400, un
co-polymére de sucrose et d'épichlorhydrine, permet
d'isoler plus facilement les S.E.B. mais sous une
forme moins pure et considérablement agrégée (Lolley
et Hess,1969, Bownds et al., 1971, De Grip et al.,
1980). La combinaison du sucrose avec le.Ficoll—
400 donnerait de bons résultats, a condition d'uti-
liser des rétines fraiches (Schnetkamp et al., 1979).
De fait, les S.E.B. purifiés & partir de rétines
congelées sont toujours plus fortement contaminés

(De Grip, non publié).

La purification des S:E.B. se termine avec 1'é-
clatement de la membrane plasmique lors des lavages
a 1'eau distillée. On élimine ainsi le matériel
intracellulaire hydrosoluble pour conserver les mem-
branes discales et des fragments membranaires. Les
S.E.B. purifiés peuvent &tre conservés deux & trois

. P P .
mols au congélateur, sans aucune détérioration appa-

rente.

Fractionnement au sulfate d'ammomium (Makino et al.,1977)

Cette méthode permet de séparer la rhodopsine de
1'opsine, mais laisse la rhodopsine partiellement délipi-
dée. En vue d'éviter une perte de rhodopsine lors du

fractionnement au sulfate d'ammonium, il est avantageux
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d'enlever les autres protéines petit a4 petit afin de
minimiser le risque de co-précipitation avec la rho-

dopsine.

La rhodopsine se retrouve presque exclusivement
dans le précipité des fractions saturées & S57% et 59%
en sulfate d'ammonium, Makino et al.,(1977) recouvrent
leur rhodopsine & 55%, 57% et 60% de saturation en

(NHM)QSOh.

La pureté de la rhodopsine obtenue dépend fortement
de la qualité du matériel de départ, de plus, le rendement
est sérieusement affecté par la présence d'opsine. Pour
ces raisons, les membranes discales sont lavées & 1'hexa-
ne, avant le fractionnement, pour les débarrasser de la
moitié des phospholipides. Beaucoup de matériel insolu-
ble est &liminé lors de la solubilisation de la rhodop-
sine dans l'acide cholique. Les améliorations apportées
& la purification des S.E.B. facilitent la réussite du
fractionnement; 1l était déja arrivé, par le passé&, que
la rhodopsine ne précipite pas a plus de 60% de satura-
tion en sulfate d'ammonium. Les précipités de rhodopsine
sont recueillis dans un volume minimal d'acide cholique,

puis dialysés pour €liminer le sulfate d'ammonium.
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Chromatographie d'affinité

La préparation de la rhodopsine purifiée se termine
par une chromatographie d'affinité sur de la concanavaline
A immobilisée dans un gel de Sépharose. Aucun glycolipide
ne se trouve dans la membrane photoréceptrice (Anderson et
al., 1975) et la rhodopsine y est la seule glycoprotéine.
Ceci permet la purification du pigment visuel par liaison

d'affinité a des lectines comme la Con A.

Tout détergent non dénaturant peut étre employé lors
de cette chromatographie; l'efficacité de la chromatogra-
phie dépend cependant du choix du détergent. ILa délipida-
tion compléte de la rhodopsine est aisément réalisée dans
tous les détergents a 1'exception de la digitonine (De Grip
et al.,}1980). L'opsine se lie plus fortement a la Con A
que la rhodopsine (Renthal et al., 1973) ce qui permet de

séparer la rhodopsine de 1'opsine restante.

La chromatographie d'affinité est versatile, permettant
1'échange de 1'acide cholique pour du I-1690 ou de 1'Ammo-
nyx-L10. A 1'élution, le sucre éluant se substitue a la rho-
dopsine sur le gel en raison de sa plus grande affinité pour
la Con A. La rhodopsine éluée est tres concentrée. le su-
cre éluant est facilement €éliminé des échantillons de rho-

dopsine par dialyse (Baron et Thompson, 1975).
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Le seul désavantage vient d'une faible perte de
Con A par la matrice. La lectine pourrait &tre &liminée
des &chantillons de rhodopsine bar chromatographie sur du
Sébhadex G-50 (De Grib et 2l.,1980). L'affinité de la
Con A pour la rhodopsine est plus grande a 250 C mais
la chromatographie est réalisée a horc pour ne pas déna-

turer la rhodopsine.

Le tableau III-1 résume la procédure de purification
de la rhodopsine bovine et le résultat de chacune des ma-

nipulations.

Rendement de la purification de la rhodopsine

Souvent la quantité de rhodopsine est déterminée en mesu-
rant la diminution d'absorbance a& 500 nm suite a une illumina-

tion.

Dans certaines conditions, les photoproduits absorbent
aussi & 500 nm (Hubbard et al., 1971, Futterman, 1974). L'ad-
dition d'hydroxylamine convertit le rétinal libre et 1ié en
rétinaloxime (Amax = 365 nm); ce dernier n'absorbe pas les
longueurs d'onde supfrieures & LS50 nm (Hubbard et al., 1971).
Dans certains détergents comme les oxydes d'amines, 1'addition
d'hydroxylamine n'est pas requise car le rétinal y est comple-
tement 1ibéré sous illumination et n'interfére pas avec 1'ab-
sorbance mesurée a 500 nm. D'autre part, nous ne nous sommes

pas servis de 1l'hydroxylamine avec la rhodopsine solubilisée
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Tableau ITT -1

rhodopsine bovine

Etapes Matériel conservé Matériel &liminé
Abattage Yeux
Dissection Rétines Autres parties
Agitation et filtration Fragments cellulaires Cellules nerveuses, cap-
sur gaze pillaires, segments internes
Sédimentation en milieu Fragments cellulaires Contaminants hydrosolubles

isotonique

Flotta tions sur sucrose

Séparation sur gradient
de sucrose '
Lavages 4 1l'eau
distillée

Lyophilisation et lava-
ges 4 1'hexane

Solubilisation dans
l'acide cholique

Fractionnement au sul-
fate d'ammonium saturé

Solubilisation dans
l'acide choligque et
dialyse
Chromatographie d'af-

finité

Dialyse

(ex.: hémoglobine)

Contaminants denses
(ex.: mélanine)

Segments externes des
batonnets

Impuretés et S.E.B.
contaminés

Segments externes des
batonnets

Matériel intracellulaire
hydrosoluble

Segments externes
lysés

Rhodopsine et fragments Rétinal libre et 50% des
de disques lipides

Rhodopsine, lipides et Matériel insoluble
autres protéines

‘Rhodopsine, lipides et Opsine, protéines et

autres protéines lipides

- Rhodopsine, lipides et Matériel insoluble et

autres protéines sulfate d'ammonium

Rhodopsine purifiée, dé~Lipides, opsine et
lipidée et solubilisée protéines
dans un détergent

Rhodopsine purifiée Sucre &luant
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dans le L-1690, la correction étant négligeable en regard

de la quantité de pigment visuel présent.

Une rétine d'animal adulte contient 50 & 60 nanomoles de
rhodopsine, soit environ 2 mg (De Grip et al., 1980). A par-
“tir de 100 yeux, on pourrait théoriquement recueillir 200 mg
de rhodopsine. Toujours selon De Grip et al., (1980), le fil-
trat déposé sur gradient de sucrose ne contient plus que 60
d T0% de la rhodopsine présente & 1l'origine dans les cellules
photoréceptrices. On ne récupérerait finalement que 20 & 30
nanomoles de rhodopsine par rétine quand les S.E.B. sont puri-
fiés sur gradient continu. Le rendement du fractionnement
au sulfate d'ammonium se situerait entre 60 et 90% (Makino
et al., 1977) et celui de la chromatographie d'affinité entre
90 et 100% (De Grip et al., 1980). Ce sont donc les premisdres
étapes de la purification qui entrainent les plus grandes

pertes.

Le tableau ITI.-2 présente nos rendements, calculés pour
100 rétines adultes. Notre rendement global, 60 mg; se situe
avantageusement par rapport aux valeurs extrémes de 40 et
100 mg prévueé théoriquement. Nos préparations de S.E.B. sur
gradient de sucrose donnent le rendement escompté, soit envi-
ron 25 nanomoles de rhodopsine par rétine. Le fractionnement
au sulfate d'ammonium permet de précipiter 95% de la rhodop-

sine, concentrée en deux fractions. On recouvre environ 90%



Tableau III-2

Rendement et pureté spectrale

Etape de purification Rendement Pureté spectrale
(mg de rhodopsine) A278 / Ah98

100 yeux de boeuf 200

Gradient de sucrose 91 2,48

Solubilisation dans l'acide 72 2.19

cholique

Fractionnement au sulfate
d'ammonium

1. Surnageant 33% S.A. T2 2.15

>, Préeipité 57% S.A. 58 1.78
Précipité 59% S.A. 12 | 1.78

3. Bilan global - 70 1.78

Chromatographie d'affinité (1 ou 2)

1. Rhodopsine -~ Ammonyx-LO0

A. Regroupement des 4o 1.79

fractions éluées 20 1.96
B. Meilleure fraction 13 1.h7
C. Bilan global 63

2. Rhodopsine - L-1690

A. Regroupement des L6 1.95
fractions éluées 9 2.12
B. Meilleure fraction 4.8 1.60

C. Bilan global 58
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de la rhodopsine déposée sur la concanavaline A. - Une perte
majeure survient cependant lors de la premiére solubilisation
dans 1l'acide cholique, ou il semble qu'une fraction de la rho-
dopsine demeure insoluble. Le choix du détergent ne semble
pas déterminant pour le rendement de la chromatographie d'af-
finité bien que la rhodopsine soit légérement ?lus soluble

dans l'Ammonyx—LO..

I1 demeure &vident que notre méthode de purification de
la rhodopsine comporte plusieurs étapes. Plus le nombre de
manipulations est important, plus on risque de perdre du pro-
duit. Nous avons cependant obtenu de grandes quantités de
rhodopsine & partir des rétines bovines. On doit se rappeler
que l'adaétation des bovins a 1'obscurité est impossible.
Prés de la moitié de la quantité totale de pigment visuel s'y
retrouve blanchie. De Grip et al., (1972) suggérent une pro-
cédure pouvant convertir 1'opsine présente en rhodo?sine par
incubation in vitro avec un exceés de ll-cis rétinal. L'exces
de rétinal est enlevé par la suite. Nous avons essayé de
régénérer la rhodopsine & partir de 1l'opsine et de ll-cis
rétinal, mais nos rendements n'ont jamais &té augmentés

suite & cette étape supplémentaire.

Pureté spectrale de la rhodopsine

Le spectre d'absorption de la rhodopsine montre cing

bandes. Deux de ces bandes ne sont jamais utilisées pour
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établir les rapports de pureté spectrale. Elles se Situent
dans 1'ultraviolet & 191 et 227 nm et sont dues au squelette
de la protéine, plus spécifiquement aux liens peptidigues
(Rafferty et al., 1977). Par contre les rapports d'absorban-

et A / Ah98 offrent une indication de 1la

ce A278 / Ah98

pureté des préparations de rhodopsine. La rhodopsine puri-

400

fiée par différentes méthodes présente des rapports A278 /

Ah98 de 1.65 - 1.80 et des rapports A / A de 0.16 &

400 498
0.24 (Heller, 1968, Shichi et al., 1969, Hong et Hubbell, 1973,
van Breugel et al., 1977). On ne doit pas accorder trop 4'im-

portance a ces rapports puisqu'ils sont affectés par la diffu-

sion de lumiére se produisant dans les solutions micellaires.

Nos rapports de pureté spectrale A278 / Ah98 sont pré-
sentés dans le tableau III-2. La valeur de 2.48 obtenue
avec les S.E.B. en suspensior dans 1l'eau distillée se compare
avantageusement aux rapports supérieurs a 3.1 deMc Connell
et al. (1981) pour des S.E.B. solubilisés dans quatre déter-
gents (Brij 96, CTAB, acide cholique et digitonine). Des
travaux récents (Salesse et al., 198L4) démontrent bien la
possibilité d'obtenir des rapports de pureté spectrale infé-
rieurs a 2.0, et méme a 1.5, pour des S.E.B. solubilisés dans
1'Ammonyx-L0. Compte tenu des protéines et des autres impu-
retés éliminées lors du fractionnement et de la chromatogra-
phie, notre rapport s'abaisse a enviroh 1.60 ?our la rhodopsine

purifiée et délipidée. La rhodopsine chromatographiée montre
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une meilleure pureté spectrale dans 1'Ammonyx-LO, et est
€luée sous une forme plus concentrée dans ce détergent. Le
rapport AhOO / Ah98 est légérement inférieur dans 1'Ammonyx-LO

N

a 0.21 comparativement & 0.24 dans le L-1690.

Les spectres d'absorption caractéristiques des S.E.B. pu-
rifiés, et de la rhodopsine solubilisée dans 1'Ammonyx-LO ou le
L-1690 sont représentés aux figures III-2, 3 et 4, Le spectre
de S.E.B. souffre du phénoméne de diffusion de lumiére par ies
fragments membranaires tandis que pour la rhodopsine purifiée,

les bandes d'absorption o, B ety sont trés bien définies.

L'évaluation de la pureté spectrale doit &tre appuyée
d'un dosage de phospholipides par rhodopsine et, si possible,
de la détermination de la composition des chaines d'acides
gras. Le rapport A278 / Ah98 est sensible & 1'entreposage
sur de longues périodes de temps : uﬁe certaine quantité de
rhodopsine se dénature et le rapport augmente. Suite & une
élévation de la température, le rapport augmente d cause d'un
effet hyperchrome des acides aminés. Le rapport de pureté
spectrale est aussi dépendant de la nature et de la concentra-
tion du détergent, de méme que de la méthode de purification

utilisée.

Caractérisation des échantillons de rhodopsine

a. Nombre de phospholipides par rhodopsine

Le dosage du nombre de phospholipides par rhodopsine



Figure III-2:
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ABSORBANCE

I | 1
250 450 650

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Spectre d'absorption &lectronique de S.E.B. L'échantillon
a été prélevé avant déposilition sur le gradient continu de
sucrose. La référence est le tampon d'isolement. L'absor-
bance sur 2 mm est de 0.87 & 498 nm et de 1.88 & 278 nm.

La pureté spectrale A278/A498 est égale a 2.16. Le spectre

montre les bandes a, B et y de la rhodopsine.
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ABSORBANCE

[ | 1
250 450 650

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Spectre d'absorption &lectronique de rhodopsine purifiée
solubilisée dans 1'Ammonyx-LO. L'échantillon a été dia-
lysé aprés la chromatographie d'affinité. ©La référence
est un tampon Tris-Cl 50 mM pH 7.5 ajusté 3 0.2% d'Ammonyx-LO.
L'absorbance sur 2 mm est de 0.48 3 498 nm et de 0.84 3
278 nm. La pureté spectrale A /A est égale 3 1.75. Le
. - 2@8 498
spectre de la rhodopsine présente leS bandes a, B et Y.
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Spectre d'absorption &lectronique de rhodopsine purifiée
solubilisée dans le L-1690. L'échantillon a été dialysé
aprés la chromatographie d'affinité. ©La référence est un
tampon Tris-Cl 50 mM pH 7.5 ajusté a 0.27% de L-1690. L'ab-
sorbance sur 5 mm est de 0.71 & 498 nm et de 1.20 a 278 nm.
La pureté spectrale A /A est de 1.70. Le spectre de

. ~ 27 488
la rhodopsine présente les bandes a, B et Y.
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est un critére de pureté acceptable. Dans son environne-
ment natif, la membrane discale, une molécule de rhodop-
sine serait entourée de 65 a T5 phospholipides (Miljanich
1978, Stubbs et Litman,1978, Stone et al., 1979, Salesse
et al., 198L4). Dans les S.E.B., nous avons dosé en moyen-
ne 112 phospholipides par rhodopsine probablement & cause
de la présence de fragments de membrane plasmique ou de
rhodopsine blanchie. Par contre la rhodopsine purifiée
peut &tre considérée complétement délipidée; le dosage
réveéle un maximum de 2 phospholipides par molécule de
rhodopsine, que ce soit dans le L-1690 ou dans L'Ammonyx-

Lo.

Présence de contaminants

Les électrophoréses ont été effectuées afin de visu-
aliser 1'élimination des impuretés pendant la purification.
La rhodopsine chromatographiée présente un patron caracté-
ristique sur gel de polyacrylamide: une seule bande bien
délimitée et fortement colorée par le bleu de Coomassie.
La mobilité relative de cette bande, attribuée & la rho-
dopsine, est de 0.82 par rapport a la bande correspondante
chez les S.E.B. pufifiés. D;autres bandes, beaucoup moins
importantes, sont présentes dans les échantillons de S.E.B.
soumis aux électrophoréses. Ces bandes indiquent la pré-
sence de protéines autres que la rhodopsine dans la mem-

brane discale.
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Etat d'agrégation de la rhodopsine

La rhodopsine non illuminée est sous forme de mono-
mére dans la membrane discale (Chabre,1975, Blaurock,l977).
Lorsqu'elle est purifiée et solubilisée dans 1'Ammonyx-LO,
on en retrouve plus de 90% sous forme de monomeres (Apple-
bury et al., 1974). Nous avons chromatographié des échan-
tillons de rhodopsine purifiée, délipidée et solubilisée
dans 1'Ammonyx-LO ou dans le L-1690 sur un tamis molécu-
laire permettant de distinguer la rhodopsine monomérique
de la forme agrégée. Le profil d'élution illustré & la
figure III-5 indique que la rhodopsine serait aussi mono-
mérique dans le L-1690. Dans les deux détergents, le
recouvrément de 1la rhodopsine déposée sur la colonne est

quantitatif.
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Profil d'élution sur tamis mol&culaire Biogel A5. Le
Dextran bleu (- *) est une macromolécule &luée tres
rapidement du gel. L'autre standard, la riboflavine
(***+), pénétre les billes de gel et traverse le gel
beaucoup plus lentement en raison de son faible poids
moléculaire. La rhodopsine solubilisée dans 1'Ammonyx-LO
( ) ou dans le L-1690 (—---) est &luée sensiblement au
méme endroit, suggérant la présence majoritaire de mono-
méres de pigment visuel dans les deux échantillons.
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Caractérisation des détergents

A.

Généralités - Solubilisation et stabilité thermique de la

rhodopsine

La purification de la rhodopsine requiert sa séparation
des autres protéines membranaires et aussi des lipides présents.
Ceci nécessite 1'emploi de détergents pour fragmenter 1'infra-
structure membranaire en petites unités micellaires et &changer
les phospholipides associés & la protéine pour des molécules de
détergent. La solubilisation des membranes implique la forma-
tion de micelles mixtes avec les lipides membranaires et de

micelles mixtes lipides-protéines (Helenius et Simons, 1975).

Quand la concentration de détergent e;t plus grande que
celle requise pour induire la transition de phase lamellaire-
micellaire, les phospholipides se séparent de la rhodopsine.

Le degré de dissociation des lipides est fonction de la concen-
tration de détergent. Dans le cas des surfactants ioniques,
une fois que les lipides ont &té déplacés, une augmentation
ultérieure de la concentration de détergent entraine sa liai-
son & la protéine, donnant & cette derniére une configuration
dépliée. Les détergents doux non-ioniques, en vertu de leur
faible CMC, ne se lient pas aux protéines de fagon coopérative.
Le détergent interagit avec les portions hydrophobes exposé&es
de la rhodopsine. Il se forme un complexe rhodopsine-détergent

soluble contenant ou non des phospholipides, selon la concen-
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tration du détergent. L'état de la rhodopsine aprés solubili-

sation dépend de la nature et de la concentration du détergent.

La stabilité thermique de la rhodopsine solubilisée dépend
de deux facteurs: 1) le degré avec lequel les phospholipides
associés au pigment visuel peuvent &tre dissociés par le déter-
gent et 2) la capacité du détergent, une fois qu'il a déplacé
les lipides, de se substituer a ces lipides sans induire de
changements conformationnels de la rhodopsine. L'Ammonyk—LO
et le L-1690 stabilisent la rhodopsine délipidée et se substi-
tuent aux phospholipides de la membrane discale sans perturber
la structure de la protéine. L'étendue des changements confor-
mationnels provoqués par 1l'interaction protéine - détergent est
dépendante de la longueur des chaines hydrocarbonées (Reynolds
et al., 1967). La majorité des molécules d'Ammonyx-LO et de

1-1690 ont des chalnes hydrophobes a douze carbones.

De trés légéres différences dans la photosensibilité de
la rhodopsine sont fonction du choix de l'agent solvatant
(Waddell et al., 1976). Ceci suggére que 1'interaction du dé-
tergent avec la protéine entraine une perturbation subtile des
interactions &lectroniques chfomophore - protéine, sans toute-
fois &tre assez forte pour déplacer le maximum d'absorption.
Dans 1'Ammonyx-LO et dans le L-léQO, le pic de rhodopsine se
situe 4 498 nm. De plus, la méme.quantité de pigment visuel
est photolysée lors d'illuminations similaires dans les deux

détergents.
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Concentration micellaire critique

La détermination de la CMC nous donne ﬁn abergu de la
taille des micelles dé détergents. D&ja lors de la bréparation
des échantillons, on ﬁeut s'abercevoir qﬁ'une des solutions ﬁré-
parées est moins transbarente ét ﬁlus diffuse que les autres.

La CMC du détergent est voisine de la concentration de cet &chan-
tillon. Les mesures de tension sﬁﬁerficielle a différentes con-
centrations de détergent permettent de tracér un graphique de
la tension de surface en fonction de la concentration de déter-
gent. La courbe obtenue avéc le L-1690 ést illustrée a la fi-
gﬁre ITI-6. Lé point de brisﬁre dans la courbe corréspond 3 la
CMC du détérgént. Les résultats obtenﬁs dans 1'eau déminéralisée
et dans le tambon sont semblables pour lés deux milieux. A 2300,
les valeurs de CMC (tableau III-3) du L-1690 (0.46 mM ) et de
1'Ammonyx-L0 (0.27 mM ) se comparent & celles obténues par Nashi-
ma et al. (1978) pour 1é 1-1690 (0.20 mM ) et par Mukerjee et My-
sels (1971) pour 1'Ammonyx-LO (entre 0.27 et 2.1 mM ) & la méme
température. De Grip (1980) étaplit la CMC du IL-1690 a 0.18 mM
(50-57°C) et celle de 1'Ammonyx-LO &1 mM (40-48°C). Nos mesu-
res ont &té prises i la tem?érature ambiante (230C). La compo-
sition hétéfogéne des deux détergents rebrésente un handicap

pour une détermination précise de la CMC.

Cependant, tous nos échantillons de rhodopsine contien-

nent une concentration de détergent, 0.2% ou 3%, bien
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CONCENTRATION L-1690 (Z p/v)

Détermination de la CMC du L-1690. A concentration
suffisamment élevée, les molécules de détergent for-
ment des micelles en solution. Le point de brisure
indique la CMC du détergent dans 1l'eau distillée dé-
minéralisée (O—Q) et dans le tampon Tris-Cl 50 mM
pH 8.0 (@—@) 3 23°C.
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Tableau III-3

Propriétés des détergents

Rigidité micellaire

CMC(l) Spectroscopie ESR Fluorescence
5(2) Y /Py 3)
I-1690 0.L46mM 0.32 630 4.0
Ammonyx-L0 0.27mM 0.12 78° 8.7

(1) Mesure par tension de surface dans un tampon Tris-Cl 50 mM pH 8.0

(2) Sonde utilisée: acide 12(k4,4-diméthyloxazolidine - N -oxyl) stéarique

Rapport sonde/détergent: 1 pour 1500

(3) Sonde utilisée: acide 8 - anilino - 1 - naphthaléne sulfonique

Rapport sonde/détergent: A saturation
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supérieure aux CMC déterminées pour le L-1690 (0.022%) et pour
1'Ammonyx~LO (0.007%). Il est nécessaire de travailler & des
concentrations de détergent plus élevées que la CMC afin de
s'assurer qu'il y a assez de monoméres de détergents en solu-
tion. C'est la forme monomére, et non micellaire, du détergent
qui interagit en premier avec la membrane ou la protéine & so-
lubiliser (Helénius et Simons, 1975). La rhodopsine solubili-
sée dans le 1-1690 ou dans 1'Ammonyx-LO est contenue dans des

micelles mixtes détergent - protéine.

Rigidité micellaire

a. Polarisation de fluorescence

Les valeurs de polarisation de fluorescence (p) &
différentes viscosités sont présentées dans le tableau

TIT-k,

En polarisation de fluorescence, une valeur de p
égale a -1/3 est associéé a4 un systéme micellaire treés
fluide tandis qu'une valeuf de 3 correspond & une rigidi-
té micellaire maximale (Badley, 1976). A partir des va-
leurs de p, on peut donc présumer que la micelle de L-1690

est plus rigide que la micelle d'Ammonyx~LO.

Les viscosités absolues (tableau III-5) ont été cal-
culées & partir de la viscosité de l'eau distillée & 23°C
(0.9325 cp) multipliée par la viscosité relative des solu-

tions de sucrose.
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Tableau III-k

Polarisation de fluorescence dans le L-1690

et dans 1'Ammonyx-LO

Sucrose L-1690 Ammonyx~LO

% plv P 1/p P 1/p

0 0.18k §.h35 0.100 10.0
9.1 0.190 5.263 0.102 9.80kL
18.2 0.197 5.076 0.103 9.709
27.3 0.212 b.T17 0.103 9.709

36.4 0.227 L.4os5 0.111 9.009




Tableau III-5

Viscosité (n) absolue des solutions de sucrose
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Sucrose n23oc 1/n
% o/v abs
0 1.013 0.988
9.1 1.328 0.753
18.2 1.673 0.598
27.3 2.077 0.481
36.4 3.201 0.312
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Le grabhique des valeurs Qe 1/p en fonction de 1/n (fi-
gure III-T) montré deux droites paralléles pour le L-1690 et
1'Ammonyx-LO. Extrapolée & viscosité infinie (1/n = 0), la
plus grande valéur de p associéé au L-1690 signifie une moins
grande liberté de moﬁvement de 1'ANS piégé dans les chalnes
hydrocarbonées. Considérant la penté de chacune des droites
et la valeur de po de chacﬁn des détergents, on peut estimer
que lés micelles 4'Ammonyx-L0O sont environ, en moyenne, deux
fois plﬁs grosses qué les micélles de 1-1690. En considérant
aussi la structuré chimiqué ét la CMC de chacun des détergents,
les micellés 4d'Ammonyx-LO ont un arrangémént moléculaire plus

liche et moins restrictif que les micelles de L-1690.

Pl P . e .
Résonnance paramagnétique €lectronique

Les spectres RPE des détergents marqués avec l'acide 12
(L,L diméthyloxazolidine - N - oxyl) stéarique sont présentés
a la figure IITI-8. Dans le L-1690, la structure hyperfine en
trois bandes du.radical nitroxyl dénote un mouvement molécu-
laire plus lent et de moindre amplitude comparativement au
mouvement du marqueur dans 1'Ammonyx-LO. Les bandes observées
sur les spectres sont moins hautes et plus étalées pour le

1-1690.

La mesure des écarts hyberfins bermet de calculer le pa-
ramétre d'ordré 8. Plus la distance entré les bandes est
grande; plﬁs grande est la valeﬁr de S, signifiant une liber-
té de moﬁvemeht restréinte du marquéur de sbin. Le baramétre

d'ordre associé au marqueur de spin dans les micelles de L-1690
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Figure III-7: Détermination de la rigidité micellaire par polarisation
de fluorescence. Le tracé des valeurs inverses de pola-
risation de fluorescence (1/p) en fonction de 1'inverse
de la viscosité absolue (1/n) donne deux droites parallé-
les pour 1'Ammonyx-LO (O—OQ) et le L-1690 (@—@).
L'extrapolation a viscosité infinie (----) indique une
plus grande rigidité de la micelle de L-1690. La concen-
tration des détergents est de 0.27 et la sonde utilisée
est 1'acide 8-anilino - 1 - naphthaléne sulfonique a sa-
turation.
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Figure III-8:

Spectres RPE de 1'Ammonyx-LO ( ) et du L-1690 (———-).
La concentration des détergents est de 17Z. Le marqueur
de chaines hydrocarbonées est 1'acide 12 (4,4 diméthy-
loxazolidine~N-oxyl) stéarique dans un rapport de 1 mar-
queur: 1500 molécules de détergent. Le spectre plus a-
plati et plus @talé indique une plus grande rigidité de
la micelle de L-1690.
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est de 0.32 comparativement & 0.12 dans les micelles d'Ammo-
nyx-10. L'angle de mouvement (y) du marqueur est moins impor-
tant dans le L-1690 (63°) comparativement & celui calculé

dans 1'Ammonyx-LO (780).

Les micélles de L1-1690 marquées au niveau des chalnes
hydrocarbonées perméttent molins dé mouvement au marqueur de
sﬁin que les micellés d'Ammoﬁ}i—LO. Les conclusions en RPE
sont idéntiqués a céllés obtenues én ﬁolarisation de fluores-
cence ol nous avions détérminé qué les micélles de L-1690 sont
ﬁlus rigidés qﬁé lés micelles d'Ammonyx-LO. La séquence photo-
lytiqué de la rhodoﬁsine bovine est sﬁscéptiblé d'étre ralen-

tie dans 1'environnement moléculaire fourni par le L-1690.

L. Etude de la séquence photolytique de la rhodopsine bovine par

spectroscopie électronique & basse température

A,

Effet de la rigidité et de 1'hydrophobicité sur la ségquence

photolytique

Les changements conformationnels de la rhodopsine lors de sa
séquence photolytiqﬁe déﬁendent fortement des facteurs environne-
mentaux. Dans la membrane discale, la rho'dopsine baigne dans une
bicouche de ﬁhospholibides fluide. Nous avons déterminé, quand la
rhodopsine est solubilisée dans le I1-1690, que les micelles formées
par ce détergent sont plus rigidés que dans 1'Ammonyx-LO. Pour les
détergents ayant des sucres commé groubes bolairés, les micelles sont
aussi rigides que celles dés-ﬁhospholipidés (Hong et Hubbell, 1973,
Knudsen et Hubbell, 1978). Les interactions; en barticulier les ponts
hydrogénés, entre les sﬁcrés dé surface augméntént la densité du core

micellaire et augmentent ainsi la rigidité de la micelle.
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L'équilibre des méta-intermédiaires dépend beaucoup de la
fluidité et de 1'hydrophobicité de 1'environnement dé la molé-
cule de rhodopsine. En fait; la conversion des intermédiaires
de la rhodopsine bloque a 1'étape métarhodopsine I sur film anhy-
dre (Wald et al., 1950). La transition métarhodopsine I -+ II est
aussi bloquée en absence de phospholipides ou de détergent (Apple-
bury et al., 1974). Van Breugel et al. (1978) rapportent que la
séquence est aussi interrompue en traitant les S.E.B. avec la
phospholipase C. L'agrégation de la rhodopsine résulte en un
blocage de la transition métarhodopsine I -+ II, L'augmentation
de la rigidité micellaire est associée a un ralentissement de la

transition (Motoyama et Kito, 1981).

les résultats présentés dans cette section démontrent un ef-
fet de 1'environnement moléculaire sur la séquence photolytique
de la rhodopsine lorsque les photoproduits sont stabilisés a

basse température.

Modifications des spectres d'absorption en fonction de la

température

A la température ambiante, le maximum d4'absorption de la rho-
dopsine est & 498 nm. A la température de 1'azote liquide, le
spectre d'absorption de la rhodopsine a son maximum décalé vers
le rouge entre 502 et-505 nm et son amplitude est augmentée d'en-
viron 15% au maximum d'absorption. L'irradiation de la rhodopsine
par une lumisre bleue (\ max = 450 nm) & -196°C permet de for-

mer un maximum de bathorhodopsine sans isorhodopsine présente.
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La rhodopsine est par la suite réchauffée graduellement sur
des intervalles de 5 ou 10 degrés, selon que les spectres d'ab-
sorption indiquent ou non une transition d'un intermédiaire a

un autre.

Les modifications spectrales sont indicatives de 1'é&volu-
tion de la séquence photolytique de la rhodopsine bovine. Le
déplacement du maximum d'absorption et le changement d'amplitude
du spectre permettent d'identifier les espéces intermédiaires.
Dans tous nos échantillons (S.E.B., rhodopsine-L-1690 et rho-
dopsine - Ammonyx-LO), l'ordre d'apparition des intermédiaires
est le méme, soit 1) batho-, 2) lumi-, 3) méta-I et L4) méta-
rhodopsine II. La figure III-9 donne un exemple dgs courbes
d'absorption optique enregistrées lors des expériences en spec-

troscopie électronique i basse température.

Dans les deux détergents, la position des maxima d'absorp-
tion est identique. La bathorhodopsine est & 520 nm, quelquefois
légeérement décalée vers 525 nm. Invariablement la lumirhodop-
sine a son maximum & 497 nm. La métarhodopsine T se situe entre
478 et 480 nm, tout comme la métarhodopsine TI entre 378 et
380 nm. Dans 1'Ammonyx-LO, la métarhodopsine IT ést instable
et le produit résiduel absorbe aux énvirons de 370 nm. Dans
les S.E.B., di 4 la diffusion de la lumiéré; 1és maxima 4d'ab-
sorﬁtion aﬁparaissent déplacés par 2 ou 3 nm Ssous lés valeurs

mentionnées pour la rhodopsine solubilisée.
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Figure III-9:

LONGUEUR D'ONDE (nm)

Spectres d'absorption électronique des intermédiaires
de la rhodopsine irradiée @ 77 K., L'&chantillon est
de la rhodopsine purifiée solubilisée dans 0.27% de
L-1690 et ajustée a 67% de glycérol. La référence est
un tampon Tris-Cl 50 mM pH 7.5 0.27 L~1690 contenant
677% de glycérol.

Dans 1l'ordre ou ils se succédent en fonction de la tem-—
pérature, les intermédiaires observés sont: la batho-
(s°¢°), la lumi- ( ), la méta- I (- ) et un mé-
lange des métarhodopsines I et II (—-—--).
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En suivant le déplacément du meximum sur les spectres
d'absorption, il est ﬁossible dé déterminer la stabilité ther-
migque de chacune dés éspéces intermédiaires de la rhodopsine
excitée. A la figuré III-10, on s'apérgoit que 1'intermédi-
aire bathorhodopsiné est stablé sur une méme ﬁlagé de tempé-
rature, soit dé 77 K & 120 K, dans tous les échantillons. La
transition batho- - lﬁmirhodopsiné n'est éas influencée par
1'environnement moléculaire fourni ﬁar lés ﬁhosﬁholiﬁides na-

tifs ou par les détergents.

Le ﬁlateau suivant corréspond a la lumirhodo?sine. Cet in-
termédiaire apparalt beaucouﬁ plus stable dans le L-1690, soit
de 145 K a 225 K. Dans 1'Ammonyx-LO et dans les S.E.B., la
disparition de l'intermédiaire lumirhodopsiné ést déja amorcée

a 200 X.

La métarhodopsine I se forme a ?artir de la lumirhodopsine.
Elle n'est pas trés stable dans 1'Ammonyx-LO et on 1l'isole seu-
lement entre 205 K et 220 K. On la conserve cependant jusqu'a
250 K dans les S.E.B. pour observer énsuite 1l'apparition de la
métarhodopsine II. De 260 K & 300 K, la métarhodopsine II est
stable dans les S.E.B. et dans le I-1690. Dans 1'Ammonyx-LO,
elle est déja formée & 230 K. Le fait le plus intéressant de-
meure cependant la ﬁrésence de métarhodo?sine T jusqu'a 300 K

dans le L-1690, contrairement aux autres échantillons.
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Figure III-10: Déplacement du maximum d'absorption de la rhodopsine
irradiée en fonction de la température. Le déplace-
ment du maximum d'absorption est différent selon que
la rhodopsine est dans la membrane discale des S.E.B.
(e<+<); ou purifiée et solubilisée dans 1'Ammonyx-10
(=—=-) ou dans le 1L-1690 ( ). Les &chantillons
de rhodopsine ont été irradiés 45 minutes a 77 K a
une longueur d'onde de 440 nm. Ils contiennent 677
de glycérol tout comme la référence.
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Températures de transition .

En poursuivant 1l'interprétation des spectres d'absorption,
nous avons &tabli des rapports de 1l'absorbance d'un photoproduit
de la rhodopsine en fonction d'un autre, i chacune des tempéra-
tures. Par exemple, en analysant la formation de la lumirho-
dopsine par rapport 4 la disparition de la bathorhodopsine, le
rapport des absorbances permet 'de situer exactement le moment
de la transition, entre les deﬁx plateaux correspondant aux
intermédiaires stabilisés. Chacune des traﬂsitions observées
est représentée sur un graphique qui lui est spécifique, tel
qu'illustré & la figure III-1l. La température de transition
caractéristique du passége d un intermédiaire & un autre inter-
médiaire, est détgrminée sur la courbe a mi-hauteur entre les
deux plateaux. Les températures de transition sont présentées

dans le tableau TIIT-6.

On remarque que le passage de la batho- a la lumirhodop-
sine s'effectue sensiblement & la méme température dans les
différents échantillons. Cette réaction n'implique pas de
changements conformationnels majeurs et nous apparait indé-
pendante de l'environnement lipidique de la protéine. Dans
les S.E.B. et dans 1'Ammonyx-LO, la transition lumi--+ métarho-
dopsine I a lieu vers 200 K alors qu'elle se produit beaucoup
plus tard dans le 1-1690 en raison de la plus grande stabilité

thermique de la lumirhodopsine.
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Détermination des températures de transition. Le
rapport des absorbances de 1'intermédiaire qui se
forme sur celui qui disparait permet d'obtenir un
tracé ou les plateaux indiquent un intermédiaire
stable; et les portions abruptes, une transition.
Les températures de transition sont déterminées a

mi-hauteur entre deux plateaux successifs ( +++- ).
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Tableau III-6

Températures de transition entre les intermédiaires

Rhodopsine ‘ - ‘Rhodopsine purifiée

S.E.B. 1-1690 L-1690 et LDAO LDAO
Batho- - Lumirhodopsine 137 K 134 K 140 K _ - - -
Lumi- - Métarhodopsine I 205 K 227 K 200 K 200 K
Méta- I > Métarhodopsine II 258 K 250 K 230 K 235 K

(A%}
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La température de la transition entre les métarhodopsines
I et II dans les S.E.B. (258 K) ressemble & celle obtenue dans -
le 1L-1690 (250 K). On doit cependant se rappeler que la méta-
rhodopsine I demeure ﬁrésénte jusqu'a 300 K dans le L-1690, ce
qui n'est ?as le cas dané les autres échantillons. Comme dans
beaucoup de détergents, la disparition de la métarhodopsine I
est accélérée dans 1'Ammonyx-LO. La plus grande stabilité
thermique des espéces lumi- et métarhodoﬁsine T dans le I~-1690
est spécifiquement due 4 l'action du détergent pulsque dans les
échantillons dopés les temﬁératurés de transition sont les mé-

mes que dans 1'Ammonyx-LO seul.

Evolution de la réaction métarhodopsine I + II en fonction

du temps

Les figures III-12 et III-13 illustrent la modification
des spectres d'absorption en fonction du temﬁs, lors d'un saut
de température. Nous nous en tenons aux modifications spectra-
les survenues sur la gamme de températures correspondant & la

transition métarhodopsine I - II.

Dans les S.E.B., la transition nécessite environ 80 minu-
tes en passant de 250 K & 260 K. Par contre la réaction s'a-
morce plus t&t dans 1'Ammonyx-LO (220 - 230 K) et se compléte en
plus de 100 minutes. Les modifications spectrales observées
de 230 K & 250 K dans 1'Ammonyx-LO sont trés rapides et sont

aussi associfes & la disparition de la métarhodopsine I.
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Modification du spectre d'absorption en fonction

du temps - Partie A. Les modifications spectrales
enregistrées de 220 a 230K correspondent a la tran-
sition métarhodopsine I - II pour la rhodopsine so-
lubilisée dans 1'Ammonyx-LO ( — ); dans le L-1690
( ***+ ) la transition observée est 1'étape lumi- ~
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métarhodopsine I. La transition métarhodopsine I~ II

se produit de 250 a4 260K dans les membranes discales

des S.E.B. ( ———— ). Le 1007 de modification spectrale

correspond au spectre d'absorption qui ne se modifie

plus & une température donnée.
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Figure II1I-13: Modification du spectre d'absorption en fonction

du temps - Partie B. Les modifications spectrales
enregistrées de 230 & 235K ( ) et de 240 a 250K

( — **—) indiquent que la transition métarhodopsine

I > II est tres ralentie dans le L-1690. Cependant,

a ces températures, 230 & 235K ( ---- ) et 240 a 250K

( +e++ ), la transition est déja complétée dans
1'Ammonyx-10. Le 1007 de modification spectrale corres-

pond au spectre d'absorption qui ne se modifie plus a
une température donnée,
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De 220 K & 230 X, la transition observée dans le L-1690
est la réaction lumi- - métarhodoésine I. Dans ce détergent,
la métarhodoﬁsine I commence & disparaitré, trés lentement et
en trés faible quantité, dés qu'éllé ést formée. La transi-
tion se compléte vérs 250 K; plus dé trois heures aprés les
?remiers changeménts dés sﬁéctres d'absorption. Le L-1690
induit donc un ralentissément considérable dé la réaction
métarhodoﬁsine I~ II.éombarativémént a ce qui est observé

dans les S.E.B. ou dans 1'Ammonyx-LO.

Evolution de la réaction métarhodopsine I + IT en fonction de

la température

En examinant ﬁlus.é fond la natﬁre dé la transition dans
le L-1690, nous avons déterminé l'amblitudé dés modifications
spectrales en fonction de la tembératuré. Nous avons calculé
le pourcentage relatif de métarhodopsine I présente sur la gam-
me de températures de 200 K a4 300 K. Ce pourcentage est &tabli
en normélisaﬁt la quantité de métarhodopsiné I formée par rap-
port & la quantité de bathorhodo?sine formée lors de l'irradia-
tion 4 77 K. La concentration des esbéces intermédiaires est
directement proportionnelle & la concentration initiale de

hathorhodopsine.

La figure ITI-14 démarque treés clairement l'effet du
L-1690 sur la réaction métarhodopsine I -+ II. La moitié de la
métarhodopsine I est déja disparue avant 240 K dans 1'Ammonyx-LO,

cette valeur n'est atteinte qu'd 260 K dans le L-1690. A cette
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Effet de la température sur 1'équilibre métarhodopsine

I » II. Une fraction importante de métarhodopsine I ne
transitionne pas 3 la forme mé&tarhodopsine II lorsque la
rhodopsine est solubilisée dans le L-1690 ( ). Par
contre si la rhodopsine est solubilisée dans 1'Ammonyx-—
10 ( =——- ) ou dans le L-1690 puis dopée 3 1'Ammonyx-LO
( eee+ ) la métarhodopsine I disparait complétement. La
quantité de métarhodopsine I présente est déterminée en
normalisant les courbes par rapport a la quantité de ba-

- thorhodopsine formée lors de 1'irradiation 3d 77K.
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température, il ne reste déjd plus de métarhodopsine I dans
les échantillons contenant de 1'Ammonyx-LO. Pourtant dans
le L-1690, environ 25% de cet intermédiaire ne £fansitionne
pas 4 la forme métarhodopsine II. En plus d'étré ralentie,
la séquence photolytique de la rhodopsine est aussi incom-

pléte dans le L-1690.

Origine de la métarhodopsine IT

Les spectres différentiels nous en apprennent encore
plus sur les différences observées entre le L-1690 et 1'Ammo-
nyx-L0. Le tableau III-7 dresse le bilan des espéces formées
et de celles qui disparaissent lors de la transition métarho-
dopsine I - II. Dans 1'Ammonyx-LO, la réaction entiére procé-
de de la méme facon: la disparition de métarhodopsine I &
480 nm entraine 1'apparition simultanée de métarhodopsine IT.
Cette derniére est instable et la position du maximum d'absorp-
tion refléte la présence d'un produit résiduel. Dans le
L-1690, la réaction se déroule en deux tembs. En premier lieu,
on assiste & la formation de la métarhodopsine II & partir de la
métarhodopsine I. Cependant lors du dernier tiers de la tran-
sition, l'esﬁéce qui disparait pour donner la métarhodopsine II
absorbe & 496 nm, soit sensiblément au maximum 4d'absorption de

la lumirhodopsine.

Les spectres différentiels sont illustrés & la figure

ITTI-15., 1I1 convient de signaler 1'évolution normale de la
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Tableau ITI-T

Origine des intermédiaires déterminée

par les spectrés de différence

Ammonyx-LO 1-1690
Minimum Maximum Minimum Maximum
( nm) ( nm) (nm ) (nm )
Transition complé&te L81 366 L8k 377
Premier tiers L81 373 L8o - 378

Dernier tieré 480 370 L6 380
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Figure III-15: Spectres de différence associés & la formation de la
métarhodopsine II. Le spectre en trait discontinu
(-=--) est pour la rhodopsine de la membrane discale
des S.E.B. & 260K. A cette température, la rhodopsine -
solubilisée dans le L-1690 ( ) montre des change-
ments spectraux lents et de faible amplitude. Par
contre, dans 1'Ammonyx-LO a 240K (-——-), la transition
métarhodopsine I + II est de forte amplitude. Les
fldches indiquent la position des maxima d'absorption
des espéces et les points isobestes.
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réaction métarhodopsine Ih8 +> II

0 380 dans les S.E.B. La posi-

tion du point isobeste se situe aussi prés de la valeur atten-
due & 417 nm, tout comme dans 1'Ammonyx-LO. Dans ce détergent,
la transition a lieu sur une trés étroite plage de températu-
res, ce qui donne un spectre différentiel de plus forte ampli-
tude. Le premier tiers de la transition dans le L-1690 a été
omis en raison de sa similitude avec la transition compléte
dans les S.E.B. Par contre la phase terminale de la formation
de métarhodopsine II s'accompagne de changements spectraux
lents et de faible amplitude. L'espéce-mére absorbe a 496 nm
et le point isobeste est décalé de 10 nm vers les plus grandes

longueurs d'onde.

Discussion des résultats

Malgrérdes différences de stabilité& thermique, et parfois
méme d'origine, nous avons observé les mémes espéces intermé-
diaires dans tous les échantillons. Méme si ces intermédiai-
res de la rhodopsine sont observés & basse température, il n'y
a pas lieu de croire que la séquence photolytique se déroule
différemment dans la rétine aux températures physiologiques
(Hubbard et al., 1965). D'ailleurs la présence des photopro-
duits attendus dans tous les échantillons est indicative de

1'intégrité fonctionnelle du pigment visuel.

De plus, 1l est confirmé que les spectres d'absorption

d'extraits de rhodopsine contenant entre 66% (Yoshizawa et
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Wald, 1963) et 75% (Tokunaga et al., 1976) de glycérol ne
souffrent d'aucune distorsion 4 basse température. La con-
centration du glycérol ajouté & nos &chantillons se situe

entre ces limites.

Lorsque nous irradions la rhodopsiné a la témpérature de
l'azoté liquidé, la'bathorhodobsiné est forméé. La photoiso-
mérisation ll-cis -+ tout—trans du rétinal est uné étape essen-
tielle de la chalne d'événements impliqﬁés dans la photolyse
de la rhodopsine Mao et al., 1981). Nous avons stabilisé la
bathorhodopsine de 77 K & 120 K ét obsérvé sa conversion en lu-
mirhodobsine vers 135 K dans tous les échantillons. Avec des
S.E.B. ou un extrait solubilisé dans la digitoniné, ajustés a
T75% de glycérol, la témpératuré dé la transition batho- + lumi-
rhodopsine est identique 4 celle que nous avons_détérminée (Yo-
shizawa et Wald, 1963, Yoshizawa, 1972, Motoyama et Kito, 1981).
Lorsque la rhodopsiné ést solﬁbilisée dans 1'Ammonyx-LO et ajus-
tée 8 50% en éthyléne glycol; la transition ést comﬁlétée a
123 K (Applebury et al., 1974). Dans 1é L-1690, avec 67% de
glycérol, la températuré de la transition se situe vers 115 K
Motoyama et Kito,_l98l). Pour dés raisons obscurés, ces au-
teurs éprouvent des difficultés avec leﬁrs échantillons conte-
nant du glycérol. Dans plusiéurs cas, lés témpératures de tran-
sition dans 67% de glycérol sont blus basses que dans 20%
de sucrose. Leurs spectres d'absorption sont tous énregistrés

a4 80 K dans le sucrose mais & 180 K dans le glycérol. Leurs
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températures de transition sont définies par des élévations

de cing degrés qui déplacent le maximum d'absorption de plus

de deux nanométres. Pour une transition abrupte comme celle de
la bathorhodopsine, 11 est sﬁrprénant d'observer une différence
de 20 K entre nos résﬁltats ef céﬁx dé\ddtoyama et Kito (1981),
dans le L1-1690. La différence ﬁourrait étre attribuée au mode
expérimental. Beaucou? de chercheﬁrs stablilisent leurs &chan-
tillons quinze & vingt minutes & une temﬁérature puis retour-
nent a 80 K pour enregistrer le spéctré d'absorﬁtion. Le fait
de prendre tous les spéctres a las méme témpérature permet une
excellente comparaison des s?ectres, en terme d'amplitude.
Cependant, 11 nous apparalt beaucoup ?lus adéquat de visuali-
ser une transition en bloquant la temﬁérature jusqu'a ce que

le spectre cesse de sé modifier. Les variations d'amplitudes
dues & la température ne sont,?as significatives sur de faibles

écarts de température.

Nous n'avons pas noté.de dépéndance de 1l'environnement
moléculaire sur la transition batho- - lumirhodoﬁsine. D'ail-
leurs cette étape de la séquence bhotolytique n'impligue aucun
changement conformationnel majeur de la rhodopsine (3 rellmann

et al., 1962, Pratt et al., 196k4),

La seconde transition, lumi-~ - métarhodopsine I, s'effec-
tue & 205 K dans les suspensions de membranes discales et &

227 K pour la rhodopsine solubilisée dans le L-1690, soit des
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températures . de- transition similairés a celles détermindes
parwcstoyama et Kito (1981). La transition nous semble dé-
pendante du tyﬁe dé liﬁidés éntoﬁrant la molécule de rhodop-
sine. Pour la rhodobsine solﬁbiliséé dans 1'Ammonyx-LO, nous
ne pouvons pas comparer nos résultats i céux de Abplébury et
al. (197k4). Sélon eﬁi, la lﬁmirhodopsiné ést'stablé au woins
jusqu'a 160 X, malhéuréusémént 1'échantillon devient obaque
entre 180 K et 230 K et'aucuné variation spéctralé ne beut gtre

. . .
enreglistrée.

En raison de la rigidité micellaire dﬁ L-1690 et de la
stabilité de la lumirhodobsiné dans cé détergent, un change-
ment conformationnel substantiél dé l'opsiné bourrait gtre
associé a la disbaritién dé cét intermédiaire; tel que suggéré

par M atthews et Wald (non publié).

Pour la réaction métarhodoésiné I » II, les températures
de transition déterminées poﬁr.la.rhodopsine dans la membrane
discale (258 K) ou solubiliséé dans 1'Ammonyx-LO (235 K) sont
identiques & celles de Motoyama et Kito (1981) et de Applebury
et al. (197L4). Comme eux, nous obsérvons qué toute la méta-
rhodopsine I est convertie en métarhodopsine II & 270 K dans
les S.E.B. et 4 260 X dans 1'Ammonyx-LO. Lés sbéctres de dif-
férence permettant de rétracer l'originé de la métarhodopsine
II sont identiqués a ceux obtenus bar Kimbél et al. (1970).
The diminution d'absorbancé a 480 nm entrainé'uné augmentation

concomitante 4 380 nm.
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Dans lé L-1690, nos résultats entrent en contradiction
avec ceux déldotayama ét'Kito (1981). Selon eux, la transition
métarhodoﬁsine I > II se produit a dé plus bassés températures
dans les solutions de L—l690'én raison d'uné moins grande hy-
drophobicité des micéllés; La transition sérait ﬁresque com-
plétée a 250 K alors que hous én obsérvons séulémént lé début
a cette températuré.' Nos résultats s'apﬁaréntént plus a ceux
obtenus avec de la rhodoﬁsiné solubiliséé dans la digitonine,
ol la conversion thermique métarhodoﬁsiné I > II a lieu a

258 K Matthews et al., 1963, Yoshizawa, 1972).

Deux faits démeurent uniqﬁés dans le L-1690. La transi-
tion lumi- > métarhodopsiné I est rétardéé significativement
et une fraction importante (25%) dé la métarhodoﬁsine I demeu-
re stable a la température ambianté. La rigidité de la micelle
de 1-1690 pourrait &tre resbonsablé dﬁ retard des transitions
impliquant des modifications conformationnéllés de l'obsine.
La stabilité de la métarhodopsine I ﬁourrait 8tre due i la
plus grande hydrophobicité de la micéllé de L-1690. On pour-
rait aussi penser que l'estér de sucrose, moins polaire que
1'Ammonyx-LO, entrave un transfert dé charge associé & la for-

mation de la métarhodopsine II.

Quoi qu'il en soit, ce ralentissement dans la photodéco-
loration du pigment visuel, s'il est corroboré par les expé-
riences de photolyse éclair, pourrait permettre une meilleure

compréhension du mécanisme moléculaire de la vision.
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Etude de la sé&quence photolytique de la rhodopsine bovine en

photolyse éclair

L'analyse de la séguence photolytique de la rhodopsine en
photolyse éclair a pour but de corroborer les résultats obtenus
4 basse température et surtout d'apporter des &léments nouveaux
nécessaires 4 1'interprétation en termes moléculaires de la tran-

sition métarhodopsine I - II.

A. Performance du systéme de photolyse éclair

Les échantillons de rhodopsine soumis aux expériences de
bhotolyse éclair sont tous solubilisés dans 1'Ammonyx-LO ou
dans le L-1690. Un échantillon-type a une pureté spectrale
de 1.8-1.9,une absorbance & 500 nm de 0.5 et contient 15 nano-
moles de rhodqpsine. Pour laréhodopsine purifiée dans 1'Ammo-
nyx-10, le rapport rhodopsine/détergent est de 1:750 alors
qu'il est de 1:300 dans le L-1690. Pour les membranes disca-

les solubilisées, ce rapport est quinze fois plus &levé.

Entre 15 et 25% de la rhodopsine est blanchie sur un
premier &clair de lumiére i 499 nm, soit 2.5 & 3.8 nanomoles.
Cette valeur chute 4 environ 8% sur un deuxiéme éclair. Les
résultats présentés dans cette section proviennent tous de

- Pl - . Pd i P -
cinétiques enregistrées sur un premier éclailr.

Nous analysons la photodécoloration de la rhodopsine &
quatre longueurs d'onde: 385, 450, 500 et 520 nm. La figure

IIT-16 montre un spectre de rhodopsine avant et aprés photolyse,
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Variations d'absorbance associées 3 la formation de
la métarhodopsine II. Le spectre d'absorption en
trait plein est celui de la rhodopsine intacte (
Le spectre de la rhodopsine photolysée par trois
éclairs 3 499 mm (--——) est en trait discontinu. Les
fléches indiquent les variations d'absorbance aux lon-
gueurs d'onde d'analyse utilisées pour é&tudier la tran-
sition métarhodopsine I - II.

).
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de méme que les variations d'absorbance & chacune des longueurs
d'onde d'analyse. On remarque a 450, 500 et 520 nm une diminu-
tion substantielle de 1'absorbance alors qu'a 385 nm on observe
la situation inverse. Tous ces changements se produisent simul-

tanément dans les &chantillons.

La collection des.données, & chacune des longueurs d'onde
d'analyse, a 25°C et & OOC, est illustrée sur les photographies
III-1, 2, 3 et 4. La réponse du systéme de photolyse éclair est
exprimée en millivolts, et ce sont des variations de transmit-
tance qui sont enregistrées en fonction du temps. Par exemple,
la formation de 1'espéce métarhcdopsine II entraine une diminu-
tion de transmittance & 385 nm (photographie III-1). On peut
remarquer sur les photos la netteté de la transition, la quali-
té et l'amplitude du signal, et le faible bruit de fond (<1.5%)
sur 1'échelle de temps correspondant & la transition métarhodop-
sine I » II. A 500 nm, on note une interférence du faisceau
actinique (499 nm) qui empéche 1'analyse du premier cinquiéme
de la cinétique mesurée. La chute initiale de transmittance

observée & 450 nm est attribude & ld transition lumi- -~ méta-

rhodopsine T.

A toutes les longueurs d'onde et toutes les températures,
les résultats sont reproductibles, avec environ 10% de varia-
tion. Les différences d'absorbance observées en photolyse
éclair (X=0.096) correspondent exactement & celles détermi-

nées sur les spectres d'absorption. Les variations de signal
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21.2508mVY

Photographies III-1: Variation de signal (mV) enregistrée a 385 mm
en fonction du temps, aprés un éclair de lu-
miére & 499 mm.

A. A 25° C
B. A 0°c¢
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Photographies III-2: Variation de signal (mV) enregistrée a 450 nm
en fonction du temps, apreés un &clair de lu-
miére a 499 nm.

A. A25°¢c
B. A 0°cC
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31.2508mV

Photographies III-3:
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Variation de signal (mV) enregistrée a 497 nm

en fonction du temps, aprés un éclair de lu-

midre a 499 om.

A.
B.

A 25° ¢
A 0°cC
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1A 31.2%580mY

- ‘Photographies III-4: Variation de signal (mV) enregistrée 3 520 nm
en fonction du temps, aprés un &clair de lu-
midre a 499 nm.

A. A 25° ¢
B. A 0°¢C
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mesurées en photolyse éclair sont transformées en variations

d'absorbance selon 1'équation:

mV aprés éclair
mV avant éclair

AA = log

La valeur du signal aprés éclair est déterminée aprés
l'arrét de la réaction analysée. Les phénoménes mesurés en
photolyse éclair ne peuvent donc pas €tre interprétés en ter-
me d'artefact. Le tableau III-8 nous indique que la quantité
de rhodopsine blanchie et la quantité de métarhodopsine II
formée sont identiques dans les deux détergents, pour des
échantillons contenant le méme nombre de moles de rhodopsine.
Les différences observées devront &tre attribues aux interac-

tions protéine-détergent.

Les cinétiques mesurées sont aussi reproduites sur du
papier quadrillé. Les annexes a, b,c et d présentent des tracés
a partir desquels la réaction est analysée. A la température
ambiante, la réaction est plus rapide, ce qui explique le moins
grand nombre de points apparaissant sur les graphiques en rail-

son de la limite de résclution de 1l'oscilloscope.

Cinétique chimique

Pour une réaction chimique d'ordre 1, la constante de

vitesse k peut 8tre calculée avec 1l'€quation suivante:

1
2.303 A log (ri - ri) (Livingston, 1961)

A%,
1

oll r est un paramétre proportionnel & la concentration de



Tableau III-8

Varlation d'absorbance

Ammonyx-LO L-1690
Disparition de
rhodopsine 0.136 0.126
A A & 500
Apparition de
métarhodopsine IT 0.088 0.083
A A & 385
A Rhodopsine

1.54 1.52

A Métarhodopsine IT

174
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|
1l'espéce i, (ri-ri ) la variation de r sur 1l'intervalle de

temps Ati' Afin de déterminer les constantes de vitesse,
tous les tracés ont &té reproduits sur &chelle logarithmique.
Le temps 0 correspond & l'é&clair de lumiére, la valeur de
a_est l'amplitude relative du signal aprés au moins dix
temps de vie et ay 1'amplitude du signal au temps t (Apple-
bury et al., 197h).

Si la transition métarhodopsine I - II ob&it & un proces-
sus de premier ordre, le graphique du log (aw - a,) ou du log

t

{a, - a_), selon la longueur d'onde d'analyse,en fonction du

t
temps est une droite (Applebury et al., 1974, Rapp, 1979,

Litman et al., 1981). La constante de vitesse est le produit
de 2.303 par la pente du graphique. Afin d'éviter toute con-

fusion, les pentes ont &té calculées en valeur absolue pour

obtenir des constante de vitesse positives.

Le temps de vie (1) d'un processus de premier ordre est
donné par l'inverse de la constante de vitesse
_ 1
T 7 x

La demi-vie, temps nécessaire pour compléter la moitié

de la réaction, ést définie selon 1'équation

Tous les tracés ont &été traités selon un programme de ré-
gression linéaire permettant d'établir la droite la plus fidéle

aux points expérimentaux.
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Cinétique en fonction de la longueur d'onde d'analyse,

mesurée 3 la température ambiante

: La figure III-17 présente la cinétiqﬁe dé formation de la
métarhodopsine II dans l'Ammonyx—Lo; analysée a 385 nm et &
2500. Tous les points sont alignés sﬁr uné droite simple,
signifiant une réaction d'ordré 1 pour la transition métarho-
dopsine I + II dans ce détergent; En d'autres termes, la méta-~
rhodopsine II provient d'une espécé uniqué, la métarhodopsine I.
La coﬁstante de vitesse k né montre pas dé dépendance de la

longueur d'onde d'analyse (tableau III-9).

Dans 1'Ammonyx-L0O, la transition métarhodopsine I + II est
une réaction obéissant i une seule exﬁonentielle sur plus de
95% de son amplitude. A 2500, la constante de vitesse a une
valeur moyenné de 1.68X 10 s-l. Le temps de vie de la réac-
tion est de 60 ﬁs. Les coefficients de corrélation sur les
régressions linéaires varient de 0.99% & 0.999 bour toutes

les courbes étudiées, comparativement & une valeur idéale de

1.

Dans le L-1690, l'apparition de la métarhodopsine II
se produit différemment. La figure III-18 présente la ciné-
tique analysée & 385 nm et a 2500. Ici les points ne sont

pas alignés sur une seule droite.

En premier lieu, nous avons identifié la présence d'un

processus lent d'ordre 1. Les deux derniers tiers de la
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Figure III-17: Cinétique de formation de la métarhodopsine II dans
1'Ammonyx-L0O a 25°C. La rhodopsine est solubilisée
dans un tampon Tris—-Cl 50 mM pH 8.0 ajusté a 0.27%
d'Ammonyx-LO. La réaction est d'ordre 1 et la cons-
tante de vitesse k est égale a 1.52 X 104 71 (pente
X 2.303). Le bruit, représenté par les barres d'er-
reur, est inférieur a 10% de la variation de signal
enregistrée. Le coefficient de corrélation est de
0.9980.
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Tableau IIT - 9

Rhodopsine purifiée dans 1'Ammonyx-LO

Cinétique en fonction de la longueur d'onde d'analyse

A d'analyse Constante de vitesse Demi~vie T
(nm) K (s77) T = 25°¢C (us) (us)
L
385.0 1.77X 10 4o 56
450.0 | 1.64% 10" b 61
L
- 500.0 1.63X 10 , L3 61
L

520.0 1.69X 10 L1 59
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Figure III-18:
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Cinétique de formation de la métarhodopsine II dans le
L-1690 3 25°C. La rhodopsine est solubilisée dans un
tampon Tris-Cl 50 mM pH 8.0 ajusté a 0.27 de L-1690. La
réaction est une-combinaison de deux processus de premier
ordre. La réaction rapide (----) a une constante de vi-
tesse ki &gale 3 1.80 X 10% s71 et correspond 3 38% de
1'amplitude totale observée. Le coefficient de corréla-
tion est de 0.9965. La réaction lente (: ) a une cons-
tante de vitesse ko) égale a 3.20 X 103 s71 et correspond
3 627 de 1'amplitude totale observée. Le coefficient de
corrélation est de 0.9980. ©Le bruit est inférieur a 107
de la variation de signal enregistrée.
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transition corréspondent & ce processus lent. .Par contre les
ﬁremiers points divergent significativement de la droite tracée
pour la réaction lente. Cette déviation est d'autant plus im-
ﬁortante que sur une échelle logarithmique, ces points possé-
dent la plus faiblé marge d'erreur. La premiére fraction de

la transition métarhodopsine I > II est donc la combinaison

d'au moins deux phénoménes simultanés.

L'extrapolation de la premiére droité obtenue jusqu'au
temps zéro permet de la soustraire des points du début de la
transition. Les différences d'amplitude ainsi calculées sont
reportées en fonction du temps, sur le méme graphique. L'éxis—
tence d'une seconde réaction d'érdre.l, ﬁius raﬁide, ést dévoi-
lée par une droite simple. Ce processus-rapidé représente ﬁrés
de 40% de 1l'amplitude de la transition. La décomposition des
cinétiques observées dans le L-1690 a été réalisée de maniére
a4 obtenir les meilleurs coefficients de corrélation ﬁour les
deux droites. L'amplitude de chacune des réactions est déter-
minée par son intercept. Ni la constante de vitesse lente,
ni la constante de vitesse rapide, n'est dépendante de la lon-
gueur d'onde d'analyse (tableau III-10). A 25°C, 1a réaction
rapide a une constante de vitesse (kl) de 1.65X th s1 tandis
que ltautre réaction, environ cing fois plus lente, a une cons-
tante de vitesse (ke) de 3.23X lO3 s_lf La décomposition en
deux réactions de premier ordre est ﬁermisé en ralson dés coef-

ficients de corrélation variant de 0.992 & 0.999 sur 95% de

1'amplitude de la transition.



Cinétique en fonction de la longueur d'onde d'analyse

Rhodopsine purifiée dans le L-1690

Tableau III-10
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Constante de vitesse a 25°C

A Analyse Demi-vie T
(nm) x (s70) amplitude (%) (us) (us)
A - Réaction rapide
. _
385.0 1.77 X 10 37% Lo 56
450.0 1.63 X 1oh 38% L3 61
500.0 1.67 X 10 38% Lo 60
520.0 1.54 x 10 349 L5 65
B - Réaction lente
385.0 3.07 X 1o3 63% 225 326
450.0 3.60 X 1o3 62% 193 278
500.0 3.15 X 1o3 62% 220 317
520.0 3.08 X 1o3 66% 225 325
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L'amplitude moyenne de la réaction lente est de 63% et
ne peut donec pas étre attribufe au blanchiment de 1'échantil=
lon par le faisceau d'analyse (< 1%). La réaction rapide re-
présente 37% de 1l'amplitude du signal observé lors de la forma-

tion de la métarhodopsine II.

Le tableau III-11 résume les résultats présentés ci-
dessus. Le fait d'observer une réaction lente dans le L-1690
était prévisible en raison de la plus grande rigidité des mi-
celles de ce détergent et aussi de la stabilité thermique des
espéces lumi- et métarhodopsine I observée i basse température.
La double origine de la métarhodopsine II dans le L-1690 est

confirmée par les expériences de photolyse éclair.

Effet de la concentration sur la vitesse de réaction

Jusqu'a maeintenant nous avons photolysé des &chantillons
de rhodopsine purifiée dans 0.2% de détergent, et analysé la
réaction 3 plusieurs longueurs d'onde. A présent nous allons
varier la composition des échantillons, notamment les concen-
trations de rhodopsine et de détergent (tableau III-12). ILa
réaction de formation de la métarhodopsine II est principale-

lement analysée a 385 nm.

Dans 1'Ammonyx-LO, la constante de vitesse n'est pas af-
fectée significativement lorsque l'absorbance & 498 nm des
échantillons est réduite & 0.2. Par contre la variation de

signal pergue lors de la formation de la métarhodopsine II
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Tableau III-11

Cinétique de formation de la métarhodopsine II & 25°C

Constante de vitesse Amplitude Demi-vie Temps de vie

(s (%) (us) (us)

A - Rhodopsine - Ammonyx-LO

k = 1.68 X 10LL 100 b1 60

B - Rhodopsine - L-1690

1.65 X:loLL 37 Lo : 61

3.23 X 103 ' 63 215 310

&1

k2




Effet de la concentration sur la cinétique de formation

de la métarhodopsine II & 25°¢

Tableau ITI-12
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Echantillon Détergent Ah98nm k (s

A - Rhodopsine - Ammonyx-LO

Rhodopsine purifiée 2% 0.50 .68 th

Rhodopsine purifiée 2% 0.20 .50 th

Rhodopsine purifiée .0% 0.50 .66 10h

Rhodopsine S.E.B. .0% 0.80 .72 th

B - Rhodopsine -L-1690

Rhodopsine purifiée 2% 0.50 .65 10h 37%
.23 X 10° 63%

Rhodopsine purifiée 2% 0.20 .68 101‘L 38%
.00 X 10° 62%

Rhodopsine purifiée .0% 0.50 .75 th 3L%
.30 X 10° 66%

Rhodopsine S.E.B. .0% 0.80 .53 th 31%
.55 X 10° 69%
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est moins grande (en fait, 40% de celle observée lorsque
Ah98 = 0.5), ce qui rend le bruit de fond plus évident. Si
on augmente la concentration du détergent a 3%, la vitesse de
la réaction ne change pas non plus. Les membranes discales
solubilisées.dans 3% de détergent montrent aussi la méme ciné-
tigque que la rhodopsine purifiée. Ceci était prévisible puis-

que la contribution des phospholipides natifs est masquée par

un rapport rhodopsine-détergent d'environ 1:10 000.

Dans le L-1690, la méme absence d'effet de concentration
de rhodopsine ou de détergent est observée. Dans tous les cas,
on retrouve la réaction rapide et la réaction lente avec des
constantes de vitesse similaires a celles déterminées pour la
rhodopsine purifiée dans 0.2% de détergent avéc une absorbance
de 0.5 & 498 nm. Ta proportion relative des deux réactions

demeure aussi inchangée.

Les cinétiques ne sont donc pas dépendantes des interac-
tions rhodopsine-rhodopsine puisque la diminution ou 1'augmen-
tation de la concentration de rhodopsine ne modifie pas la vi-
tesse de la réaction. Les cinétiques ne sont pas non plus
falissées par les détergents. Des échantillons des deux déter-
gents, a 0.2% et 3%, soumis & un éclair de lumiére ne démon-
trent absolument aucune variation de signal. Cependant 1'aug-
mentation de la concentration de détergent dans les échantil-
lons de rhodopsine permet de s'assurer de 1'homogénéité des

solutions. Ceci est particuliérement crucial pour la réaction
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lente dans le L-1690 qui aurait pu &tre assimilée & des agrégats
de rhodopsine. L'évolution différente de la formation de la
métarhodopsine II, dans le L-1690 et dans 1'Ammonyx-L0, est due

aux interactions rhodopsine-détergent.

Effet de la température sur la vitesse de réaction

La réaction métarhodopsine I~>1II estla premiére transi-
tion de la séquence photolytique a &tre drastiquement influen-
cée par des interactions intermoléculaires impliquant la molé-
cule de rhodopsine. La réaction se produit seulement en pré-
sence d'eau, et la rhodopsine devient protonée (Emrich, 1971).
Les détergents ont aussi un effet marqué sur les cinétiques
observées. A 3OC, on retrouve des gquantités égales de métarho-
dopsines I et II (& pH T), une variation de température déplace
1'équilibre (Cieslik et Rlppel, 1981). Dans nos deux détergents,
nous avons &tudié 1'effet de la température sur 1l'apparition de

la métarhodopsine II (tableau III-13).

Dans 1'Ammonyx-LO, la réaction est ralentie par un facteur
de 13 lorsque la\température diminue de 298 K 3 273 K. Les ciné-
tiques mesurées a des intervalles de 5 ou 3 degrés, de 278 K
a 301 K, mettent en évidence 1'accélération de la réaction avec
1'augmentation de la température (tableau III-1k4). Cette dé-
pendance de la constante de vitesse face & la température per-
met de tracer un graphique d'Arrhénius (figure IIT-19) sur le-
guel on note la relation linéaire entre le log de la constante de

vitesse k et la réciproque de la température en degrés Kelvin.



Tableau III-13

Effet de la température sur la cinétique de formation

de la métarhodopsine IT
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Température (K) 298 273 k298/ k273
Rhodopsine - Ammonyx-LO

k (s'l) 1.70 X :Lol“ 1.28 X 10° 13
Rhodopsine- L-1690

Ky (s'l) 1.77 X 101‘L 1.27 X 10° 139

Ky (s'l) 3.07 X 103 3.05 X 10t 101

kl /k2 5.8 .2




Tableau III-1h4

Effet de la température sur la cinétique de formation

de la métarhodopsine II dans 1'AMMONYX-LO

Température (K) 273 278 283 : 288 293 298 301
1/T (10_3K) 3.663 3.597 3.53h 3.b72 3.h13 3.356 3.322
k (s’l) 1280 1750 3700 _ 6000 9hoo 17000 25800
log k (s71) 3.1072 3.2h30 3.5682 3.7782 3.9731 L.2480 L.14116
demi-vie (us) 541 396 187 115 Th 4o 27
T (us) . 7681 571 270 167 106 59 39

881
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Figure III-19:
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3.4 3.5 3.6

1/TEMPERATURE ( 1072 k1 )

Graphique d'Arrhénius - Rhodopsine solubilisée dans
1'Ammonyx-LO. L'énergie d'activation associée 2 la
formation de la métarhodopsine II est de 17.7 Kcal/
mole. La valeur du coefficient de corrélation est
de 0.9960.
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Dans le L-1690, la chute des températures a un effet dra-—
matique sur la formation de la métarhodopsine II. De 301 X &
273 K, on observe toujours une réaction rapide et une réaction
lente, mais pour les deux processus, le facteur de ralentisse-
ment est de 1l'ordre de 100. La rigidité micellaire est dépen-
dante de la température. FEn augmentant la température, la
micelle de détergent recouvre de sa fluidité pour permettre
les changements conformationnels de la protéine, nécessaires
& la conversion d'un intermédiaire en un autre (Motoyama et
Kito, 1981). La micelle de L-1690, déja plus rigide a la
température ambiante, durcit de fagon trés prononcée en di-
minuant la température. L'apparition de la métarhodopsine II
a été analysée a plusieurs températures (tableau III-15) afin
de tracer le graphique d'Arrhénius (figure ITI-20). Sur ce
graphique, on observe deux droites paralléles ce qui suggere
déja des paramétres thermodyﬂamiques semblables pour les deux

processus de formation de la métarhodopsine II.

Paramétres thermodynamiques d'activation

Le tableau III-16 présente les paramétres thermodynamiques
calculds & partir des cinétiques de formation de la métarhodop-

sine IT dans 1'Ammonyx-LO et dans le L-1690.

L'énergie d'activation (Ea) est déterminée par la pente du

graphique d'Arrhénius. Elle est définie par 1'équation:

E .
log k = log A - ___ 2% (Laidler, 1965)

2.303 RT



Tableau III-15

Effet de la température sur le cinétique de formation

de la métarhodopsine II dans le L-1690

283

Température (K) 273 278 288 293 298 301
/e (1073k) 3.663 3.597 3.53h 3.472 3.h13 3.356 3.322
A - Réaction rapide (kl)

k) (sh) 127 17h 423 1480 3380 17700 19800
log k, (s71) 2.1038 2.2405 2.6263 3.1703 3.5289 b.2k05 4.2967
demi-vie (us) sLsT 3983 1638 468 205 Lo 35

t (us) 7874 5747 2364 676 296 56 51

% réaction k, 35 64 T1 67 62 37 48
B - Réaction lente (k,)

k, (s7) 30.5 45.0 76.2 3u7- 8h3 3070 4960
log k, (71 1.4843 1.6532 1.8820 2.5403 2.9258 3.4871 3.6955
demi-vie (us) 22721 154h00 9095 1997 822 225 1ko

1 (us) 32787 22222 13123 2882 1186 326 202

% réaction k, 65 36 29 33 38 63 52

T6T
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Figure III-20:

{ l |
3.4 3.5 3.6

1/TEMPERATURE ( 103 ¢t )

Graphique d'Arrhénius - Rhodopsine solubilisée dans
le L-1690. L'énergie d'activation associée 3@ 1la
formation de la métarhodopsine II est de 32.1 Kcal/
mole pour la réaction rapide (O—Q) et de 31.7
Kcal/mole pour la réaction lente (@—®). Les
coefficients de corrélation sont respectivement de
0.9852 et 0.9840.



Tableau III-16

Paramétres thermodynamiques associés

d la formation de la métarhodopsine II & 293 K
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Réaction et Ea AG’i AH ¢ AS ¢
environnement (Kcal/mole) (Kecal/mole) (Kcal/mole) (u.e.)
k (rhodopsine-

17.7 11.8 17.2 18.0

Ammonyx-LO)

kl (rhodopsine-1-1690)

32.1 12.3 31.5 65.9
réaction rapide
k2 {(rhodopsine-L-1690)

31.7 13.1 31.1 61.4

réaction lente
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ou k est la constante de vitesse, T la température, A 1'inter-
cept ef R une constante (1.986 cal Kt mole_l). La majorité

des études de la réaction métarhodopsine I + II montrent un
graphique d'Arrhénius linéaire pour la formation de la méta-
rhodopsine II (Abrahamson et Wiesenfeld, 1972). Pour une réac-
tion d'équilibre, la vitesse observée est la somme des vitesses
des réactions métarhodopsine I + II (Rl) et métarhodopsine II -

I (Rg)' Sur une vaste gamme de températures, la constante d'équi-
libre Rl/R2 varie considérablement et le graphique d'Arrhénius
devrait exhiber une variation de pente. Ce fait n'est pas obser-
vé. Suite & une augmentation de la température, 1'énergie d'ac-
tivation de la réaction diminue car 1'interaction rhodopsine-
lipide est modifiée (Uﬂl et Abrahamson, 1981). Sur de faibles

écarts de température, 1'énergie d'activation varie de fagon

négligeable.

A cause des différences non significatives des paramétres
d'activation pour les réactions observées dans le L—l690, les
comparaisons sont établies globalement entre les détergents.
L'énergie d'activation pour la formation de la métarhodopsine
II dans le I-1690 double presgue celle calculée pour la méme
réaction dans 1'Ammonyx-LO, soit respectivement 32 et 17.7
Kcal fmole. La différence des énergies d'activation est treés
grande mais beaucoup plus d'interprétations, en terﬁes molécu-

laires; sont permises par la comparaison des autres paramétres.

L'enthalpie d'activation, AH', peut &tre considérée
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comme 1'énergie gagnée ou perdue lors de la formation ou du
bris de liens chimiques. Elle est reliée & 1'énergie d'ac-
tivation par 1'équation:

+
AE = Ea - RT

La variation d'enthalpie accompagnant la transition méta-
rhodopsine I -+ II est caractérisée par de grandes valeurs posi-
tives (Abrahamson et al., 1960). Etant une fonction de 1'éner-
gie d'acfivation, on observe les mémeg différences en comparant

+

les OH pour la rhodopsine solubilisée dans le L-1690 (¥ 31

Kecal /mole) ou dans 1'Ammonyx-LO (17.2 Kcal /fmole).

Par contre si on calcule l'énergie minimale a fournir

pour que la réaction se produise (on parle alors d'énergie
+

libre d'activation de Gibbs symbolisée par ey ), on devrait

s'attendre & un écart beaucoup moins considérable. La valeur
+ .
du AGT est de 11.8 Kcal /mole pour la formation de métarhodop-

sine II dans 1'Ammonyx-LO. La différence avec le L-1690 est
de l'ordre de 1 Kcal /mole comparativement & 15 Kcal /mole entre

+ +
les valeurs de Af_ . On calcule le Njk selon 1l'é&quation:

KT _ e

logk = log — —
' h 2.303 RT

oll K est la constante de Boltzmann (1.381 X 10_16 erg K_l)
-2
et h la constante de Planck (6.626 X 10 7 erg s).

+ +
Comnaissant les AH et &G , i1 est possible de déterminer
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b
1l'entropie d'activation, ASF~3 par la relation

; f b
AG = AH - TAS
Le AS+ est une mesure du changement de degré d'ordre
moléculaire accompagnant la formation d'un &tat de transition.
Une valeur positive est associde & la formetion d'un état moins
ordonné. L'entropie est exprimée en unité entropique (u.e.)
N
équivalente 3 une calorie K_l mole—l. Les valeurs de ASl~ pour
la formation de métarhodopsine II dans le L-1690 (= 65 u.e.)

sont plus de trois fois supérieures a celles calculées dans

1'Ammonyx-LO (18 u.e.).

Une a£tention toute particuliére doit &tre accordée aux
grandes valeurs positives d'enthalpie ét d'entropie d'activa-
tion associées d la formation de la métarhodopsine II, puis-
qu'elles sont indicatives de changements conformationnels
substantiels de la rhodopsine (Abrahamson et al., 1960). Plus
spécifiquement le AS:" positif correspond & un dépliage signi-
ficatif de la protéine lorsqu'elle a atteint 1'étape métarho-
dopsine II. La valeur de AS:'t indique que la métarhodopsine
II est produite moins facilement dans le I-1690 ce qui confir-

me encore la présence d'un environnement moléculaire plus ri-

gide pour la molécule de rhodopsine dans ce détergent.

Discussion des résultats

Pour bien comprendre la réaction métarhodopsine I - II
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aans la membrane discale, la photolyse éclair constitue le

principal mode d'exploration. Idéalement des suspensions de
membranes discales sont utilisées. Dans ce type d'expérien-
ce, les conditions de température et l'extraction de la rho-
dopsine par les détergents favorisent généralement la forma-

tion de métarhodopsine II.

Les cinétiques de la réaction ont été mesurées par plu-
sieurs chercheurs. Des cinétiques simples de premier ordre
sont prévues en raison de la stoechiométrie de la réaction.
Lorsque la transition est analysée au niveau des membranes
discales, il est souvent difficile d'obtenir des résultats
en raison de la diffusion de lumiére par les fragments mem-
branaires. L'équipement doit étre trés sophistiqué pour aller
chercher les variations d'absorbance dans un signal dont 90%
de 1l'amplitude peut &tre due & la lumiére diffusée (lewis et
al., 1981). Pour atténuer ce probléme, les S.E.B. peuvent
étre soniqués ou suspendus dans du glycérol pour augmenter

1'indice de réfraction.

Pratt et al. (1964) ont photolysé la rhodopsine dans son
environnement membranaire. Ils ont étudié la diminution d'ab-
sorbance a 476 nm et expliqué la transition métarhodopsine I -
II par la somme de deux processus de premier ordre. Un milieu
2:1 glycérol/tampon a été utilisé pour suspendre les fragments de
S.E.B. En travaillant & deux longueurs d'onde d'analyse (380 nm

pour la métarhodopsine II et 480 nm pour la métarhodopsine I),
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Von Sengbusch et Stieve (1971), et Rapp (1971) concluent gque
la réaction est un processus de premier ordre dans les mem-
branes discales. L'étude de Applebury et al., (1974) avec des
S.E.B. soniqués, effectuée en contrdlant 1'apparition de mé-
tarhodopsine II & 380 nm, est décrite par un processus simple
d'ordre 1. Rapp (1971, 1979) obtient des résultats similaires
a Applebury et al. avec des échantillons de membranes discales
soniquées. Ces deux études montrent des paramdtres cinétiques
identiques. Selon Litmanet al., (1982), la formation de méta-
rhodopsine II dans les disques soniqués obéit & une seule ex-
ponentielle, ‘Les vitesses observées sont similaires & celles
mesurées in vivo. A 3700, in vivo, la constante de vitesse

3

de la réaction est de 0.9 X 10 s chez le lapin et de

3 X ZLOBS_l chez le rat (Hagins,1972, Penn et Hagins,1972).
Par exemple, Applebury et al., (1974), & la méme température
mais in vitro, ont déterminé la constante de vitesse égale a

2.k X 1035‘1.

D'autres travaux récents ont décrit l'apparition de mé-
tarhcodepsine II & 380 nm, dans les frégments de S.E.B., selon
deux processus de premier ordre (Hoffmann et al., 1978).
Stewart et al. (1977) étaient arrivés aux mémes conclusions
avec des S.E.B. sonigués. Lewis et al. (1981) ont isolé une
combinaison de trois exponentielles sur 1'échelle de temps
de la transition métarhodopsine I - II, deux de celles-ci

sont associées & la formation de métarhodopsine II. Hagins
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(1956, 1957), dans un oeil de lapin intact, a décrit la

réaction selon une double exponentielle.

Dans les détergénts, l'étude cinétique de 1'étape méta-
rhodopsine I » II esf facilitéé bar la solubilisation des mem~
branes, ce qui diminue la diffusion de la lumiére. D&s 1958,
la bhotolyse d'extraits de rhodopsine solubilisée dans la digi-
tonine montre une diminution initiale de la transmission a 480
nm, suivie d'une augmentation (Wulf et al., 1958). La dis-
parition de la métarhodoﬁsine I est alors interprétée comme
€tant la somme de trois processus. Abrahamson et al. (1960)
ont obtenu des résultats sémblables avéc des échantillons de
méme nature. Cebendant la solubilisation des membranes avec
la digitonine éntraine.une diminution de la vitesse de réac-
tion et de ﬁlus, ce détérgent brise la membrane en fragments
non homogénes (Von Sengbusch et Stieve, 1971). Lorsque les
extraits de rhodoﬁsine solubilisée dans la digitonine sont
rendus homogénes, la fofmation de la métarhodopsine II est
une réaction simple d'ordre 1 (bn Sengbusch et Stieve, 1971).
Toujours dans le méme détergent, Pratt et al. (196L) interpre-
tent la cinétique par deux processus simultanés de premier

ordre.

Cependant la conversion métarhodopsine I » II se produit
généralement plus vite dans les détergents que dans la mem-

brane discale. En ce sens, Baker et al. (1977) ont déterminé



200

*les vitesses d'apparition de la métarhodopsine II, citées par
ordre croissant, dans les S.E.B., la digitonine 1%, le triton
X-100 1%, le CTAB 1%, 1'Ammonyx-LO 1.5% et 1'Emulphogene BC-720
1%. Fait a noter, dans tous ces environnements moléculaires

différents, la réaction obéit a une simple exponentielle.

Des S.E.B. combinés a de la PC d'oeuf montrent une cinéti-
que 3 une seule exponentielle et une constante de vitesse iden-
tique a ce qui est observé dans les S.E.B. seuls (0'Brien, 1982).
Pour la rhodopsine purifiée et délipidée, les recombinants avec
de la PC d'oeuf forment la métarhodopsine II selon deux réactions

simultanées d'ordre 1 (Applebury et al., 1974).

L'interprétation et la rationalisation de tous ces résul-
tats doivent étre considérées. Ies échantillons de rhodopsine
soumis aux expériences de photolyse éclair doivent étre homo-
génes, cet état semble difficile & obtenir dans la digitonine
et avec les fragments de membrane discale. Une meilleure solu-

. s . 3 . s . . b
bilisation ou la sonication semblent €liminer ce probleme.

Auparavant les cinétiques étaient mesurées & une ou deux
longueurs d'onde. A la plupart des longueurs d'onde incluant
380 nm, la réaction lumi- » métarhodopsine I contribue au si-
gnal métarhodopsine I =+ II. Pres de la température physiolo-
gique, le rapport des vitesses des deux transitions est de 3:1
et des quantités importantes de lumirhodopsine sont présentes

lors de la disparition de la métarhodopsine I (lewis et al.,



201

1981). Selon Rapp (1979), les deux réactions sont indépendan-
tes. Une autre source de difficulté réside dans la séparation
de contributions exponentielles successives observées lors de

la formation de la métarhodopsine II. La décomposition infor-
matisée des cinétiques se présente comme la solution de 1l'ave-

nir (Lewis et al., 1981).

En regard de la rétrospective des résultats présentés ci-
dessus et des considérations & envisager, la question qui se
pose est la suivante: y a-t-il ou non deux processus de forma-
tion de la métarhodopsine II ? Dans 1'Ammonyx-L0O, la transi-
tion est une réaction simple d'ordre 1. Par contre dans le
L-1690, a toutes les températures, nous avons décrit le pas-

sage métarhodopsine I + II selon deux exponentielles.

Nous n'avons pas noté d'interférence de la réaction lumi-
+ métarhodopsine I sur 1l'échelle de temps de nos expériences.
Aux quatre longueurs d'onde d'analyse sélectionnées, nous avons
obtenu des résultats identiques. Lewis et al. (1981) arrivent
8 la méme conclusion en utilisant huit longueurs d'onde d'ana-

lyse.

Nous sommes assurés de la solubilisation homogéne des
échantillons. Les cinétiques composées observées dans le L-1690
ne sont pas dues a de lé rhodopsine agrégée et pourraient reflé-
ter le comportement in vivo de la rhodopsine. WNos deux déter-

gents doux, 1'Ammonyx-LO et le I-1690, solubilisent trés
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bien la rhodobsine pulsque les mémes vitesses sont observées
pour la rhodopsine purifiée, délipidée ou lés membranes disca-
les solubilisées. La similitude des cinétiques mesurées avec
la rhodobsine purifiée délipidée et lés disques solubilisés
dans 1'Ammonyx-LO, dé méme que 1l'absence d'effet de concentra-
tion de détergent, ont aussi été observés par Abplebury et al.
(1974). B&ieﬁx encoré, tous nos résﬁltats obtenus en photolyse
éclair sont entiérément suﬁportés par lés études de la séquen-

ce photolytique & basse température.

Dans 1'Ammonyx-L10, la réaction est d'ordre 1. A 20°C, la
constante de vitesse associéé a la formation de la métarhodopsine
IT est de 10 000 s_l comparativémént & 11 000 s_l ﬁour Applebury
et al. (197L4) et 9 750 st pour Baker et al. (1977). La légére
différence entré nos travaux et ceux de Apﬁlebury et al. pour-
rait étré dﬁe au fait qﬁ'ils 5nt purifié 1'Ammonyx-L0O, ne con-
servant que la fraction DDAo; D'autre bart, nous avons tra-
vaillé 3 bH 8.0, Ai)plébﬁry et a.l.- ) bH 7.0 et Baker et al. a

pH 6.5.

En ce qui a trait aux cinétiques mesurées dans le L-1690,
nous sommes les premiers a avoir photolysé la rhodopsine bovine

dans ce détergent.

Plusieurs chercheurs, cités ci-dessous, ont observé que la
formation de la métarhodopsine IT n'est pas une cinétique simple

d'ordre 1. Souvent la vitesse de la réaction correspond exactement
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8 la somme de deux exponentielles, telle que nous 1'observons
pour la rhodopsine solubilisée dans le L-1690. ‘Il semble
qu'une fraction de la rhodopsine qui absorbe la lumiére et
produit la métarhodopsine II, se convertisse plus rapidement.
Selon Williams et Baker (1982), le rapport des constantes de
vitesse est toujours environ de 5:1, alors que les quantités
relatives des formes rapide et lente dépendent de plusieurs
paramétres (température, environnement moléculaire, ﬁH et for-
ce ionique). Par exemple, Pratt et al. (196L4), pour des S.E.B.
en suspension dans le glycérol, ont des cinétiques ob&issant

a la somme de deux exponenﬁielles avec des constantes de temps
dans un rapport L.6:1 & 10°¢C et 4.2:1 & 20°C. Les amplitudes
n'ont pas été mentionnées. Applebury et al.(197h4), avec de la
rhodopsine purifife recombinée & la PC, observent deux proces-
sus de formation de métarhodopsine II, avec des constantes de
temps dans un rapport 4.5:1 et des amplitudes relatives de
70%:30% pour les réactions lente et rapide respectivement.,
Hagins (1956), avec la rhodopsine de lapin, constate un rap-
port de 3.5:1 et des amplitudes relatives de 60 (lente)

L0 (rapide) lors de la formation de métarhodopsine II.

Stewart et al. (1976) obtiennent des résultats similaires

avec de la rhodopsine purifiée, délipidée et solubilisée

dans la digitonine. L'homogénéité de tous ces résultats

pour des cinétiques mesurées dans des environnements molécu-

laires trés différents permet d'exclure tout artefact de
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mesure., Nos résultats présentent un rapport de constantes de
vitesse de 5.8:1 & 2500 et de 4.2:1 a4 0°C. la contribution
de la réaction lente est de 63% & 25°C comparativement & 37%

pour la réaction rapide.

I1 est cependant nécessaire de soulever certains problé-
mes rencontrés dans 1'analyse de cinétiques composées. La
qualité de la mesure est déterminante. En photolyse éclair,
certains enregistrent des variations d'absorbance aussi peti-
tes que 0.003 (0'Brien, 1982). Au cours de nos expériences,
nous avons observé des variations plus de dix fois supérieu-
res, ce qul minimise les possibilités d'erreur. D'autres ont
photolysé la méme quantité de rhodopsine que nous, mals avec
une forte interférence de 1'éclair de lumiére sur les cinéti-
ques (Baumann et Zeppenfeld, 1981). Sauf & 500 nm, nous

n'avons aucune interférence de ce type sur nos mesures.

Le temps d'enregistrement du systéme de photolyse doit
8tre court (~l0us), surtout lorsqu'on s'approche des condi-
tions physiclogiques ou avec certains détergents. Ceci in-
troduit le probléme des bruits haute-fréguence sur les tracés
d'oscilloscope, et les difficultés usuelles associées & la
séparation des résultats et.du bruit. Le probléme devient
encore plus évident quand des doubles exponentielles sont ex-
traites des données car il est nécessaire d'analyser le tracé
de 1'oscilloscope sur plus de 90% de l'ampiitude de la réac-

tion.
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La réaction métarhodopsine I -+ II est associée & 1'étale-
ment.de la structure tertiaire de l'o?sine. Les valéurs de
AHi et AS sont caractéristiques de celles corresﬁondant aux
réactions de dénaturation de protéines (G lasstone et al., 19L1).
Bien qu'il existe des variations importantes des AH ét ASi se-
lon l'environnement moléculaire, les valéurs dé AG ~ associées
a la formation de métarhodopsine II sont remarquablement cons-
tantes (=12 & 15 Kcal /mole). Dans nos deux détergents, les AG
ne sont pas significativement différents: 11.8 Kcal /mole dans
1'Ammonyx-L0, 12.3 et 13.1 Kcal /mole pour les réactions rapide
et lente dans le L-1690. Tous les paramétres d'activation cal-
culés pour la rhodopsine solubilisée dans 1'Ammonyx-LO s'accor-
dent avec ceux déterminés par Applebury et al. (197L) et Baker
et al. (1977). Dans le L-1690, les valeurs de AH et AS" res-
semblent & celles mesurées dans la membrane discale (référer
au tableau I-2). Le L-1690 pourrait €tre un détergent qui mime

bien 1l'effet des phospholipides membranaires d'origine (Nashima

et al., 1978).

La réaction de formation de la métarhodopsine II nous
apparalt fortement dépendante de l'interaction brotéine—lipide.
Cependant l'interprétation.pourrait etre élus complexe et dé-
passer le cadre de l'environnement moléculaire du pigment vi-
suel. La quantité de rhodobsine photolysée (Emeis et Hofmann,
1981) ou la maniére de purifier les échantillons (Bargoot et

Williams, 1977) auraient un effet sur les cinétiques observées.
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Iv- CONCLUSION

Afin d'étudier la nature des interactions rhodopsine-lipide, il
est prioritaire dans les études im vitro de s'assurer de 1'intégrité
fonctionnelle du pigment visuel. Méme si on ne sait pas exactement
comment la rhodopsine est impliquée dans la transduction visuelle,
une séquence primaire d'événements suivant 1'absorption de photons a
été établie et &tudiée in vitro (Yoshizawa et Wald,1963, Matthews et ai.,
1963, Abrahamson et Wiesenfeld, 1972, Yoshizawa,1972, Applebury et al.,
1974) et <n vivo (Cone et Cobbs,1969, Hagins,1972). La séquence d'in-
termédiaires spectraux de la rhodopsine est bien définie et elle peut
&tre utilisée phénoménologiquement comme activité connue de la rhodop-

sine.

Dans la membrane discale et dans 1'Ammonyx-LO, la séquence photoly-
tique de la rhodopsine se présente de fagon classique. En spectroscopie
d'absorption &lectronique & basse température, nous avons déterminé les
températures de transition et la stebilité thermique des espéces inter-
médiaires. Nos résultats sont résumés aux figures IV-1 et 2, et sont

en accord avec ceux publiés par d'autres chercheurs.

Nous nous sommes'attardés a4 1'étude de la transition métarhodopsi-
ne I » II puisqu'elle est trés sensible & 1'environnement moléculaire
de la rhodopsine. ©En photolyse éclair, la formation de métarhodopsine II
dans 1'Ammonyx-LO est entiérement due 4 la disparition de la métarhodop-
sine I, ce que nous avions déja observé & basse température. La cons-

tante de vitesse et les paramétres thermodynamiques sont consistants
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RHODOPSINE

BATHORHODOPSINE
137 K

LUMIRHODOPSINE

205 K

METARHODOPSINE I
258 K

v
METARHODOPSINE 11

Séquence photolytique de la rhodopsine de la membrane
discale des S.E.B. Les températures de transition sont
indiquées & la droite des fléches entre les intermédiai-
res. La photoréaction est représentée par une fléche
ondulée et les réactions thermiques par une fléche droite.

Figure IV-1:



Figure IV-2:
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RHODQPSINE

BATHORHODOPSINE

140 K

A 4
LUMIRHODOPSINE

200 K

A 4
METARHODOPSINE 1

T 60us 235 K

25
\4
METARHODOPSINE 11

Séquence photolytique de la rhodopsine solubilisée
dans 1'Ammonyx-LO. Les températures de transition
sont indiquées 3 la droite des fléches entre les
intermédiaires. Le temps de vie (1) associé a la
transition métarhodopsine I -+ II 3 25° C est 3 la
gauche de la fléche. La photoréaction est repré-
sentée par une fléche ondulée et les réactions
thermiques par une fléche droite.
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avec une réaction chimique d'ordre 1 impliquant des modifications con-

formationnelles de 1l'opsine.

Dans le L-1690, la photolyse de la rhodopsine présente des parti-
cularités. DEJjd en spectroscopie d'absorption &lectronique & basse tem-
pérature, nous observons une plus grande stabilité thermique des espé-
ces lumi- et métarhodopsine I. Plus encore, la métarhodopsine II sem-
ble avoir unedouble origine, possiblement & partir de la lumi- et de la
métarhodopsiné I. DNous avons par la suite étudié la formation de méta-
rhodopsine II en photolyse &clair. Les cinétiques composées ont confir-
mé la double origine de cet intermédiaire dans le L-1690. D'autres
chercheurs ont aussi mesuré des cinétiques composées lors de la forma-
tion de la métarhodopsine II, dans la membrane discale native ou dans

des détergents différents.

Dans 1'environnement moléculaire}fourni par le L-1690, les paramé-
tres thermodynamiques associés & la formation de métarhodopsine II indi-
quent que ce détergent favorise moins les changements conformationnels
de la protéine. ©Nous avions préalablement évalué la rigidité micellaire
du L-i69O comparativement 4 1'Ammonyx-LO. La micelle de L-1690 est plus
rigide et cet effet serait plus accentué en présence de rhodopsine. La
rhodopsine réduit la fluidité des chaines aliphatiques quand celles-ci

viennent en contact avec sa surface hydrophobe (Kusumi et al., 1980).

Dans le L-1690, les deux processus de formation de métarhodopsine
II sont favorisés presque également en raison des parameétres thermodyna-

miques quasi identiques. Pour ce détergent, trois hypothéses sont
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envisagées pour expliquer la formation de la métarhodopsine IT (figu-

re IV-3).

En premier lieu, il serait possible d'expliquer 1la transi-
tion par une réaction en deux étapes impliquant trois espéces molécu-
laires: 1) une étape métarhodopsine I + I' ol se produiraient des
changements conformationnels significatifs, suivie 2) d'une étape méta-
rhodopsine I' -+ II ou 1l y aurait déprotonation de la base de Schiff,
suggérée par le déplacement spectral vers le bleu accompagnant la forma-
tion de la métarhodopsine II (Baker et al., 1977). Les valeurs d'enthal-
i la déprotonation de la base
+ t
de Schiff sont cependant trés petites, AH = 1.8 Kcal/mole et As =

pie et d'entropie d'activation associées

7.3 u.e.. Elles ne sont pas comparables aux paramétres thermodynami-
ques calculés pour la réaction lente produisant la métarhodopsine IT,

+
£ .
AI} 31.1 Kcal/mole et AS  61.k4 u.e..

Fn second lieu, on pourrait penser que la lumirhodopsine donne
naissance 4 deux espéces, les métarhodopsines I et I'. Une forme se
transformerait alors plus rapidement que 1l'autre en métarhodopsine IT.
Baker et Williams (1971) ont identifié deux formes de métarhodopsine I;
une qui peut régénérer de la rhodopsine et une qui ne peut pas . Ce-
pendant nos spectres de différence obtenus & basse'température montrent
une diminution d'absorbance beaucoup plus prés de 500 nm que de h80_nm
lors du dernier tiers de la réaction. Selon Lewis et al. (1981), les
deux processus de formation de métarhodopsine IT dans la membrane disca-
le ne sont pas isochromiques. La réaction lente est due & la dispari-

tion d'une espéce absorbant plus i 480 nm.
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la formation de la métarhodopsine II dans le L-1690.
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fléches entre les intermédiaires.

4

META II

Séquence photolytique de la rhodopsine solubilisée dans le

Trois hypothéses sont envisagées pour expliquer
Les

Le temps de vie associé

aux processus de formation de la métarhodopsine II 3 25°C

est symbolisé par T.

La photor&action est représentée par

une fléche ondulée et les réactions thermiques par une
flache droite.
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Cecl nous améne a considérer une troisiéme hypothése, selon lagquel-
le le pigment visuel pourrait &tre photodécoloré sans passer par 1'étape
métarhodopsine I. Les résultats obtenus 4 basse température suggérent
la formation de métarhodopsine II directement & partir de la lumirhodop-
sine. FEn photolyse éclair, la réaction lente est assignée & la tranéi—
tion métarhodopsine I - II classique. - La transition est beaucoup plus
lente que dans 1'Ammonyx-LO en raison de la plus grande rigidité micel-
laire. De plus, la lumirhodopsine est stabilisée dans le L-1690, ce qui
rend observable la transition lumi- - métarhodopsine II. Les paramétres
thermodynamiques associés & cette transition indiquent un changement con-

formationnel sensible lors de la disparition de la lumirhodopsine.

Ce nouvel élément pourrait avoir des retombées importantes dans
1'explication du phénoméne de la transduction visuelle. Il existe une
forte controverse au sujet des cinétiques de la transitions métarhodop-
sine I - II. Beaucoup de recherches ont été effectufes dans les déter-
gents plutdt qu'avec une suspension de membranes discales. L'ester de
sucrose est un détergent doux qui semble s'apparenter a 1'environnement
phospholipidique original de la rhodopsine. Comme beaucoup de déter-—
gents, 1l permet d'obtenir d'excellents rapports signal/bruit en €limi-
nant la diffusion de lumiére. Cependant la solubilisation enléve aussi
la rhodopsine de son environnement lipidique natif. Les cinétiques dans
les détergents sont souvent des ordres de grandeur plus rapides que dans
la membrane discale. D'ailleurs on s'en rend compte en combarant le
temps de vie, & 37OC, de la métarhodobsine I dans la membrane discale,

soit L20us (Applebury et al., 19Th) ou 650u s (Rapp, 1979) avec celui
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de cet intermédiaire soit dans 1‘'Ammonyx-LO (18us ), soit dans le

1-1690 (52 us pour la réaction lente).

Une supposition implicite dans la plupart des études concernant la
rhodopsine est que cette molécule est homogene et de structure uniforme.
Récemment plusieurs chercheurs ont démontré une hétérogénéité de plu-
sieurs types dans les préparations de rhodopsine:
- 3 formes réagissant dé fagon différente, in vivg avec 1'hydro-
xylamine (Bowmaker et Loew, 1976),

- 3 formes isochromiques différentiées par des quantités diffé-
rentes de phospholipides (Shichi et al., 1977),

- des formes multiples selon le degré de phosphorylation (Kithn
et Mc Dowell, 1977),

- 2 formes de conformation différente dans la membrane discale
(Stewart et al., 1977, Hoffmann et al., 1978),

-. 3 formes différant par les chafnes d'hydrates de carbone
(Fukuda et al., 1979, Lia.ng, et al., 1979),

- 3 formes de poids moléculaire différent (Molday et Molday, 1979),

- et 3 formes différant par leur structure tertiaire et par leur

point isoélectrique (Muccio et al., 1983).

I1 ne faut cependant pas déduire que, suite a l'absorption de pho-
tons, chacune des formes de rhodopsine>suit une voié de désactivation
qui luil est particuliére. On doit se rappeler que c'est le site de
liaison hydrophobe du rétinal qui est l'image des propriétés dynami-
ques de la rﬁodopsine; tel que reflété par les cinétiques de transition
métarhodopsine I -+ II. Par exemple, Litman et al. (1982) ont montré
que des disques protéolysés sont perturbés dans leur capacité a activer

la phosphodiestérase, alors que la transition métarhodopsine I + II
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est trés peu affectée. L'environnement hydrophobe du rétinal est en
grande partie structuralement indépendant des modifications & la surfa-

ce hydrophile de la protéine.

Néanmoins il existe une forte dépendance de 1'environnement molé-
culaire sur la transition métarhodopsine I - II. C'est la nature de
1l'interaction rhodopsine-phospholipide ou rhodopsine-détergent qui déter-
mine la stabilité thermique et la vitesse de formation des espéces inter-
médiaires. Par exemple, Litman et al. (1981) ont observé, pour des mem-
branes discales solubilisées dans 1l'octyl glucoside, que les constantes
de vitesse associées & la formation de métarhodopsine II augmentent de

3.~-1 3

6.9 X 10°s" ~ & 19.5 X 10 s-l quand le nombre de phospholipides par rho-

dopsine passe de 35 & 5.

La continuité essentielle de la présente recﬁerche réside dans
1'étude de la transition lumi- - métarhodopsine I en photolyse éclair.
L'évaluation quantitative de la disparitioh de la lumirhodopsine poﬁr=
rait permettre d'établir si une fraction importante de cet intermédiai-
re est convertie directement en métarhodopsine II dans le L—l6901 La
mise au point d'un systéme pouvant mesurer les cinétiques de formation
de métarhodopsine II dans la membrane discale permettrait sfirement des

points de comparaison trés intéressants.

A un autre_niveau, il est connu qu'un minimum de flﬁidité est né-
cessaire pour que la rhodopsine subisse le changement conformationnel
associé § la formation de la métarhodopsine II (O'Brien et al., 1977,
0'Brien,1982). Il serait intéressant de vérifier 1l'effet de la lon-

gueur et du niveau d'insaturation des chaines hydrocarbonées. La .
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recombinaison de la rhodopsine purifiée, délipidée, avec des phospho-
lipides de la membrane discale contribuerait &normément a la compré-
hension de l'interaction protéine-lipide dans cette membrane. Dé&ja
certaines recherches ont été orientées en ce sens. En particulier,
la PC et la PS ont été utilisées lors de la photolyse de recombinants

de rhodopsine (Applebury et al., 1974 , 0'Brien et al., 1977, De Grip

et al., 1983).

La purification du L-1690 pourrait aussi s'inscrire dans la pour-
suite de notre recherche. En chromatographie sur couche mince, ce dé-
tergent montre une composition hétérogeéne 4 cause de la présence de
mono- etde diester 1liés majoritairement a des chalnes de douze carbo-

nes (Tessier, 1981).

La conclusion pratique de notre travail, est que la métarhodopsine
II a une double origine lorsque la rhodopsine est solubilisée dans le
L-1690. Considérant ce fait, une plus grande importance devrait &tre
accordée au lumi- intermédiaire dans 1'explication du phénoméne de la

transduction visuelle.
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Cinétique de formation de la métarhodopsine II dans le L-1690
a 25° C (A analyse : 520 mm), Variation de signal (mV) en fonction
du temps (us). Les dimensions du tracé ont &té rdduites & 62% des
dimensions originales.
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Cinétique de formation de la métarhodopsine II dans 1'Ammonyx-LO
3 0° ¢ (A analyse : 520 mm). Variation de signal (mV) en fonction du
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