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Résumé 

Dans les organismes photosynthétiques, l'utilisation de 

solaire par le photosystème Il (PSII) est sûrement l'aspect 

l'énergie 

le plus 

fondamental dans la transformation de l'énergie lumineuse en énergie 

chimique. Cette transformation a lieu dans une organelle spécialisée, le 

chloroplaste, constituée de deux membranes topologiquement et 

fonctionnellement différentes. La membrane interne forme des structures 

applaties, appelées disques thylacoïdiens, attachées à des membranes non 

empilées appelées membranes stromatiques. 

Les membranes des thylacoïdes des chloroplastes sont constituées 

de lipides non ioniques, le monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et le 

digalactosyldiacylglycérol (DGDG), de lipides anioniques, 1 e 

sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) et le phosphatidylglycérol (PG), et 

de lipides zwitterioniques, la phosphatidylcholine (PC). Malgré le nombre 

considérable de travaux concernant la participation de ces lipides dans 

l'adhésion réversible des membranes des thylacoïdes et dans l'activité du 

photosystème Il, leur rôle n'a pas encore été élucidé d'une manière claire 

(Webb et Green, 1991). En particulier, on connaît très peu les mécanismes 

de l'intervention des lipides non ioniques au niveau du fonctionnement et 

de l'organisation du photosystème Il (Gounaris et al, 1983, Matsuda et al, 

1983). Cette question est traitée dans ce travail par le biais d'un lipide 

non ionique, le digalactosyldiacylglycérol. 

La première partie de ce travail concerne la participation des 

forces attractives et répulsives aux interfaces eau-lipide et lipide-lipide. 

Dans ce contexte, nos résultats montrent la grande efficacité des ions 
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Ca2 +, comparativement aux ions Mg2 + et Na+, dans la promotion de 

l'agrégation des vésicules du DGDG. Par ailleurs, Les résultats 

d'encapsulation des fluorophores et de la réversibilité de la turbidité 

excluent toute fusion possible entre les vésicules lipidiques du DGDG. 

Cette étude nous a montré également que la perturbation de la 

polarité de l'interface galactolipide-eau par les sels est un des facteurs 

majeurs qui déterminent l'agrégation des vésicules de DGDG. 

Le site$ d'interaction le plus probable des cations monovalents et 

divalents avec la tête polaire des lipides a été proposé. Ce site est situé 

plus particulièrement au groupement COC de l'anneau de sucre. 

Le modèle lipidique proposé dans ce travail nous a donné une 

nouvelle vision sur la configuration adoptée par la tête polaire de lipide; 

c'est-à dire sur sa tendance à former une liaison hydrogène entre 

l'hydroxyle de carbone 6 de l'ahomère-a du galactose avec le groupement 

ester sn2 . 

La deuxième partie de ce travail concerne l'étude de l'effet de DGDG 

et de MgCI2 sur le recouvrement de l'activité photosynthétique des 

particules de PSII. Nous avons observé que le DGDG stimule l'activité de 

dégagement d'oxygène du PSII et que cette activité est liée, d'une part, au 

rapport lipide/protéine, et, d'autre part, à la présence de MgCI2 dans le 

milieu d'incubation. Les modifications structurales qui sont à l'origine de 

l'interaction lipide-protéines ont été analysées par spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier. Les spectres FTIR montrent un 

changement conformationel du complexe PSII-DGDG, manifesté par une 

augmentation de la structure non ordonnée au détriment de la structure en 
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hélice-a. L'effet de 12 mM MgCI2 sur le complexe PSII-DGDG est 

clairement mis en évidence par une modification des pourcentages des 

structures secondaires des protéines. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

1.1. Photosynthèse et organisation de la membrane des 

thylacoïdes 

La photosynthèse est le mécanisme par lequel les plantes et 

les algues vertes convertissent l'énergie lumineuse solaire en énergie 

chimique. Globalement, l'énergie lumineuse absorbée par la chloro­

phylle g (Chi g) est utilisée dans la photolyse de l'eau et dans la 

réduction du gaz carbonique en provenance de l'atmosphère. Dans ce 

procédé, le phosphate inorganique forme un ester avec l'adénosine 

diphosphate (ADP) pour donner l'adénosine triphosphate (ATP) . Ce 

dernier sera utilisé conjointement avec le NADPH dans la réduction du 

0)2 via le cycle de Calvin (Arnon, 1987). 

L'organite cellulaire (Figure 1.1) où ces réactions ont lieu est 

le chloroplaste. Ce dernier est entouré de deux membranes 

topologiquement et fonctionnellement distinctes, séparées l'une de 

l'autre par un espace de 10 à 20 nm . A l'intérieur du chloroplaste on 

trouve un réseau complexe de structures membranaires fermées qu'on 

nomme membranes des thylacoïdes. On distingue deux types de 

membranes des thylacoïdes selon qu'elles soient empilées 

(thylacoïdes granaires) ou non-empilées (thylacoïdes stromatiques) . 



2 

Membrane externe 

Membrane interne 

Thylaco"ide stromatique 

Thylacoïde granaire 

Figure 1.1 Structure du chloroplaste (Hader et Tevini , 1987) 
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Le stroma, c'est-à-dire la partie liquide du chloroplaste 

(Figure 1.1), contient les enzymes nécessaires à la fixation du C02 et 

à la synthèse des glucides, tandis que le grana est spécialisé dans les 

réactions photochimiques de la photosynthèse. C'est dans ce réseau 

complexe de membranes que se trouvent les composantes protéiques 

nécessaires à la phase lumineuse (absorption de la lumière, 

séparation de charges et transport d'électrons) de la photosynthèse. 

Les thylacoïdes renferment cinq complexes membranaires: les 

complexes antennes du photosystème Il (PSII) , les centres réaction­

nels du PSI et du PSII , le complexe cytochrome bs/f, le complexe de 

l'ATP synthétase (CFo-CF1) (Murphy, 1986). 

Toutes les chlorophylles de la membrane thylacoïdienne, qui 

constituent environ 20 à 30% du total lipidique de la membrane, sont 

associées à des polypeptides spécifiques pour former des complexes 

pigment-protéine (Ortega et al , 1989). Les autres pigments des 

thylacoïdes sont les caroténoïdes, dont le rôle est la photo protection 

de la chlorophylle et la collection de l'énergie lumineuse, et les 

xanthophylles (Murphy, 1986). 

1.2. Absorption de l'énergie lumineuse et transport des 

électrons 

Pour les plantes supérieures, la première étape de la 

photosynthèse est l'absorption de la lumière par les molécules de Chi 

g et des pigments accessoires (Chi Q et caroténoïdes). Seules les 
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molécules de chlorophylle des centres réactionnels sont capables 

d'effectuer le processus de la transformation de l'énergie lumineuse 

en énergie chimique. Il existe aussi plusieurs variétés de protéines­

Chi capteuses de l'énergie lumineuse, notamment les complexes Chl­

protéine interne et externe du PSII (Murata et al, 1984). 

Au cours de la photosynthèse, les pigments de l'antenne chloro­

phyllienne (e.g., LHCII) absorbent un photon et canalisent son énergie 

vers le complexe P680 dans le centre réactionnel du PSII (Figure 1.2) . 

Ce dernier transforme l'énergie du photon en énergie potentielle, et 

devient excité, P680*. Il cède alors un électron à la Phéo pour former 

l'ion P680+ (Ort, 1986); la Phéo porte alors une charge négative, et le 

P680 une charge positive (Figure 1.3). La séparation des charges 

augmente quand, successivement, la Phéo transmet son électron 

excédentaire à la plastoquinone OA, la tyrosine Z dans la protéine 01 

(voir plus loin Figure 4.1 dans section 4.1.1) donne un électron à 

P680+, et la plastoquinone OA transmet l'électron reçu à la quinone 

Cà. Ces transferts de charges se font très rapidement : le transfert 

initial d'un électron entre le P680 activé et la Phéo dure moins de 

10-12 secondes (Govindjee et Coleman, 1985). 

Par étapes successives, les charges positives et négatives se 

séparent ainsi progressivement. Le transfert des électrons s'achève 

lorsque tous les composants du PSII redeviennent électriquement 

neutres. 

Comment la qui none Os élimine-t-elle sa charge négative, et 

comment la tyrosine Z+ récupère-t-elle l'électron qu'elle a perdu? 
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Figure 1.2 Structure imagée de la membrane des thylacoïdes. 

(Webb et Green, 1991) 
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Figure 1.3. Transport d'électrons dans la membrane 

photosynthétique (Ort , 1986) . 
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À la face externe de la membrane photosynthétique, la 

régénération de la quinone Qs est simple : quand celle-ci a acquis deux 

électrons, elle capte deux protons et quitte le photosystème Il 

(Govindjee et Coleman, 1985), remplacé par une qui none Qs neutre. 

Les protons libérés sur la face interne de la membrane thylacoïdienne 

servent notamment à synthétiser l'adénosine triphosphate, une 

molécule qui emmagasine l'énergie indispensable au métabolisme du 

chloroplaste. 

À la face interne de la membrane, la tyrosine se régénère 

beaucoup plus difficilement ; elle doit prendre un électron à une 

substance oxydable présente dans l'environnement de la cellule 

comme l'eau (Govindjee et Coleman, 1990). 

1.3. Composition lipidique de la membrane des thylacoïdes 

La structure membranaire du thylacoïde contient une grande 

quantité de lipides. Les principales classes de lipides de cette 

membrane sont le monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) , le digalacto­

syldiacylglycérol (DGDG). le sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG) et 

le phosphatidylglycérol (PG). Les lipides neutres, MGDG et DGDG, 

constituent au moins 67% de la totalité lipidique de la membrane des 

thylacoïdes (Tableau 1.1). Ces lipides (Figure 1.4) possèdent une tête 

hydrophile formée respectivement d'un et de deux groupements 

galactose attachés à un résidu de glycérol (Figure 1.4). À ce dernier 
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Tableau 1.1 Distribution, en pourcentage, des lipides dans la 

membrane des thylacoïdes. 

Distribution en % 

Type de lipided a b c 

M3l:X3 54.1 56 38 

0000 24 .1 29 29 

SOOG 9 .6 3 14 

R3 7.4 5 1 2 

PC 4 .8 7 5 

(a) Siegenthaler et al, (1987) . 
(b) Murata et al , (1990) . 
(c) Murphy et Woodrow, (1983) . 
(d) MGDG, monogalactosyldiacylglycérol ; DGDG, 

digalactosyldiacylglycérol ; SQDG , 
sulfoquinovosyldiacylglycérol; PG, phosphatidylglycérol; 
PC, phosphatidylcholine. 
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sont liées deux chaînes d'acides gras estérifiés. Ensuite, vient le 

SQDG, principal lipide chargé, avec une proportion de 10% (Murata et 

al, 1990). La tête polaire de ce lipide est constituée d'un glycérol et 

d'un sucre possédant un groupement sulfonique au sixième carbone 

(Figure 1.4). 

L'une des propriétés les plus affectées par le type de lipide est 

la fluidité membranaire. Certains lipides des thylacoïdes ont une 

grande tendance à adopter l'état fluide (Tableau 1.2). Dans ce 

contexte, les mesures de fluorescence du chloroplaste ont démontré 

que le degré d'insaturation du MGDG joue un rôle important dans 

l'organisation de la structure supramoléculaire du complexe de PSI! 

(Siefermann et al, 1982). 

Plusieurs études ont démontré que les lipides chargés sont 

essentiels à l'activité de plusieurs enzymes membranaires. 

Cependant, le rôle des lipides neutres est présentement un sujet de 

controverse quant à leurs éventuelles contributions à l'organisation 

et à l'activité membranaire des thylacoïdes. 
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Tableau 1.2 Composition, en pourcentage, des chaînes acylesa des 

cinq principaux lipides de la membrane des thylacoïdes. 

Chaîne Classe de lipide 
acyle 

rv1ŒX3b OOOOc SCDGd ffid Pcd 

14:0 - - - 1 -

16 :0 - 8 .5 39 1 1 1 2 

16:1tr - - - 32 -

16 :3 - - - 2 4 

18 :0 - 0.7 - - -

18: 1 - 3 .5 - 2 9 

18:2 4.4 3 .1 6 4 1 6 

18 :3 95 84 52 47 58 

(a) acide palmitique (16 :0) 
acide hexadécénoïque trans (16:1tr) 
acide palmitique (16 :3) 
acide stéarique (18:0) 
acide oléique (18:1) 
acide linoléique (18:2) 
acide linolénique (18 :3) 

(b) Gallant ,1990 
(c) Menikh et Fragata, 1993 
(d) Allen et Good, 1971 
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1.4. Dispersion lipidique dans un milieu aqueux 

La dispersion dans un milieu aqueux de certains lipides du 

chloroplaste conduit facilement à la formation de structures 

vésiculaires fermées appelées liposomes (Tableau 1.3) . Le coeur 

hydrophobe de la membrane est responsable de l'imperméabilité 

relative, mais sélective, des liposomes aux ions et aux molécules 

hydrophiles. 

Actuellement, les liposomes font l'objet d'un très grand nombre 

d'études, car ils constituent des membranes modèles très intéres­

sants dans des études d'ordre fondamentale et pour la transmission 

des substances médicamenteuses (Shechter, 1990). Il existe deux 

principaux types de liposomes: les liposomes multilamellaires et les 

liposomes unilamellaires. Parmi ces derniers, il existe des liposomes 

de petite taille et des liposomes de grande taille. Un des principes 

importants qui régissent la formation de ces structures est celui des 

forces opposées (Tanford , 1980), selon lequel les parties polaires 

sont soumises à des forces répulsives, alors que les chaînes 

hydrophobes subissent une attraction de type van der Waals. 

Toutefois, la présence d'espèces ioniques dans la solution aqueuse 

entourant une couche bilipidique peut altérer les interactions entre 

les vésicules. 

Il a été démontré (Lau et al , 1988; Cohen et Cohen, 1981) que 

les ions monovalents et divalents peuvent s'adsorber aux vésicules, 

ce qui modifie la température de transition de phase gel-cristal 

liquide et affecte la fluidité membranaire (Tscharner et Radda, 1981). 
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Tableau 1.3 Dispersion des lipides de la membrane des 
thylacoïdes dans un milieu aqueux. 

Extrait lipidique Méthode Structure observée 

D300 Dispersion Vésicules 

rvo:x3 Dispersion Hexagonale 
inversée (HII) 

MGOO:OOOO Phase inverse Vésicules 
50:50 

R3 Dispersion Vésicules 

PC Dispersion Vésicules 

(a) Sprague et Staehelin, 1984 
(b) Webb et Green, 1991 

Réf 

a 

a 

b 

a 

a 
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La seconde conséquence de la présence d'espèces ioniques est la 

réduction des forces répulsives entre les vésicules lipidiques suite à 

une perturbation de la structure organisée des molécules d'eau à 

l'interface DGDG-eau (Barber, 1980). 

1 .5. Empilement de la membrane des thylacoïdes 

La composition lipidique de la membrane des thylacoïdes est 

unique dans le sens où la majeure partie des lipides de la membrane 

est constituée de galactolipides neutres, tels le monogalactosyl­

diacylglycérol (MGDG) et le digalactosyldiacylglycérol (DGDG) . 

Plusieurs études favorisent le postulat de la contribution de ces 

lipides neutres dans l'activité et dans l'empilement de la membrane 

des thylacoïdes (Hoober, 1984; Carpentier et al , 1983; Sprague, 

1987) . 

Selon Murakami et Packer (1970), la concentration des cations 

monovalents nécessaires à l'empilement des membranes thylacoïd­

iennes est plus importante que celle des cations divalents. Dans le 

même sens, l'analyse de la membrane des thylacoïdes du chloroplaste 

par neutrons activés (Nakatani et al , 1979) confirme les résultats de 

la simulation du potentiel de surface en présence de cations (Barber, 

1980). Selon ces résultats, les charges de surface de la membrane 

doivent être neutralisées ou annulées afin que la structure empilée de 

la membrane soit préservée. De plus, des études par cryofracture 
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montrent que la distribution et l'orientation des particules de 1 a 

membrane des thylacoïdes sont affectées par la concentration des 

cations (Staehelin, 1976) 

1.6. Définition des objectifs 

Malgré le nombre considérable de travaux concernant la 

participation des lipides des thylacoïdes dans l'adhésion réversible de 

la membrane des thylacoïdes et dans l'activité des systèmes 

photosynthétiques, leur rôle n'a pas encore été élucidé clairement 

(Webb et Green, 1991). Les mécanismes de l'intervention des lipides 

non ioniques sont peu connus, particulièrement en ce qui a trait à leur 

fonctionnement et à l'organisation du photosystème Il (voir, par 

exemple, Gounaris et al, 1983; Butler et Matsuda, 1983). 

Le présent projet se divise en trois parties: 

A -II ressort de la discussion précédente que les ions monovalents et 

divalents peuvent agir sur l'empilement de la membrane 

thylacoïdienne. Puisque ces ions sont présents dans les systèmes 

biologiques et peuvent interagir avec les lipides membranaires, nous 

nous proposons d'étudier cette question à l'aide d'un lipide non 

ionique, le DGDG. Nous analyserons les conditions de concentrations 

cationiques nécessaires pour provoquer la coagulation des dispersions 

aqueuses des. vésicules du DGDG. Les cations utilisés (Na+, Mg2 +, 

Ca2 +) sont tous susceptibles d'être trouvés dans le stroma près de la 

membrane des thylacoïdes. 
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Les sites d'interaction les plus probables de ces cations avec la 

tête polaire du DGDG seront étudiés par spectroscopie infrarouge (ir) 

dans le but d'obtenir un modèle qui permettrait d'expliquer les 

mécanismes qui sont à l'origine de l'agrégation des vésicules 

lipidiques. L'analyse des résultats nous permettra de comparer le 

comportement des lipides neutres à celui des lipides chargés. Cette 

comparaison servira à étudier les forces mises en jeu lors du 

rapprochement des vésicules et à déterminer le rôle des cations. 

B -Étudier la possibilité d'une fusion des vésicules du DGDG sous 

l'effet des cations sus-mentionnés. Ceci se fera par les deux 

techniques suivantes: 

1 -L'étude par spectroscopie de fluorescence d'un mélange de deux 

populations de vésicules faites à partir de DGDG, qui contiennent deux 

sondes différentes (TbCI3, acide dipicolinique), nous informera sur la 

possibilité d'une éventuelle fusion de ce type de vésicules lipidiques. 

2 -La réversibilité de l'agrégation des vésicules du DGDG, qui 

contiennent un chélateur, l'acide tétraacétique d'éthylène diamine 

(EDTA), sera étudiée par la technique de turbidité. 

C -Discerner le rôle fonctionnel du DGDG et les changements qu'il 

peut induire aux protéines du PSII. A cette fin, la méthode de la 

reconstitution membranaire sera utilisée avec des mélanges PSIII 

lipide (DGDG). Cette technique nous permettra de déterminer l'effet de 

la concentration de lipides sur l'activité du dégagement d'oxygène. La 
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spectroscopie infrarouge servira à étudier les interactions 

moléculaires qui se produisent lors de la reconstitution des systèmes 

mem branaires. 
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CHAPITRE Il 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

2 . 1. Produits chimiques et méthodes de purification et 

d'analyse 

2.1.1. Produits chimiques 

Le digalactosyldiacylglycérol (DGDG) a été obtenu de la 

compagnie Lipid Products (South Nutfield , UK) et purifié par la 

méthode de chromatographie liquide à haute pression (HPLC; voir 

Figure 2.1). Le pourcentage des chaînes grasses de ce lipide est 

·déterminé par chromatographie en phase gazeuse (voir ci-dessous). 

Les produits qui sont utilisés pour analyser les chaînes grasses sont 

tous achetés à la compagnie Pierce Chemical Co (Rockford , IL). Les 

sels utilisés (CaCI2, MgCI2, NaCI), achetés à la compagnie Sigma 

Chemicals Co (St-Louis, MO), sont purifiés selon la méthode décrite 

par Lessard et Fragata (1986) . Le galactose est acheté à la compagnie 

Fisher Scientific Co (Fair Lawn, NJ). Les autres produits chimiques 

utilisés dans ce travail sont tous achetés à la compagnie Sigma 

Scientific Co. 
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2.1. 2. Purification des sels et du DGDG 

Le lipide utilisé au cours de nos expériences, le DGDG, a été 

purifié par la méthode HPLC (high pressure liquid chromatography), en 

utilisant un appareil constitué de deux pompes 510 réglées à un débit 

de 10 ml/min sous une pression de 2400 PSI. Ces deux pompes servent 

à propulser la phase mobile constituée d'un mélange de n­

hexane:isopropanol:eau (70:30:2), préalablement filtré à travers une 

membrane avec des pores de 0.2 f.tm de diamètre puis dégazé sous 

vide. Le lipide étudié est injecté dans la colonne à des concentrations 

moyennes de 5 mg/ml. 

Les séparations chromatographiques sont basées sur les 

différences des temps de rétention (Figure 2.1) , des divers 

composants de l'échantillon dans une colonne de gel de silice poreux 

de 5 f.tm de diamètre. La détection se fait à l'aide d'un spectromètre 

d'absorption qui contient un détecteur dont la longueur d'onde est 

fixée à 205 nm. La pureté a été demontrée par la comparaison de nos 

resultats avec des études antérieures (Gallant, 1990). 

Les sels MgCI2 , CaCI2 et NaCI ont été purifiés à l'aide de trois 

solvants: le méthanol, le benzène et le chloroforme. Ils sont ensuite 

séchés dans une étuve (100-1300 C) pendant 48 heures afin d'évaporer 

les résidus de solvant (Lessard et Fragata, 1986). 



21 

2.1.3. Analyse chimique des chaÎnes acyles du DGDG 

Dans le but d'analyser la composition en chaînes acyles du 

DGDG, nous avons effectué une méthylation. Dans ce procédé, on sèche 

une quantité approximative de 0.1 g de lipide dans une fiole sous une 

atmosphère d'azote à l'aide d'une plaque chauffante. On ajoute ensuite 

au lipide séché 1 ml de trifluorure de bore dans du méthanol 

(BF3 /CH3 0H, 14% m/v). L'ensemble est chauffé à une température de 

1 00° C pendant 20 minutes, puis le contenu est transféré dans une 

éprouvette dans laquelle sont ajoutés l'hexane et l'eau de rinçage du 

résidu de la fiole. La séparation des phases se fait par plusieurs 

inversions de l'éprouvette, fermée hermétiquement, pendant quelques 

minutes. La phase supérieure, qui constitue la phase organique, est 

transférée dans une autre éprouvette puis séchée par l'ajout de 0.3 g 

de sulfate de sodium anhydre (Na2S04) préalablement séché à 100° C 

pendant une nuit. La phase organique séchée est évaporée à sec par un 

jet d'azote. Les chaînes d'acides gras du lipide méthylé sont 

solubilisées dans 40 ~I d'hexane distillé avant l'injection. 

Les constituants du mélange à séparer se partagent 

différemment entre deux phases: l'une est immobile, tandis que 

l'autre phase, mobile, percole à travers la phase fixe. Le gaz vecteur 

est généralement l'hélium bien que l'argon, l'azote et le gaz 

carbonique sont parfois utilisés. On utilise presque toujours la 

méthode de l'élution qui consiste à injecter dans le courant de la 

phase mobile, plus précisément en amont de la colonne, pendant un 

temps aussi bref que possible, un mélange de 5 ~I des chaînes grasses 

à étudier. L'identification de chaque groupe de méthyl-ester est faite 
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en comparant son temps de rétention avec celui d'un standard connu 

PUFA de la compagnie Superlco Canada Ltée (Oak ville, ON). 

La composition en chaîne acyle de OGOG en mole (%) est 16:0 

(8.5) , 18:0 (0.7), 18:1 (3.5) , 18:2 (3.1), et 18:3 (84). Tout au long de ce 

travail, nous utiliserons des galactolipides avec cette composition 

afin d'éviter l'effet de changements de chaînes d'acides gras sur 

l'activité photosynthétique (Huner et al, 1987). 

2.2 Méthodes préparatives 

2.2.1. Préparation des vésicules de DGDG 

2.2.1.a. Méthode préparative pour des études d'agrégation 

Les vésicules lipidiques unilamellaires sont principalement 

utilisées comme modèles membranaires. Leur capacité à piéger les 

solutés dans la phase aqueuse interne en fait de bons modèles. De 

nombreuses techniques ont été proposées pour préparer les vésicules 

à partir de composés amphiphiles. La préparation des vésicules 

unilamellaires par sonication est la technique la plus utilisée. La 

technique de Huang (1969) modifiée par L'Heureux et Fragata (1987) 

permet d'obtenir des vésicules unilamellaires homogènes en 

dimension . 

Les vésicules unilamellaires sont obtenues à partir d'un extrait 

lipidique de digalactosyldiacylglycérol. Pour ce faire, 5 mg de lipide 

séché sous un jet d'azote est dispersé dans 1 ml de 020. Après 
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agitation, il se forme des vésicules multilamellaires séparées les 

unes des autres par des couches d'eau lourde. La sonication de 

vésicules dans un appareil Heat-Systems Ultrasonics, modèle W-225R 

(Plainview, LI) réglé à 160 W à la sortie, pendant 15 minutes dans une 

cellule réfrigérée avec de l'azote barbotant dans la solution, permet 

d'obtenir des vésicules unilamellaires non oxydées. 

2.2.1.b. Méthode préparative pour des études de fusion 

Dans le cas de l'étude de la fusion, les vésicules unilamellaires 

sont obtenues par la suspension de lipide à une concentration finale 

de 10 J.tM dans 2 ml des deux solutions suivantes: (i)10 mM TbCI3 100 , 

mM citrate de sodium et le tampon 2 mM L-histidine, 2 mM N-tris 

[Hydroxyméthyl] méthyle-2-aminoéthane acide sulfonique (Tes), (i i) 

100 mM acide dipicolinique et le tampon précédent. Les pH de ces 

solutions sont ajustés à 7.4. Après une agitation de 10 minutes, les 

deux préparations sont soumises à une sonication d'une heure, puis à 

une centrifugation à 11500 rpm pour enlever les grosses vésicules 

et/ou les agrégats. 

Les vésicules unilamellaires obtenues sont séparées du 

matériel non encapsulé par filtration sur une colonne de gel Séphadex 

G-75 (Pharmacia) suivant la méthode décrite par Wilschut et al 

(1981) . Le tampon d'élution (2 mM histidine, 2 mM Tes) contient 0.05 

mM EDT A. Notons que L'EDT A est utilisé uniquement dans le but de 

dissocier le complexe Tb/DPA à l'extérieur des vésicules. 
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2.2.2. Extraction du PSII et reconstitution membranaire 

La méthode d'extraction de la membrane du PSII à partir de 

plante d'orge est tirée des travaux de Berthold (Berthold et al, 1981). 

Environ 100 mg de feuilles d'orge sont mélangés avec 250 ml de 

tampon A (voir page 25) dans un malaxeur. Le tout est complètement 

broyé avant d'être versé dans un filtre à coton de fromage. Après 

filtration, la suspension de chloroplastes est centrifugée à 4° C à 

6500 rpm pendant 90 secondes pour se débarrasser du surnageant vu 

que celui-ci contient des enzymes qui peuvent dégrader le PSII. Par la 

suite, 1 ml de la solution B (voir page 25) est mis dans chaque tube et 

l'ensemble est bien mélangé, pour ensuite faire une centrifugation à 

3000 rpm pendant 5 minutes. A la fin de cette étape, le surnageant 

est enlevé délicatement et on ajoute au culot 15 ml de la solution C 

(voir page 25). Après homogénéisation de la solution obtenue, la 

concentration en chlorophylle est amenée à 2 mg/ml avec le tampon C 

et à 1 mg/ml avec le tampon 0 (voir page 25). Cette dernière dilution 

se fait goutte à goutte pendant 15 minutes. Après cette étape le tout 

est incubé pendant 20 minutes et ensuite centrifugé à 6000 rpm 

pendant 3 minutes. Le surnageant de cette centrifugation est 

centrifugé à 15500 rpm pendant 35 minutes. Le culot obtenu est 

suspendu dans environ 2 ml de la solution E (voir page 25) . Ces 

membranes du PSII sont conservées à -125°C pour utilisation 

ultérieure . 

Les techniques de reconstitution membranaire sont nombreuses, 

chacune présentant des avantages et des inconvénients. La technique 

la plus douce pour obtenir des vésicules lipidiques artificielles 
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Tampons utilisés pour l'extraction des particules du PSII 

(Berthold et al, 1981 ; Nénonéné et Fragata, 1990) 

Solution A (pH 6.7l 

(milieu d'homogénisation) 

0.33 M sorbitol 

10 mM pyrophosphate tétrasodium 

5 mM MgCI2 

2 mM L -isoascorbate 

Solution C (pH 6.5) 

(suspension de grana) 

0.4 M sucrose 

20 mM Mes 

15 mM NaCI 

5 mM MgCI2 

Solution E (pH 6.5) 

(milieu de conservation) 

éthylène glycol 30%, v:v 

0.4 M sucrose 

10 mM NaCI 

40 mM Mes 

Solution B (pH 1.6) 

(suspension de chloroplastes) 

50 mM Hepes 

1 mM MgCI2 

2 mM EDTA 

10 mM NaCI 

Solution 0 (pH 6.1) 

(suspension de chloroplastes) 

0.4 M sucrose 

15 mM NaCI 

5 mM MgCI2 

20 mM Mes 

12.5 ml Triton X-100 
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incorporant la protéine est celle qui fait appel à des vésicules 

lipidiques préformées. Dans ce travail, nous nous proposons de 

reconstituer le complexe PSII-DGDG. Pour ce faire, des vésicules du 

DGDG sont préformées, soit par dispersion de différentes quantités de 

lipide dans un tampon de 20 mM Mes, 0.4 M sucrose, 15 mM NaCI, 5 mM 

MgCI2 à pH 6.5, soit par dispersion de 5 mg de lipide dans 1 ml de 020 

Les particules membranaires de PSII (0.03 mg de Chi par ml) sont 

mélangées et incubées, pendant 15 minutes à l'obscurité et à une 

température de ooC pour reconstituer le complexe PSII-DGDG. 

L'activité photosynthétique des particules du PSII incorporées 

aux vésicules préformées dans le tampon indiqué plus haut est 

étudiée en mesurant l'activité de dégagement d'oxygène. Par contre, 

les particules préparées dans le 0 2 0 sont utilisées pour étudier les 

modifications structurales qui se produisent lors de l'interaction 

lipide-protéines. Le 020 est utilisé car ses bandes d'absorption 

infrarouges chevauchent à peine celles des particules de PSII et des 

galactolipides. 

2.3. Techniques de mesure 

2.3.1. Méthodes spectroscopiques 

2.3.1.8. Spectroscopie de fluorescence 

Idéalement, une fusion implique la coalescence de deux 

membranes sans rupture de la barrière de perméabilité . Parmi les 

différentes techniques qui permettent de suivre cette coalescence, 
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nous mentionnons celles qui font appel au transfert interne d'énergie 

par résonance entre deux sondes fluorescentes (Ohki, 1982) dont nous 

présentons le principe à la Figure 2.2. 

Lorsque une sonde donneuse (DPA, voir page 34) absorbe un 

photon, son niveau d'énergie est plus élevé, elle se trouve dans un é t a t 

instable. Les états excités se désactivent par deux processus 

principaux: d'une part, la perte de l'énergie dans le milieu sous forme 

de chaleur, c'est la transition non radiative et, d'autre part, 

l'émission d'un quantum électromagnétique, c'est le phénomène de 

luminescence. Quand ce dernier provient de l'état singulet, c'est la 

fluorescence, mais s'il s'agit de la désactivation de l'état triplet , 

c'est la phosphorescence. A l'état triplet la sonde donneur peut 

transférer son énergie à une sonde accepteur (Figure 2.2) . En recevant 

l'énergie de l'état triplet du DPA, le Tb3 + se trouve dans un état de 

résonance 81 qui revient par la suite à l'état fondamental 80 en 

émettant un photon (Mataga, 1970; voir, par exemple, Figure 2.2). Plus 

spéCifiquement, l'interaction du Tb3 + avec le DPA (voir page 34) 

donne lieu à une molécule constituée de deux parties, l'une absorbante 

et l'autre fluorescente. · Le transfert d'énergie du DPA au Tb3 + 

s'accompagne de l'augmentation de la fluorescence de l'accepteur, 

c'est-à-dire le Tb3+. C'est cette propriété qui est mise à profit pour 

suivre la fusion de deux membranes. 

Les mesures de fluorescence ont été effectuées à l'aide d'un 

spectrofluorimètre Fluorolog 2 de 8PEX, modèle 1870, (8pex 

Industries Inc., Metuchen, NJ), dont la source d'excitation est une 

lampe à arc au Xénon alimentée par une source ELXE-500. Une fente 
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Figure 2.2 Diagramme d'énergie d'une molécule et mécanismes 

PQssibles de la dissipation de l'énergie d'excitation 

(Schulman, 1985). 
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ajustable règle l'intensité de cette lumière incidente. La radiation est 

ensuite dirigée vers un monochromateur (Modèle 1681 , Minimate-2) 

qui sélectionne les longueurs d'onde d'excitation. Le monochromateur 

est contrôlé par un ordinateur (Spex Datamate) . Une seconde fente à 1 a 

sortie du monochromateur permet la résolution du faisceau incident 

sur l'échantillon. Une troisième fente ajuste l'intensité de la 

fluorescence. Un second monochromateur du même modèle, détermine 

les longueurs d'onde de la lumière émise qui seront détectées. Il est 

également contrôlé par ordinateur. Une dernière fente à la sortie du 

monochromateur permet la résolution du faisceau fluorescent au 

niveau du photomulti-plicateur qui détecte la fluorescence (Products 

for Research Inc., Modèle R 928/115, Davers, Ma). Le 

photomultiplicateur est refroidi par un courant d'eau froide. 

L'ordinateur enregistre les signaux du photomultiplicateur. De plus, il 

est relié à une table traçante pour l'impression des spectres. · Les deux 

fentes à l'excitation sont fixées à 4 mm alors que celles de l'émission 

sont ajustées à 1.5 mm. La longueur d'onde d'excitation est fixée à 

272 nm alors que les spectres d'émission sont enregistrés entre 400 

et 600 nm. Les mesures sont prises à tous les deux nanomètres. 
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2.3.1.b. Spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier. 

Les radiations infrarouges constituent la partie du spectre 

électromagnétique dont les longueurs d'ondes sont supérieures à 

celles du spectre visible et inférieures à celles des ondes radio 

ultracourtes. Les molécules absorbent l'énergie de ces radiations en 

modifiant leur énergie de vibration. Nous considérons ici deux types 

de vibrations moléculaire: les vibrations d'élongation et les 

vibrations de déformation. La première est une vibration au cours de 

laquelle deux atomes se rapprochent et s'éloignent périodiquement. 

Dans la seconde ce sont les angles entre les liaisons qui sont 

modifiés. Parmi ces vibrations, celles qui sont observées en 

infrarouge sont seulement celles qui entraînent des variations 

périodiques du moment dipolaire de la molécule. Ce sont en effet les 

perturbations survenant dans la molécule par les diverses vibrations 

qui sont responsables de l'interaction se produisant entre cette 

molécule et le champ électromagnétique oscillant de la radiation 

infrarouge. 

Le principe de l'appareil utilisé dans ce travail est illustré sur 

la Figure 2.3. Dans un interféromètre de Michelson un miroir diviseur 

dirige la moitié du faisceau provenant de la source sur un miroir fixe 

M1 et l'autre sur un miroir mobile M2 . Ces deux faisceaux sont ensuite 

recombinés pour donner un faisceau dont le domaine de fréquence 

dépend de la position du miroir mobile. 
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Figure 2.3 (a) Interiéromètre de Michelson utilisé dans un spectromètre 

infrarouge à transformée de Fourier; (b) Interiérogramme détecté; 

(c) Spectre obtenu après traitement de l'inteferogramme par 

transformée de Fourier; (A) Amplificateur; (8S) Séparateur de 

faisceau; (0) Détecteur; (L) Distance parcourue par le faisceau 

réfléchi; (M) Miroir mobile; (M1) Miroir fixe; (Sa) Porte échantillon ; 

(S) Source de radiation ; (x) Déplacement .du miroir mobile; 

(Pacher et al, 1988). 
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Si le faisceau incident est à large bande de fréquence, le 

déphasage sera progressif en fonction de la longueur d'onde et 

l'intensité du faisceau subira un amortissement exponentiel. 

L'opération mathématique appelée transformée de Fourier permet de 

transformer une fonction exponentielle décroissante en une fonction 

Lorentzienne ou Voigt, elle-même étant une fonction caractéristique 

d'un pic d'absorption d'énergie. L'analyse mathématique par ordinateur 

des multiples exponentielles caractérisant l'atténuation après 

traversée d'une espèce absorbante, permet de reconstituer le spectre 

en fonction de la fréquence. 

L'étude que nous avons menée est faite à l'aide d'un 

spectromètre Bomem DA3.02 équipé d'un détecteur HgCdTe et d'un 

séparateur de faisceau KBr couvrant la région de 500 à 5000 c m- 1. 

Les échantillons utilisés dans cette étude sont obtenus, d'une part, 

par la préparation des films minces, en déposant quelques gouttes 

d'échantillons sur les fenêtres de BaF2 et à les laisser sécher pendant 

24 heures. D'autre part par le lavage des membranes reconstituées de 

PSII ou du complexe PSII-DGDG avec l'eau deutérée, afin d'éliminer 

l'eau (H20) des préparations, en raison de ses larges bandes dans les 

régions étudiées. Le culot final est dilué dans le 020 avec la 

concentration du sel désiré, puis il est comprimé entre deux fenêtres 

de BaF2, dont la référence a été préalablement enregistrée. Nous 

devons ajouter que dans ce dernier cas le spectre d'absorption ir du 

~O a été soustrait de tous les spectres de nos échantillons par une 

méthode itérative en utilisant le programme Spectra Calc (Galactic 

Industries Corporation, Salem, NH). Un spectre est considéré corrigé 
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lorsque la ligne de base entre 2100-1730 cm- 1 devient aplatie 

(Dousseau et Pézolet, 1990). 

Les spectres d'absorption sont obtenus par la collection et 

l'addition de 100 interférogrammes qui sont transformés en spectres 

avec une résolution de 2 cm- 1. Ils sont ensuite traités par le 

programme Spectra Cale, soit pour obtenir la dérivée seconde des 

spectres, soit pour quantifier les différences dans la région de 

l'amide 1 selon la méthode décrite dans la section 4.3. La calibration 

des fréquences est faite par la compagnie BOMEM à chaque fois que 

l'appareil est vérifié. Pour ce faire on utilise un film de polystyrène 

dont on connaît la position de chaque pic. La calibration de la phase 

est faite chaque semaine. Dans une première étape on fait la 

calibration avec le compartiment de l'échantillon vide. Dans une 

deuxième étape on fait la calibration avec le support de l'échantillon. 

Ces données sont enregistrées dans l'ordinateur de l'appareil et 

soustraites automatiquement à chaque mesure d'absorbance ou de 

transm ittance. 

2.3.1.c. Turbidimétrie 

La mesure de la turbidité du milieu se fait par le passage d'un 

faisceau lumineux d'intensité 10 à travers la solution dans laquelle 

sont dispersées les vésicules lipidiques pour donner une intensité 1 

(Day et al, 1980). Ce phénomène est basé sur la théorie de Rayleigh­

Gauss-Debye, qui relie la dispersion de la lumière aux dimensions des 

particules selon la relation: 
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1 = ~exp( - Bd) 

où 

d: représente le parcours optique 

B: la densité optique, laquelle est donnée par: 

E1' Ew : Indices de réfraction du lipide et de l'eau, respectivement. 

/.... Longueur d'onde de la lumière incidente 

N: Nombre de particules par unité de volume 

V: Volume de la particule dispersante. 

Dans tous ce travail l'absorbance a été mesurée en utilisant un 

spectrophotomètre modèle DW-2000 de la compagnie SLM-AMINCO 

(Urbana, ILL) en mode longueur d'onde avec une resolution de 3 nm. 

2.3.2. Mesures de 18 fusion et de l'agrégation membranaire 

2.3.2.8. Fusion 

La fusion membranaire a été suivie à l'aide d'une technique qui 

consiste à encapsuler l'acide dipicolinique (DPA) dans une population 

de vésicules et le chlorure de terbium (TbCI3 ) dans une autre 

population (Figure 2.4). Afin de comprendre la technique de mesure, 
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Figure 2.4 Les différentes étapes possibles dans la fusion membranaire. 

(a) vésicules séparées dans une suspension aqueuse; (b) vésicules 

agrégées; (c) étape intermédiaire avant fusion ; (d) fusion complète. 

(Kozlov et al, 1989) 
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nous avons jugé utile de commencer par une étude des spectres 

d'absorption et de fluorescence de TbCI3 et de DPA puis du complexe 

Tb/DPA. La Figure 2.5 montre le spectre d'absorption du TbCI3 (4 ~M) 

dans un tampon composé de 0.2 M NaCl, 2 mM L-Histidine et 2 mM Tes 

(pH 7.4). Nous observons que le TbCI3 n'absorbe que très peu à la 

longueur d'onde 272 nm. Par ailleurs, le spectre d'absorption de DPA 

(40 ~M) dans une solution de 0.2 M NaCI, 2 mM L-histidine et 2 mM Tes 

(pH 7.4) montre bien la forte absorption du DPA à la longueur d'onde de 

la lumière monochromatique envisagée (Figure 2.6). La chélation du 

TbCI3 (4 ~M) avec le DPA (40 ~M) dans une solution de 0.2 M NaCl, 2 mM 

L-histidine et 2 mM Tes (pH 7.4) donne un complexe absorbant à la 

longueur d'onde d'excitation 272 nm (Figure 2.7). D'autre part, les 

spectres de fluorescence de 2 ml de chacune des solutions suivantes: 

(A) : 10 mM TbCI3, 2 mM Tes, 100 mM acide citrique, 2 mM L-histidine 

0.2 mM NaCl, et (8): 100 mM DPA, 2 mM Tes, prises séparément puis, 

dans un mélange 1:1 (v:v), sont représentés à la Figure 2.8. Nous 

observons que la fluorescence de DPA est très faible à la longueur 

d'onde 492 nm, alors que sa complexation avec le Tb+3 est 

accompagnée d'une importante augmentation de fluorescence, c'est-à­

dire cent fois supérieure à celle de Tb+ 3 seul (voir section 2.3.1.a) . 

Dans ce travail , on encapsule l'acide dipicolinique dans une 

population de vésicules du DGDG et le chlorure de terbium (TbCI3) 

dans une autre population (voir section 2.2.1.b) . Le mélange 1:1 des 

deux populations précédentes dans 2 ml d'une solution de NaCI (0.2 M) 

dans une cuvette en quartz, dans laquelle est ajoutée la quantité 

désirée de sel, est excité à 272 nm alors que l'émission de 
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Figure 2.5 Spectre d'absorption du TbCI3 (4~M) dans une solution de 

0.2 M NaCI, 2 mM L-histidine et 2 mM Tes 
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Figure 2.6 Spectre d'absorption du DPA (40 !-lM) dans une solution de 

0.2 M NaCI, 2 mM L-histidine et 2 mM Tes. 
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Figure 2.7 Spectre d'absorption d'un mélange de 4 ~tM TbCI3 et 40 ~M DPA 

dans une solution de 0.2 M NaCl, 2 mM L-histidine et 2 mM Tes. 
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Figure 2.8 Spectres de fluorescence de 2 ml de: (a) 10 mM TbCI3, 2 mM Tes, 

100 mM acide citrique, 2 mM L-histidine, 0.2 mM NaCl, (b) 100 mM 

DPA, 2 mM Tes, (c) mélange 1:1 des deux solutions précédentes. 
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fluorescence est enregistré à 492 nm. La valeur de 100% de 

fluorescence a été obtenue par la dispersion de lipide à une 

concentration finale de 1 0 ~M dans 2 ml des deux solutions notées (i) 

et (ii) de la section (2.2.1.b). Les autres pourcentages ont été calculés 

par la règle de trois en mélangeant les deux populations des vésicules 

du DGDG selon la méthode décrite plus haut. 

2.3.2.b Agrégation et réversibilité d'agrégation 

L'agrégation des vésicules lipidiques dans un milieu aqueux a 

été mesurée par turbidimétrie en utilisant un spectrophotomètre 

modèle DW-2000 de la compagnie SLM-AMINCO (Urbana, ILL), en 

utilisant les deux monochromteurs, dont un comme référence. La 

résolution étant fixée à 3 nm et les courbes sont directement 

reproduites à l'aide d'une traçeuse Hewlett-Packard modèle 7470A. 

La variation de la turbidité des vésicules lipidiques sous l'effet des 

cations monovalents et divalents nous renseigne sur le degré 

d'agrégation des vésicules lipidiques. La valeur maximale de la 

turbidité a été considérée comme étant le 100%. Les autres 

pourcentages ont été calculés par la règle de trois à partir des 

valeurs mesurées de la turbidité en fonction des sels. 

La réversibilité de l'agrégation des vésicules de DGDG, 

préalablement coagulées sous l'effet des cations divalents, est 

obtenue en mesurant d'abord la turbidité à 600 nm par l'addition de 8 

~M de CaCI2 (1 M) ou de MgCI2 (1 M) à 1 ml de la suspension aqueuse. 

Lorsque le maximum de turbidité des vésicules du DGDG est atteint 
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sous l'effet des cations divalents, la quantité désirée du chélateur 

EDTA (1 M) est ajoutée, et la décroissance de la turbidité est mesurée. 

2.3.3. Mesure de dégagement d'oxygène par polarographie 

L'appareil utilisé pour mesurer le dégagement d'oxygène 

provenant de l'illumination du complexe du photosystème Il (PSII) est 

constitué d'une électrode d'argent et d'une cathode de platine 

(Hansatech D.W. Oxygen Electrode Unit, King's Lynn, Norfolk, England) 

recouvertes d'une membrane en téflon qui les séparent du milieu 

réactionnel. Lorsque la différence de potentiel aux bornes des 

électrodes est entre -0.6 V et -0.9 V, il se forme à la surface de 

l'électrode de platine du peroxyde d'hydrogène provenant de l'oxygène 

réduit. Ceci donne naissance à un courant proportionnel à la quantité 

d'oxygène produite par le matériel photosynthétique et consommée à 

la cathode. 

Dans le but d'étudier l'effet du DGDG sur l'activité 

photosynthétique du PSII, nous avons incorporé les particules de PSI! 

dans des vésicules préformées de DGDG à différentes concentrations. 

L'activité en oxygène de la membrane reconstituée est mesurée par la 

mise en mélange, dans la cellule de l'appareil, de 780 ~I de la solution 

C (voir page 25), (0.4 M sucrose, 20 mM Mes, 15 mM NaCI, 5 mM MgCI2 , 

pH 6.5), 1 0 ~I du complexe PSII (0.03 mg de Chi par ml) ou PSII-DGDG 

et 1 0 ~I de l'accepteur d'électron DCSQ (350 ~M). L'ensemble est bien 

mélangé à l'aide d'une barre magnétique pendant deux minutes dans 

l'obscurité, et à une température constante de 200C. Ensuite, 1 a 
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suspension est éclairée par une lumière blanche d'intensité saturante 

(240 mW/cm2 ) pendant 90 secondes. L'oxygène formé lors de la 

photolyse de l'eau peut être calculer par la formule. 

où x: la pente de courbe de dégagement d'oxygène. 

y: la cordonnée normale de la courbe d'absorption d'oxygène, 

par le sodium hydrosulfite dans 1 ml d'eau, en fonction du 

temps. 

La concentration de la Chi a été déterminée, par la mesure de la 

densité optique d'un mélange de 5 ml d'acétone (80%) et de 12.5 ~I du 

PSII , selon la formule suivante 

Concentration de Chi (mg/ml)=[(8.02 (densité optique à 663 nm)+20.2 

(densité optique à 645 nm)] 0.4 
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CHAPITRE III 

INTERACTIONS CATIONS-DGDG ET DGDG-DGDG 

3.1. Introduction 

Les lipides du PSII ont reçu beaucoup d'attention, récemment, à 

cause de l'avancement considérable réalisé dans la compréhension du 

fonctionnement de la membrane des thylacoïdes (Gounaris et al, 1983; 

Sprague et al, 1985; Murphy 1986). Une description précise de la 

relation entre l'architecture moléculaire de la bicouche lipidique et 1 a 

fonction de la membrane des thylacoïdes n'est pas encore élaborée 

(Webb et Green, 1991). 

Il a été démontré que l'empilement de la membrane des 

thylacoïdes dépend d'une façon directe de la concentration des 

espèces cationiques dans le milieu environnant (Barber, 1982). Ce 

phénomène est lié aux charges de surface et a fait l'objet de 

nombreux travaux (Staehelin et Arntzen, 1983). 

La simulation du potentiel de surface de la membrane des 

thylacoïdes montre que l'empilement des thylacoïdes est possible si 

les charges de surface sont neutralisées (Barber, 1982). De 

nombreuses observations montrent que la neutralisation des charges 

négatives est à l'origine de la déshydratation des têtes polaires des 

lipides (Wilschut et al, 1980). 
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Quel rôle les cations peuvent-ils jouer dans la dissipation des 

barrières énergétiques d'hydratation? Une première réponse nous 

vient de Azfall et al (1984). Ces auteurs reconnaissent qu'il y a une 

modification dans l'agencement des molécules d'eau sur la surface 

des têtes polaires de phosphatidylcholine (PC). Une telle couche 

d'hydratation existe sur les surfaces constituées de DGDG (Marra, 

1985). Néanmoins, sans évidence expérimentale de telles hypothèses 

avaient été amenées pour expliquer la coagulation des colloïdes 

neutres en présence des cations (Eagland, 1975). Ce dernier auteur 

suppose que les cations aident à dissiper la barrière d'hydratation 

entre les surfaces neutres. Une conséquence importante de cette 

perturbation des molécules d'eau est la possibilité d'établir un 

contact entre deux bicouches lipidiques. 

L'objectif visé dans ce chapitre est de: 

1 ) vérifier si la coagulation des vésicules de DGDG provient d'une 

fusion ou d'une agrégation et, dans ce dernier cas, nous 

déterminerons le seuil de concentration critique des cations 

monovalents et divalents (Na+, Ca2 +, Mg2 +) qui est à l'origine de 

coagulation ; 

2) déterminer les sites les plus probables de l'interaction sels­

lipide à l'aide de la spectroscopie infrarouge. 

Les expériences effectuées dans ce chapitre (minimum en 

duplicata) donnent des résultats similaires et reproductibles. 
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3.2. Résultats expérimentaux 

3.2.1. Détermination du type d'interaction entre vésicules 

de DGDG 

3.2. 1 . a Étude de la fusion des vésicules de 

Phosphatidylséri ne 

Théoriquement, la fusion est le mécanisme d'interaction le 

plus intéressant pour l'internalisation du contenu intravésiculaire des 

liposomes. La fusion membranaire a été largement utilisée depuis 

quelques années dans des domaines variés de thérapie et de 

cosmétologie. 

Des études intensives concernant la fusion de vésicules 

phospholipidiques sous l'effet de cations divalents ont été décrites 

dans la littérature (Papahadjopoulos et al, 1990; Nir et al, 1983; 

Düzgünes, 1985). En utilisant la calorimétrie différentielle à 

balayage (DSC), Eklund (1990) a démontré que les vésicules de 

dimyristoylphosphatidylglycérol fusionnent sous l'effet de 600 mM de 

NaCI. Dans le même ordre d'idées, Liao et Prestegard (1979) ont 

démontré par la technique de la résonance magnétique nucléaire et de 

la microscopie électronique à balayage que les vésicules formées d'un 

mélange de phosphatidylcholine et d'acide phosphatidique peuvent 

fusionner dans des conditions spécifiques sous l'effet du Ca2 +. 

Wilschut et ses collaborateurs (1981) ont trouvé par la 

technique d'encapsulation de fluorophore, dont l'intérêt est de pouvoir 

obtenir un taux élevé d'encapsulation des grosses macromolécules, 
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que les liposomes de phosphatidylsérine (PS) , chargés négativement, 

fusionnaient plus efficacement sous l'influence du Ca2 + que du Mg2 +. 

Deux modèles ont été proposés pour expliquer les mécanismes 

qui sont à l'origine de la fusion des vésicules chargées négativement. 

Le premier modèle suppose que la fusion est toujours précédée par 

une phase intermédiaire à l'interface de deux vésicules en contact 

(Gruner et al , 1985; Wilschut et Hoekstra, 1986), alors que le second 

modèle suggère que la formation d'un pont cationique entre les 

charges de deux vésicules en interaction est à l'origine du phénomène 

(Kozlov et al, 1989). 

Qualitativement, les deux modèles sont en accord sur le fait 

que l'expulsion des molécules d'eau localisées près des groupements 

négatifs produit une augmentation des forces attractives entre les 

molécules des membranes opposées, ce qui facilite leur contact 

immédiat. Cependant les mécanismes de la fusion des vésicules 

formées d'un lipide non-ionique (DGDG) reste encore à élucider. La 

concentration élevée de ce lipide, approximativement 29% du total 

lipidique de la membrane photosynthétique, suggère que son rôle est 

essentiel au maintien de la structure moléculaire de l'appareil 

photosynthétique . 

Dans le but de confirmer la validité de la technique que nous 

allons utiliser pour étudier la fusion des vésicules du DGDG, nous 

avons étudié la fusion de vésicules de PS sous l'effet de Ca2 + et Mg2 + 

par la technique d'encapsulation à l'aide de TbCI3 et DPA (voir section 

2.3.2.a) . La Figure 3.1 montre que le Ca2 + stimule fortement la fusion 
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des vésicules de PS dès que sa concentration dépasse une 

concentration critique de 0.8 mM et que le maximum de fusion (37% de 

la fusion totale) est atteint pour une concentration du calcium de 1.5 

mM, au delà de laquelle on assiste à une rapide décroissance de 

l'intensité de fluorescence. Cette décroissance est attribuée à la 

dissociation du complexe Tb/DPA par l'EDTA qui se trouve dans 1 e 

milieu externe lors de la rupture de la membrane globale (Ohki, 1982). 

Il a été aussi observé que le Mg2 + n'induit pas la fusion des vésicules 

de PS (Wilschut et al, 1981). 

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Ohki (1982), 

quoique la concentration critique trouvée dans ce travail soit 

légèrement différente. Cette différence a été observée également par 

Düzgünes et al (1981) dans le même type d'expérience, lorsque la 

concentration du milieu en NaCI variait de 100 mM à 3 mM. 

3.2.1.b. Démonstration de l'absence de fusion des 

vésicules de DGDG 

Nous voulons déterminer si la fusion de vésicules de DGDG est 

possible sous l'influence des ions calcium et magnésium . Pour ce 

faire nous avons suivi la variation d'intensité de fluorescence d'un 

mélange 1:1 de deux populations de vésicules différentes contenant 

respectivement le TbCI3 et le DPA par la même technique qui a été 

utilisée précédemment pour étudier la fusion des vésicules de PS. 

La Figure 3.1 montre que l'intensité de fluorescence du mélange 
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des deux populations de vésicules du DGDG ne varie presque pas avec 

l'augmentation de la concentration des sels (Ca2 +, Mg2 +) présents 

dans la suspension aqueuse, même à des concentrations supérieures à 

la concentration critique d'agrégation des vésicules de DGDG qui sont 

1 mM et 4.7 mM pour le calcium et le magnésium, respectivement. 

Nous concluons donc que les vésicules du DGDG ne se fusionnent pas 

sous l'effet de Ca2 + et de Mg2 +. 

3.2.1.c. Agrégation et réversibilité d'agrégation des 

vésicules de DG DG 

L'agrégation des vésicules du DGDG a été suivie en mesurant 

l'augmentation de la turbidité à 600 nm d'une suspension de vésicules 

de DGDG dans l'eau deutérée sous l'effet des différentes 

concentrations des cations monovalents et divalents (Figure 3.2). Le 

titrage de la solution de DGDG par les cations produit une légère 

augmentation de la turbidité au début suivie d'un accroissement 

rapide lorsque la concentration des cations dépasse une concentration 

critique spécifique à chaque espèce cationique. 

Les équations représentatives des courbes tracées à travers 

les points expérimentaux sont obtenues par ajustement des valeurs 

observées par un polynôme de cinquième degré à l'aide du programme 

Cricket-Graph, version 1.3.2, de Cricket Software Inc. (Malven , PA). Il 

faut remarquer que ces courbes sont empiriques et qu'elles ont été 

tracées dans le seul but de faciliter la détermination de la 

concentration critique de coagulation. 
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La concentration critique nécessaire à la coagulation des 

vésicules est déterminée en calculant le point d'inflexion de chaque 

courbe, puis, à partir de ce point d'inflexion , nous avons déduit 

graphiquement la concentration critique à partir de laquelle 

l'agrégation commence à avoir lieu. Les concentrations critiques 

trouvées sont, 1.0, 4.7 et 10.0 mM, pour le Ca2 +, le Mg2 + et le Na+ , 

respectivement. Ces valeurs sont très proches de celles obtenues par 

Webb et al (1988) dans le même type d'expérience. 

Une simple comparaison des trois cations utilisés dans ce 

travail montre que le calcium se distingue des deux autres par son 

efficacité à promouvoir l'agrégation membranaire. Il suffit de 1 à 2 

mM de CaCI2 pour que l'agrégation commence à se produire. Ensuite, 

vient le MgCI2 avec une concentration critique d'à peu près quatre à 

cinq fois plus grande que celle du CaCI2 , puis le NaCI avec une 

concentration de 10 fois supérieure à celle du CaCI2 . 

Dans le but de confirmer l'agrégation, sans fusion, des 

vésicules lipidiques, nous avons étudié la réversibilité d'agrégatio.n 

des vésicules du DGDG sous l'effet d'EDT A. Cette technique a été 

appliquée avec succès par plusieurs chercheurs à plusieurs reprises 

pour étudier l'agrégation et la fusion des vésicules de PS (Ohki , 

1982, Düzgünes et al, 1987). En effet, la Figure 3.3 illustre la 

réversibilité de la turbidité des vésicules du DGDG, préalablement 

agrégées sous l'effet des cations divalents, dans l'eau deutérée. Nous 

observons une suppression presque complète de la turbidité pour une 

concentration de 12 mM d'EDT A. 
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3.2.2. Étude des interactions cations-DG DG et DGDG-DGDG 

par spectroscopie infrarouge. 

Nous avons vu que les cations monovalents et divalents sont 

capables de promouvoir l'agrégation des vésicules lipidiques du DGDG. 

Dans le but d'étudier les mécanismes structuraux qui sont à l'origine 

de cette agrégation, nous avons utilisé la spectroscopie ir. Cette 

technique offre la possibilité d'étudier les interactions moléculaires 

qui peuvent avoir lieu entre les sels et la molécule de DGDG. 

3.2.2.a. Modes vibrationnels du DGDG 

3.2.2.a.1. Modes vibrationnels du galactose et du glycérol 

La Figure 3.4 donne la structure chimique du DGDG. On y note la 

présence de deux résidus de galactose, un résidu de glycérol et deux 

chaînes d'acide gras en position 1 et 2 du résidu de glycérol. Les 

spectres d'absorption infrarouges (absorbance et 2ième dérivée) de 

DGDG et du galactose dans la région 1800-900 cm- 1 sont donnés dans 

la Figure 3.5. Dans cette région , les fréquences caractéristiques des 

vibrations des bandes principales du galactose et du glycérol sont les 

suivantes (Tableau 3.1) : 

a) Dans la région spectrale 1460-1210 cm- 1 les modes de 

vibration du galactose sont dominés par les vibrations de déformation 

des liaisons ô(OCH), ô(CCH). La bande de vibration localisée à 1458 

cm- 1 est superposée avec le mode de déformation Ô(CH2) , alors que 



3 

HO \ /OH 
--C 6a 

1 

ex OH '2 
. HO 3 \ /0 
3 \ -C 6 ~ 

P 3 

a = anomère-n 
I~ = anomère-(3 
R1 , R2 = chaînes acyles 
sn1 = ester libre C=O 
sn2 = ester lié C=O 

2 ~, , \, 

O_C-C_C 
\ \ 
o O'C'l° 
/ 

O==C 1 sn1 \ R1 s'n2 R2 

1: anneau d'oxygène (COC) 
2: pont d'oxygène 
3: anneau OH (COH) 
4, 5: comme 3 
6a.: carbone 6a 

6tl : carbone 61~ 

Figure 3.4 Structure chimique de la molécule de DGDG 

DGDG 

U1 
U1 



56 

DGDG -C -w 
C 
z 
0 
0 
w en 
w 
'W 
> -CC 
'W 
C 

=» 
0 GAL -<1: -w 
0 
Z 

A <1: 
m 
CC 
0 
en 
al « 0 

1800 1500 1200 900 

FRéQUENCE (cm- 1) 

Figure 3.5 Spectres d'absorption ir du OGOG et du galactose dans 020. (A) 

Spectres d'absorption. (0) Spectres de dérivée seconde. 

(Menikh et Fragata, 1993) 



57 

Tableau 3.1 Fréquences caractéristiques des bandes infrarouges du glycérol, du 

galactose et du digalactosyldiacylglycérol 

MQ1~S:111s: 
Attribution d Glycérola Ga1actoseb DGDGC: 

des bandes 

1741 m )1 (C=O),5nl 

1715 5 )1 (C=O), 5n2 

1455 1458 14665 o(cx:HO,o(CCJHD,ô(Cliv 

1453 m Ci (OCH), 0 (CCJHD, 0 (CH:z) 

1415 1418 1419 m (5 (OCH), Ci (CCH) 

1407m a (OGI), 0 (CCH) 

1374 1378 m o (OCH), 0 (CCH), ô (COR) 
1242 1246m ô (OCH), Ci (CCH), ô (COR) 

1235 1236 s Ô (OCH), 0 (CCH), ô (COH) 
1210 1211 1211 m Ô (OCH), ô (CCH), ô (COH) 

11155 )1 (CO), )1 (CO, ô (c:x::H), Ô (CCH) 
1163s )1 (CO), )1 (CC), Vas (Coof 

1147 1149 m )1 (CO), )1 (CO 
1111 1116 1117d v (CO), y (CC), ô (CCC) 

1055 1062m v (CO), )1 (CO, ô (COH) 
1043 1046 1047s v (CO), )1 (CC), ô (CCO) 

1031 s v (CO), v (CO 

apachler et al, 1988. bSelon la figure 3.5. cMenikh et Fragata, 1993. dces attributions 

ont été faites en partie d'après des travaux faits sur des glucides divers. e1 , Fookson et 

Wallach, 1978; 2. Mantsch et al, 1981 ; 3. Mushayakarara et al, 1982; 4. Siume et al, 

1988; 5. Tajmir-Riahi, 1988a,b; 6. Fringeli et Gunthatd, 1981; 7. Parker, 1971 ; 8. 

Marchessault et Liang, 1962. f vibration d'étirement antisymétrique du pont d'oxygène 

(voir Parker, 1971 ; Marchessault et Liang, 1962). Abréviations: Ô, déformation; d, 

faible; v, étirement; m, maximum; s, épaulement. 

Refs.e 

14-

14-

1,2,5-7 

1,2,5-7 

5,6 

5,6 

1,2.5,6 

5,6 

5,6 

5,6 

5,6 
5-8 

5,6 

5,6 

7 

5,6 
5,6 
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les bandes situées à 1374 cm- 1, à 1242 cm- 1 et à 1211 cm- 1 sont 

superposées avec le mode de déformation ô(COH). Par ailleurs, dans la 

région spectrale 1200-1000 cm- 1 les modes de vibration du 

galactose sont dominés par les modes d'élongation v(C-O) et v(C-C). 

De plus, les bandes de vibration des liaisons situées à 1116 cm- 1, à 

1055 cm-1 et à 1046 cm- 1 contiennent les modes de déformation 

ô(CCC), ô(COH), ô(CCO) , respectivement. 

b) La position des bandes du glycérol a été obtenue de Merck FTIR 

Atlas (Pachler et al , 1988). Les bandes les plus importantes de 

spectre du glycérol résultent des vibrations d'élongation des 

groupements v(CO), v(C-C) et des vibrations de déformation des 

liaisons ô(CCH), ô(COH), ô(OCH), Ô(CH2) . Plus spécifiquement, dans 1 a 

région comprise entre 1460-1040 cm- 1 nous observons deux bandes, 

une située à 1455 cm- 1 et l'autre à 1415 cm- 1, résu Itant des 

déformations des liaisons ô(OCH), ô(CCH). Les bandes situées à 1235 

c m- 1 et à 1210 cm- 1 sont attribuées aux déformations ô(OCH), 

ô(CCH), ô(COH). Par contre, les bandes localisées à 1111 cm- 1 et à 

1043 cm- 1 renferment les modes d'élongation v(CO), v(CC). Ces modes 

sont généralement superposés aux modes de déformation ô(CCC), 

ô(CCO) , respectivement. 

3.2.2.a.2 Région de déformation des résidus de glycérol 

et de galactose dans le DGDG (1500-1200 cm- 1) 

Le spectre infrarouge du DGDG est donnée dans la Figure 3.5. 

Dans cette région spectrale (Tableau 3.1), la superposition des 
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vibrations de déformation ô(OCH), ô(CCH) et ô(CH2) des carbones 1 et 3 

du glycérol et du carbone 6 du galactose donne naissance à un certain 

nombre de bandes situées entre 1458-1455 cm- 1 et 1418-1415 cm- 1 

Ces attributions ont été faites d'après les travaux de Tajmir-Riahi , 

(1988a,b) et Fringeli et Günthard (1981) sur des glucides semblables. 

L'attribution des bandes d'absorption , situées à 1466 cm- 1 et à 

1453 c m- 1 n'est pas simple. Les travaux de Parker (1971) et de 

Tajmir-Riahi (1988a,b) sur les carbohydrates suggèrent que la bande 

située à 1466 cm- 1 peut être attribuée au mode de déformation 

Ô(CH2) du carbone-6 de l'anomère-a ou de l'anomère-f3 du galactose. 

Néanmoins, l'effet des ions sur les modes de vibration du DGDG (voir 

section 3.2.2.b) montre que les bandes situées à 1466 et 1453 cm- 1 

sont attribuées au groupement C6aQ-l autour du carbone-6 de 

l'anomère-a. Les bandes situées à 1419 cm- 1 et 1407 cm- 1 sont 

attribuées, respectivement, aux modes de déformation ô(OCH) et 

ô(CCH) de l'oxygène et des carbones dans le cycle du galactose. Par 

ailleurs, les bandes situées à 1246 cm- 1, à 1236 c m- 1 et à 1211 cm-

1 sont attribuées, respectivement, aux modes ô(OCH) , ô(CCH) et 

ô(COH) du galactose. 

3.2.2.a.3 Région d'élongation des résidus de glycérol et de 

galactose dans le DGDG (1200-1000 cm- 1) 

Dans cette région spectrale (Tableau 3.1) on note plus 

particulièrement les bandes situées à 1163 cm- 1, à 1149 cm- 1, à 



60 

1147 cm- 1, à 1062 cm- 1, à 1055 cm- 1, à 1047 cm- 1 et à 1031 cm- 1 . 

Ces bandes sont largement dominées par les modes d'élongation hors 

plan des groupements C-O et C-C du galactose et du glycérol dans le 

OGOG (Parker, 1971; Fringeli et Günthard, 1981). La fréquence de 

vibration située à 1163 cm- 1 est généralement superposée à la 

fréquence d'élongation antisymétrique de COC du pont du galactose 

entre l'anomère-a et l'anomère-f3 (Marchessault et Liang , 1962; 

Parker, 1971). Les bandes situées à 1062 cm- 1 et à 1047 cm- 1 

contiennent certains modes de déformation , notamment ô(COH) et 

ô(CCO), (Tajmir-Riahi, 1988a,b; Fringeli et Gunthatd, 1981). 

3.2.2.8.4. Région du carbonyle de l'ester du DGDG 

(1750-1710 cm- 1) 

Le spectre d'absorption du DGDG dans la région 1750-1710 

c m- 1 a deux bandes principales. L'une située à 1741 cm- 1, attribuée à 

l'étirement de l'ester libre (sn1) . L'autre située à 1715 cm- 1, 

clairement montrée sur le spectre de seconde dérivée (Figure 3.6), 

attribuée à l'étirement de l'ester lié (sn2) par l'hydrogène du 

groupement CsaOH. Néanmoins, nous avons observé par la technique 

de la simulation spectrale que la fréquence de l'ester lié (sn2) est 

située à 1723 cm- 1 (Figure 3.7) . Ces attributions ont été faites 

d'après la modélisation discutée dans la partie 3.3.1, elles diffèrent 

de celles données par Siume et al (1988) et Lewis et McElhaney 

(1992, 1993) sur le 13C=O (la discussion détaillée de cette région 

sera faite dans la section 3.4). 
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glucosyldiacylglycérols, c'est-à-dire Glcpa1-3DAG et Glcpf31-3DAG, 

par Mannock et al (1990), indique que le Glcpf31-3DAG a une seule et 

unique bande dans la région du carbonyl ester, alors que Glcpa1-3DAG 

a deux bandes distinctes. La bande a faible fréquence a été attribuée à 

l'ester sn2 , lié par l'hydrogène du 2ième hydroxyle de l'anomère-f3. Par 

contre, la bande a haute fréquence a été attribuée à l'ester libre sn1. 

3.2.2.b Effets des ions sur les modes vibrationnels du DGDG 

Les Tableaux 3.2 et 3.3 montrent l'effet du NaCI, du MgCI2 et 

du CaCI2 sur les bandes d'absorption infrarouge du lipide dans la 

région 1800-1000 cm- 1. On note la présence de deux régions 

spectrales où les fréquences des vibrations n'ont pas été affectées 

par la présence des cations monovalents et divalents. La première 

région, 1750-1710 cm- 1, concerne le groupement ester, la seconde 

est localisée entre 1470 et 1450 cm- 1. Dans cette dernière région on 

observe deux bandes, l'une situées à 1466 cm-1 et l'autre à 1453 

cm _1 , attribuées aux modes de déformation ô(OCH), ô(CCH) et Ô(CH2) 

autour du carbone 6 de l'anomère-a. 

L'absence d'interaction des sels avec le groupement ester est 

due, à notre avis, soit à la protection de ce site moléculaire par la 

tête polaire du lipide contre l'action de sels soit à l'incapacité des 

sels de pénetrer dans cette région interfaciale (section 3.3.1). Il est 
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Tableau 3.2 Effets des sels sur les fréquences d'absorption ir de la tête polaire 

du digalactosyldiacylglycérola 

Concentration des sels 

NaCI MgCl: CaCl ... 
Pas de sel 18 mM 18 mM 10mM 

1750-1710 cm-1 

1 741 1 741 1 741 1 741 
1 -Î'" /_,j 1 724 1 724 1 -Î .... I_:J 

1500-1200 cm- 1 

1466 1466 1466 1466 
1 453 1453 1454 1455 
1419 1415 1415 1 415 
1407 1398 1400 1 398 
1 378 1379 1380 1 379 
1246 1 251 1248 1250 
1236 1240 1240 1242 
1 211 1 209 1 213 1213 

1 200 - 1 000 cm - 1 

1 175 1 175 1 175 1 175 
1 163 1 159 1 159 1160 
1149 1150 1149 1149 
1 117 1 117 1 116 1 116 
1062 1066 1065 1 067 
1047 1057 1053 ] 057 
1 031 1 031 1 031 1 031 

a: voir tableau 3.3 



Nombre d'onde 

(cm- 1) 

1 17235 

2 14665 ] 
1453 III 

3 1419 m ] 
1407m 

4 1246111 1 
1236 s 

5 11635 

6 1062 III 

7 1047 s 

Tableau 3.3 Ëtude par spectroscopie ir de l'effet des cations 

sur la tête polaire du digalactosyldiacylglycérol. 

Site Déplacement 

Attribution moléculaire (cm-1) Effets probables 

v (C=O) S112C=O NS 

1 
Pas ce complexation ionique 

S (OC 1 1), S (CC~ 1), S (CI 12) Cr,aOH NS Liaison -H entre 
sn2 (C=Q) et CSaOH 

S (OC~ 1), S (CCH) acoc J, Complexation ionique 

S (OCH), S (CCH), S (COH) acOH t 
Complexation ionique 
et/ou interaction DGDG-DGDG 

v (CO), v (CC), Vas (CGC) PCOC J, 

V (CO), v (CC), S (COI-I) acOH t e 

v (CO), v (CC), S (COI-I) acOH t e 

a, anneau; Ô, déformation; e, non identifié; m, maximum; NS, pas de 

déplacement; p, pont; v, étirement; s, épaUlement; ~,décroissance; t , 

croissance. 

al 
01 
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important de noter que ces résultats diffèrent de ceux obtenus avec 

le phosphatidylglycérol (PG) qui montrent bien une nette interaction 

des sels avec les groupements ester de carbonyle (Nénonéné, 1992). 

Sur la base de ces données et des résultats de la section 3.3.1 , nous 

avons proposé l'existence d'une liaison hydrogène entre le groupement 

carbonyle sn2 (C=O) et l'hydroxyle du groupement CsaOH de la tête 

polaire du lipide étudié. 

L'effet des sels sur la tête polaire se limite plus 

particulièrement au niveau de quelques sites spécifiques. De ce fait, 

le déplacement vers les basses fréquences de la transition identifiée 

numéro 3 dans le Tableau 3.3 se traduit par une complexation ionique 

avec le groupement COC de l'anneau du galactose à travers l'atome 

d'oxygène. Une conséquence importante de cette interaction est la 

dissipation de la barrière énergétique d'hydratation entre les 

surfaces opposées. 

La transition numéro 4 (Tableau 3.3) résulte soit de la 

complexation des ions avec les groupements hydroxyles du galactose, 

soit de l'interaction DGDG-DGDG (voir discussion dans la section 3.4). 

Néanmoins, cette dernière interaction est favorisée à cause de la 

déshydratation de la tête polaire du lipide par les sels. Ce point de 

vue reste aussi valable pour la transition numéro 5 (Tableau 3.3) qui 

représente le groupement COC du pont de galactose. Enfin, les effets 

des transitions numéros 6 et 7 n'ont pas pu être identifiées, et ce , 

malgré une étude intensive de la littérature. Nous devons toutefois 

ajouter que les fréquences des bandes de cette partie sont le résultat 

de la moyenne de trois expériences différentes avec un écart type 
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maximal de ± 0.2 cm-1 et qu'en présence des sels les spectres 

d'absorption infrarouges dans la région des élongations C-H ne 

révèlent aucun déplacement appréciable des fréquences. 

3.3 Etude théoriques 

3.3.1 Modélisation de la molécule du DGDG à l'aide de 

la minimisation d'énergie 

Afin de mettre en pratique un modèle théorique qui permettrait 

d'expliquer l'agrégation sans fusion des vésicules de DGDG, nous avons 

calculé la configuration correspondant à l'énergie minimale de la 

molécule du DGDG. 

Le programme utilisé dans cet étude est le Chem3D-Plus, 

version 3.0, de la compagnie Cambridge Scientific Computing 

(Cambridge, MA), basé principalement sur les travaux de Jay W. 

Ponder de l'Université de Washington (Burkert et Alinger, 1982). Les 

modifications qui sont apportées à ce programme par rapport au 

champ de force d'Alinger sont: 

1- L'énergie potentielle asymétrique des liaisons longues entre 

atomes est corrigée à l'aide d'un polynôme du 4ième degré vu que 

la loi de Hooke ne la décrit pas correctement (Rosenbaum, 1970). 

2 - Les paramètres qui définissent la distance minimale à partir de 

laquelle les interactions (i) charge/charge, (ii) charge/dipôle, 
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(iii) dipôle/dipôle et (iv) interactions de van der Waals, 

commencent à diminuer ont été introduits. Ces distances sont 30 

A, 25 A, 28 A et 10 A. respectivement pour les interactions (i) , 

(ii), (iii) et (iv) . 

3 - Le terme exponentiel dû à la répulsion à courte distance est 

remplacé par un terme quadratique de van der Waals. 

La structure chimique du lipide utilisé est constituée par deux 

groupements de galactose et un de glycérol auxquels sont attachés au 

carbone C2 une chaîne d'acide stéarique et au carbone C3 une chaîne 

d'acide oléique. 

Après traitement de cette structure par ordinateur, la 

configuration trouvée (Figure 3.8) présente une distance minimale de 

2.116 A entre le groupement carbonyl ester Sn2 et l'hydrogène de 

l'hydroxyle du carbone 6 de l'anomère-a du galactose. Cette distance 

permet l'établissement d'une liaison hydrogène qui pourrait empêcher 

l'accès des sels à cette région interfaciale. Ce résultat de 1 a 

simulation est obtenu dans le vide c'est-à-dire pour une seule 

molécule de DGDG et sans la compétition des molécules d'eau lourde. 

En pratique ce site pourrait, probablement, entrer en competition 

avec d'autres situations pour former une liaison intermoléculaire, 

soit avec les molécules d'eau lourde, soit avec les autres molécules 

de DGDG. L'avantage principal de ce modèle réside dans son habileté à 

définir, en première approximation , la configuration adoptée par la 

tête polaire de lipide, dont la tendance à piéger les molécules d'eau 
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est importante à cause de ses groupements hydroxyles qui pointent 

vers l'extérieur. L'épaisseur de la région de la tête polaire estimée à 

partir de ce modèle a un minimum de 7.735 A et un maximum de 9 Â , 

alors que la largeur de sa coupe transversale varie approxima­

tivement entre 9.5 et 10.5 Â . À partir de ces données, nous avons 

déterminé la surface moyenne occupée par la tête polaire de lipide qui 

est 84 A 2. Nous devons ajouter que ces résultats de la modélisation 

sont en accord avec ceux obtenus par diffraction des neutrons 

(Mc Daniel, 1988) et par la technique de monocouche (Bishop et a l , 

1980; Marra, 1985) ainsi que par la technique de mesure de force de 

surface (Marra, 1986). 

3.3.2 Effets du champ électrique créé par les cations 

divalents sur le groupement carbonyle de l'ester Sn2 

Nous avons vu précédemment par spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier que la bande du carbonyle de l'ester sn2 du 

0000 ne semble pas affectée par la présence des cations divalents 

(section 3.2.2.b) . Néanmoins, l'analyse de cette bande par la méthode 

de simulation spectrale nous montre que l'intensité intégrale relative 

(%A) de l'ester lié Sn2 est augmentée en présence du MgCI2 ou du 

CaCI2 (Tableau 3.4). Le tableau 3.4 montre qu 'en absence des sels %A 

est égal à 39.8±O.8 tandis qu 'en présence de CaCI2 et MgCI2 %A est 

égal respectivement à 44.5±3.8 et 48.4±3.7. Malgré la marge d'erreur 

élevée, ceci est une bonne indication de la variation de %A en fonction 

de la présence des sels. En effet, la Figure 3.7 montre bien qu 'il 
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Tableau 3.4 Effets des sels sur l'intensité intégrale (%A) et la 

fréquence d'absorption maximale de l'ester lié (sn2) 

-
Concentration des selsa Ymax b cm-1 

1 
%AC 

a 

b 

c 

d 

0 1 723.0 ± 0.7 d 39.8 ± 0.8 

10 mM CaC12 1 723.7 ± 1.4 44.5 ± 3.8 

18 mM MgC12 1 723.7 ± 0.6 48.4 ± 3.7 

La concentration utilisée est superreure à la concentration 
critique d'agrégation des vésicules lipidiques (voir section 
3 .2.1 ) . 

... 
Vmax (nombre d'onde) est obtenu à partir de la simulation 
spectrale de l'enveloppe. 

Intensité de la bande sn2 donnée en pourcentage de l'intensité 
totale (enveloppe spectrale totale) 

Écart-type. 
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existe une différence réelle entre le spectre de DGDG en absence de 

sels et les spectres pris en présence de CaCI2 et MgCI2 . 

Malgré le fait que l'augmentation de l'intensité intégrale de 

l'ester lié sn2 a été observée également dans les phospholipides sous 

l'effet de température (voir e.g., Casai et Mantsch, 1984) et a été 

interprétée en terme de réorganisation de l'interface, nous pensons 

que dans le cas présent l'effet du champélectrique crée par les 

cations divalents sur le moment de dipolaire de l'ester lié est plus 

important que l'effet des cations sur la réorganisation de l'interface. 

Dans ce cas nous avons (Painter et al, 1982). 

où 

V : est le nombre d'onde 

c : la constante de proportionnalité 

x : la coordonnée de déplacement 

Po : le moment de transition dipolaire, donné par 

3.1 

3.2 

a~ 
où représente la variation du moment dipolaire permanent en 

aQq 

fonction de la coordonnée normale Qq des noyaux, et CPt et cpt sont, 

respectivement, les fonctions d'onde de l'état initial et de l'état final. 

Pour tenir compte de l'effet des cations divalents sur le 
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moment de transition dipolaire de l'ester lié sn2, nous multiplions les 

équations 3.1 et 3.2 par un facteur qui est proportionnel au champ 

électrique créé par les cations. " est raisonnable de poser comme 

première approximation (Fragata et al, 1993): 

3.3 

Le champ électrique créé par la charge Oa, i.e, Mg2 + ou Ca2 + en un , 

point de charge ab, c'est-à-dire sn2 (C=O), est donné par l'expression 

classique suivante : 

3.4 

où 

E: constante diélectrique 

Eo: perm ittivité du vide 

r : vecteur unitaire qui pointe de Qa à ab 

r: distance entre le cation considéré et l'ester Sn2. 

De l'équation 3.3 et du Tableau 3.4, nous pouvons déduire que 

l'intensité du champ électrique produit par Mg2 + est plus importante 

que celle du Ca2 +. Ceci signifie, d'après l'équation 3.4, que la distance 

entre le groupement Sn2 et le Mg2 + est plus petite que la distance 

entre Sn2 et le Ca2 +. 
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3.3.3 Perturbation de la polarité de l'interface DGDG-eau 

Le mécanisme proposé pour passer d'un état non-agrégé (état 1) 

à un état agrégé (état 2) peut être décrit par les équations d'équilibre 

suivantes (Fragata et al, 1993): 

> 
état 1 V+nc ""t",-- nc <Ct 

k. 1 

état 2 mc = Cmax 

k- 2 

où 

V: concentration des vésicules 

Ct: concentration cationique critique de la coagulation 

mc : concentration de sel correspondant à l'agrégation 

maximale des vésicules 

nc: concentration des cations avant que 

l'agrégation ait lieu. 

Les coefficients d'équilibre (K1, K2) de chaque état et les 

variations de leurs énergies libres (~G1, ~ G2) sont donnés par: 

K1 = [ncV] 1 [V] [ nc] 

K2 = [ mc V] 1 [V] [ mc] 

et ~ G1 = -RT ln KI 
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/). G2 = -RTln K2 

où 

R: constante des gaz 

T: température en degrés Kelvin 

L'énergie de transition de l'état 1 à l'état 2 est donnée par 

ou 

Si nous faisons l'hypothèse suivante: 

qui correspondrait dans le cas d'une dimérisation, par exemple, à 

ffieV= 1 ne (2V) dû à l'augmentation du volume des particules 

concomitante avec la baisse de la concentration des cations 

disponibles avant que l'agrégation ait lieu. 

Donc, on aura 

AAG=-RTlnx 

où x est le rapport molaire [mcl/[ ncl . 

L'application de cette dernière relation aux données de 1 a 

Figure 3.2 nous donne la variation de l'énergie libre de transition de 

l'état 1 à l'état 2. Cette variation est égale à -8.34 kJ mol- 1 pour 1 e 
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Mg2+ et à -13 kJmol- 1 pour le Ca2 +. 

Dans le but de relier la variation L\L\G à la polarité de 

l'interface DGDG-eau, nous supposons que les membranes agrégées 

forment un réseau de liaisons hydrogènes entre les têtes polaires des 

vésicules en interaction. Comme nous avons vu par spectroscopie 

infrarouge à transformée de Fourier, le groupement COH du noyau de 

sucre et le pont cac entre l'anomère-a et ~ sont les sites les plus 

probables à la formation de ces liaisons (Tableau 3.3) . Dans ce cas, 

l'énergie d'interaction DGDG-DGDG est donnée par l'expression 

su i vante (Starzak, 1984) : 

en kJ mol- 1 

où 
-+ -+ 
f.1j et f.1k sont, respectivement , les moments dipôlaires de COH et de 

ccc. 

r : la distance d'approche minimale, c'est-à-dire la distance d'une 

liaison hydrogène entre deux molécules de DGDG en interaction. 

Er , NA: Permitivité relative et nombre d'Avogadro , respectivement. 

Pour rendre l'expression précédente plus pratique, on remplace 

tous les paramètres connus par leurs valeurs correspondantes 

où 

MG = _ _ 27_7_3 -:dj,--d_k 

E r 3 
r 

kJmol- 1 

dj , dk sont, respectivement, les longueurs des dipôles (en Angstrôm) 
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Figure 3. 9 Variation de la constante diélectrique à l'interface 

DG DG-eau en présence de: 18 mM MgCI2, 10 mM CaCI2. 

Figure insérée: variation de la constante diélectrique à 

l'interface PC-eau en fonction de différentes concentrations de 

cations monovalents. (Lessard et Fragata, 1986) 
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des groupements COH et cac 

En utilisant dj = 0.6 Â , dk = 1.3 Â, r = 2 A (Fringeli et 

Günthard, 1981) et les valeurs de AAG déterminées précédemment 

pour Mg2 + et Ca2 +, c'est-à-dire -8.34 kJ mol- 1 et -13 kJ mol- 1, nous 

trouvons une constante diélectrique égale à 32 pour le Mg2 + et à 21 

pour le Ca2 + (Figure 3.9). Ceci signifie que le Ca2 + peut baisser plus 

efficacement la polarité de l'interface galactolipide-eau que le Mg2 +. 

Ces résultats confirment d'autres travaux concernant l'effet de L i+, 

de N+ et de K+ sur la polarité de l'interface des membranes de PC 

(Lessard et Fragata, 1986). Nous pensons que les cations monovalents 

et divalents partagent le même mécanisme de contrôle de la polarité 

de l'interface lipide-eau, et que les cations à large rayon atomique 

jouent un double rôle. D'une part, ils agrègent efficacement les 

vésicules lipidiques, et d'autre part, ils provoquent une forte baisse 

de la constante diélectrique à l'interface lipide-eau. 

3.4. Discussion 

Sur la base de l'étude spectroscopique des anomères a et f3 de 

D-glucosyldiacylglycérol (G lOG), c'est-à-dire Glcpal-3DAG et GICf3-

3DAG, Mannock et al (1987, 1990) ont observé que l'anomère-a 

présente une seule bande intense à 1730 cm- 1 attribuée à l'ester 

libre Sn1. Par ailleurs, le spectre d'absorption infrarouge de 

l'anomère-f3 présente deux bandes distinctes, une à 1737 cm- 1 et 

l'autre à 1715 cm- 1. Ces bandes ont été respectivement attribuées 
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aux carbonyles libre sn1 et lié sn2. Le carbonyle lié est la 

conséquence de la formation d'une liaison hydrogène entre l'hydroxyle 

deux du sucre et le carbonyle C=O. Cependant des études récentes sur 

les bicouches hydratées de phospholipides (Slume et al , 1988; Lewis 

et McElhaney, 1992) montrent que les deux composantes (sn1, sn2) ne 

sont pas associées à une chaîne en particulier, c'est-à-dire que pour 

chacune des deux positions, il y a une contribution des groupements 

C=O liés ou exposés à un milieu polaire et des C=O libres. La 

différence de fréquence observée expérimentalement entre les deux 

groupements est dans l'ordre d'une formation d'une liaison hydrogène 

intermoléculaire (Mushayakarara et al , 1986; Siume et al , 1988). Sur 

la base de ces résultats les auteurs suggèrent la présence de deux 

populations de groupement carbonyl ester, l'une lié et l'autre libre. 

Dans ce travail , en se basant sur les résultats de la 

modélisation dans le vide, nous avons montré qu'une liaison hydrogène 

peut avoir lieu entre le groupement C6aOH de la tête polaire du DGDG 

et le carbonyl ester sn2 C=O. En pratique, ce site pourrait 

probablement entrer en compétition avec d'autres molécules. Par 

contre, l'ester lfC=O Sn1 serait plutôt libre ou capable d'interagir avec 

les molécules d'eau. 

Sur la base des résultats obtenus en spectroscopie infrarouge à 

ransformée de Fourier, nous pensons que l'action des cations Ca2 +, 

Mg2 + et Na+ se limite aux anomères a et fl du galactose, et que le site 

d'interaction le plus probable de ces cations est localisé plus 

particulièrement au groupement COC de l'anneau de sucre. Cette 
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attribution provient de la configuration adoptée par la tête polaire de 

DGDG et de déplacement des fréquences à 1419 et à 1407 cm- 1 sous 

l'effet des sels (Tableau 3.2) . La conséquence importante de cette 

interaction est la perturbation totale ou partielle de l'organisation 

des molécule de l'eau à l'interface lipide-eau. Cet effet a été observé 

également dans la phosphatidylsérine où l'absorption du Ca2 + par le 

lipide conduit à une déshydratation de sa tête polaire (Gruen et al , 

1984; Kozlov et al, 1989). 

Comme nous l'avons déjà mentionné (section 3.2.2.b) , le 

groupement carbonyle de l'ester du DG DG ne semble pas affecté par le 

CaCI2 le MgCI2 , et le NaCI. Néanmoins, ces sels interagissent , 

fortement avec l'ester de phosphatidylglycérol (PG) (Nénonéné, 1992). 

Cette observation est essentielle à la recherche des mécanismes qui 

contrôlent la fonction du DGDG dans la membrane des thylacoïdes du 

chloroplaste. Une question fondamentale se pose: comment les 

processus d'agrégation des vésicules lipidiques peut avoir lieu? 

L'agrégation des vésicules du DGDG est stimulée par la présence des 

ions. En effet, la relation de Born (Israelachvili , 1985) nous permet 

d'élucider le mécanisme d'interaction lipide-cation . L'énergie de Born 

(Af.1) est donnée par l'expression : 

z: valence d'un ion donné 

a: rayon des ions 
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e: charge de l'électron 

Eo: permittivité du vide 

E1 : constante diélectrique à l'interface eau/lipide 

E2 : constante diélectrique loin de l'interface eau/lipide (so Ivant 

aqueux). 

Le déplacement des ions de l'interface eau-lipide (q=25-32 ; 

Lessard et Fragata, 1986) vers le solvant (E2= 78) est énergetiquement 

favorable c'est-à-dire ~!-l est entre -27 et -18 kJ mol- 1 . Cette 

énergie est située dans le domaine de la plupart des liaisons 

hydrogènes, soit entre 10 et 40 kJ mol- 1 (Israelachvili , 1985). Cela 

veut dire que les ions restent adsorbés à la surface lipidique 

vraisemblablement par le truchement d'interactions cations-dipôle 

(COH de la tête pôlaire) (Vinograd et Linnell , 1971). Il est à noter que 

ces interactions sont plus fortes que des interactions du type dipôle 

(molécule d'eau)-dipôle (COH de la tête pôlaire) d'où l'exclusion des 

molécules d'eau de l'interface eau-lipide. En outre, la formation d'une 

liaison hydrogène entre les résidus de galactose a été suggérée 

(Carpentier et al , 1983). En effet, les données de la diffraction des 

neutrons (McDaniel , 1988) montrent que la tête polaire du DGDG est 

située parallèlement au plan de sa bicouche lipidique. Dans cette 

conformation , les moments dipolaires des quatre groupements COH de 

la tête polaire pointent vers l'extérieur du plan de la membrane, ce 

qui facilite leur interaction avec d'autres résidus de galactose et est 

éventuellement à l'origine de l'agrégation des membranes constituées 

de DGDG. En réalité, la distribution spatiale et l'orientation 

moléculaire des groupements hydroxyles du galactose sont à l'origine 
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de la formation d'un réseau complexe de liaisons hydrogène, soit avec 

les membranes adjacentes, soit avec les molécules d'eau à l'interface. 

Malgré le fait qu'aucun mécanisme clair n'a encore été mis au point 

pour expliquer ce type d'interaction avec l'une ou l'autre des liaisons, 

Webb et ses collaborateurs (1988) ont tenté d'expliquer les 

interactions qui se produisent lors de l'interaction ions-galactolipide. 

En se basant sur le rayon hydraté (Rh) des ions, les auteurs 

démontrent l'existence d'une relation linéaire entre l'efficacité du 

cation et Rh. Cette linéarité semble être raisonnable pour les cations 

monovalents. Cependant, elle doit tenir en compte les forces qui 

prévalent au niveau de l'interface lipide-eau, là où la constante 

diélectrique est faible , soit entre 25 et 35 pour des systèmes non 

agrégés (Lessard et Fragata, 1986), et probablement moins pour les 

systèmes agrégés (Fragata et al , 1993). Dans le même ordre d'idées, 

des études récentes (R .Tokay, M.Fragata et G. Ayranci , en préparation) 

démontrent que l'agrégation des vésicules du DGDG devrait dépendre 

du rayon atomique des métaux déshydratés, c'est-à-dire l ' interaction 

attractive entre deux vésicules serait reliée à la dimension et à 1 a 

forme de l'orbitale atomique des métaux. 

Une analyse plus poussée demanderait donc des données basées 

sur le calcul de la distribution de la constante diélectrique à 

l'interface lipide-eau, afin de rendre compte des forces résultantes 

de la polarisation. Dans cet esprit, nous avons développé une méthode 

de calcul de la constante diélectrique à l'interface galactolipide-eau. 

Nos résultats montrent que les perturbations produites par le 
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Ca2 + sont plus importantes que celles produites par le Mg2 +, et 

expliquent ainsi pourquoi les vésicules lipidiques du DGDG s'agrègent 

dans une concentration du Ca2 + plus faible que celle du Mg2 +. 

Le résultat de la turbidité inverse exclut toute fusion possible 

entre deux vésicules lipidiques constituées de DGDG sous l'effet des 

cations divalents (Ca2 +, Mg2 +). Qualitativement, les sites d'intera­

ction de ces cations dépendent de l'organisation moléculaire de la 

tête polaire de lipide et de son orientation dans l'espace. 

La configuration adoptée par la tête polaire de lipide nous 

donne une nouvelle base pour expliquer l'agrégation des vésicules du 

DGDG. C'est dans cet esprit que nous avons mis en pratique un modèle 

théorique qui décrit la configuration adoptée par la tête polaire de 

lipide. Dans la configuration trouvée la géométrie adoptée par les 

groupements hydroxyles de la tête polaire, dont l'affinité envers les 

molécules d'eau est importante, est à l'origine de la formation d'une 

couche hydratée dont l'épaisseur dépend du nombre d'unités de 

galactose (Marra, 1985). Cette couche peut être déstabilisée en 

présence de cations, suite à une perturbation de la polarité de 

l'interface lipide-eau, ce qui provoque l'agrégation des vésicules 

lipidiques du DGDG. Malgré que notre modèle est élaboré dans le vide, 

c'est-à-dire sans la présence ni des molécules de D20 ni d'autres 

molécules de DGDG, il donne des résultats comparables à plusieurs 

travaux (voir, e.g. , Brasseur et al , 1983) sur la surface occupée par la 

tête polaire de lipide et procure une somme de renseignements sur le 

processus d'agrégation, sans fusion , des vésicules lipidiques. Nous 

devons, toutefois ajouter que ce modèle ne représente pas la réalité 
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absolue. La liaison hydrogène entre le carbonyl ester sn2 et le 

groupement hydroxyle de carbone-6 de l'anomère-a peut ne pas avoir 

lieu à cause des molécules d'eau lourde qui entrent en competition 

avec la liaison hydrogène en question. Et la baisse de fréquence 

observée de groupement sn2. le plus près de la tête polaire et dont 

l'environnement est beaucoup plus polaire, pourrait être le résultat de 

formation d'une liaison intermoléculaire entre le carbonyl ester et 

les molécules d'eau lourde. Par ailleurs, la composante à haute 

fréquence serait attribuable au groupement carbonyl ester sn1 le plus 

éloigné de la tête ·polaire car ce groupement est situé plus 

profondément dans la région hydrocarbonée avec un environnement 

plus hydrophobe. La différence de fréquence de vibration observée 

pour ces groupements carbonyle serait donc due aux différents degrés 

d'hydratation et aux différents environnements. 
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CHAPITRE IV 

INTERACTION LlPIDE-PHOTOSYSTEME Il 

4.1. Introduction 

4.1.1 Organisation moléculaire du PSII 

Le photosystème Il contient près d'une vingtaine de poly­

peptides différents, des pigments, des chlorophylles, des 

phéophytines, des caroténoïdes, des quinones, des lipides et des ions 

organiques. Ces constituants de PSII sont organisés sous forme de 

complexes capteurs de lumière, d'une chaîne de transfert d'électrons, 

et d'un système enzymatique d'oxydation de l'.eau localisé dans la face 

interne de la membrane thylacoïdale (Hansson et Wydrzynski , 1990). 

Brièvement, le "core" complexe du PSII (Figure 4.1) comporte 

une cinquantaine de molécules de chlorophylle associées aux 

polypeptides de 47 et 43 kO (Camm et Green, 1980). Le polypeptide de 

47 kO a un rôle dans l'ancrage du polypeptide de 33 kO à la membrane 

(Bricker et al, 1988), alors que la protéine de 43 kO porte les 

pigments collecteurs de lumière et servirait de collecteur de lumière 

interne en plus de LHCII (Camm et Green, 1983; Nakatani et al, 1984). 

Par ailleurs, le polypeptide de 32 kO est lié à l'accepteur secondaire 

ca (Barber, 1987), tandis que le polypeptide de 34 kO contient les 
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LUMEN 

Figure 4.1 . Représentation schématique du centre réactionnel du 

PSII (Hansson et Wydrzynski, 1990). 
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atomes de manganèse impliqués dans l'oxydation séquentielle de l'eau 

(Cheniae, 1980; Cammarata et al, 1984) et sert de site de fixation à 

la quinone QA-

A côté de ces polypeptides de "core" complexe, il existe le 

cytochrome b-559 sous forme de dimère de poids moléculaire 4.5 kO 

et 9 kO (Widger et al, 1985). Le rôle ou les rôles de cytb-559 reste 

aujourd'hui la plus grande énigme du PSII. Son rôle dans le processus 

du dégagement d'oxygène est un sujet controverse (Ortega et al, 1989; 

Thompson et Brudwing, 1988). L'idée la plus répandue actuellement 

est l'implication du cytb-559 dans · le transport cyclique d'électrons 

autour du PSII (Bendall, 1982; Andréasson et Vanngard, 1988). 

Sur la face luménale de la membrane granaire, il existe trois 

polypeptides extrinsèques de 33, de 23 et de 18 kO présents en 

quantités égales et ayant un rôle mal connu dans le processus de 

l'activité photosynthétique (Yocum, 1991). La présence de ces 

polypeptides favorise énormément le dégagement d'oxygène, mai s 

l'activité photosynthétique de PSI! peut être restaurée parti el! em ent . 

en absence de ces polypeptides par des concentrations appropriées 

d'ions chlore et calcium (Homann, 1987; Govindjee et Coleman, 1985; 

Miyao et Inoue, 1991). 

4.1.2. Interaction lipides-protéines dans le PSU 

Les interactions lipides-protéines dans des membranes 

reconstituées forment un domaine particulièrement capital à l'étude 
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de l'architecture moléculaire de la membrane biologique. 

Nous savions depuis longtemps que l'activité enzymatique de 

certaines protéines dépend de façon absolue de leur association avec 

les lipides (Letterier et Marie, 1989) et que la distribution des 

protéines dans les membranes et leurs modes d'associations en 

présence des lipides revêtent une importance physiologique 

fondamentale. 

Quoiqu'il en soit, l'effet des lipides sur le recouvrement de 

l'activité photosynthétique a fait l'objet d'un nombre croissant 

d'études. Dans les travaux d'Akabori et al (1984) , on s'aperçoit que 

l'activité des membranes initialement délipidées peut se rétablir par 

l'inclusion de lipides dans la membrane photosynthétique. En outre, 

Gounaris et al (1983) ont montré que les lipides de la membrane 

photosynthétique jouent un rôle primordial dans l'activité du 

dégagement d'oxygène. Cette activité dépend du type de lipide et du 

degré d'insaturation de sa chaîne hydrocarbonée. 

Les travaux de Jordon et de ses collaborateurs (1983) ont 

également démontré que la déplétion de la membrane des thylacoïdes 

des phospholipides provoque une inhibition du transport d'électrons et 

altère la distance entre la phéophytine et la quinone QA 

Des expériences récentes (Fragata et al , 1991) sur des 

membranes reconstituées du PSII indiquent que le PG st i m u 1 e 

l'activité du dégagement d'oxygène. Cependant, Siegenthaler et son 

groupe (1989) trouvent que l'élimination de PG et de PC de la 

monocouche externe de la membrane des thylacoïdes par 1 a 
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phospholipase A2 n'affecte en aucun cas le transfert linéaire 

d'électrons de l'H20 au NADP+. Néanmoins, les travaux de Gounaris et 

al (1983) , de Butler et Matsuda (1983) sur les membranes 

reconstituées du PSII indiquent que le DGDG et le PC peuvent stimuler 

l'activité du dégagement d'oxygène tandis que le MGDG n'a aucun effet 

sur ce dernier. D'autre part, la diminution de la concentration de 

Mg2 +, voir son absence, entraînerait la dissociation du complexe 

Chlalb LHC du centre réactionnel du PSII , avec pour conséquence la 

baisse de l'activité du PSII (Melis et Ow, 1982). 

Dans le but de comprendre le rôle et la fonction du DGDG, un 

lipide non-ionique, dans la membrane des thylacoïdes, nous avons 

préparé des membranes reconstituées avec des polypeptides du PSII 

et des vésicules de DGDG afin d'étudier l'effet du lipide et des sels 

sur l'activité du dégagement d'oxygène. Les mécanismes qui sont à 

l'origine des effets de DGDG et de MgCI2 sur l'activité 

photosynthétique ne sont pas bien connus. Pour étudier les 

modifications structurales et conformationnelles qui interviennent 

au niveau des membranes photosynthétiques, plusieurs techniques 

spectroscopiques ont été utilisées, parmi autres: résonance 

magnétique nucléaire, résonance Raman , spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier. C'est cette dernière technique que nous allons 

utilisée pour analyser les interactions moléculaires qui se produisent 

dans les liaisons peptidiques lors de la reconstitution du complexe 

PSII-DGDG en absence et en présence des sels. 
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4.1.3. Étude par spectroscopie infrarouge 

4.1.3.a. Modes vibrationnels des liaisons peptidiques 

En raison de la délocalisation électronique de la 1 i ai so n 

peptidique les atomes du groupement CONH se trouvent presque dans 

le même plan. L'orientation tridimensionnelle de cette liaison (Figure 

4.2) sera alors déterminée uniquement par les angles de rotation 1V et 

cp au niveau du groupement méthylène CHA. Ces liaisons peptidiques 

donnent naissance à différents modes de vibration, tels l'amide 1, 

l'amide Il et l'amide III. Il existe aussi deux modes de vibration 

(amide A et B) provenant de la résonance Fermi entre le mode 

d'étirement du groupement N-H et la deuxième harmonique de l'amide 

1\ (Tu, 1982). Plus spécifiquement la bande principale de l'amide 1, 

située approximativement entre 1600 et 1700 cm- 1 (Alvarez et al, 

1987) provient de la vibration d'élongation C=O (C=Os; voir liste des 

abréviations) avec une faible contribution de mode de déformation 

dans le plan N-H (N-Hib;voir liste des abréviations) . L'échange des 

atomes d'hydrogène avec le deutérium n'affecte pas de façon 

significative la fréquence d'absorption de cette bande. Par contre, la 

bande amide 1\ qui est située entre 1567 -1545 cm- 1 (Krimm et 

Bandekar, 1986), provient essentiellement du mode de déformation de 

N-Hib, couplé à un étirement N-Cs, accompagné d'une faible 

participation de la déformation C-Oib et d'étirement de C-Cs. En 

raison de la grande contribution du groupement N-H, l'échange des 

atomes d'hydrogène avec le deutérium modifie la fréquence de 

vibration de l'amide Il (Chapados et al, 1991) et déplace la fréquence 

de la bande d'absorption de N-Hib à 1040-940 cm- 1 et celle de C-Ns 
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vibration d'amide (b). (Tu, 1982) 
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à 1490-1460 cm- 1 (Krimm et Bandekar, 1986). La bande d'absorption 

de l'amide III est située dans la région 1305-1200 cm- 1. Cette bande 

est généralement affectée par la nature des chaînes terminales des 

acides aminés (Bandekar, 1992), son mode de vibration provient de 

déformation dans le plan de liaison N-Hib et d'une faible contribution 

de vibration d'élongation C-Ns. Il est important de mentionner que 

cette bande est difficile à identifier par la spectroscopie à 

transformée de Fourier à cause, d'une part de sa faible intensité et 

d'autre part de la présence de plusieurs bandes d'absorption dans 

cette région (Bellamy, 1975). 

Dans les différents modes d'enroulement qui définissent 1 a 

structure secondaire des protéines, la disposition hélicoïdale est 

souvent favorisée, surtout pour celles qui traversent la bicouche 

phospholipidique (Richardson et Richardson , 1989; Letterier et Marie, 

1989). Il existe également la structure en feuillet-(3 qui forme une 

liaison hydrogène entre les groupements >C=O et >N-H et aussi la 

structure en coude-f3 qui se replie sur elle même (Tu, 1982). 

4.1.3. b. Modes vibrationnels du PSII 

Dans la région spectrale 1400-1100 cm- 1 (Figure 4.3) , on note la 

présence de quelques faibles bandes de Chi et des galactolipides 

situées à 1400 cm- 1, à 1346 cm- 1, à 1287 cm- 1 et à 1186 cm- 1 

(Berthomieu et al, 1992; Chapados et al , 1991; Allakhverdiev et al , 

1994). Dans la région 1780-1690 cm- 1 le carbonyle de la chlorophylle 

(deux esters et une cétone par molécule) vibre approximativement 
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Figure 4.3 Spectre d'absorption ir des membranes de PSII 

(voir section 2.2.2) 
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à la même fréquence que celle des protéines (peptides et chaînes 

terminales des acides aminés) et des lipides autour de 1736 c m- 1 

(Nabedryk et al, 1992, 1993; Morita et al, 1993; Chapados et al, 

1986). La bande vibrationnelle du lipide à 1736 c m- 1 étant plus 

importante en intensité et présentant une bande beaucoup plus large, 

englobe les bandes de la Chi et des protéines (Tavitian et al, 1986). 

Dans la région 1700-1600 cm- 1 on note une bande à forte intensité de 

l'amide 1 située près de 1656 cm- 1 (He et al, 1991) et quelques 

bandes des kétones libres de Chi autour de 1700 cm- 1 et 1687 cm- 1 

(Fujiwara et Tasumi, 1986; Leonhard et al, 1990; Tavitian et al, 

1986). La fréquence de la bande am ide 1 indique que le PS" est ri che 

en structure secondaire en hélice-a (Byler et Susi, 1986; Tajmir-

Riahi et Ahmed, 1993). Dans la région 1567 -1545 cm- 1 on trouve la 

bande amide Il, dont l'intensité est importante en spectroscopie 

infrarouge et faible en spectroscopie Raman, autour de 1556 cm- 1. En 

présence de 020 cette bande se sépare en deux, une est située vers 

1547 cm- 1 et l'autre vers 1453 cm- 1 (Chapados et al, 1991). Près de 

cette région on aperçoit également les bandes d'absorption des 

groupements C=C et C=N autour de 1600 cm- 1 de chlorophylle, de 

galactolipide et de carotène (Nabedryk et al, 1990; Lutz, 1984; 

Chapados et al, 1990). Le mode d'élongation C-O de tyrosine est situé 

à 1517 cm- 1 (MacDonald et Barry, 1992; Chirgadze et al, 1975, 

Kennedy et al, 1990). 

Dans la région d'élongation entre 3700-2100 cm- 1, nous 

observons la bande de vibration symétrique de l'amide A qui vibre à 

3300 cm-1 dans les thylacoïdes entiers (Nénonéné, 1992). Ce mode de 
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vibration dépend étroitement de la liaison hydrogène N-H .. O=C. Bien 

que ce mode vibrationnel est très localisé c'est-à-dire peu sensible 

au changement conformationnel des polypeptides, son déplacement 

peut être une indication d'une modification structurale des protéines 

(Doyle et al, 1975). Dans cette région on peut noter également 

d'autres bandes de vibration des groupements O-H, CH2 et CH3 des 

lipides et de ChI (Chapados, 1985). 

4.2. Résultats expérimentaux 

4.2.1. Effets du DG DG et du MgCI2 sur l'activité du PS Il. 

L'activité photosynthétique des particules de PSII incubées 

avec les vésicules du DGDG est étudiée en mesurant le dégagement 

d'oxygène. Nous avons observé que le DGDG stimule l'activité de la 

production d'oxygène dans les particules de PSI\. Cette activité est 

strictement liée au rapport lipide/ChI. Elle est importante lorsque le 

rapport lipide/ChI (poids/poids) est égal 5, et elle diminue quand la 

concentration du DGDG augmente (Figure 4.4). Cette observation 

corrobore partiellement les données de Gounaris et al (1983), bien 

que leur expériences aient été faites avec des lipides ioniques 

(PG+SQDG). Ces auteurs ont observé une inhibition significative du 

dégagement d'oxygène avec des préparations de PSII incubées avec 

PG+sQDG pour un rapport lipide/ChI de 14/1 (p/p). N'ayant pas la 

preuve de perte de polypeptides dans notre cas présent, nous 

postulons que la diminution de l'activité photosynthétique observée 
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est due à la perte de la coopération entre les unités du PSI! (Mc 

Donnel et Staehelin, 1980). Malgré le fait que les mécanismes qui 

sont à l'origine de l'effet stimulateur du DGDG ne soient pas encore 

clairs, nous pensons que la distribution préférentielle de ce lipide 

dans la face interne (i) de la membrane, près des polypeptides de 

dégagement d'oxygène, par rapport à la face externe (e) , Le., 

ile=85/15 (Rawyler et al, 1987) est l'un des principaux facteurs qui 

contrôlent la forte stimulation de l'activité photosynthétique. Une 

autre explication possible serait la modification structurale des 

polypeptides du dégagement d'oxygène dans un environnement 

galactolipidique qui favoriserait leurs activités enzymatiques. 

En présence de 10 mM MgCI2 dans le milieu d'incubation, deux 

points majeurs se dégagent. On observe d'abord une stimulation 

beaucoup plus importante du dégagement d'oxygène, avec un maximum 

autour de 10 (pl p) de rapport DGDGI ChI. Ensuite, pour de forte teneur 

de DGDG dans le complexe PSII-DGDG, l'activité décroît d'une façon 

moins importante que précédemment. L'addition donc de magnésium au 

milieu d'incubation peut contrecarrer en partie l'effet de la dilution 

provoqué par la forte concentration dU DGDG. Le MgCI2 devrait 

affecter le site catalytique du complexe de dégagement d'oxygène, ou 

du moins son environnement. Le lipide ne protège pas complètement 

ce site au niveau des membranes de PSI! . Pour le même rapport 

lipide/Chi le DGDG stimule plus efficacement le dégagement 

d'oxygène dans les particules de PSII que le PG, même en présence de 

10 mM de MgCI2 (Fragata et al, 1994). 

En résumé, la stimulation de l'activité du dégagement 



98 

d'oxygène du PSII-DGDG dépend (1) du rapport lipide/Chi, et (2) de la 

concentration des cations divalents dans le milieu environnant. Il 

serait intéressant de noter que les expériences de cette partie, 

effectuées en triplicata, révèlent la bonne reproductibilité de nos 

résultats. Le plus grand écart observé dans cette partie est de 5%. 

Pour éclaicir davantage la Figure 4.4 nous devons mentionner que la 

valeur du dégagement d'oxygène du PSII (sans le lipide) a été prise 

comme étant le 100%, alors que les autres pourcentages ont été 

calculés par la règle de trois, et ceci pour tous les échantillons du 

complexe PSII-DGDG. 

4.2.2. Modes vibrationnels du PSII et du complexe PSII­

DG DG en absence et en présence des sels 

4.2.2.a. Modes vibrationnels du PSII 

Le spectre FTIA obtenu pour le PSII pur (Figure 4.5a) est 

similaire à celui rapporté antérieurement (Allakhverdiev et al , 1994). 

En bref, la région communément utilisée pour l'étude des protéines, 

1800-1000 cm- 1 (Gerwert et al , 1988) est principalement 

caractérisée par deux bandes importantes d'absorption, une centrée à 

1658 cm- 1 (bande amide 1) et l'autre à 1547 cm- 1 (bande amide Il) . 

Ces deux bandes sont constituées de plusieurs bandes secondaires 

caractérisant chacune une structure secondaire spécifique de la 

protéine. Dans la bande amide lion observe un épaulement situé à 

1515 cm- 1 (Berthomieu et al , 1992) attribué à la tyrosine suivi d'une 

bande à moyenne intensité à 1451 cm-1 de mode de déformation C-H 
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Figure 4.5 Spectres d'absorption ir entre 1800-900 cm-1 des 

polypeptides du PSI! et du complexe PSII-OGOG dans le 

020. (a) PSII ; (b) PSII+OGOG; (c) PSII+OGOG+4 mM MgCI2; 

(d) PSII+OGOG+12 mM MgCI2· 

Le spectre du 020 a été soustrait tel qu'indiqué dans la 

section 2.3.1 . b. 
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(Allakhverdiev et al, 1994; Chapados et al, 1990). Dans la région qui 

s'étale entre 1350-1240 cm- 1 on trouve la bande amide III à 1249.2 

c m- 1 et quelques faibles bandes à 1345.6 cm- 1 et à 1288 cm- 1 de la 

Chi (Chapados, 1991; Doyle et al, 1975). De plus, on observe la 

présence de la bande carbonyl ester à 1736 c m- 1 de Chi, des lipides 

et des chaînes terminales des acides aminés. 

4.2.2.b. Modes vibrationnels du complexe PSII-DGDG 

Tout d'abord, il faut signaler que la bande carbonyl ester de 

0000 est située à 1741 cm- 1 (voir section 3.2.2.a.4) mais lors de 

complexation des particules du PSII avec le DGDG nous ne l'avons pas 

observé. Ceci semble dû au chevauchement des bandes carbonyl ester 

de la Chi et des protéines vu que les molécules de chlorophylle ne 

doivent pas intéragir directement avec le DGDG car elles se trouvent 

à l'intérieur des complexe pigments-protéines. De plus, le groupement 

carbonyl ester du complexe PSII-DGDG subit un faible déplacement 
-

vers les hautes fréquences de 1.5 cm-1 (Tableaux, 4.1, 4.2 et Figures 

4.5, 4.6), ce qui exclut toute interaction forte entre le lipide et les 

protéines ainsi que la Chi au niveau de ce groupement. Par contre la 

bande amide 1 subit un faible déplacement de 1.4 cm- 1 vers les basses 

fréquences ce qui pourrait être une interaction lipide-protéines au 

niveau de ce groupement (l'analyse détaillée de cette région sera 

faite dans la section 4.3). " n'y aurait pratiquement aucun 

déplacement de fréquence de l'amide II. Il en est de même pour les 

groupements CH et CH3, situés respectivement à 1451 cm-1 et à 



Tableau 4.1 

Attribution 

des bandes 

Carbonyle 

Amide 1 

Amide Il 

Tyrosine 

Déformation 
Q-i 

-

Déformation 
CH3 

Amide III 
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Effet de différentes concentrations de CaCI2 sur les 

polypeptides du complexe PSII-DGDG étudié par 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier. 

PSII PSII-DGDG 

CaCI2 

OmM 4 mM 12 mM 

1736.0 1737.5 1738.7 1739.4 

1658.0 1656.6 1654.6 1648.8 

1547.0 1546.7 1544.7 1542.5 

1515.0 1515.7 1516.7 1516 .2 

1451 .0 1452.0 1450.2 1450.4 

1345.6 1346.0 1345.0 1346.0 
1288.0 1286.0 1286 .0 1287.0 

1249.2 1245 .8 1243 .8 1244.7 



Tableau 4.2 

Attribution 

des bandes 

Carbonyle 

Amide 1 

Amide Il 

Tyrosine 

Déformation 
Œi 

Déformation 
CH3 

Amide III 
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Effet de différentes concentrations de MgCI2 sur les 

polypeptides du complexe PSII-DGDG étudié par 

spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier. 

PSII PSII-DGDG 

MgCI2 

OmM 4 mM 12 mM 

1736.0 1737.5 1739 1739.6 

1658.0 1656.6 1653 .2 1648.2 

1547.0 1546.7 1544.0 1542.0 

1515.0 1515.7 1516 .6 1516 .4 

1451 .0 1452.0 1450 .4 1450.6 

1345.6 1346.0 1346.0 1346.0 
1288.0 1286.0 1286.0 1287.0 

1249.2 1245.8 1242.7 1242.3 
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Figure 4.6 Spectres d'absorption ir entre 1800-900 cm-1 des 
polypeptides du PSII et du complexe PSII-DGDG dans le 

D20 . (a) PSII; (b) PSII+DGDG; (c) PSII+DGDG+4 mM CaCI2; 

(d) PSII+DGDG+12 mM CaCI2· 
Le spectre du D20 a été soustrait tel qu'indiqué dans la 

section 2.3.1.b. 
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1345.6 cm _1, dont l'attribution est difficile à cause de l'absorption 

de plusieurs molécules de PSII dans cette région. L'amide III qui est 

un mode de vibration important en spectroscopie Raman, est 

pratiquement inexistant en infrarouge, on peut néanmoins deviner une 

bande à 1249.2 cm- 1 (Genzel et al, 1984) qui semble se déplacer vers 

les basses fréquences en présence du DGDG. Le manque d'une 

résolution convenable de cette bande, ainsi que le chevauchement des 

bandes d'absorption de plusieurs espèces moléculaires du PSII dans 

cette région rendent l'attribution de ce déplacement de la bande 

amide III incertain. 

4.2.2.c. Effets des sels sur les modes vibrationnels du 

complexe PSII-DG DG 

Les tableaux 4.1 et 4.2 montrent l'effet du MgCI2 et du CaCI2 su r 

les fréquences des différents modes de vibration du complexe PSI!­

DGDG. Dans la région 1800-900 c m- 1 on note un déplacement vers les 

hautes fréquences de groupement carbonyl ester, de 1.9 cm- 1 en 

présence de 12 mM CaCI2 et de 2.1 cm- 1 en présence de 12 mM MgCI2, 

des lipides et de Chi ainsi que des chaînes terminales des résidus 

d'acides aminés. Le déplacement de ce groupement ne peut être 

attribué avec précision à un type donné des molécules. Cependant) 

notre étude sur l'interaction cations-DGDG présentée dans la section 

3.2.2.b ne révèle aucun décalage de fréquence de groupement ester du 

DGDG sous l'effet des sels. L'hypothèse d'une interaction cations-Chi 

ou cations-protéines est de plus en plus plausible. 
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Par ailleurs, le déplacement vers . les basses fréquences de la 

bande amide 1 de 8.4 cm- 1 et de l'amide Il de 4.7 cm- 1 sous l'effet de 

12 mM de MgCI2 , suggère que les cations seraient probablement liés 

au groupement carbonyl ester de la protéine, en affaiblissant les 

liaisons hydrogènes existantes, et par conséquent . les polypeptides 

subiraient des modifications structurales, qui peuvent être 

interprétées en terme d'une augmentation des structures-fl aux 

dépens de l'hélice-a. Un phénomène semblable a été rapporté par 

d'autres chercheurs (Surewicz et al, 1987; Parker, 1983) dans le 

spectre de protéines dénaturées par un gradient de pH ou par la 

température. Ces résultats sont en accord également avec les travaux 

de Glaeser et al (1991) qui démontrent que les déplacements des 

bandes amide 1 et Il indiquent un changement conformationnel de la 

structure secondaire des protéines. Les fréquences des bandes de CH2 

et de CH3 restent . pratiquement stables lorsqu'on augmente la 

concentration de Ca2 + ou de Mg2 +. 

4.3. Simulation des spectres infrarouge dans la région 

amide 1 

La bande amide 1 est particulièrement intéressante à l'étude de 

la conformation structurale des protéines. A cause de sa grande 

sensibilité (Byler et Susi, 1986) la bande amide 1 est généralement 

utilisée pour étudier la conformation des protéines, et ceci malgré 

quelques tentatives visant à mettre en pratique d'autres modes de 

vibration en particulier la bande de l'amide Il (Surewicz et Mantsch, 
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1988). De plus, contrairement à ce qui se produit avec la bande de 

l'amide Il, les chaînes terminales des acides aminés n'affectent pas 

la bande de l'amide 1 (Bellamy, 1975). 

La structure fine de la bande de l'amide 1 ne peut être 

déterminée que par la résolution de son spectre original. Dans ce 

contexte différentes techniques ont été utilisées pour décomposer 

l'enveloppe de la bande de l'amide 1 en ses composantes primitives , 

entre autres la dérivée seconde (Dong et al, 1992), la déconvolution 

spectrale (Surewicz et al, 1987), l'analyse par la méthode des 

moindres carrées (Dousseau et Pézolet, 1990), la simulation 

spectrale (Surewicz et al, 1987), etc .. 

Il a été souvent reconnu que la méthode de la simulation 

spectrale est une de plus efficaces dans l'estimation des 

pourcentages relatifs des différentes structures (hélice-a, feuillet-~ 

et coude-f3) de la bande amide 1 (voir Byler et Susi , 1986). 

Dans ce travail, deux techniques différentes ont été utilisées 

pour décomposer la bande de l'amide 1 en ses composantes primitives: 

la dérivée seconde et la simulation spectrale. Par la première 

technique, nous avons pu identifier six bandes dans la région 1700-

1590 cm- 1, dont l'attribution est basé sur des études antérieures des 

protéines à structure secondaire déjà connue, alors que par la seconde 

technique nous avons déterminé la présence de neuf bandes et les 

pourcentages des sous-structures secondaires. 

Notre objectif est de quantifier les différences dans la région 

de l'amide 1 du PSII et du complexe PSII-DGDG en absence et en 
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présence des cations Mg2+ et Ca2 +. Pour ce faire , nous avons utilisé 

les fréquences des bandes d'absorption qui ont été identifiées par la 

technique de la 2ième dérivée pour localiser le maximum des bandes 

constituant l'enveloppe totale de l'amide 1. La fréquence de la bande 

située à 1695.4 cm- 1 et de deux demi-bandes extrêmes situées à 

1709.8 cm- 1 et à 1591.9 cm- 1 ont été ajoutées, si nécessaire, dans 1 e 

but d'avoir une bonne reproduction de l'enveloppe originale. Les 

intensités des pics ainsi que les largeurs à mi-hauteur des sous 

bandes ont été ajustées par ordinateur. Les surfaces relatives des 

composantes secondaires ont été calculées en utilisant la méthode 

itérative de Gauss, puis à partir des surfaces des structures 

secondaires et de surface globale de l'enveloppe de l'amide 1 nous 

avons déterminé les pourcentages des différentes structures (hélice­

a , feuillet-f3, structure non identifiée). Il est important de rappeler 

que dans cette étude nous avons soustrait la bande de D20, mais pas 

les bandes de Chi (voir section 4.4) , de nos spectres selon le critère 

de la section (2.3.1 .b). De plus, nous avons reproduit avec une 

approximation raisonnable l'enveloppe originale de la bande amide 1 à 

partir des enveloppes des composantes secondaires, et ceci pour tous 

les spectres que nous avons utilisés. Le cycle est répété plusieurs 

fois, si nécessaire, jusqu'à ce que la marge d'erreur entre l'enveloppe 

originale et celle ajustée est minimale. 

Les bandes obtenues par simulation spectrale du PSII et du 

complexe PSII-DGDG sont représentées sur la Figure 4.7, et un résumé 

des fréquences maximales (vmax) et de l'intensité des bandes est 

donnée dans le Tableau 4.3. En bref, dans le cas du PSII pur la bande 
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Figure 4.7 Simulation spectrale de la région de l'amide 1 du PSII 
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Tableau 4.3. Résumé des bandes détectées par simulation 

spectrale 

PSII PSII-DGDG 

Bandes Vmax intensité Vmax intensité A ttri bution 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

1709.8 0.078 1712.0 0.115 NI 

1695.4 0.050 1696.2 0.073 coude-~ 

1688.4(1689.3)a 0.055 1689.2 (1689.6) 0.015 coude-~ 

1677.2 (1677.7) 0.370 1677.4 (1677.5) 0.336 coude-~ 

1656.6(1656.6) 0.597 1655.9 (1656.0) 0.422 hélice-a 

1641.0 (1641) 0.295 1641.0 (1641) 0.153 feu i lIet-~ 

1629.0 (1629.5) 0.310 1629.2 (1629.3) 0.247 feuillet-~ 

1606.9 (1606) 0.178 1605.7 (1606) 0.143 tyrosine 

1591.9 0.178 1583.1 0.154 NI 

1. Surewicz et Mantsch, 1988; 2. Byler et Susi, 1986 ; 3. He et 
al, 1991; 4. Dong et al, 1992; 5. MacDonald et Barry, 1992. 

NI: Structure non identifiée 
a: Les valeurs entre parenthèse sont les vmax obtenus à partir 

des spectres de dérivée seconde. 

Réf 

1 

2 

2 

3 

1 

4 

3 

5 

1 
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localisée à 1656.5 cm-1 est attribuée à l'hélice-a (He et al, 1991) et 

les composantes localisées à 1629 cm- 1 et à 1641 cm- 1 sont 

attribuées aux feuiliets-fJ (He et al, 1991; Dong et al , 1992). 

Récemment la bande située près de 1640 cm- 1 fut attribuée par 

certains auteurs au coude-fJ (Fabian et al, 1992). Les bandes 

détectées à 1677.2 cm- 1, à 1695.4 cm- 1 et à 1688.4 cm- 1 sont 

attribuées au coude-fJ (He et al, 1991; Byler et Susi, 1986) alors que 

celle qui située à 1606.9 cm- 1 fut attribuée à la tyrosine (Mac Donald 

et Barry, 1992). Par ailleurs, les structures qui n'appartiennent ni aux 

feu i" et s -fJ ni aux coudes-fJ sont considéréesdes structures non 

ordonnées. Les fréquences de ces bandes d'absorption restent 

pratiquement stables lors de la complexation des particules du PSII 

avec le DGDG (Tableau 4.3). En présence des sels, ces bandes subissent 

des déplacements vers les basses fréquences plus au moins 

perceptibles, des déplacements plus importants de 4.5 cm- 1 et de 2.5 

c m- 1 sont observés respectivement dans les bandes 6 et 7 de la 

composante de la structure en feuiliet-fJ quand le milieu réactionnel 

contient 12 mM MgCI2 (Figures 4.8b et 4.7b). Toutefois, il se révèle 

intéressant de constater que dans la Figure 4.8b les bandes numéros 

1, 2, 3 ne disparaissent pas en présence des sels mais c'est 

seulement leur intensité qui devient faible (de l'ordre de 0.002) . 

Pour le PSII pur, nous avons trouvé que la bande attribuée à 

l'hélice-a constitue 31% de la surface globale de l'enveloppe. Par 

ailleurs, les composantes des feuillets et coudes-fJ constituent 

respectivement 18% et 27% de la même surface globale (Tableau 4.4). 
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Figure 4.8 Simulation spectrale de la région de l'amide 1 du 

complexe PSII-DGDG en présence de (a) 4 mM 

CaCI2; (b) 12 mM MgCI2 
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Effet de sels sur les pourcentages des structures de 

l'amide 1 du PSII-DGDG. 

PSI! PSII-DGDG 

Attribution des bandes OmM 4 mM CaCI2 12 mM MgCI2 

Hélice-a 31±1.2* 24±O.3 25±O.5 26±O.2 

Feu i " et -(3 18±O.7 20±O.5 19±O.4 26±O.3 

Coude-(3 27±O.5 28±O.6 26±O.3 23±O.5 

Structure non identifiée 24±O.8 28±O.8 30±1.1 25±O.7 

* écart type. 
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Après complexation des particules du PSII avec le DGDG, le 

pourcentage de l'hélice-a occupe seulement 24% (une perte de 7%) de 

la surface totale de l'enveloppe de l'amide l, alors que le pourcentage 

des feuillets-~ et de coudes-~ restent pratiquement stables. Par 

ailleurs, la structure non ordonnée augmente de 4% au détriment de 

l'hélice-a. Ces modifications conformationnelles deviennent 

importantes en présence de Mg2 + (Menikh et Fragata, 1994). Les 

effets des ions sont observés surtout au niveau des pourcentages des 

feuillets-~ (augmentation de 6%) et des coudes-~ (diminution de 5%), 

ce qui suggère que les sites d'interaction de ces cations sont 

probablement situés dans les feuillets-~ à cause de déplacement des 

bandes de cette composante vers les basses fréquences (Figure 4.8) . 

Notons que les resultats de mesure de cette partie de travail est la 

moyenne de deux experiences differentes. 

4.4. Discussion 

Il est maintenant devenu évident que le lipide neutre stimule 

l'activité du dégagement d'oxygène des particules de PSII lorsqu'elles 

sont incubées avec les vésicules du DGDG. Cette activité est observée 

par de faibles rapports de DGDG/Chl et diminue lorsque la quantité de 

lipide augmente par rapport à la concentration de chlorophylle. 

La perte d'activité du dégagement d'oxygène pour des rapports 

élevés de DGDG/Chl est la conséquence de la diminution de la 

concentration des protéines (18 kD, 23 kD et 33 kD) responsables de 

l'activité photosynthétique (Fragata et menikh, 1994). Ce fait a été 
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également observé dans des membranes préformées avec des 

phospholipides, et a été attribué à l'inhibition du transport 

d'électrons (Millner et al , 1983) qui se traduit par une perte d'activité 

du dégagement d'oxygène (Fragata et al, 1994). 

L'addition du MgCI2 au milieu d'incubation à des concentrations 

supérieures à la concentration critique d'agrégation des vésicules 

lipidiques peut contrecarrer, en partie, l'effet de la dilution provoqué 

par la présence de la forte concentration du DGDG. Ce phénomène peut 

s'expliquer par la neutralisation des forces répulsives d'hydratation 

qui pourraient empêcher la diffusion des unités du PSII à travers la 

matrice lipidique. Nos résultats confirment les résultats de Fragata 

et son équipe (1991), selon lesquels la présence du MgCI2 dans le 

milieu d'incubation peut diminuer l'effet inhibiteur de la forte 
-

concentration du PG dans le complexe PSII-PG. Par contre, l'effet 

stimulateur de ce lipide non-ionique s'explique par la modification de 

la conformation structurale des polypeptides de PSII. Des travaux en 

spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier viennent 

confirmer cette hypothèse, en montrant des changements de 

conformation hélicoïdale au niveau des polypeptides de PSII lorsqu'ils 

sont en présence du DGDG avec et sans sel. 

Dans ce travail nous avons utilisé deux techniques pour 

quantifier les différences dans la bande amide 1. La première est 

qualitative et consiste à localiser les fréquences des structures 

secondaires de la bande amide 1. La seconde approche est quantitative 

et consiste à déterminer le pourcentage de la structure secondaire 

des protéines. Nous avons estimé que 31 % des protéines du PSII 
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adoptent la structure de l'hélice-a, 18% sont arrangées en feuillets-~ 

et 27 % adoptent la configuration du coude-ft Lors de la complexation 

des particules de PSII avec le DGDG les pourcentages de ces 

structures sont affectés. La structure en hélice-a est 

considérablement réduite en faveur de la structure non-ordonnée. Ces 

observations sont en parfaite concordance avec d'autres travaux (He 

et al, 1991) selon lesquels la structure secondaire des protéines du 

centre réactionnel de PSII est affectée par la lumière blanche. 

Des études récentes (Surewicz et al, 1987) ont rapporté 

également que l'interaction de la myéline avec le DMPG altère 

significativement la structure secondaire des protéines. En se basant 

sur des données spectroscopiques, les auteurs suggèrent que la 

composante principale adoptée par la myéline après complexation 

avec le DMPG, n'est plus l'hélice-a mais le feuillet-~. Par ailleurs, 

des études sur l'interaction lipide-protéine dans les bicouches et 

liposomes ont montré qu'à la suite de leur complexation avec les 

lipides, plusieurs peptides biologiquement actifs subissent des 

changements conformationnels importants allant de structures 

désordonnées à des structures ordonnées principalement en hélice-a 

(Kaiser et Kézdi, 1987; Demel et al, 1990). De plus, d'autres études 

sur la dénaturation des protéines dans un milieu acide ou par les 

températures élevées ont montré que celles-ci manifestent dans ces 

conditions des changements conformationnels marqués de structure 

en hélices-a à des structures principalement de type ~ (Parker, 

1983). 



116 

Nous pensons que l'interaction des sels avec les charges des 

protéines produit une réorganisation de l'architecture moléculaire de 

ces dernières. Dans ce sens, nous avons constaté des modifications 

spectrales appréciables, plus particulièrement, dans les pourcentages 

des feuillets-(3 et coudes-f3 du complexe PSII-DGDG quand le milieu 

réactionnel contient 12 mM MgCI2. Il est important de noter que le 

Mg2 + produit des changements conformationnels importants. Cet effet 

est probablement dû au faible rayon atomique du Mg2+ qui lui confère 

la liberté d'interagir soit avec le DGDG, ce qui pourrait affecter 

indirectement la structure de la protéine, soit directement avec les 

liaisons peptidiques en modifiant l'organisation structurale des 

protéines. Cependant, il est nécessaire de mentionner que dans cette 

étude nous ne sommes pas en mesure de connaître si la chlorophylle 

influence la structure secondaire des protéines. Des recherches sur le 

sujet, dans le cadre d'une autre étude, pourraient être entreprises 

afin de saisir les interactions Chi-protéines. 
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CHAPITRE V 

CONCLUSION 

Nous sommes maintenant arrivés à un stade où nous pouvons 

faire un bilan des principales réalisations effectuées dans cette 

étude et les perspectives ouvertes pour un proche avenir. 

Dans ce travail , nous avons éclairci certains mécanismes qui 

concernent le comportement des lipides non ioniques. Tout d'abord , 

l'utilisation conjointe de la technique de la turbidité et de la 

fluorescence nous a permis de confirmer l'absence de fusion des 

vésicules lipidiques de DGDG. En effet, les résultats de la 

réversibilité de la turbidité montrent clairement une suppression 

presque complète de .Ia turbidité des vésicules du DGDG sous l'effet de 

12 mM d'EDT A, ce qui prouve l'absence d'un contact intime entre deux 

vésicules lipidiques. Dans la même démarche expérimentale, les 

résultats de la méthode d'encapsulation de fluorophore apportent des 

arguments en faveur de ce dernier concept en donnant une réponse 

concluante à ce phénomène. Dans ce contexte, nous avons montré que 

les cations monovalents et divalents devraient être capables de 

promouvoir l'empilement de la membrane des thylacoïdes en 

diminuant les forces répulsives entre les surfaces opposées des 

lipides et des protéines. Cependant le degré de contribution des 

forces attractives entre les galactolipides à l'empilement des 

thylacoïdes restent encore mal connu (Webb et Green, 1991). Les 

résultats obtenus suggèrent que l'agrégation des vésicules sous 
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l'effet des sels est la conséquence de la perturbation, totale ou 

partielle, de la structure organisée des molécules d'eau autour de la 

tête pOlaire du lipide. Nos résultats montrent également que le Ca2 + 

baisse plus efficacement la polarité de l'interface DG DG-eau que le 

Mg2 + et expliquent ainsi pourquoi les vésicules de DGDG s'agrègent 

dans une concentration de Ca2 + plus faible que celle de Mg2 +. 

L'emploi de la spectroscopie infrarouge à transformée de 

Fourier s'est révélé fort avantageux dans l'étude de l'interaction 

cations-lipide et lipide-lipide. Nous avons observé deux bandes 

importantes où les fréquences ne sont pas affectées par la présence 

des sels: la fréquence de groupement CHOH du carbone-6 de l'anomère­

a et celle de groupement carbonyl ester. 

Dans le but de trouver un modèle qui nous permettrait de 

comprendre davantage le mécanisme d'agrégation, sans fusion (voir 

discussion dans la section 3.4), nous avons conçu d'une manière 

théorique et par traitement numérique la configuration correspondant 

à l'énergie minimale de la molécule du DGDG. Le modèle présenté dans 

ce travail propose une liaison hydrogène entre l'hydroxyle de carbone 

6 de l'anomère-a du galactose avec l'ester sn2. Malgré le fait que 

notre modèle est élaboré dans le vide, il donne des résultats qui 

sembleraient appuyer les travaux de McDaniel (1988) selon lesquels 

le résidu de digalactosyl est situé parallèlement au plan de la 

bicouche lipidique. Une information supplémentaire fournie par cette 

disposition est que les groupements hydroxyles de la tête de lipide, 

qui sont des structures très polaires, peuvent très bien former des 

liaisons hydrogène avec les molécules d'eau. L'effet des cations 
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consiste à modifier l'agencement de ces molécules, qui se traduit par 

une dissipation de la barrière énergétique d'hydratation à l'interface, 

entraînant un rapprochement entre les vésicules lipidiques. Les 

résultats des mesures de la grosseur de la tête polaire du DGDG tirés 

de ce modèle sont aussi en accord avec plusieurs travaux (Bishop et 

al, 1980; Marra, 1985). 

Nous avons aussi effectué une étude de l'effet du DGDG sur 

l'activité photosynthétique par le biais de la mesure du dégagement 

d'oxygène. Plus particulièrement, une stimulation de l'activité 

photosynthétique a èté observée pour de faibles rapports lipide/Chi , 

puiS une diminution rapide pour une forte concentration du DGDG. La 

présence du 10 mM MgCI2 dans le milieu d'incubation peut 

contrecarrer en partie l'effet inhibiteur de la dilution provoquée par 

la forte concentration du DGDG. En se basant sur les résultats des 

spectres FTIR, nous avons constaté un changement conformationnel 

des particules du PSII en présence du DGDG, qui se traduit par une 

augmentation de pourcentage des structures non ordonnées aux dépens 

des hélices-a dont l'importance décroît. En outre, les effets de 12 mM 

MgCI2 sur le complexe PSII-DGDG sont observés surtout au niveaux 

des feuillets et coudes-~. 

Finalement, nous voulons mentionner brièvement quelques 

perspectives que nous pouvons envisager dans ce domaine. Ainsi , afin 

de mieux cerner la conformation de la tête polaire de lipide dans un 

environnement plus réaliste, nous proposons l'étude de la 

minimisation énergétique de la molécule de DGDG dans un milieu 

contenant le galactolipide et l'eau. Par ailleurs, nous pensons qu'une 
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étude à l'aide de spectroscopie FTIR avec lumière polarisée 

(dichroïsme linéaire), devrait permettre de déterminer l'orientation 

dans l'espace de certains groupements fonctionnels, par exemple les 

groupements OH. Cela aiderait à comprendre davantage le mécanisme 

d'interaction lipide-lipide et cations-lipide. D'un autre côté, il nous 

semble intéressant d'entreprendre une étude par FTIR de l'influence de 

la Chi sur la structure secondaire des protéines du PSII. 
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