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Résumé

Les interactions entre les composants de la membrane biologique sont
étudiées dans le modele de monocouche a l'interface air/eau. Les propri€tés
interfaciales sont étudiées pour deux protéines, les cytochromes ¢ et f, et
pour divers lipides synthétiques, comme la dioléoylphosphatidylcholine, la
distéaroylphosphatidylcholine et la dioléoylphosphatidylserine, ainsi que
pour trois lipides membranaires, la plastoquinone 9, la chlorophylle a et le
monogalactosyldiacylglycérol. L'étude thermodynamique du systeme
lipide-lipide, en l'occurrence le systeme chlorophylle a -plastoquinone 9, et
de divers systemes lipide-protéine dont le systeme cyt c-DOPC, le systeme
cyt f~-DOPC, le systeme cyt ¢-DSPC, le systeme cyt ¢c-DOPS, le systeme
cyt c-MGDG, le systéme cyt f~MGDG, et le syst¢tme cyt ¢-Chl a sont
également présentées. Les résultats sont analysés a l'aide de la regle
d'additivité, la regle des phases en deux dimensions et l'évaluation de
I'énergie libre en exces du mélange. L'étude du systeme Chl a-PQ9 montre
une miscibilité avec absence d'interaction pour la gamme des fractions
molaires utilisées. Cette miscibilité est apparemment complete pour la
fraction molaire de PQ9 de 0.1, une fraction molaire comparable a celle
rapportée pour la membrane thylacoidale. Aux fractions molaires de PQ9
supérieures a 0.1, la PQY supporte dans les mélanges des pressions de
surface de plus en plus faibles, ce qui suggére son éjection de la
monocouche pour interagir avec la partie hydrophobe de la Chla. Par
contre, a une fraction molaire de PQ9 de 0.1, ce constituant est capable de
supporter une pression de surface supérieure a 20 mN/m, une pression
comparable a la pression latérale rapportée pour la membrane biologique,
soit 20 a 30 mN/m. Les propriétés interfaciales des deux cyt ¢ et f

montrent que ces protéines gardent leur conformation globulaire compacte



formant ainsi une monocouche stable sur un tampon tris millimolaire a
pH = 8. Une comparaison entre la section efficace du cyt ¢ déterminée par
la technique de diffraction des rayons X et son aire moléculaire obtenue en
monocouche montre une valeur fort comparable, ce qui indique que la
molécule conserve sa structure native a l'interface air-eau. En outre, les
cycles compression-expansion montrent que le cyt f a une conformation
plus compacte et moins sensible que le cyt ¢ a la dénaturation et a la
désorption de la monocouche. Par ailleurs, lorsque la sous-phase est
relativement concentrée en NaCl (0.1 M pour le cyt ¢ et 4 M pour le cyt f),
les deux cyt sont soumis a des changements conformationnels intenses
manifestés dans de telles conditions par une augmentation de la pression au
collapse et de l'aire moléculaire. Ces résultats sont indicatifs de la
dénaturation qui affecte les deux protéines. Dans le cas des divers systémes
lipide-protéine, les résultats indiquent une bonne miscibilité seulement en-
dessous d'une concentration seuil de la protéine. Lorsque la fraction molaire
de la protéine dépasse le seuil de miscibilité, I'apparition de deux collapses
sur les isothermes []-A et AV-A indique la non-miscibilité et éventuellement
la séparation de phases entre les deux constituants dans le mélange lipide-
protéine. En examinant l'état physique du lipide et la charge de son
groupement polaire, nous constatons que le seuil de miscibilité de la
protéine avec le lipide augmente avec la fluidité, et varie avec la complexité
et la charge électrique du groupement polaire du lipide. En outre, I'examen
du diagramme de 1'énergie libre en exceés du mélange en fonction de la
fraction molaire de cyt ¢, nous permet de mettre en évidence une interaction
entre le cyt ¢ et la chlorophylle a pour les fractions molaires de cyt ¢
inférieures au seuil de miscibilité ainsi qu'entre le cyt ¢ et la DOPS dont le

groupement polaire est chargé en absence de calcium dans la sous-phase.



Lorsque la fraction molaire de la protéine dépasse le seuil de miscibilité, la
protéine forme des agrégats et adopte une conformation dénaturée dans le
mélange. Cette hypothese est vérifiée grice a la spectroscopie infrarouge
par transformée de Fourier appliquée au syst¢me cyt c-Chl a qui indique
que lorsque la fraction molaire de cyt ¢ dans le mélange est supérieure a 0.1
le spectre FTIR montre un changement conformationnel du cyt ¢, manifesté

par une augmentation des structures 3 par rapport 2 celles de I'hélice o.
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1. Introduction

Dans ce chapitre, avant de passer en revue les principaux travaux des
deux derniéres décennies sur les interactions lipides-protéines employant le
modele de monocouche qui simule la moitié de la membrane biologique. nous
aborderons la structure et I'une des fonctions les plus fondamentales de la vie,
fonction remplie par la membrane thylacoidale: la photosynthese. Nous
examinerons €galement les différents modeles membranaires étudiés de nos

jours, notamment celur de la monocouche qui fera l'objet de notre travail.

1. 1. La membrane thylacoidale: siege du processus le plus fondamentale

de la vie, la photosynthese

En présence de lumiere et de chlorophylle, les plantes vertes, les algues
et les bactéries photosynthétiques convertissent I'énergie solaire en énergie
chimique -emmagasinée sous forme d'hydrates de carbone- indispensable pour
la bibsynthése’ des constituants cellulaires. La photosynthése est aussi
responsable de la régénération de la majeure partie de I'oxygene atmosphérique.

La photosynthese est le bilan de deux types de réactions:

(i) celles qui s'effectuent dans les grana qui forment la partie solide du
chloroplaste et ou I'énergie lumineuse est utilisée d'une part, pour la photolyse
de I'eau, donc la libération de I'oxygene dans I'atmosphere, et d'autre pa.rt, pour
la fabrication d'un composé réducteur, le NADPH. Au cours de cette derniere
étape, un composé riche en énergie, I'ATP est également synthétisé par le

processus de photophosphorylation cyclique.

(ii) les autres réactions s'effectuent dans le stroma, partie fluide du chloroplaste.

C'est dans cette région que se fixe le CO, atmosphérique en présence de

NADPH, grace a I'énergie fournie par I'ATP. Ces réactions se résument ainsi:

2NADPH +CO, + vt _ATP [CH, 0] + 2NADP™ + H,0
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La présence dans les cellules végétales d'organites hautement spécialisés
tels que les chloroplastes est ['une des principales différences structurales et
fonctionnelles entre les cellules animale et végétale. C'est dans ces organites
que se trouvent les pigments nécessaires a la photosynthese. Chez les végétaux
supérieurs, cet organite de 3 a 10 yum de forme lenticulaire ou elliptique est
entouré par une membrane double (l'enveloppe) qui renferme le stroma ol se
trouvent les membranes photosynthétiques. Le stroma, représente la phase
fluide du chloroplaste ou se trouvent les protéines solubles impliquées dans la
fixation du CO», les ribosomes., I'ADN ainsi que d'autres inclusions. La partie
solide est constituée par les membranes photosynthétiques organisé€es en petits
sacs aplatis: les thylacoides. C'est au niveau du thylacoide que s'effectue la
photosynthese. Les thylacoides sont soit isolés dans le stroma pour former les
thylacoides intergranaires, soit empilés pour former les thylacoides granaires.

Dans ce dernier cas ces empilements sont appelés des grana.
1. 2. Les constituants de la membrane thylacoidale
1. 2. 1. Les chlorophylles

Les chlorophylles forment le pigment vert des organismes
photosynthétiques. On en distingue au moins huit types, dont la Chla et la
Chl b qu'on trouve chez les plantes supérieures. Ces chlorophylles ont une
structure moléculaire similaire et elles sont constituées d'un noyau porphyrique
polaire, a quatre noyaux pyroles liés a un atome de magnésium, et d'une chaine
hydrophobe, le phytol. C'est la téte porphyrique qui donne a la chlorophylle la
capacité d'absorber la lumiére pour activer le processus photosynthétique.
Présente dans toutes les cellules photosynthétiques, la Chl a est, sans aucun
doute, le pigment photosynthétique le plus important du point de vue structural
et fonctionnel (Grumbach, 1983; Hoober, 1984). Bien que la majeure partie des
molécules de chlorophylle serve d'antenne pour collecter et transférer |'énergie

lumineuse sous forme d'énergie d'excitation, seule une quantité restreinte de



molécules de Chl a est capablc de piéger cette énergie et la convertir en énergie
chimique. Dans la membrane photosythétique, la majeure partie, sinon la
totalité de la chlorophylle est liée de facon non covalente a des protéines pour

former des complexes chlorophylle-protéine.
1. 2. 2. Les caroténoides

L'importance des caroténoides chez les végétaux aussi bien que chez les
animaux est largement documentée puisqu'ils représentent |'une des classes de
pigments les plus fréquentes dans la nature. L'intérét de leur étude dans la
photosythese releve des diverses fonctions qu'ils remplissent dans la membrane
du thylacoide (Isler, 1971; Krinsky, 1971). Ces fonctions sont, d'une part. la
photoprotection de la chlorophylle excitée (état triplet) contre la photooxydation
et, d'autre part, 'action de ces pigments comme antenne qui absorbe la lumiere
dans les régions du spectre ou la chlorophylle n'est pas efficace, et la transfere
sous forme d'énergie d'excitation aux divers états singulets de la chlorophylle
(Krinsky, 1971; Moore et al., 1982). Deux types de caroténoides entrent dans la
composition de la membrane du thylacoide: les carotenes, principalement le [3-
carotene et les xanthophylles, principalement la lutéine. Comme pour la
chlorophylle, les caroténoides sont é€galement complexés aux protéines

membranaires.
1. 2. 3. Les quinones

Les quinones jouent un rdle majeure dans la chaine de transfert d'électrons
au niveau du thylacoide. Le role oxydo-réducteur des quinones, principalement
la plastoquinone 9, est bien connu dans le transfert d'électrons entre les deux
photosystemes (Amesz, 1973; Hauska, 1977; Arnon et Tang, 1986; McCauley
et Melis 1986).



I. 2. 4. Les autres lipides membranaires

Comme toutes les membranes biologiques, celle du thylacoide est
constituée de protéines et de lipides organisés en bicouche. Les lipides les plus
importants en terme de quantit¢ sont les galactolipides: le
monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et le digalactosyldiacylglycérol
(DGDG). s représentent de 50 a 80 % des lipides totaux (Nishihara et al.,
1980; Hoober, 1984). Le MGDG est prédominant (Gounaris et Barber, 1983:
Harwood et Stumpf, 1976; Rawyler e¢r al., 1987; Siefermann-Harms er al,
1987), et forme avec le DGDG un rapport de 2:1. Les autres lipides sont : (i) les
phospholipides (constituants de base des autres types de membranes
biologiques), dont le phosphatidylglycérol (PG), et (ii) les sulfolipides. dont le
sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG). Bien que ces deux types de lipides nr
représentent que 20 % des lipides polaires de la membrane du thylacoide, ils
doivent jouer un role important puisqu'ils sont les seuls lipides chargés de la
membrane. lIs devraient donc étre impliqués dans toute interaction

électrostatique au niveau de la membrane.
1. 2. 5. Les protéines

Elles constituent environ la moitié du poids de la membrane du thylacoide.
Leur séparation par électrophorese sur gel, permet de distinguer au moins quatre
complexes de protéines ou protéine-chlorophylle, partiellement ou totalement
fixés dans la bicouche lipidique: le complexe photosysteme [ (PSI), le complexe
photosysteme II (PS1I), le complexe cyt bg/f et le facteur de couplage CF|-CF,,
(Kaplan et Arntzen, 1982; Allred et Staehelin, 1986). La quasi-totalité de la
chlorophylle se trouve dans les PS, dont la distribution est hétérogene a travers
les membranes photosynthétiques: surtout dans les thylacoides granaires pour le
PSII, et dans les thylacoides intergranaires pour le PSI (Allred et Staehelin,
1986).



1. 3. Reconstitution membranaire par les systemes modeles

L'é¢tude des propriétés physiques des systemes modeles membranaires
contribue largement a la compréhension de la structure et des fonctions
attribuées aux membranes biologiques. Afin de mimer I'organisation structurale
et fonctionnelle de la membrane biologique a I'échelle moléculaire. différentes
techniques basées sur des systemes modeles sont utilisées. Les modeles
généralement utilisés sont les bicouches lipidiques, les liposomes, et les
monocouches. Ainsi, on peut étudier les propriétés physico-chimiques des
membranes reconstituées a partir de lipides purs ou de mélanges constitués de

lipides et de protéines.
1. 3. 1. Les bicouches

Le modele de la bicouche reflete I'identité structurale de la 'membrane
cellulaire, dont la majeure partie est constituée par des lipides. Théoriquement,
la bicouche représente deux fois la monocouche lipidique insoluble, telle qu'on
peut l'obtenir a l'interface air/eau, ot les molécules sont orientées, grace aux
interactions hydrophiles des tétes polaires avec I'eau et hydrophobes entre les
chalnes latérales non polaires (Kézdy, 1972). Les membranes lipidiques
opaques appelées "Black Lipid Membranes" (BL.M), sont des bicouches
lipidiques qui couvrent un trou dans une plaque séparant deux compartiments

aqueux.

Bien que ce modele, le premier proposé par Gorter et Grendel (1925), offre
certaines ressemblances fonctionnelles avec la membrane biologique, comme la
capacité électrique et la perméabilité aux solutés lipophiles (Szabo, 1972;
Ringsdorf et al., 1988), il néglige la plupart des caractéristiques fonctionnelles
d'une membrane naturelle, et ce, probablement parce qu'il ne tient pas compte
des protéines, composantes essentielles dans la fonction membranaire, par

exemple les perméases et d'autres enzymes (Szabo, 1972).



La présence de protéines dans la membrane biologique, caractérise le
modele de Danielli et Davson. ou la bicouche lipidique est encadrée de part et
d'autre par une couche protéique (Danielli et Davson, 1935). De plus, afin de
concilier structure et fonction, la répartition des protéines dans la bicouche
lipidique des membranes cellulaires, est expliquée par le modele a mosaique
fluide de Singer et Nicholson (1972). Selon ce modele, certaines protéines sont
liées a la surface chargée de la bicouche lipidique, alors que dautres la
traversent en partie ou en totalité. Les deux caractéristiques importantes de ce
modele sont I'homogénéité et la mobilité de ses composantes, lipides et

protéines.

Bien que le modele de Singer et Nicholson soit celui qui s'approche le plus
de la réalit¢ de la membrane biologique, il présente certaines faiblesses. En
effet, suite a la quantité importante de travaux publiés sur les modeles
membranaires et les membranes biologiques au cours des’ deux dernieres
décennies, il est admis que la membrane biologique est inhomogene et que sa
fluidité est soumise a des restrictions (Karnovsky er al., 1982; Siegenthaler et

al., 1987; Gennis, 1989).

La fluidité de la membrane bien que réelle, ne fait pas intervenir toutes les
composantes, spécialement les protéines qui peuvent étre fortement influencées
par les interactions avec les éléments du cytosquelette (microfilaments et
microtubules) du c6té intérieur, et les éléments de la matrice extracellulaire du

coté extérieur de la cellule (Gennis, 1989).

Les hétérogénéités transversale et latérale, sont a l'origine de 'asymétrie
membranaire. Deux exemples démontrent clairement I'asymétrie transversale:
(i) dans la bicouche, les protéines intégrales possedent une orientation
transversale donnant a la membrane une asymétrie absolue (Gennis, 1989;
Lenaz, 1989); (ii) les travaux sur la composition membranaire ont clairement

mis en évidence dans les cas du globule rouge (Gennis, 1989), et du thylacoide
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(Siegenthaler er al., 1987) des différences dans la composition lipidique entre
les deux feuillets, interne et externe. Dans les deux cas, bien que le pourcentage
des lipides totaux soit le méme, celui de chaque type de lipide dans les deux

feuillets de la membrane est différent.

L'asymétrie latérale a également fait I'objet de plusieurs travaux qui ont
démontré l'existence de domaines protéiques et lipidiques au sein de la
membrane. Comme exemple de domaines protéiques, on peut citer ceux de la
membrane du thylacoide dont I'hétérogénéité latérale est clairement mise en
évidence au niveau des photosystemes. Environ 85 % des PSII se trouvent dans
les thylacoides granaires (empilés) et plus de 85 % des PSI sont localisés dans
les thylacoides (non empilés) du stroma (Allred et Stachelin, 1986). D'autres
domaines de plus grande envergure (macrodomaines) sont mis en évidence dans
les membranes cellulaires, par exemple les canaux ioniques a Nat et K+ de
I'axone de la cellule nerveuse, la structure différenciée de la membrane basale et
apiéale des cellules épithéliales polarisées, les jonctions cellulaires (zonula et
macula), ainsi que les zones a différentes compositions en protéine des
membranes du cil connecteur, et des disques du segment externe du batonnet
rétinien. Dans le cas des lipides, I'hétérogénéité latérale est démontrée par
I'existence de microdomaines qui résultent d'une séparation de phases latérales.
Bien que ces microdomaines soient souvent rapportés dans les modeles
membranaires (Karnovsky et al., 1982; Gennis, 1989), leur présence n'est pas
évidente dans les membranes biologiques. Par exemple, on n'a pas pu les isoler
et les étudier en tant que microdomaines. Le mieux qu'on ait pu faire a été de
mettre en évidence des compositions hétérogenes dans les vésicules ou
fragments de membranes isolés (Gennis, 1989). Dans la membrane du
thylacoide, parallelement a cette hétérogénéité latérale dans la composition en
protéine, I'analyse des complexes PSI, PSII, cyt bg/f et facteur de couplage.
extraits en tant que complexes lipo-protéiques, a montré une distribution latérale

hétérogene du MGDG et du SQDG (Siegenthaler et al., 1987).



1. 3. 2. Les liposomes

Les liposomes (ou vésicules) sont des bicouches lipidiques sphériques qui,
par analogie avec les membranes cellulaires, renferment un milieu aqueux.
Selon le nombre de bicouches qui les forment, on distingue les liposomes uni- et
multilamellaires. Ce type de modele est largement utilisé dans plusieurs
domaines de recherche, tels que les mesures de la perméabilité membranaire. la
reconstitution des complexes lipoprotéiques des protéines membranaires actives
et le transport des substances chimiques (Ringsdorf ¢r al., 1988; Hoshina et Itoh,

1987).
1. 3. 3. Les films monomoléculaires ou monocouches

Les lipides membranaires sont des molécules amphiphiles constituées
d'une région polaire (hydrophile) et d'une région non polaire (ou hydrophobe).
.'épandage de telles molécules a l'interface air/eau conduit a la formation d'une
monocouche (Gaines, 1966). Ce modele semble étre sans doute, le plus simple
pour simuler la membrane. I.a méthode de Langmuir permet de caractériser une
monocouche par les mesures d'isotherme de pression de surface (I]) en fonction
de l'aire moléculaire (A), et ainsi permet d'obtenir des informations précieuses
sur l'orientation et l'emplacement des molécules amphiphiles. informations
qu'on ne peut acquérir a |'aide des autres modeles (Ringsdorf ¢t al., 1988). De
plus, cette méthode est non seulement tres sensible aux faibles changements
dans la structure moléculaire, puisqu'elle tient compte de la balance
hydrophile/hydrophobe de la molécule, mais elle permet d'étudier des
interactions inter-moléculaires tant au niveau de la monocouche qu'entre la

monocouche et la sous-phase.

Quant a la technique de Langmuir-Blodgett, elle permet de transférer une
ou plusieurs monocouches sur un substrat solide comme le verre, le quartz ou le

mica dans le but d'en étudier les propriétés spectroscopiques, électroniques et



microscopiques.
I. 4. Interaction des composantes en monocouche a l'interface air/eau

1. 4. 1. Interactions lipide-lipide et lipide-protéine par la technique des

monocouches

La fraction lipidique de la membrane biologique est généralement
constituée de plus d'une espece lipidique, d'ou l'intérét de comprendre les
interactions lipide-lipide dans un systéme binaire. Les interactions lipide-lipide
en monocouche mixte sont tres largement documentées (Gaines, 1966: Birdi.
1989). Les détails sur la technique de préparation d'une monocouche et les
mesures qui s'y rapportent, sont donnés dans le chapitre 2. Deux propriétés
sont étudiées dans les monocouches lipidiques mixtes: la miscibilité des
constituants dans le film et les interactions intermoléculaires qui sont évaluées

par la regle d'additivité et I'énergie libre en exces du mélange (Gaines, 1966).

Un mélange de deux constituants purs est dit idéal lorsqu'il suit la regle

d'additivité exprimée par I'équation suivante (Gaines, 1966):
Al =xiAT+x2AY ()

A une pression de surface fixe [, Ay, A| et A, sont respectivement les aires

moléculaires du mélange et des constituants purs | et 2 tandis que x| et X» sont

les fractions molaires de ces constituants. Lorsqu'un mélange est conforme a la
regle d'additivité, ses constituants ne sont pas nécessairement miscibles. ils
peuvent former des phases séparées. Par contre. toute déviation par rapport a
cette loi est la preuve de la miscibilité et de l'existence d'interaction entre les

molécules (Gaines, 1966; Kézdy, 1972).

Un autre critere de miscibilit¢ découle de I'application de la regle des

phases en deux dimensions (Crisp, 1949; Gaines, 1966) qui prédit que la

pression de surface au collapse ([].) est indépendante de la composition du film
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dans un mélange non miscible, alors qu'elle en est dépendante lorsque les

constituants du mélange sont miscibles.

Afin de quantifier l'interaction entre les espéces moléculaires en surface. on
évalue I'énergie libre en exces du mélange dans le systeme binaire a l'interface
air/eau a partir de I'équation suivante (Gaines, 1966):

1l
AGET = No| (AT - x;AT - xoA) 2)

o]

ou AGmH et No, sont respectivement |'énergie libre en exces du mélange et le

nombre d'Avogadro.  Toutes les quantités (A et AG) sont évaluées
graphiquement a partir des isothermes [[-A des constituants purs et des

mélanges aux pressions inférieures aux collapses des deux constituants purs.

1. 4. 1. 1. Interactions dans les systemes binaires Chl a-MGDG et Chl a
-phytol

L'intérét de I'étude de l'interaction de la Chl ¢ avec d'autres molécules du
thylacoide reléve de I'existence de plusieurs types d'agrégat de chlorophylle «,
ainsi que de différentes propriétés spectroscopiques pouvant €tre produites par
interaction entre chlorophylles, Chl et lipide, et Chl et protéine (Bialek-bylka et
Wrobel, 1986). In vitro, on a montré que la condition thermodynamique la plus
stable dans la bicouche lipidique est réalisée lorsque la chaine phytol de la Chl a
est associée a la région hydrocarbonée des lipides membranaires et que le noyau
porphyrique est situé a la surface de la membrane (Bialek-bylka et Wrobel.

1986).

L'étude thermodynamique des mélanges Chl a -MGDG a différentes
fractions molaires, a montré que la Chla est miscible avec le MGDG,
indépendamment de la composition. Cette miscibilité est justifiée, aussi bien

par la variation du collapse des mélanges que par le décalage des valeurs
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expérimentales de l'aire moléculaire par rapport a l'aire calculée par la regle
d'additivité. De plus, les énergies libres en exces des mélanges sont négatives et
montrent bien I'existence d'une interaction entre les deux especes moléculaires

(Tancrede er al., 1982).

Le phytol, molécule comparable a la chaine latérale de la chlorophylle,
posseéde une moindre polarité que le MGDG. Il possede donc un caractere
aliphatique. L'étude thermodynamique du mélange phytol et Chl ¢ pourrait
aider a comprendre le type d'interaction (polaire ou Van der Waals) observé
entre la Chl a et le MGDG. Les courbes expérimentales des mélanges Chl «
-phytol obéissent a la regle d'additivité, ce qui montre ainsi un comportement
idéal dans le mélange des deux constituants. Cette observation expérimentale
nous conduit a la conclusion qu'il n'existe aucune interaction entre les deux
constituants. Cependant, la variation du collapse en fonction de la composition
montre une miscibilité entre la Chl a et le phytol (Tancrede er ul.. 1982). Etant
donné le caractere polaire du MGDG et de la Chla  d'une part, et apolaire du
phytol d'autre part, I'existence d'une interaction entre le MGDG et la Chla
-manifestée par des AG,, négatives-. et son absence entre la Chl a et le phytol
(mélange idéal), a permis aux auteurs de suggérer que l'interaction entre les

molécules de Chl a et de MGDG est du type polaire (Tancrede et al., 1982).
1.4. 1. 2. Interaction Chl a -quinones (Guay et Leblanc, 1987)

Les quinones utilisées dans ce travail sont |'a-tocophérylquinone (-TQ) et
les plastoquinones 3 et 9. L'analyse des résultats selon les critéres mentionnés
ci-dessus (regle d'additivité, regle des phases en deux dimensions et évaluation
des énergies libres en exces des mélanges), a montré: (i) la miscibilité entre les
deux composantes dans les systemes Chl a - «-TQ, Chl a -PQ3 et Chl a -PQ9;
(i1) l'existence d'une interaction entre la Chl a et 'a-TQ et entre la Chl ¢ et la
PQ3; et (iii) I'absence d'interaction entre la Chl a et la PQ9, bien que dans ce

dernier cas, uniquement quelques fractions molaires aient été étudiées (Guay et
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Leblanc. 1987).

Les molécules de vitamine K1, d'a-TQ, de phytol et de Chl ¢ ont le méme
groupe hydrophobe. Si la condensation dans les films des mélanges Chla
-vitamine K1 (Gaines et al., 1965) et Chla -&-TQ (Guay et Leblanc, 1987) est
due a une accommodation géométrique entre les molécules, on pourrait
s'attendre a ce que les mélanges Chl a -phytol (voir ci-dessus) présentent aussi
une déviation négative par rapport a la regle d'additivité. Ceci n'étant pas le cas,
on pourrait donc relier l'interaction a la nature chimique des tétes polaires (Guay
et Leblanc, 1987). Cette interaction est donc expliquée par le caractere
quinonique de ces molécules (-TQ et vitamine KI). [l en est de méme pour
I'interaction Chla -PQ3 bien que dans ce cas. la PQ3 avec sa chaine
hydrophobe différente, contient des groupements C=0 qui pourraient également

interagir avec la Chl a (Guay et Leblanc, 1987).

Dans le cas du systeme Chl a -PQ9, on pense que l'absence d'interaction
est due a la longueur excessive du groupe hydrophobe de la PQ9 (45 carbones)
qui interagirait avec la partie hydrophobe de la Chl ¢ d'une maniere différente
que ne le ferait une molécule a courte chaine telle que la PQ3, la vitamine K1 ou
I'a-TQ (Guay et Leblanc, 1987). Bien que la PQ9 impliquée dans cette étude,
soit la seule plastoquinone présente dans la membrane du thylacoide, son étude
détaillée dans les mélanges avec la Chl a a été omise, probablement a cause de
son instabilité en monocouche ainsi que de sa faible pression de surface au
collapse (De Costa et al., 1972; Guay et Leblanc, 1987). Uniquement quelques
fractions molaires ont été Iétudiées et I'existence de deux collapses (aux faibles
fractions molaires de Chl «), dont un, le plus bas, variant avec la composition, a
été attribué a I'éjection de la PQ9 du film mixte (Guay et Leblanc, 1987). La
présence de deux collapses est probablement la preuve de I'immiscibilité entre
les deux constituants lorsque la PQ9 est majoritaire dans la monocouche. On

sait que la PQ9 occupe dans la membrane du thylacoide une fraction molaire de
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0.1 a 0.2 par rapport a la chlorophylle (Grumbach. 1983; Hoober, 1984). par
conséquent. afin de mieux comprendre son comportement avec celui de la Chl a
en monocouche mixte a l'interface azote/eau, nous croyons en |'importance de
tester les mélanges a plusieurs fractions molaires, notamment ceux existant dans
la membrane du thylacoide. D'autre part, I'éventuelle éjection de la PQ9 du film
mixte PQ9-Chl ¢ aux fortes concentrations en PQ9 (Guay et Leblanc, 1987) et
a des pressions de surface relativement faibles, serait la preuve que, dans ces
conditions, la PQ9 ne supporte pas des pressions latérales comparables a celles

des membranes biologiques, soit de I'ordre de 35 mN/m.

1. 5. Interaction dans les systémes lipide-protéine
1. 5. 1. Etude des protéines a l'interface air/eau

Les molécules protéiques sont des copolymeres d'une vingtaine d'acides
aminés différents, d'hydrophobicité variable. Elles sont donc amphiphiles et a
haute activité de surface. La plupart des protéines sont globulaires. On admet
que la structure tridimensionnelle d'une protéine native dans son milieu
physiologique. est celle ou I'énergie libre de Gibbs du systéme est la plus basse.
Cela signifie que la conformation native est déterminée, d'une part, par les
interactions intramoléculaires, et d'autre part, par les interactions de la protéine
avec son environnement (Phillips, 1977; Norde, 1986). Sitot la biosynthese
d'une protéine achevée, elle adopte sa structure native. La séquence d'amino-
acides forme sa structure primaire. La chaine polypeptidique est courbée en
adoptant une structure secondaire, conduisant a la formation d'éléments
ordonnés tels que les hélices-&¢ et les feuillets-f3, dont la stabilité est assurée
grace aux liens hydrogénes des groupements amides et carbonyles des
squelettes polypeptidiques. En outre, le repliement de la chaine et la
juxtaposition des éléments secondaires aboutissent a la structure tertiaire de la
protéine. Pour les protéines ayant plus d'un polypeptide a structures secondaires

et tertiaires bien définies, la structure quaternaire décrit la maniere dont ces
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polypeptides sont combinés (Phillips. 1977). Compte tenu de I'importance des
protéines dans la composition et les fonctions des membranes cellulaires. il s'est
avéré nécessaire d'étudier les interactions de ces macromolécules dans des

systemes modeles comme celui de la monocouche.

Deux sortes d'études en monocouche sont généralement rapportées sur les
protéines a l'interface air/eau: (i) I'adsorption de la protéine a l'interface air/eau a

partir de la sous-phase, et (ii) I'épandage d'une solution protéique a la surface.

1. 5. 1. 1. Adsorption de la protéine a 1'interface air/eau a partir de la sous-

phase

En solution. la plupart des protéines. notamment celles impliquées dans les
fonctions enzymatiques, immunologiques ou de transport, sont globulaires
(Phillips, 1977; Norde, 1986). Sous cette configuration native. l'énérgie libre du
systeme est minimale. Les résidus non polaires (hydrophobes) sont enfouis a
I'intérieur. hors de contact avec l'eau, tandis que les résidus polaires, établissent
des ponts hydrogenes avec les molécules d'eau. Quand les molécules atteignent
la surface par diffusion. elles rencontrent un nouvel environnement énergétique.
Ce phénomene -connu sous le terme d'adsorption de la protéine-, conduit a une
modification de I'énergie libre du systeme a l'interface, ou l'aire interfaciale de
haute énergie occupée par les molécules d'eau, est remplacée par les chaines
périphériques non polaires de la protéine. Le processus d'adsorption se fait en
trois étapes: (i) la diffusion de la protéine de la sous-phase dans la région
immédiatement sous la surface, (i1) la pénétration de la protéine a l'interface
(I'adsorption), et (iii) le réarrangement conformationnel des molécules adsorbées
(Norde, 1986; De Feijer et Benjamins, 1987). Ainsi, a la surface, le dépliement
de la protéine qui prend une conformation bidimensionnelle conduit a une
distribution de la protéine en segments, généralement connus sous le nom de
trains situés a l'interface, et de queues et boucles dirigées vers les phases

adjacentes de telle sorte que les résidus non polaires soient orientés vers la
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phase aérienne. et les résidus polaires vers la phase aqueuse (Phillips. 1977:
MacRitchie. 1981; Norde, 1986). Ce processus de dépliement de la protéine
une fois adsorbée a la surface, est connu sous le terme de "dénaturation de
surface” due aux changements irréversibles que la surface provoque sur la
protéine. Il en résulte une perte de la structure secondaire et tertiaire de la
protéine, qui devient tres flexible et adopte une conformation enroulée de facon

aléatoire.

Les études rapportées sur l'adsorption de la protéine a l'interface air/eau.
concernent généralement l'augmentation de pression de surface ([]) et/ou de la
concentration interfaciale en fonction du temps (Graham et Phillips. 1979:
Davies et al., 1983; De Feijer et Benjamins, 1987). La concentration
interfaciale est déterminée a l'aide de la radioactivité de surface apres marquage
d'un acide aminé par un élément radioactif. D'autres mesures concernent
I'augmentation de la pression de surface en fonction de la concentration du
substrat en protéine (Phillips, 1977). L'état d'équilibre de I'adsorption de la
protéine obtenu a une pression de surface maximale constante. varie d'une

protéine a l'autre. et peut prendre plusieurs heures, voire plusieurs dizaines

d'heures (Graham et Phillips, 1979; Davies et al., 1983).

Généralement, les cinétiques d'adsorption des protéines montrent que
I'adsorption se fait en deux phases: (i) au départ, lorsque la concentration
interfaciale est quasi nulle, I'adsorption est régie par la diffusion. mais (ii) aux
grandes concentrations de surface (concentrations proches de l'état d'équilibre).
I'adsorption est limitée par une barriere d'énergie (Graham et Phillips, 1979) liée
a la pénétration des molécules protéiques dans l'interface et a leur subséquent

réarrangement conformationnel (Phillips, 1977; Graham et Phillips, 1979).
1. 5. 1. 2. Epandage de la protéine a l'interface air/eau

Contrairement aux molécules lipidiques a faible poids moléculaire,
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généralement solubles dans le benzéne et formant une monocouche stable, les
macromolécules protéiques sont plus complexes. étant donnée la structure
complexe et unique de chaque molécule. Bien que de nombreuses protéines
soient solubles en solutions aqueuses. elles peuvent étre quantitativement
répandues aux interfaces air/phase aqueuse ou huile/phase aqueuse, et donner
des monocouches insolubles hautement stables (MacRitchie, 1986). Cette
grande stabilité due a leur caractere amphiphile, dépend beaucoup de I'état du
substrat (sous-phase). En effet, la plupart des protéines ne peuvent étre
répandues sur de l'eau pure sans perte d'une certaine quantité dans la sous-
phase. Afin de minimiser ces pertes, il est essentiel de contrdler certains
parametres comme la méthode d'épandage (Trurnit, 1960), le choix du solvant
d'épandage, la quantité optimale a déposer (environ 0.5 mg/m-2) ainsi que sa
concentration en solution (environ 0.03 % p:v) (Kashiwagi, 1958; Davies e¢r al..
1983; MacRitchie, 1986). La sous-phase doit étre concentrée en sel afin d'avoir
une force ionique appropriée et rendre la protéine insoluble a l'interface
(Kashiwagi, 1958; Quinn et Dawson, 1969; Davies ef al.. 1983, 1984; Fidelio
et al., 1984). De plus, comme les protéines portant une charge électrique, il est
nécessaire qu'elles soient répandues par I'entremise d'un solvant et sur une sous-
phase a pH proche de leur point isoélectrique. Cela permet de réduire la
barriere énergétique électrique (MacRitchie, 1986). Tout changement dans les
conditions que nous venons d'‘énumérer peut conduire a des variations
appréciables dans les isothermes de pression de surface en fonction de ['aire

moléculaire.

Comme dans le cas de l'adsorption a partir d'une sous-phase aqueuse, la
protéine déposée a l'interface, est étalée de telle sorte que les segments polaires
restent plongés dans I'eau, alors que les segments apolaires sont dirigés vers la
phase aérienne. Bien que cette situation évoque une structure partiellement ou
totalement dénaturée, elle offre |'avantage de pouvoir insérer -grice aux

segments hydrophobes- la protéine dans une monocouche lipidique, afin de la
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comparer a un systeme biologique.

Une protéine totalement étalée a l'interface air/eau occupe souvent une aire
moléculaire de Im2/mg (Kashiwagi, 1959; MacRitchie, 1986; Krebs ¢t «l..
1988). Dans ces conditions. ses structures secondaire et tertiaire sont affectées,
provoquant ainsi sa dénaturation. Ceci est souvent le cas pour les molécules
flexibles, telles que la [}-caséine dont les pourcentages en hélice-t et les liens
disulfures sont faibles. Cependant, les protéines globulaires peuvent conserver
en partie ou en totalité leur structure native. si bien que les films qui en résultent
a l'interface air/eau, sont concentrés, c'est-a-dire occupent moins de | m2/ing

(Kézdy, 1972: Taneva er al.. 1984: MacRitchie. 1986).
1.5. 1. 2. 1. Cas du cyt ¢ répandu a l'interface air/eau

L'étude du cyt ¢ a l'interface air/eau a montré qu'indépendamment de la
méthode utilisée, par adsorption de la sous-phase ou épandage a la surface a
partir de cristaux ou a partir d'une solution, les isothermes [[-A et AV-A
obtenues sont de forme identique (Lamarche. 1988). Ceci voudrait dire que la
conformation du cyt ¢ a l'interface air/eau. est la méme. que la protéine soit
adsorbée ou répandue a la surface. Ce méme phénomene a été observé chez
d'autres protéines, ol les propriétés interfaciales restent inchangées, que leur
monocouche soit formée a partir de la surface ou de la sous-phase (Pilon et al..

1987; Krebs et al., 1988).

Les propriétés interfaciales du cyt ¢ étudiées par différents chercheurs sont
résumées dans le tableau 1. Les résultats montrent une concordance entre les
isothermes []-A de Quinn et Dawson (1970) et de Lamarche (1988). Par contre,
celles obtenues par Chin et Brody (1975), sont décalées vers les plus faibles
aires moléculaires bien que le contraire devrait se produire, puisque la protéine
est répandue sur un substrat plus concentré en sel. D'ailleurs. I'épandage du

cyt ¢ sur un substrat concentré en NaCl (tableau 1), a donné une isotherme plus
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expansée (Quinn et Dawson, 1970). Dans ce cas. cette augmentation de |'aire

moléculaire serait due, soit a une plus grande rétention de la protéine a la

Tableau 1. Travaux antéricurs sur les monocouches de eyt ¢ répandu a I'interface air/cau.

Aire (A2 par Pression au
Référence molécule) collapse Substrat
extrapolée a (mN/m)
0 mN/m
1 - 9-10 LTampon phosphate
10 mM , pH: 7.8
ampon phosphate
2 750 12-13 40 mM + 150 mM NacCl.
H: 7.4
Tampon phosphate
3 380 _ 50 mM + 0.3 M NaCl,
H:7
Tampon phosphate,
4 222 9 force ionique: 0.6. pH:
178. température: 150C
5 740 9 Tampon Tris-HCI
1 mM, pH: 8

I N

Aghion ¢l al. (1969).
Quinn ¢l Dawson (1970).
Reinach et Brody (1972).
Chin ct Brody (1975).
Lamarche cl al. (1988b).

surface a cause de la plus grande force ionique du substrat, soit a l'adoption

d'une conformation plus relachée provoqueée par l'effet déenaturant du sel sur la

protéine.

La solubilisation de la protéine dans la sous-phase, est mise en

évidence par les mesures de la concentration interfaciale a l'aide de la methode

de la radioactivité de surface.

Dans le cas de la glycophorine, protéine
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membranaire de I'érythrocyte. I'étude quantitative a montré que laire
moléculaire diminue lorsqu'on augmente la quantité de protéine initialement
déposée (Davies et al., 1983). En outre, les mesures de la concentration du cyt ¢
évaluées par radioactivité de surface ont permis d'estimer que 25 % des
molécules initialement déposées se sont solubilisées dans la sous-phase

(Lamarche, 1988).

1.5.1.2. 2. Casdu cyt f

Le cyt f fait partie du complexe cyt bg// dont la fonction est bien établie

dans le transfert d'électrons entre les deux photosystemes. particulierement entre
le "pool" de plastoquinone et la plastocyanine (Hurt et Hauska. 1981: Willms et
al., 1987). Sa purification a partir de la membrane du thylacoide de plusieurs
especes (Gray, 1978; Ho et Krogmann, 1980; Willey et al., 1984), a conduit
ultérieurement a la détermination de sa structure primaire chez le pois et
I'épinard (Willey et al., 1984; Adam et Malkin, 1989). Contrairement au cyt c.
dont Ia cénfiguration spatiale est tres bien connue. celle du cyt/ est encore
obscure a cause de I'absence de sa forme cristalline. L'analyse de la séquence
d'acides aminés (285 résidus) suggere que le cyt f soit formé de trois portions:
(i) une portion globulaire incluant le N-terminal et le groupement heme, située
du coté intra-thylacoidal (1-250), (ii) une portion transmembranaire tres
hydrophobe (251-270) et, (iii) une portion portant le C-terminal du coté du
stroma. A cause de sa portion transmembranaire, le cyt f/ forme des agrégats
(oligomeres) en milieux aqueux. Cependant. le cytf de plus faible poids
moléculaire, extrait a |'état monomérique et soluble dans ['eau (sans formation
d'agrégats), pourrait étre dépourvu de son domaine transmembranaire (Willey et

al., 1984).

Jusqu'a présent, une seule étude a été rapportée sur les monocouches du
cyt f al'interface air/eau (Chin et Brody, 1975). Contrairement au cyt ¢ dont

les isothermes []-A ressemblent a celles généralement rapportées pour les
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protéines. c'est-a-dire a forme sigmoide et un collapse bien défini (Quinn et
Dawson. 1970; Lamarche, 1988), le cyt f dont l'isotherme présente une pression
de surface non nulle aux grandes aires moléculaires, ne révele pas de collapse

bien défini mais plutdt un arrét de compression a 10 mN/m.

1. 5. 2. Interactions lipide-protéine: adsorption de la protéine a la

monocouche lipidique a partir de la sous-phase

Ce genre d'étude concerne la majorité des travaux rapportés sur les
interactions lipide-protéine a l'interface air/eau. Les protéines. généralement
solubles dans l'eau, sont injectées dans la sous-phase au-dessous d'une

monocouche lipidique. préalablement comprimée a une pression de surface

initiale [];. Les mesures concernent les variations de I'aire moléculaire AA (AA
= Afinal - Ainitial)» 2 pression constante, ou bien les variations de pression de
surface A[T (AIT =Iljinal - Iinital) @ aire moléculaire constante comme c'est
souvent le cas. l'augmentation de l'un ou -de l'autre de ces parametres. est
interprétée comme la preuve de la pénétration de la protéine dans le film
lipidique (Quinn et Dawson, 1969, 1970; Morse 11 et Deamer., 1973: Verger et
Pattus, 1982; Lamarche, 1988). Cependant, on a montré que la protéine peut
s'adsorber a la monocouche lipidique sans y pénétrer. c'est-a-dire sans causer de

variation de [] ou de A des molécules lipidiques (Teissie, [981).

Les résultats des cinétiques d'incorporation de la protéine au film lipidique
sont présentés de la méme fagon que ceux de l'adsorption de la protéine a
I'interface air/eau. Les parametres, A[] mesuré a I'équilibre, et la vitesse initiale
d'augmentation de la pression de surface d[[/dt, déterminent ['affinité de la
protéine pour le lipide (Quinn et Dawson, 1969 a, b, 1970: Morse Il et Deamer,
1973). Ainsi, la figure 1 montre que le cyt ¢ a plus d'affinité pour s'incorporer a
une monocouche de cardiolipine que de [écithine (Quinn et Dawson, 1969b).

Une propriété générale concernant l'incorporation de la protéine, est la linéarité
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entre A[] et [];. dont I'extrapolation de la droite a A[] = O mN/m. détermine la

20

ATT (mN/m)
=

0 10 20. 30 40
PRESSION DE SURFACE INITIALE TJi (mN/m)

Fig. 1. Variation de la pression de surlface (A[T) en fonction de la pression imitiale ([T;) a
laquelle Ta monocouche liptdique est comprimée, apres injection du eyt e dans la sous-phase.
La sous=phasc contient 10 mM de NaCl pour la PC d'oeul (1) et la cardiolipine (2), et 1 M de
NaCl pour la cardiolipine (3).  Ces données sont tirées du travail de Quinn et Dawson
(1969b).

capacité relative de pénétration de la protéine dans la monocouche lipidique
(Fig. ). Celle-ci peut étre influencée par divers parameétres dont: (i) la longueur
et surtout le degré d'insaturation de la chaine aliphatique du lipide et. (ii) la
charge de la protéine et de la téte polaire du lipide. L'effet du pH et de la force
ionique du substrat sont également deux facteurs dont l'influence est liée au

caractere électrostatique de l'interaction.
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1. 5. 2. 1. Influence de la chaine grasse du lipide sur l'interaction:

interaction hydrophobe

Deux propriétés de la chaine peuvent influencer ['interaction lipide-
protéine: sa longueur et son degré d'insaturation (nombre de doubles liaisons).
Un lipide dont les chaines grasses sont riches en doubles liaisons (ou

insaturées), comme la PC d'oeuf (Fig. 2), est caractérisé par une monocouche

a0}

W
O
T

—_
o
I

PRESSION DE SURFACE (mN/m)
N
(@)
T

O ] | | ]
40 60 80 100 120

AIRE PAR MOLECULE (42)

Fig. 2. Isothermes []-A de trois phosphatidylcholines de dillérents élats physiques: a, la
DBPC (Cr2-)); b, la DMPC (Cj 4.0 et ¢, la PC d'ocul. (D'apres Phillips et al., 1975).

fluide a grande compressibilité. Par contre, un lipide dont les chaines grasses
sont totalement saturées, comme la dibéhénoyl-phosphatidylcholine (DBPC).

donne une monocouche a l'état solide ou condensée, a faible compressibilité.
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D'autres lipides saturés comme la dimyristoylphosphatidyicholine (DMPC),
peuvent exister, a la température ambiante et en fonction de la pression de
surface a laquelle ils sont comprimés dans les deux états, fluide et solide, avec

une transition de phase (Fig. 2).

L'influence de la longueur de la chaine est peu étudiée dans l'interaction.
On peut citer deux exemples ou la protéine est incorporée a des films lipidiques
de différentes longueurs de chaine. L'adsorption de I'apocyt ¢ (cyt ¢ amputé de
son groupement heme), a des monocouches de PS de différentes longueurs de
chaine a montré plus d'interaction avec les lipides de plus courtes chaines (Pilon
et al., 1987). Cependant, Wilkinson er al. (1986) ont observé un effet contraire
pour le cyt b5 (protéine membranaire), dont l'interaction avec la PC, est de plus
en plus forte avec les lipides de plus longues chaines hydrocarbonées. Dans ce
dernier cas, l'augmentation de A[[ est appuyée par les mesures de
l'augmentation de la concentration interfaciale de la protéine dans les films

lipidiques a plus longues chaines.

L'incompatibilité entre ces deux résultats peut étre expliquée par les
hypotheses suivantes: (1) Dans le cas de la PS, on a ignoré l'influence de la
charge de la téte polaire sur l'interaction. (ii) Les mesures sont observées a des
pressions de surface initiales différentes: 20-35 mN/m dans le cas de la PS. et
0.1 mN/m dans le cas de la PC. Dans ce dernier cas, certaines PC se trouvent
dans un état physique expansé, alors que d'autres se présentent dans un état
condensé. (iii) Dans tous les cas de mélanges PC-cyt bs, la mesure de la
radioactivité interfaciale, prise a la seule pression de surface de 40 mN/m. n'a
pas été directe, mais déduite d'une seule mesure, prise sur les monocouches
déposées sur un substrat solide, par la technique LB. En fait, les mesures de A[]
sont prises 2 0.1 mN/m et l'incorporation de la protéine a cette pression ou a
40 mN/m, n'est probablement pas la méme, a cause de la différence entre |'état

physique de certaines PC étudiées. Par exemple, la DMPC, la DPPC et la
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DOPC sont fluides aux faibles pressions de surface. De plus. la protéine est

probablement éjectée du film lipidique aux pressions de surface élevées.

L'état physique, expansé-condensé, influencé par les parametres cités ci-
dessus. est souvent relié a I'ampleur de l'interaction lipide-protéine. Ainsi, dans
le cas de l'apocyt ¢ (Pilon et al., 1987) et du cyt ¢ (Morse Il et Deamer, 1973),
ce sont les lipides les plus insaturés (donc les plus expansés) qui montrent les
plus grandes augmentations de A[]. Dans le cas de lipide a transition de phase.
comme l'acide dimyristoylphosphatidylcholine (DMPA). le cyt ¢  est
préférentiellement réparti dans la phase expansée plutdt que dans la phase solide

(Peschke et Mohwald, 1987).
1. 5. 2. 2. Influence de la charge sur l'interaction

Puisque certains acides aminés d'une protéine globulaire sont chargés,
celle-ci porte une charge nette aux pH situés de part et d'autre du point
isoéléctrique. De telles protéines s'adsorbent fortement aux films lipidiques de
charge opposée. Ce type d'interaction dite électrostatique, est tres bien
démontré dans le cas du cyt ¢ et de son apoprotéine ol on a mis en évidence
une plus grande incorporation en présence des lipides chargés négativement,
comme la cardiolipine et la PS, plutoét qu'en présence des lipides neutres comme
la PC (Quinn et Dawson, 1969a, b; Morse II et Deamer. 1973; Teissie. 1981:
Pilon et al.,1987). Par exemple, la figure |, montre bien que la capacité de
pénétration du cyt ¢ dans le film lipidique est plus grande pour la cardiolipine
que pour la PC d'oeuf. De plus, en comprimant a des pressions de surface
relativement grandes, le cyt ¢ est désorbé des monocouches de lipide neutre, et
non des monocouches des lipides chargés négativement (Quinn et Dawson,

1969a, b).

Lorsque la protéine est chargée négativement, on note une interaction

électrostatique importante avec les lipides de charge positive. Un tel exemple
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est rapporté dans le cas de l'adsorption de l'insuline (hormone pancréatique
chargée négativement) a divers films lipidiques chargés ou neutres. Dans cette
étude, l'interaction maximale a lieu avec les lipides chargés positivement

(Kozarac et al., 1988).

Le caractere électrostatique de l'interaction peut étre mis en évidence en
variant le pH ou la concentration ionique de |la sous-phase. C'est aux pH ou la
protéine porte une charge nette, soit négative dans le cas de l'insuline. soit
positive dans le cas de I'apocyt ¢, que la plus grande interaction avec les lipides
chargés est détectée (Pilon er al., 1987; Kozarac et al.. 1988). Lorsque
I'interaction ne résulte pas d'une attraction électrostatique (par ex. a un pH ou
I'une ou l'autre composante est neutre, ou bien les deux sont chargées et de

méme signe), l'augmentation de A[] en fonction de []; est interprétée comme

une conséquence d'une interaction hydrophobe (Kozarac et al., 1988).

La force ionique de la sous-phase est ég.alement un. parametre utilisé pour
confirmer la nature électrostatique de l'interaction. Ainsi, l'adsorption du cytc
n'est pas modifiée par I'ajout de NaCl (1 M) dans la sous-phase. sous un tilm de
PC neutre (Quinn et Dawson 1969b). Par contre, lorsque le film lipidique est
chargé négativement, l'ajout de sel a grande concentration provoque une grande
diminution de l'adsorption de 'apocyt ¢ ou du cyt ¢ a la monocouche (Quinn et

Dawson, 1969; Pilon et al., 1987)
1. 5. 2. 3. Force de l'interaction et miscibilité dans les films lipide-protéine

Dans les sections précédentes, nous avons montré que l'adsorption de la
protéine, mesurée par I'augmentation de AJ] est la preuve de sa pénétration dans
la monocouche lipidique. Cependant, ce parametre (A[]) ne peut étre utilisé
pour quantifier, ni la concentration interfaciale de la protéine adsorbée (Verger
et Pattus, 1982; Wilkinson et al., 1986), ni son énergie d'interaction avec le

lipide (Morse II et Deamer, 1973). Ces deux quantités sont respectivement
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€valuées grace a la radioactivité de surface et I'application de I'équation de la
regle d'additivité (équation 1). En effet. en connaissant la concentration
interfaciale en protéine, on peut évaluer |'énergie d'interaction a partir des
courbes []-A des deux constituants car, tout comme le lipide, la protéine peut se
comporter comme une monocouche insoluble a l'interface air/eau, aux pressions
de surface inférieures a son collapse (MacRitchie, 1986: Norde. 1986).
L'évaluation d'un tel parameétre n'a de valeur que si les constituants sont
miscibles dans la monocouche mixte. Malheureusement. dans ce genre d'étude.
d'une part, le terme "interaction", souvent utilisé pour déterminer l'adsorption de
la protéine a une monocouche lipidique est impropre parce qu'il est plutdt
qualitatif que quantitatif et, d'autre part, la miscibilité dans le film mixte est

ignorée.

Récemment, Lamarche er al. (1988a. b) ont abordé la force d'interaction
d'une protéine adsorbée a une monocouche lipidique en utilisant une approche
plutdt dynamique que cinétique. Apres injection et homogénéisation du cyt ¢
sous une monocouche de PC 18:1, de Chla, ou de phéophytine a (Phé ).
comprimée a 20 mN/m, un ou plusieurs cycles expansion-compression ont pu
étre faits, afin d'étudier l'interaction entre les deux constituants. Ainsi, les
conclusions suivantes ont ét€é proposées: (i) Dans le cas des systemes Chla
-cytc ou Phé a -cytc¢, seule I'expansion initiale est suffisante pour incorporer
de fagon irréversible une quantité de protéine a la monocouche. Cette
interaction est qualifiée de forte puisque la protéine demeure fortement
stabilisée dans le film mixte -qui ne montre pas d'hystérese- lorsqu'il est soumis
a des cycles expansion-compression supplémentaires (Lamarche et al., 1988b).
(ii) Dans le cas du systeme PC 18:1-cyt ¢, l'incorporation de la protéine est
régie par la pression de surface. Apres plusieurs cycles expansion-compression.
allant de 30 mN/m a des pressions de surface graduellement inférieures a
8.5 mN/m, on a pu constater a chaque cycle supplémentaire, un accroissement

de l'incorporation du cyt ¢ entre O et 14 mN/m et une désorption de la protéine
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de la monocouche du mélange entre |4 et 20 mN/m. Au dela de 20 mN/m.
toute compression supplémentaire a servi a comprimer le film lipidique. Ce
résultat est en accord avec les travaux de Quinn et Dawson (1969b), montrant
que la pénétration du cyt ¢ dans une monocouche de PC d'oeuf, initialement
comprimée a une pression de surface de 20 mN/m est nulle. Cette incorporation
du cyt ¢ a une monocouche de PC 18:1 qui est réversible et qui dépend de la
pression de surface, est qualifiée d'interaction faible (Lamarche ¢r al., 1988a. b).
(1i1) Dans les systemes étudiés, l'interaction faible est expliquée par un caractere
hydrophobe, c'est-a-dire que l'incorporation de la protéine dans la monocouche
lipidique dépend de l'orientation des chaines grasses de la PC (LLamarche 1988:
[Lamarche et al., 1988a). Par contre. |'interaction forte est attribuée au caractere
polaire des deux constituants qui est expliquée par l'intervention des
groupements C=0 et Mg de la chlorophylle ¢ d'une part, et C=0O et N-H des

acides aminés de la protéihe d'autre part (Lamarche. 1988).

1. 5. 2. 4. Autres conséquences de 1'adsorption de la protéine sur le

comportement interfacial du film mixte

Bien que la technique utilisée dans le processus d'adsorption de la protéine a la
monocouche lipidique soit simple, elle présente des inconvénients: (i)
L'équilibre d'adsorption de la protéine peut prendre de longues périodes. allant
jusqu'a des heures ou méme des dizaines d'heures. Dans de telles conditions. on
ne peut éviter la dénaturation de la protéine (Graham et Phillips, 1979:
‘Wilkinson er al., 1986; Heckl er al., 1987), ainsi que son passage dans le
compartiment de référence, et ce, malgré l'installation d'une barriere au-dessous
du flotteur. Il en résulte une contre-pression qui fausserait la pression de
surface. (i1) L'évaluation de la concentration interfaciale de la protéine est
souvent déterminée par radioactivité de surface, qui reste de nos jours la
technique la plus efficace. Cependant, cette mesure est limitée puisque le

systeme détecte également la contribution des radiations (3 provenant d'une
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profondeur de 300 xzm sous la monocouche (Phiilips et Krebs. 1986: Krebs ¢r
al., 1983). Par exemple, on a démontré par radioactiviteé de surface que le cyt ¢
peut s'adsorber a une monocouche lipidique comprimée a 20 mN/m, sans y
pénétrer (c'est-a-dire sans modifier sa pression de surface) (Teissie, 1981). De
plus, l'augmentation continue de la radioactivité de surface, avant et apres |'état
d'équilibre. est la preuve de cette adsorption de la protéine a la monocouche
lipidique sans modification de sa pression de surface (Graham et Phillips,
1979a; Lamarche, 1988). Dans ces cas ol la fraction molaire protéique dans le
film mixte est imprécise. il est difficile de déterminer I'énergie d'interaction
entre les deux constituants. (iil) Dans ce genre d'étude. la miscibilité dans le
film mixte n'est pas prise en considération. En effet. il existe une concentration
critique en protéine au—déssus de laquelle il y aurait séparation de phases (voir

section 1. 5. 3. .).

1. 5. 3. Interaction lipide-protéine: épandage des molécules a l'interface

air/eau

Une membrane biologique comme celle du thylacoide est constituée -en
poids- de 50 % de lipides et 50 % de protéines. En considérant un poids
moléculaire moyen de 30 000 Da pour les protéines, et 800 Da pour les lipides.
cette membrane contiendrait seulement 2-3 molécules de protéine pour 100
molécules de lipide. En utilisant le méme principe pour diverses membranes
cellulaires, on a estimé que le rapport molaire protéine/lipide pourrait varier
entre 1/60 et 1/100 (Gennis, 1989). De telles valeurs. montrent que dans la
bicouche cellulaire, les protéines interagissent avec les lipides en tres faible
fraction molaire, soit de l'ordre de quelques unités pour cent. Puisque les
protéines peuvent former une monocouche insoluble et stable a l'interface
air/eau, il est possible de les mélanger dans une monocouche lipidique, a partir
d'une solution d'épandage. Une telle méthodologie offre l'avantage d'étudier

I'interaction lipide-protéine aux fractions molaires désirées. notamment celle
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existant in vivo, une condition expérimentale qu'on ne peut réaliser si la
protéine est adsorbée a partir de la sous-phase (voir section 1. 5. 2). Les
résultats sont généralement analysés selon les regles conventionnelles
appliquées aux mélanges de lipides: soit la regle d'additivité, I'évaluation de
I'énergie libre en exces du mélange, et la regle des phases en deux dimensions.
La formation du film mixte peut se faire, soit en mélangeant les deux
constituants en solution (MacRitchie, 1986; Maget-Dana er al., 1989), soit en
les étalant a I'interface ['un apres l'autre, s'ils ne sont pas solubles dans le niéme
solvant (Chin et Brody, 1976; Davies et al., 1984 Fidelio et al., 1984; Taneva
et al., 1984; Heckl et Mohwald, 1987: Heckl et «l., 1987).

1. 5. 3. 1. Miscibilité dans les films mixtes lipide-protéine

La miscibilité est l'un des objectifs visés dans |'étude des monocouches
mixtes. L'interaction entre deux especes moléculaires ne peut étre prise en
considération si Celleé—ci forment des phases- séparées. -=Parmi les criteres’
utilisés dans la recherche de la miscibilité, notons I'étude du collapse du
mélange. L'existence de deux collapses dans les films mixtes est attribuée a la
non miscibilité dans les mélanges (Gaines, 1966; Gabrielli et al., 1981: Fidelio
et al., 1987). Ainsi, en étudiant I'interaction dans les systemes lipide-protéine,
Fidelio et coll. ont constaté |'existence d'une concentration critique en protéine.
au-dessus de laquelle les courbes [[-A des mélanges présentent deux collapses.
Cette concentration critique est définie comme le seuil de miscibilité. au-dessus

duquel, il y a séparation de phases (Fidelio et al., 1984, 1986. 1987).
1. 5. 3. 2. Parametres qui influencent I'interaction

Comme la technique d'adsorption de la prot€ine de la sous-phase a une
monocouche lipidique est la plus connue et la plus utilisée (MacRitchie, 1986:
Norde, 1986), l'influence de divers parametres sur l'interaction lipide-protéine

est largement explorée. Cependant, ce n'est que récemment que la technique de
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mélange lipide-protéine a l'interface commence a prendre de la popularité.
Donc. les travaux qui montrent l'influence des différents parametres sur

|I'interaction sont encore restreints.
1. 5. 3. 2. 1. Influence de I'état physique du lipide

L'état physique du film lipidique est l'un des parametres qui affectent
I'incorporation de la protéine. Ainsi, I'étude de ['interaction de diverses
protéines. hydrosolubles ou membranaires, avec plusieurs lipides a monocouche
condensée ou expansée, a clairement démontré que la protéine est mieux
solubilisée dans les films lipidiques dont I'isotherme est expansée. ou dans la
phase fluide s'il s'agit de lipides a transition de phase (Fidelio e ul., 1986: Heckl
et al., 1985a, 1985b; Heckl et Mohwald, 1987; Heckl et al., 1987). De plus. ces
résultats sont appuyés par ['observation au microscope électronique a
transmission de monocouches mixtes (lipide-protéine) qui a montré que les
films sont homogénes lorsque I'état physique du lipide est expansé, mais

forment des phases séparées si le lipide est condensé (Cornell et Carroll, 1985).
1. 5. 3. 2. 2. Influence d'autres parametres

La complexité de la téte polaire est un autre parametre rapporté dans
I'interaction lipide-protéine. En utilisant plusieurs lipides, Fidelio et al. (1984,
1986) ont montré que le seuil de miscibilité ainsi que la valeur absolue de
l'énergie libre d'interaction (AGmlIl qui est négative), augmentent avec la

complexité de la téte polaire du lipide.

Jusqu'a présent, l'effet de la charge sur l'interaction est encore inexploré.
Une telle étude serait d'un grand intérét puisque la couche interne de la

membrane biologique est chargée négativement.
1. 6. But de notre travail

Notre objectif est d'étudier les interactions lipide-lipide et lipide-protéine
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par une méme methodologie, soit celle de ['épandage de deux constituants pris
séparément, soit celle de leur mélange a l'interface air/eau. Ainsi, la miscibilité
et l'interaction peuvent étre évaluées de facon quantitative pour les deux
systtmes. A la lumiere des travaux présentés ci-dessus, dans le cadre de la
revue de la littérature concernant les études classiques faites sur l'interaction
lipide-protéine. ou les molécules protéiques sont adsorbées a partir de la sous-
phase, nous nous sommes rendus compte d'un certain nombre d'inconvénients
reliés a cette technique. Ftant donné la différence énorme entre les poids
moléculaires des lipides et des protéines, I'un de ces inconvénients est |'absence
de contrdle quantitatif de l'incorporation de la protéine a la monocouche
lipidique, probleme qui peut conduire a une séparation de phase dans un
systeme ou la majeure partie de la monocouche est occupée par la protéine. En
effet, la reconstitution membranaire ou les études qui visent a comparer les
interactions lipide-protéine dans un systeme modele, doivent tenir compte du
fait que, in vivo une membrane biologique contient treés peu de protéines en
terme de fraction molaire. Et bien que plusieurs études aient montré que la
membrane biologique puisse contenir des microdomaines lipidiques et
protéiques. la séparation de phase macroscopique causée par l'exces de protéine
dans une monocouche mixte lipide-protéine, rend difficile la comparaison d'un
tel modele avec la membrane cellulaire. Cependant. malgré I'éventuelle
repérsentation excessive de la protéine dans les systémes mixtes rapportés
antérieurement, beaucoup de travaux ont montré l'affinité préférentielle de la
protéine a certaines propriétés du lipide, comme par exemple la charge de la téte
polaire ou l'état physique influencé par le degré d'insaturation de la chaine

grasse.

Dans le cadre de l'interaction lipide-lipide, nous nous proposons d'étudier
le systtme Chla -plastoquinone 3 et Chla -plastoquinone 9. Ce dernier
systeme binaire est fort important a titre de systéme biomimétique car il agit

probablement comme |'accepteur primaire d'électron dans la chaine de transfert
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d'électrons photosynthétique.

Les propriétés interfaciales des protéines en monocouche sont souvent
rapportées dans des conditions dénaturantes. Comme ces molécules complexes
forment des monocouches tres peu stables a I'interface air/eau, on a souvent
negligé de tenir compte de tous les parametres qui peuvent influencer la stabilité
de ces monocouches. Dans un premier temps, on se propose de caractériser les
monocouches stables de cyt ¢ et cytf. Cette étape est trés importante puisque.
contrairement aux études d'adsorption d'une protéine a une monocouche
lipidique, I'étude thermodynamique des mélanges lipide-protéine a l'interface
air/eau, ne peut avoir une crédibilité quantitative que si les isothermes []-A et
AV-A des constituants purs représentent celles ou la totalité de leurs molécules
est prise en considération. Puisqu'll est essentiel de travailler avec une protéine
native, nous comparerons ses isothermes avec celles de la protéine dénaturée au
préalable. Cela nous aidera a déterminer si la protéine incorporée' dans le
systéme mixte qu'on se propose d'étudier est affectée ou non par la dénaturation

de surface.

L'étape suivante concerne la miscibilité et ['interaction de ces protéines
avec certains lipides. Deux groupes de lipides sont choisis, d'une part, les
lipides membranaires tels que la Chla et le MGDG, et d'autre part, les
phospholipides dont la DOPC, la DSPC et la DOPS. Ces derniers étant des
lipides synthétiques ils ont fait l'objet d'une multitude de travaux sur les modeles
membranaires, a cause de la diversité de leur téte polaire et de leur chaine
d'acide gras. Ainsi, pour la PC on peut étudier |'influence de ['état physique du
film lipidique par le choix de sa chaine grasse, soit insaturée donnant un film
fluide (DOPC), soit saturée donnant un film de type gel (DSPC). Par ailleurs,
on peut étudier l'effet de la charge de la téte polaire du lipide par l'ajout d'ions
calcium dans la sous-phase, qui, dans le cas de la DOPS provoquent la

neutralisation de sa charge.
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2. Matériels et méthodes
2. 1. Matériels

Les lipides utilisés (Tableau 2) sont la Chl a, les plastoquinones 3 et 9,
et le MGDG comme constituants de la membrane photosynthétique d'une
part, et les phospholipides, l'un chargé, les autres neutres, comme
constituants de toute membrane biologique. La Chl a est extraite et
purifiée a partir de feuilles d'orge ou d'épinard selon la méthode décrite par
Omata et Murata (1980). Le MGDG est également extrait et purifié dans
notre laboratoire par la méthede de chromatographie liquide a haute
performance décrite par Gallant et Leblanc (1991). Le pourcentage des
chaines grasses indiqué en appendice au Tableau 2 est déterminé par
chromatographie en phase gazeuse. Les plastoquinones 3 et 9 gracieusement
fournies par la compagnie Hoffman LaRoche (Basle, Switzerland), se sont
avérées légerement contaminées. Elles ont par-conséquent nécessité une
purification par chromatographie sur couche mince (voir ci-dessous). Les
autres phospholipides (Tableau 2), achetés aux compagnies SIGMA
Chemicals Co. (St. Louis, MO) et AVANTI Polar Lipids Inc. (Birmingham,
AL), et dont la pureté a été analysée par chromatographie sur couche mince
et par chromatographie en phase gazeuse, n'ont révélé aucun indice

d'impureté.

Les protéines utilisées sont les cyt ¢ (type VI) et f, achetées a la
compagnie SIGMA Chemicals Co. (St. Louis, MO), le premier d'origine
animale (extrait du coeur de cheval) et le second d'origine végétale (extrait
de navet). Le cytc qui contient 4.5 % d'eau en poids, et dont le poids
moléculaire est de 12 384 daltons, est recu sous forme de poudre en lots

de 100 mg, tandis que le cytf dont le poids moléculaire est de 29 100
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Daltons (Gray, 1978), est obtenu en lots de 5 mg, chacun dans une solution

de tampon phosphate de sodium (20 mM, pH: 7.5). Le degré de pureté de la

Tableau 2. Lipides utilisés.

Lipide Poids moléculaire Origine
g/mol
DOPC (C . )* 785 AVANTI
DOPS (Cjg. )™ P 831.98 AVANTI
DSPC (Cig.0)™ © 790.2 SIGMA
Chl a 893.54 Extraite et purifiée dans notre
laboratoire
MGDGY 778.98 Extrait et purifié dans notre
laboratoire
PQ 3 337 Gracieuseté de Hoffman
LaRoche
PQ 9 748 Gracieuseté de Hoffman

LaRoche

a:  Les chiffres entre parcnthéses indiquent Ic nombre de carbone ct celui de doubles

liaisons dans la chaine aliphaligue.

b:  Seul lipide qui porte unc charge négalive sur son groupcment polaire.

¢ Scul lipide solubilisé dans un mélange hexanc:éthanol (9:1, viv), tous les autlres

lipides sont solubilisés dans Ic benzeénc.

d; L'analysc des chaines d'acides gras par chromatographic cn phasc gazcusc a donné la
& & c

composition lipidique suivante: Cyp.0 (4.8 %), Cig.q (3.4 %), C1g.2 (11.4 %) el

Cig:3 (80.2 %).

protéine a été évalué par électrophoreése sur gel de polyacrylamide en

présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). L'analyse par densitométrie a

montré par la présence d'une seule bande, l'absence de toute impureté. Tel

que souligné dans le chapitre 1, le cyt f est obtenu en absence de sa portion
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hydrophobe qui permet de le fixer dans la membrane du thylacoide, si bien
qu'en solution aqueuse, 1l ne s'agrege pas el reste donc a I'élat monomere
(Willey et al., 1984). Pour les deux cyt, le solvant d'épandage consiste en

un mélange éthanol:eau, 2:1 (v:v).

Avant utilisation, tous ces produits sont conservés dans un congélateur
4 une température de -135 °C dans des contenants hermétiquement fermés,
sous atmosphére d'argon. Apres chacune des expériences en monocouche,
I'échantillon puisé a partir de ces stocks et mis en solution dans le solvant
approprié et remis a une température de -20 °C, et ce, pendant toute la durée

d'utilisation qui est de 24 a 48 heures.
2. 2. Méthodes

Puisque les techniques de chimie de surface sont trés sensibles aux
impuretés, toutes les substances utilisées a cette fin, incluant les solvants
d'épandage, ainsi que l'eau et les sels constituant le substrat de la
monocouche, doivent étre d'un haut degré de pureté. De plus, tout objet
destiné a étre en contact avec ces produits, notamment la verrerie, la cuve
Langmuir et le matériel chromatographique, doit étre d'une propreté

extréme.
2. 2. 1. Nettoyage de la verrerie

Toute la verrerie est nettoyée selon la méme méthode. Les cellules et
les lames de quartz utilisées pour la mesure des spectres d'absorption sont
trempés dans l'acide sulfochromique pendant quelques jours, tandis que les
autres éléments (béchers, tubes, pipettes Pasteur, fioles, seringues, etc...)
sont trempés pendant quelques heures dans I'acide sulfurique. La premiére

étape consiste a solubiliser un sachet de Nochromix (Godax Laboratories
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Inc., New York, N. Y.) dans quatre litres d'acide sulfurique. La solution
initialement trouble est gardée au repos pendant la nuit jusqu'a obtention
d'un état limpide. Elle est ensuite versée dans les éléments a nettoyer.
L'étape suivante consiste a rincer les éléments 10 fois a l'eau de robinet et
10 fois a I'eau filtrée (voir purification de I'eau), puis, ils sont remplis ou
trempés dans une solution de NaOH a un pH d'environ 12 et ce, afin de
neutraliser les traces d'acide. La vaisselle est ensuite rincée, 10 fois a I'eau
de robinet, 10 fois a I'eau filtrée et 3 fois a I'eau bidistillée, puis séchée
(couverte de papier aluminium) dans une étuve a 70 °C. Finalement, la
verrerie est rangée dans une armoire a I'abri de la poussiere et de I'humidité,
les fioles sont remplies d'argon et fermées a I'aide de capuchons
préalablement nettoyés, alors que les autres éléments sont tout simplement

enfermés dans un emballage en plastique.
2. 2. 2. Distillation des solvants organiques

Chaque solvant organique est distillé dans un systeme approprié. Pour
s'assurer de leur pureté, on a utilis€ deux tests. Le premier consiste a
évaporer 5 ml jusqu'a un volume résiduel de 100 yl dont I'évaporation a sec
et la pesée dans une cupule a l'aide d'une électrobalance devrait donner un
poids nul a l'erreur expérimentale prés. Le second consiste a tremper cette
méme cupule -ayant servi au premier test- dans 100 a 200 pl de solvant
organique, la solution ainsi préparée est déposée a l'interface air/eau afin de
détecter s'il y a ou non des substances tensio-actives tel que décrit dans la

section suivante.

2. 2. 3. Purification de l'eau et des sels

Le substrat ou sous-phase sur lequel on répand les monocouches est

constitué d'un tampon phosphate, Tris seul, ou Tris additionné de sel



(voir Tableau 3).

Tableau 3. Caractéristiques des diflérentes sous-phases utilisées.

Nature de la sous-

Origine du sel

Concentration et pH

phase (Compagnie)
Tampon phosphate ACP 10-3 M, pH: 8
Tampon Tris-HCI SIGMA 10-3 M, pH: 8
Tampon Tris-HCI NaCl: Tris-HCI: 10-3 M, NaCl:
+ NaCl SIGMA 0.124 M, pH: 8
Tampon Tris- CaCly: Tris-HCI: 10-3 M,
HCI + CaCl» SIGMA CaCl~»: 103 a 102 M,

pH: 8

2. 2. 3. 1. Purification de I'eau

37

La procédure de purification de I'eau consiste eén deux étapes. L'eau

provenant du réseau hydraulique de la ville est d'abord passée a travers un

systeme Nanopore (Sybron - Barnstead, Boston, MA) a quatre filtres. Le

premier élimine la matiere organique, les deux suivants retiennent les ions,

et le quatrieme élimine les particules dont la section dépasse 0.2 ym. L'eau

ainsi filtrée, ayant une résistivité de l'ordre de 18 MS2.cm (ce qui correspond

a 3 X 10-3 particules de NaCl par million), est ensuite distillée deux fois

dans un systeme en quartz (modele Bi-18, Quartzschmelze GMBH,

Allemagne de ['Ouest). Apres distillation, cette eau pure dont la tension

superficielle est de 71.0 = 0.5 mN/m, mesure déterminée par la méthode de

Nouy, est récupérée dans des bouteilles en verre propres, avant d'étre

utilisée a la préparation de la sous-phase dans les 24 heures qui suivent.
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2. 2. 3. 2. Purification des sels de la sous-phase

Souvent, pour les monocouches, le substrat sur lequel on étale le film
est un tampon ou une solution de sel de force ionique parfois relativement
élevée. Le degré de pureté de 99 % et plus, attribué par les compagnies a
ces sels est toutefois insuffisant pour leur utilisation sans purification
supplémentaire puisque nous y avons détecté la présence de substances
tensio-actives en quantité substantielle. De tels surfactants peuvent fausser
les mesures des parametres physiques d'une monocouche de molécules

pures ou en mélange.

Les impuretés de I'eau et des sels de la sous-phase ont ét€ détectées par
des mesures de la tension superficielle, dont les valeurs sont comparées
avec les valeurs standards rapportées dans le "CRC Handbook of Chemistry
and Physics, 670 edition, 1986-1987". Une autre technique souvent
utilisée, consiste a comprimer la su‘rfa.ce "propre" de la cu‘ve, et mesurer
dans les mémes conditions qu'en présence d'une monocouche, les
parametres physiques tels que la pression et le potentiel de surface s'il y a
lieu. Ce test qu'on peut appeler "test blanc a compression lente" (c'est-a-
dire lorsque la barriere mobile est entrainée a la vitesse d'une expérience
normale), peut s'appliquer également dans la détection des impuretés dans
les solvants organiques ou dans le produit de nettoyage du gel de silice

d'une plaque a chromatographie sur couche mince.

Un autre test que nous avons mis au point et qu'on peut appeler "test
blanc a compression rapide" s'est avéré plus sensible et plus efficace
puisqu'il détecte des impuretés la ou le test précédent n'en montre pas. La
méthode consiste a balayer par un mouvement rapide de la barrieére mobile

de Teflon, la surface de la cuve jusqu'a 1 ou 2cm du flotteur afin de
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détecter s'il y a lieu -par le moyen du détecteur de pression de surface (voir
plus loin)- la présence de substances tensio-actives. Pour ce faire, 30
minutes apres avoir rempli la cuve de Langmuir avec de l'eau pure ou un
tampon, un balayage rapide et une premiere mesure de pression de surface,
sont suivis du nettoyage de la surface a l'aide d'une pipette Pasteur reliée a
un systeme a succion a vide. Cette opération est ensuite répétée toutes les
30 minutes sur une période de 4 heures, temps requis pour certaines de nos
expériences. Apres la premiere compression, des pressions de surface de 10
a 20 mN/m pour I'eau pure et le tampon Tris, et de 20 a 30 mN/m pour le
tampon phosphate et la solution de NaCl (10-3 mol.l-1), ont été détectées.
Apres les compressions subséquentes, on note encore des pressions de
surface de 10 mN/m et plus pour les phosphates et le NaCl, mais seulement
de I'ordre de 0 @ 2 mN/m pour le Tris et I'eau pure. Par conséquent, nous
avons jugé nécessaire de purifier les sels de phosphate et de chlorure de
sodium. De plus, dans le cas ou le balayage de la surface de I'eau pure, a la
vitesse de 2 cm/minute, n'a révélé aucun signal de pression de surface, la
recompression rapide sur cette méme surface non nettoyée, a donné une
pression de 16 mN/m. Cette différence peut s'expliquer par le fait que les
impuretés tensio-actives provenant de la sous-phase pourraient avoir une
pression de collapse tres faible -non détectable par notre systeme de
mesure- si bien que celles-ci se désorbent continuellement dans la sous-
phase. Ceci est justifié par le fait que, lorsqu'on arréte la barriere apres
compression rapide et détection d'une certaine pression de surface, celle-ci
chute 2 O mN/m en tres peu de temps. Malgré que ces impuretés ne donnent
pas de pression de surface stable, leur adsorption a une monocouche de
molécules pures ou en mélange peut fausser de facon significative les
mesures de ces parametres physiques, surtout aux pressions de surface

relativement faibles. C'est pourquoi, il est nécessaire qu'en monocouche, le
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substrat soit extrémement propre.
2. 2. 3. 2. 1. Purification des sels de phosphate

Le phosphate monobasique €tant utilis€ en faible quantité ou remplacé
par l'acide chlorhydrique pour l'ajustement du pH, seul le phosphate
dibasique (Na,HPO,) est concerné par cette purification. Pour ce faire,
dans un bécher, 100 g de sel couvert par 200 ml de chloroforme ont été
agités pendant 15 minutes a 'aide d'un agitateur magnétique. On a ensuite
laissé reposer pendant 5 minutes avant de décanter le chloroforme, grace a
une pipette Pasteur reliée a une pompe a vide. L'opération est réitérée six
fois, ensuite le sel est séché sous vide, puis stocké a sec ou en solution

aqueuse.
2. 2. 3. 2. 2. Purification du chlorure de sodium (NaCl)

Parmi les techniques essayées a cette fin (cf. Lamarche, 1988), la plus
efficace que nous avons choisie, est le lavage au chloroforme. Dans une
ampoule a décantation, on verse | litre d'eau distillée saturée en sel (environ
280 g/1), puis 200 ml de chloroforme. On agite manuellement pendant une
ou deux minutes afin de permettre au chloroforme de dissoudre les
impuretés.  Aprés 15 minutes de repos, on distingue deux phases
completement séparées: en haut, la solution de sel et en bas, le chloroforme
avec les impuretés concentrées a l'interface, qu'on €élimine facilement par
écoulement de la phase chloroformique. L'opération est répétée cinq fois,

ensuite on porte la solution saline a ébullition pendant |5 minutes afin de se

débarrasser du chloroforme résiduel et du complexe azéotrope, CHCI5 :
H->O, dont le point d'ébullition est de 56.1 °C. Cette solution dont la

concentration est déterminée par l'indice de réfraction grace a un
réfractometre (modele ABBE-3L, BAUSCH & LOMB Inc., New York,
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NY). est ensuite conservée dans une bouteille propre a température

ambiante.
2. 2. 4. Pureté des molécules utilisées en monocouche
2. 2. 4. 1. Pureté de la chlorophylle a

L'extraction, la purification et les tests de pureté de la Chl @ ont été
réalisés dans nos laboratoires par M. Gaétan Munger d'apres la méthode
décrite par Omata et Murata (1980). Utilisant des plaques GF (GF,
Analtech, Mandel Sci. Copy, ON) et un solvant de migration composé d'un

mélange hexane:acétone 7:3 (v:v), la chlorophylle @ donne une seule tache.

dont le Ry est de 0.43. Les autres especes qui pourraient I'accompagner sont

la Chl ¢' et la phéophytine a ayant un Ry respectif de 0.45 et de 0.50. Un

autre critere permettant de juger de la pureté de la Chla est sa courbe de
pression de surface en fonction de l'aire moléculaire. Plusieurs tests
chromatographiques ont permis de constater que la Chl @ pure donne, a

20 mN/m, une aire moléculaire de 93.5 + 3.5 A2/molécule.
2. 2. 4.2, Purification des autres lipides

Puisque les tests chromatographiques n'ont pas révélé d'impuretés, les
phospholipides sont utilisés sans purification préalable. Par contre, les
plastoquinones (PQ) 9 et surtout 3, plus contaminées ont nécessité avant
leur utilisation une purification telle que rapportée par Guay et Leblanc
(1987). Cette purification utilise la méthode de chromatographie sur couche
mince. Les plaques utilisées a cette fin sont des plaques de silice (GF,
Analtech, Mandel Sci. Copy, ON) de 25 X 25 cm?2, dont ['adsorbant est une
couche de silice de 0.25 mm d'épaisseur. Pour éliminer toute trace de

substances tensio-actives, les plaques sont d'abord nettoyées dans un
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mélange méthanol:chloroforme 1:1 (v:v) pendant au moins deux jours, puis
activées dans une étuve a 100 °C pendant 4 heures. A ce stade, elles
peuvent étre entreposées dans une chambre a migration, dont le fond est
couvert par un produit dessicant et ce, pendant toute la durée précédant leur
utilisation. Immédiatement avant utilisation, les plaques sont remises a
100 °C pendant 15 minutes. Pour chaque purification, environ 3 mg de PQ
sont solubilisés dans du benzéne a une concentration de I'ordre de 3.10-2 M.
A une distance de un cm de chaque bord latéral et a un cm du bas de la
plaque, on dépose environ 12 "spots", contenant chacun au maximum
200 ug de PQ. Ces spots dont le diametre ne dépasse pas 3 mm sont
espacés d'environ 1 cm. Cette opération ainsi que toutes celles qui suivent
sont achevées sous atmosphere d'argon. De méme pour les solvants, ils sont
saturés d'argon, par barbottage a I'aide d'une pipette Pasteur, 3 a 5 minutes
avant le début de l'expérience. Apres déposition, la plaque est ensuite mise
dans une chambre 2 migration dont le fond est recouvert de chloroforme.
Celle-ci, est également saturée de vapeurs de chloroforme, a I'aide d'un
papier filtre couvrant ses parois internes. La chambre doit étre saturée
d'argon et la surface libre du chloroforme doit étre en-dessous de "la ligne
des spots" de quinone afin d'éviter toute perte de molécules dans le solvant.
LL.a migration du chloroforme vers le haut de la plaque entraine également
les molécules déposées qui seront séparées les unes des autres selon leur
affinité pour I'adsorbant et le solvant utilisés. Dans ces conditions, la nature
de chaque produit sera caractérisée par son Ry qui représente le rapport
entre sa vitesse de migration et celle du solvant. La migration est arrétée
lorsque le front du solvant atteint une distance approximative de 4 cm du
bord supérieur de la couche de silice. Il n'est pas nécessaire d'utiliser de

révélateur pour visualiser la quinone, identifiable par sa couleur jaune. Le
Ry de la PQ3 et de la PQ9 sont respectivement de 0.82 et de 0.87, valeurs
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comparables a celles de 0.85 et de 0.9 rapportées par Guay et Leblanc
(1987). La bande de silice ou se situe la quinone est grattée et récupérée
dans un tube a centrifugation contenant environ 10 ml de chloroforme.
Parallelement et dans les mémes conditions, a partir d'une plaque propre,
une bande de silice d'emplacement identique est également grattée et

servira comme expérience de contrOle (test blanc).

Une centrifugation de 10 minutes est nécessaire. Nous avons utilisé
une centrifugeuse de laboratoire (modele Sorval RC 5, de la compagnie
Dupont) a une vitesse de 8 000 g. Le surnageant est récupéré et évaporé a
sec sous vide. La plastoquinone ainsi purifiée est solubilisée dans 200 ul de
benzéne, puis évaporée goutte-a-goutte dans une cupule a peser, sous une
atmosphere d'azote ou d'argon. [.a quinone pesée sous vide grace a une
électrobalance (modele RG 2 000, Ventron Instrument Corp., CA) est

immédiatement utilisée pour les expériences de monocouche.

Afin de réaliser le test blanc visant a déterminer la présence ou non de
substances tensio-actives dans les plaques de silice propres, la bande de
silice grattée subit le méme traitement que celle ot logeait la quinone.
Apres évaporation du surnageant a sec, sa pesée n'a jamais donné€ de valeurs
supérieures a 6 ug, une valeur comparable a I'erreur expérimentale de
lecture sur I'électrobalance, soit 5 pug. De plus, aprés épandage de
I'échantillon a l'interface air/eau, le balayage rapide de la surface apres
évaporation du solvant n'a pas permis de détecter de pression de surface.
Ces mémes tests de controle ont été appliqués sur les solvants organiques

distillés.
2. 2. 4. 3. Pureté des protéines

Les cyt ¢ et f sont utilisés sans autre purification. Comme mentionné
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auparavant, l'absence d'impuretés est vérifiée par électrophorése. Par
ailleurs, les échantillons puisés dans les stocks des deux protéines ont donné
des isothermes []-A et AV-A trés stables et tres reproductibles aussi

longtemps qu'ils sont conservés a -20 °C ou -135°C.
2.3. Technique de fabrication d'une monocouche a l'interface air/eau
2. 3. 1. Mesure de la pression de surface ([])

L'épandage de molécules lipidiques amphiphiles dissoutes dans un
solvant approprié€, sur une surface propre d'eau ou de tampon conduit a la
formation d'une monocouche insoluble. En comprimant la monocouche
grace a une barriere mobile, on est amené a diminuer |a surface occupée par
chaque molécule. Ainsi, la monocouche initialement répandue dans un état
expansé, sera condensée en une structure 2-D ordonnée. Progressivement,
les molécules seront orientées, la partie polaire ou hydrophile dans I'eau, et
la partie non polaire ou hydrophobe, généralement une chaine
hydrocarbonée, dans l'air. Simultanément, une pression mesurable exercée
par la monocouche est détectée par un systeéme de mesure approprié. Cette
pression qu'exercent les molécules les unes sur les autres dans la
monocouche et qu'on compare a la pression latérale dans les membranes
biologiques (Verger et Pattus, 1982), est appelée pression de surface, une
quantité physique rendue mesurable a I'aide d'un bassin congu par Irving

Langmuir et connu sous le nom de "Cuve de Langmuir" (Fig. 3).

La surface intérieure de la cuve est entierement recouverte par un
Teflon hydrophobe dont la propreté est régulierement entretenue. Les cuves
utilisées dans cette étude sont de 50.00 x 14.03 x 1.50 cm3 et 40.80 x
14.73 x 1.00 cm3, et reposent chacune sur une table antivibration en granite,

stabilisée grace a quatre coussins pneumatiques. Par I'intermédiaire d'un
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flotteur mobile en mica relié aux deux bords de la cuve par deux feuilles de
Teflon, la surface de la cuve est subdivisée en deux compartiments: un
compartiment A, dont la surface demeure intacte et un compartiment B situé

entre le flotteur de mica et la barrieére mobile (Fig. 3), ol la monocouche est

Fig. 3. Schéma dc la cuve de Langmuir. Les détails sont donnés dans le lexle.

préparée. L'ensemble du systeme: fnoteur entrainant la barriére mobile
(lecture de l'aire moléculaire) d'une part, et lI'ensemble de détection de la
pression de surface d'autre part, est reli€ & un ordinateur qui permet
d'enregistrer et de stocker les données. Le flotteur de mica est relié a un
systéme de mesure constituant la balance de force de Langmuir, dont la

calibration fréquente est indispensable pour établir sa sensibilité. Les
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détails de la balance de force de Langmuir sont représentés a la figure 4. Le
flotteur de 8 mm de largeur est traversé par une fourche métallique dont
I'extrémité supérieure constitue une barre rigide en forme de T. Cette barre
dont la partie horizontale est solidement fixée en son milieu a un fil de
torsion, porte a l'une de ses extrémités un petit plateau, servant a
I'étalonnage du balancier a l'aide de masses variant entre 50 et 2 000 mg
"dans le but de déterminer sa sensibilité. L'autre extrémité est attachée par
un fil en Nylon, a un petit cylindre métallique a déplacements verticaux
libres, a travers un solénoide (Hewlett-Packard, modele 7 DLDT, Kirkland,
Montréal). Ce dernier transmet un signal électrique a un analyseur (Solid
State Channelizer CML-1, Balley Instument Inc., Montréal), puis a un
enregistreur X-Y (Tracan Electronics Corp., modele MFE 815M, Montréal).
Ainsi, toute force exercée sur le flotteur provoque son déplacement
horizontal a lé surface de l'eau, déplacement mesuré par le biais du
balancier et par le mouvement vertical du cylindre métallique a travers le
solénoide. Il en résulte un signal électrique exprimé en volts sur un
multimetre, proportionnel a la force exercée sur le flotteur. Cette force

qu'on appelle pression de surface, est exprimée par |'équation suivante:
M=vo- v (3)
ou [T, v, et v, exprimées en mN/m, sont respectivement la pression de

surface, la tension superficielle de l'eau pure (section A de la cuve) et la
tension superficielle de la section B. La sensibilit¢, S en mN/m.V, du
balancier de Langmuir est déterminée par ['étalonnage quotidien du
transducteur. Ceci nous permet de tracer la courbe de [a masse (en gramme)
appliquée sur le plateau du balancier de Langmuir (Fig. 4) en fonction du
signal (en volts) développé par le transducteur linéaire. Cette courbe est

une droite dont la pente est reliée a la sensibilit¢ S. L'expression qui
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représente cette proportionnalité est la suivante (Gaines, 1966):

S:pngLh
LVXLf

(4)

ol p est la pente de la courbe de calibration, g la constante de gravité, 1 la

longueur du bras horizontal de la tige en T (la portion qui porte le plateau de

Fig. 4. Vue de profil de la balance de force de Langmuir. La cuve cst remplic d'cau ou
d'un tampon constituant la sous-phase (1) dont la surface est subdivisée par lc flotteur (2)
en deux compartiments: A ct B. Compte tenu du flotteur, les autres éléments du
balancier de Langmuir sont les suivants: la [ourche métallique (4), la tige en T (5), le lil
de torsion (6), le plateau de calibration (7), le il en Nylon (8), ct le transducteur lindaire
(9). Le systeme de mesurc du potentiel de surface consisle en une ¢lectrode en platine
(10) et une électrode radioactive (11). Les fleches indiquent les vores de connexion 2 un

multimetre.

calibration), L la hauteur de la tige en T (c'est-a-dire la distance du point

ou la tige est attachée au fil de torsion a la surface de I'eau), et L la

longueur effective du flotteur. Celle-ci est égale a la moitié de la somme de
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la longueur réelle du flotteur et de la largeur de la cuve (Fig. 4).

Les mesures obtenues grace a la balance de Langmuir permettent de
tracer une isotherme de la pression de surface ([] en mN/m) en fonction de
l'aire moléculaire (A en A>/molécule). L'isotherme traduit une propriété
physique spécifique a chaque substance amphiphile, et offre des
informations précieuses quant a I'orientation et a l'interaction des molécules

dans une monocouche.
2. 3. 2. Mesure du potentiel de surface (AV)

Paralielement aux mesures []-A, on a aussi exploré les propriétés
électriques de la monocouche grace aux mesures du potentiel de surface

(AV) en fonction de I'aire moléculaire.

L'interface air/eau est assimilée a un condensateur plan dont les
plaques paralleles sont I'air et la phase sous-jacente (I'eau). A l'aide de deux
électrodes, I'une dans l'eau et l'autre dans l'air (Fig. 4), une différence de
tension peut étre détectée a travers l'interface. Le potentiel de surface d'une
monocouche, mesuré en millivolts, est défini comme étant la variation du
potentiel a travers l'interface entre l'air et I'eau, apres introduction de Ia

monocouche. Il est représenté par |'expression suivante:
AV =V, -V (5)

oli Vy est la différence de tension mesurée en |'absence de la monocouche
par rapport a une électrode de référence (Fig. 4), tandis que V; est celle en
présence de la monocouche. Pour mesurer cette quantité, les deux
électrodes connectées a un multimetre sont placées de telle sorte qu'une
électrode en platine servant de référence soit plongée dans le compartiment

A, et que J'autre électrode radioactive, soit positionnée a une distance de 2
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ou 3 mm de la surface de I'eau dans le compartiment B ot la monocouche
est étendue (Fig. 4). La source radioactive est de I'américium A24! (20 pci,
Nuclear Radiation Development, NY) qui ionise l'air par émission a tout
pres de la surface de l'eau ce qui permet de créer une différence de tension

entre les deux €électrodes.

L'interprétation quantitative du potentiel de surface d'une monocouche
est difficile quand il s'agit de l'attribuer a des molécules individuelles
(Gaines, 1966). Toutefois, comme ce parametre physique dépend de la
densité des molécules, aussi bien que de leur orientation dans le film, le
résultat est exprimé selon I'équation de Helmholtz (Schulman et Hughes,

1932; Olivera et al., 1989), en fonction du moment dipolaire de la molécule:
AV =4 [np | (6)

ol n est le nombre de molécules adsorbées par unité de surface et j |, le

moment dipolaire dans la direction perpendiculaire a l'interface. Si on

considere l'aire occupée par molécule en A2 et AV en millivolts, on exprime
u# en millidebyes (mD) par I'équation suivante:

w1 =A AV/12]] (7)

Grace a u |, nous avons ainsi une indication sur l'orientation des

molécules au sein de la monocouche.
2. 3. 3. Epandage des molécules amphiphiles a l'interface air/eau

Fraichement préparé, le tampon qui constitue le substrat de la
monocouche est versé dans la cuve de Langmuir. Afin d'€tre conditionnée a
I'humidité & proximité de la surface, 1'électrode radioactive est positionnée a

environ 2 mm de la surface de I'eau pendant 30 a 45 minutes (Fig. 4). Ce
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délai est nécessaire a la stabilité de la mesure du potentiel de surface. Il est
également requis pour permettre aux impuretés tensio-actives de la sous-
phase de s'adsorber a la surface avant le nettoyage. La température
ambiante et I'humidité ambiante sont respectivement de 20+2°C et
60+ 10%. Les molécules fraichement solubilisées dans un solvant
approprié, sont puisées dans de petites fioles gardées fermées en
permanence par une valve en Teflon (Pierce Co., Rockford, IL). Cette
valve ne permet que la pénétration de l'aiguille de la seringue, et ce, afin
d'éviter toute évaporation du solvant qui pourrait changer la concentration
des molécules. L'épandage goutte a goutte, a divers points de la surface, se
fait a ['aide d'une seringue de 100 pl, dont la pointe de 'aiguille est tenue a 4
ou 5 mm de la surface de I'eau. La concentration moléculaire interfaciale
initiale du film est calculée de telle sorte que celui-ci soit a ['état gazeux.
Afin de permettre l'évaporation totale du solvant, on attend 15 minutes
avant de commencer la compression. Pendant toute la durée de
l'expérience, la monocouche est soumise a une atmosphere d'azote afin
d'éviter l'oxydation des molécules. Pour les monocouches mixtes, les
mélanges aux fractions molaires désirées sont préparés juste avant
I'épandage. Cependant, dans le cas des mélanges lipide-protéine ou les
solvants ne sont pas compatibles, les mélanges sont préparés a l'interface
air/eau. On étale d'abord le lipide et, on attend que le benzene s'évapore
complétement (15 mn), puisque nous avons noté que le benzene altere le
cyt ¢ si celui-ci est immédiatement déposé apres le lipide. On étale ensuite
la protéine a divers points de la surface dans un mélange éthanol:eau, 2:1
(v:iv). La compression est amorcée 15 minutes plus tard. Puisque la
concentration interfaciale initiale de la protéine ne doit pas dépasser
0.5 mg/m? (voir chapitre 1), a toutes les fractions molaires du mélange, le

nombre de molécules déposées de chaque constituant est déterminé de telle
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sorte que la surface totale du film mixte ne dépasse pas celle occupée par la

protéine pure 2 la concentration interfaciale de 0.5 mg/m?2.
2. 3. 4. Autres techniques utilisées

Les autres techniques utilisées sont la spectrophotométrie UV-visible a
l'interface air/eau et la spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier
(FTIR). La spectrophotométrie a l'interface air/eau est réalisée grace a un
appareil congu et mis au point dans notre équipe de recherche et dont les
détails figurent dans le mémoire de maitrise de Cherid (1992). D'autres
spectres d'absorption UV-visible sont mesurés en solution sur les complexes

Chl a -cyt¢ al'aide d'un spectrophotometre Perkin-Elmer 553.

Les spectres FTIR pris sur les films LB de complexes Chl a -cyt ¢ ont
fait 1'objet d'une description par Es-Sounni et al. (1993). Dans ce cas une
monocouche du mélange est transférée par la méthode LB sur une pastille
de silicium a une pression de surface de 7.5 mN/m. Les spectres FTIR sont
mesurés a 'aide d'un appareil Bomem DA3-02 (Vanier, Qué.) a transformée
de Fourier. Cet appareil est muni d'un détecteur HgCdTe refroidi a l'azote
liquide, et d'un séparateur de faisceau a KBr. Les spectres sont mesurés a
partir de 500 a 1000 balayages avec une résolution de [ cml, une

apodisation triangulaire, et une correction de la ligne de base.
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3. Interaction dans les systemes lipide-lipide et lipide-protéine
3. 1. Interaction lipide-lipide

Comme nous l'avons mentionné dans le chapitre 2, le processus de
conversion de I'énergie lumineuse en énergie chimique implique deux
photosystemes au niveau de la membrane du thylacoide, le PSI et le PSII.
Chaque photosysteme est un complexe pigment-protéine ou s'effectuent la
collecte et le transfert de 1'énergie -grace a une antenne- sous forme
d'énergie d'excitation a un centre réactionnel ou est amorcé le processus
photochimique primaire de la photosynthese par un transfert oxydo-
réducteur d'électrons. Dans les deux cas, au niveau du transfert d'excitation
d'énergie et a celui du transfert d'électrons, la Chl ¢ est impliquée comme
pigment essentiel. Dans le schéma en Z du transfert d'électrons, une réserve
de plastoquinone joue un role important comme transporteur d'électron,
servant ainsi a réduire le PSI et oxyder le PSII afin de déclencher le
processus photosynthétique. Actuellement. 1l existe un nombre suffisant
d'observations expérimentales qui montrent que la plastoquinone A, connue
sous le nom de PQ9 (Grumbach,1983; Hoober,1984) remplit une part
importante dans la fonction de transfert d'électrons a travers le thylacoide
(Amesz, 1973; Hauska, 1977; Amon et Tang, 1986; McCauley et Melis,
1986), puisqu'elle représente 0.1 a 0.2 mole par mole de chlorophylle dans

les tissus photosynthétiques (Grumbach, 1983; Hoober, 1984).

Dans la membrane du thylacoide, la grande efficacité des transferts
d'excitation et d'électrons est due a la nature de ['organisation
intermoléculaire dans un systeme fluide orienté. Ce type d'environnement
moléculaire n'est pas encore tres bien connu, et on pourrait mieux le

comprendre par l'étude de modele reconstitué tel que celui de la
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monocouche, un oufil précieux qui permet de préciser |'organisation et
['orientation des amphiphiles au sein de la membrane (Ringsdorf er al.,
1988). Puisque la Chl a in vivo est liée, de facon non convalente a d'autres
constituants lipoprotéiques, son interaction dans les mélanges binaires avec
les lipides d'une part (Gaines, 1966; Guay et Leblanc, 1987), et avec les
protéines d'autre part (Chin et Brody, 1976; Fidelio et al., 1987; Lamarche
et al., 1988) a été étudiée. Cependant, on dispose de peu d'information sur
I'interaction de la Chla avec la PQ9 en monocouche mixte a I'interface
air/eau. Antérieurement, les travaux de Guay et Leblanc (1987), basés sur
I'évaluation de I'énergie libre en exces des mélanges, ont montré que la Chl
a interagit avec les quinones de type a-tocophérylquinone et PQ3 et non
avec la PQ9. Cependant, dans ce dernier cas, seules quelques fractions
molaires ont été ¢tudiées. Parmi les raisons qui ont minimisé 'importance
des €tudes de monocouche impliquant la PQ9, figurent son faible collapse
ainsi que son instabilité a l'interface air/eau (De Costa et al., 1972; Guay et
Leblanc, 1987). Malgré cette contrainte et compte tenu de I'importance de
la PQ9 dans la structure et la fonction de la membrane thylacoidale, nous
avons entrepris d'examiner les mélanges Chl a -PQ9 avec une gamme plus
étendue de fractions molaires. Dans un premier temps, nous nous sommes
familiarisés avec les techniques de purification et de monocouche en
étudiant le systeme Chl a -PQ3. [l est a noter que ce systeme ayant déja été
bien caractérisé antérieurement (Guay, 1986) il ne fera pas I'objet principal

de notre étude.



3. 1. 1. Etude thermodynamique du systeme binaire Chl a -PQ3 a

l'interface air/eau
3. 1. 1. 1. Isothermes []-A des constituants purs

Les courbes de pression de surface ([[) en fonction de l'aire
moléculaire (A) de la Chl a et de la PQ3 sont représentées dans la figure 5.
Chaque courbe est la moyenne de trois expériences dont I'écart entre les
extrémes est de 2 A2/molécule pour la chlorophylle a et inférieur a
| A%/molécule pour la PQ3. Dans ce dernier cas, quatre purifications ont
été réalisées et I'écart maximum entre leur courbe moyenne est de
2 A%/molécule. Seule la pression au collapse varie Iégérement, comme c'est
d'ailleurs le cas lors de la répétition d'une méme expérience. Par pression
au collapse [];, on entend la pression correspondant au changement de
pente de l'isotherme 4 la fin de la portion linéaire observée dans la zone de
hautes pressions. Pour la PQ3, la pression au collapse se situe a 8.00 +
0.25 mN/m. A titre comparatif, I'isotherme []-A de la PQ3 obtenue par
Guay (1986) est superposé a la notre dans la figure 5. Etant donné que
['écart maximal entre les deux isothermes n'est que de 2 AZ/molécule, nous
pouvons juger que les deux résultats sont similaires et bien reproductibles.
Dans les deux cas, I'aire moléculaire limite est d'environ 62.5 A=/molécule.
De plus, la faible valeur de la pression au collapse (7-8 mN/m) montre que
cette substance est facilement "collapsable”. Nous reviendrons tdans la
section 3.1.2 pour caractériser I'isotherme []-A de la Chl a, celle-ci étant la
moyenne d'un plus grand nombre de courbes que celle présentée dans la

figure 5.
3. 1. 1. 2 Isothermes []-A des constituants en mélange

Les mélanges Chl a -PQ3 sont faits aux fractions molaires en Chla de 0.2,
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st représentée dans la figure 5. Afin de tester la miscibilité de ces deux

ubstances, différentes méthodes ont été utilisées.
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Fig. 5. [sothcrmes []-A de la PQ3 (1), de la Chl @ (7) et des mélanges Chl a -PQ3 aux
fractions molaires suivantes de Chl a: 0.2 (3), 0.4 (&), 0.6 (5), et 0.8 (6). L.a courbe 2
représente celle de la PQ3 obtenue par Guay (1986). Sous-phasc: tampon phosphate,
| mM, pH: &.

3.1.1.2. 1. Test de miscibilité par la regle d'additivité

La regle d'additivité est exprimée par 1'équation 1 (voir chapitre 1).

Tous les points expérimentaux déduits des mélanges Chla -PQ3 sont
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décalés négativement par rapport a leur courbe idéale prédite par la régle
d'additivité (Fig. 6). Cette déviation négative observée pour toutes les
fractions molaires en Chl a, et a toutes les pressions de surface inférieures
aux deux collapses, est maximale a environ 0.4 mole de Chla. Cette
donnée expérimentale prouve la miscibilit¢é des deux constituants et
I'existence d'une interaction intermoléculaire entre les deux constituants de
la monocouche (Gaines, 1966). De plus, ces résultats sont en accord avec

ceux de Guay (1986).

3. 1. 1. 2. 2. Test de miscibilité par la regle des phases a deux

dimensions

Cette regle, développée par Crisp (1949), prévoit la variation de la
pression de surface au collapse en fonction de la composition pour une
monocouche mixte dont les constituants sont miscibles. Pélr contre, si les
constituants du film ne sont pas miscibles, la pression de surface au collapse
ne varie pas en fonction de la composition. L'examen de la figure 5 montre
bien la“variation continue de la pression au collapse ([].) pour toutes les
fractions molaires étudiées et, qu'une fois de plus, la miscibilité de 1a Chl «

et la PQ3 est évidente.

3. 1. 1. 2. 3. Test de miscibilité par évaluation de I'énergie libre en exces

du mélange

Afin de mieux cofnprendre la thermodynamique de l'interaction entre
les molécules de la chlorophyile a et celle de la PQ3, on évalue l'exces
d'énergie libre molaire du mélange, AGE{H (équation 2, chap. 1) aux
différentes fractions molaires étudiées et a la pression de surface []. Les
résultats obtenus a partir des isothermes []-A de la figure 5 sont représentés

dans la figure 7. Afin de faciliter la comparaison avec les résultats de Guay
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(1986). nous avons présenté ces résultats avec les notres sur la méme figure.
On note des valeurs négatives de AGE{H et minimum a environ 0.4 mole de
Chl a qui se comparent tres bien, dans les limites permises par l'erreur
expérimentale, a ceux de Guay (1986). Les données expérimentales
montrent |'existence d'une interaction entre les constituants (Gaines, 1966),
bien que faible (quelques centaines de joules par mole seulement), dans un
complexe stable Chl a -PQ3. La nature d'une telle interaction est difficile a
déterminer a partir d'une observation thermodynamique unique des
isothermes []-A. Elle pourrait impliquer la partie polaire des molécules de
la plastoquinone et les groupements polaires de la Chla telle que
suggérée par Tancrede et al. (1982) pour les mélanges Chl ¢ -MGDG et
Chl a -phytol. Cette suggestion est basée sur le fait que le phytol, une
molécule essentiellement hydrophobe grace a sa longue chaine
hydrocarbonée saturée, forme un mélange idéal avec la Chl ¢ (Tancrede et

al., 1982).

3. 1. 2. Etude thermodynamique du systéme binaire Chl a-PQ9 a

I'interface air/eau
3. 1. 2. 1. Isothermes []-A et AV-A des constituants purs

En solution dans I'éthanol, la PQ9 donne un spectre d'absorption dans
I'U.V. caractéristique de la forme oxydée avec une absorbance maximum &
254 nm. Cette observation est en accord avec celle d'autres chercheurs
montrant qu'en plus, la PQ9 sous sa forme réduite, perd cette bande
principale a 254-256 nm, celle-c1 étant remplacée par une bande de plus
faible intensité absorbant a une longueur d'onde approximative de 290 nm

(Amesz,1973; Lichtenthaler,1977).

Le critere de pureté utilisé pour la PQ9 est le test par chromatographie
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sur couche mince (CCM). Contrairement a ce qui a été obtenu avec la PQ3
trées contaminée, la PQ9 ne montre q'une seule tache (Ry = 0.9)
accompagnée d'une légere trainée. Apres purification (cf. chapitre 2), une
seule tache subsiste dont le Ry moyen (a partir de 6 purifications) est de
0.87, valeur comparable a celle de 0.9 rapportée par Guay et Leblanc
(1987). La PQ9 purifiée (Fig. 8), résulte de 23 courbes obtenues a partir de
7 purifications différentes. Pour toutes ces purifications, la déviation
maximale entre les courbes moyennes extrémes est de 2 A’/molécule. Par
ailleurs, la PQ9 a une aire moléculaire de 5 AZ/molécule plus grande que
celle de la PQ9 non purifiée (résultat inédit), et ce, a toutes les pressions de
surface. Cette différence peut étre attribuée a l'existence d'impuretés.
probablement des produits de dégradation comme ceux révélés par la CCM.
En outre, comparés aux résultats de Guay. (1986), notre isotherme []-A de
la PQ9 pure est décalée de 4 AZ/molécule vers les grandes aires
moléculaires. Cette différence peut étre due aux différentes conditions
expérimentales utilisées, spécialement dans notre cas ou les mesures prises
a laide d'un systeme automatique équipé d'un ordinateur sont
vraisemblablement plus précises. L'isotherme []-A de la PQ9 pure montre
que ce constituant collapse a une tres faible pression de surface
([1T.= 1.4 mN/m). L'aire moléculaire correspondante est de 68 A>/molécule
ce qui est en tres bon accord avec la valeur d'environ 65 A>/molécule
calculée grace au modele atomique CPK (section efficace de la projection
de la structure moléculaire). Cette corrélation suggere que dans la
monocouche, la PQ9 est orientée de telle sorte que sa téte polaire soit
parallele a la surface de I'eau. Afin de vérifier la stabilité de la monocouche
de la PQ9, nous l'avons soumise a une série de cycles compression-
expansion. Apres la premiere compression a une pression de surface

inférieure ou méme supérieure au collapse, les 1sothermes de recompression
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n'ont révélé aucun hystérese et, étaient par conséquent tout a fait semblables
a la recompression finale. Nos résultats montrent donc bien, que la PQ9 a
un plateau tres bas. Elle donne une monocouche tres stable contrairement a

ce qui est rapporté par d'autres chercheurs (De Costa et al., 1972).

Les mesures du potentiel de surface de la PQ9 ne figurent pas dans les
travaux antérieurs. L'isotherme AV-A de la PQ9 pure présentée dans la
figure 8, montre que la monocouche de PQ9 est caractérisée par un
potentiel de surface tres faible, avec des valeurs reproductibles uniquement
entre 246 mV et 257 + 5 mV, correspondant respectivement a une pression
de surface de 0.5 mN/m et a celle du collapse, 1.4 mN/m. Aux pressions de
surface inférieures a 0.5 mN/m, l'isotherme AV-A montre de tres grandes
fluctuations similaires a celles geénéralement observées dans les
monocouches lipidiques a I'état gazeux. Ces fluctuations peuvent étre

causées par des ilots flottants du constituant.

L'isotherme J]-A de la Chl @ pure (figure 8) représente une moyenne
de 34 courbes obtenues a partir de 5 extractions. La déviation maximale
entre les courbes provenant de la méme solution, est de 2 A3/molécule- et
['écart maximal observé entre les courbes moyennes extrémes, est de
6 A2/molécule pour toute la gamme de pression de surface. L'évaluation de
I'aire moléculaire (101 AZ/molécule 4 15 mN/m) montre que l'isotherme []-
A de la Chla utilisée dans cette €tude, est similaire a celle rapportée
antérieurement par d'autres chercheurs, soit 103 AZ/molécule (Guay, 1986),
104 A>/molécule (Chapados et al., 1980) et 100 A%/molécule (Tancrede et
al., 1982). La pression au collapse et l'aire moléculaire correspondante sont
respectivement de 28.5 mN/m et 82 A%/molécule. Tenant compte de
I'erreur expérimentale enregistrée pour les différentes extractions, la valeur

de la pression au collapse est en bon accord avec celle rapportée
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antérieurement par Tancrede er «l. (1982) soit approximativement
29 mN/m. L'isotherme AV-A de la Chl @ présentée dans la figure 8 montre
une augmentation réguliere de 260 mV a 420 mV +£5mV. L'erreur
expérimentale déterminée pour toutes les extractions est de l'ordre de
+ 20 mV. Parallelement a la pression au collapse, un plateau est également
observé au niveau de l'isotherme AV-A, celui-ci correspond a la saturation
du potentiel de surface de la monocouche résultant de la formation d'une

phase macroscopique.
3. 1. 2. 2. Isothermes [[-A et AV-A des constituants en mélanges

Les isothermes []-A des mélanges Chl a -PQ9 a différentes fractions
molaires de Chl a sont illustrées dans la figure 8. L'erreur expérimentale
enregistrée pour ces mélanges est d'environ + 1 A/molécule. Appliquant la
regle d'additivité (équation 1), les données déduites graphiquement de la
figure 8 et représentées dans la figure 9 montrent que la PQ9 et la Chlu
forment des mélanges idéaux, sans toutefois révéler de signe d'interaction,
et ce, quelle que soit la pression de surface ou la fraction molaire en Chl «.
Cependant, en appliquant la regle des phases en deux dimensions (Crisp,
1949), nous avons remarqué que, pour les mélanges dont la fraction molaire

de Chl a est comprise entre 0.3 et 0.8 (Fig. 8 et 10), deux pressions au

collapse sont observées: [].; qui varie avec la composition de la

monocouche et [].» dont la valeur demeure constante a environ 27 mN/m.

Ces deux collapses sont habituellement attribués a la désorption respective
des deux constituants de la monocouche (Gaines, 1966). En fait, 'existence
de deux collapses indique une séparation de phases et donc une
immiscibilité entre les deux composantes. Par contre, si un seul collapse
était présent, celui-ci caractériserait un mélange idéal (Crisp, 1949; Gaines,

1966; Gabrielli et al., 1981; Fidelio et al., 1987). La regle des phases prédit
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fonction de la fraction molaire de la Chl a.

collapse constante, habituellement au collapse le plus bas des deux
constituants; en revanche, dans un systeme miscible, la pression au collapse
dépend de la composition de la monocouche (Crisp, 1949; Gaines, 1966).
En se basant sur cette regle, nous suggérons que la variation de [].; avec la
composition du film tel qu'observé dans les figures 8 et 10, pourrait
indiquer une miscibilité partielle entre la Chl a et la PQ9 aux pressions de

surface inférieures a [].;. Aux pressions supérieures, les molécules de PQ9

pourraient étre éjectées de la monocouche pour entrer en interaction
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hydrophobe avec la chaine latérale de la Chl @ (Guay et Leblanc, 1987).
Une interprétation similaire a ét¢ donnée dans d'autres cas de mélanges
binaires a I'interface azote/eau (Tancrede et al., 1982). Lorsque la fraction
molaire de Chla atteint 0.9, l'isotherme du mélange montre un seul
collapse situé a 28 mN/m, ce qui pourrait indiquer une miscibilité compléete
entre les deux constituants a toutes les pressions de surface. L'éjection des
molécules de PQ9 de la monocouche du mélange aux pressions supérieures
a [1¢ peut étre une fois de plus démontrée en tracant les mémes isothermes
[T-A de la figure 8, ou cette fois-ci l'aire moléculaire est calculée en ne
tenant compte que du nombre de molécules de Chla. Les résultats
présentés dans la figure 11 montrent que pour tous les mélanges dont la
fraction molaire est comprise entre 0.2 and 0.8 et aux pressions de surface
supérieures a [].;, la contribution de I'aire moléculaire des molécules de
PQO9 est graduel'lement réduite jusqu'a 0 A2/molécule a environ 22 mN/m
(ou l'aire moléculaire est celle de la Chl @ pure). Un résultat similaire a été
observé antérieurement dans le cas du systeme DOPC-cyt ¢, ou la
contribution de l'aire moléculaire due aux molécules de la protéine était
attribuée a leur incorporation a partir de la sous-phase (Lamarche et al.,
1988). l.a figure 11 montre aussi qu'a la fraction molaire en Chl ¢ de 0.9
pour laquelle nous suggérons une miscibilité totale dans les monocouches
de mélanges, les molécules de plastoquinone demeurent dans le film mixte
jusqu'a la pression au collapse. Les isothermes AV-A enregistrées avec une
erreur de = 10mV pour les monocouches mixtes Chla -PQ9 sont
représentées dans la figure 8 (partie supérieure). Une caractéristique
remarquable de ce diagramme est ['existence d'un point de courbure vis-a-
vis de la méme aire moléculaire correspondant au collapse [].7. Bien que
nous soyons en présence d'une observation qualitative, ce résultat est un

argument supplémentaire en faveur de I'éjection des molécules de PQ9 de
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la monocouche mixte aux pressions supérieures a [[.|. Le second collapse

observé dans le diagramme AV-A correspondant a []», a un potentiel de
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les autres courbes lorsque la pression de surface est supéricurc au platcau ([1.1). Pour la

clarté de la figure, les autres fractions molaires ne sont pas représentées.

surface moyen d'environ 395 + 10 mV pour tous les mélanges, une valeur
qui correspond a celle de la Chla pure dans les limites de l'erreur

expérimentale. La regle d'additivité appliquée au potentiel de surface est
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exprimée par I'équation suivante (Gaines, 1966):

AVI-x vVl (s)

A pression de surface constante, AV, est le potentiel de surface du
mélange, tandis que V| et V> sont les potentiels de surface des constituants

purs aux fractions molaires x| et x». Afin d'apporter la correction liée a la

densité moléculaire de surface, il est souhaitable d'exprimer le potentiel de
surface par molécule (Shah et Schulman,1967; Mohwald, 1990) en utilisant
I'expression AV/n, oii n représente le nombre de molécules par cm?.

Puisque I'aire moléculaire est la réciproque de n, I'équation 8 devient:
ATAVE = x Al Lo ATV (9)

ot AAV est le potentiel de surface moyen par molécule. Comme on peut
voir dans la figure 12, les résultats expérimentaux pour la plupart des
fractions molaires de Chl ¢ (0.3 a 0.7) n'obéissent pas -mais se décalent
plutdt positivement par rapport- a la regle d'additivité. Cette déviation
pourrait indiquer une possibilité d'interaction entre les deux molécules,
probablement due a une réorientation des groupements polaires des deux

constituants.

A la lumiere de la discussion ci-dessus, on peut conclure que la PQ9
forme une monocouche stable a l'interface air/eau. Par ailleurs, en mélange
avec la Chl a, celle-ci donne des monocouches miscibles, elle peut soutenir
des pressions latérales relativement élevées et comparables a celles
rapportées pour les membranes biologiques, soit 20 a 30 mN/m (Fidelio et
al., 1986; Birdi, 1989) et ce, seulement si la fraction molaire en PQ9 est
faible (0.1). Cette faible fraction molaire en PQ9 est comparable a celle

généralement rapportée pour les tissus photosynthétiques (0.1-0.2 mol/mol
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de chlorophylle) (Grumbach, 1983; Hoober, 1984). Ainsi, sur la base de
nos résultats, il est proposé que la Chl a et la PQ9 sont capables
d'interactions dans la bicouche thylacoidale. Par contre, ces résultats ne
sont pas en accord avec ceux d'autres chercheurs montrant que la PQ9 est
prise en "sandwich" dans le coeur hydrophobe de la bicouche (Robert et
Tancrede, 1991). Soulignons enfin que ce travail a fait 'objet d'une

publication dans le journal Langmuir (Es-Sounni et Leblanc, 1992).
3. 2. Interaction lipide-protéine
3. 2. 1. Etude des monocouches des cyt ¢ et f a l'interface air/eau

Les cytc et f appartiennent au groupe des protéines globulaires
hydrosolubles dont la fonction est tres bien établie dans la chaine de
transfert d'électrons, le premier dans la chaine respiratoire mitochondriale et
le second dans la chaine de transfert d'électrons photosynthétique au niveau
du thylacoide (Hurt et Hauska, 1981; Stryer, 1988; Willms et al., 1987).
Contrairement au cytc¢ dont la cristallisation a permis de connaitre sa
structure tridimensionnelle, celle du cyt f demeure encore I'objet de
spéculations, et ce, a cause de I'absence de sa forme cristalline. Constitué
de 104 acides aminés, la molécule du cyt ¢ est grossierement une sphere
d'un diametre de 34 A, liée a la périphérie de la membrane par des
interactions de type électrostatique (Stryer, 1988). Quant au cyt f, il existe
plusieurs travaux sur l'extraction, la purification et I'établissement de sa
séquence d'acides aminés (Gray, 1978; Ho et Krogmann, 1980; Willey et
al., 1984), cependant, un seul modele de sa fonction dans la membrane du
thylacoide a été proposé. Celui-ci prévoit que la molécule constituée de 285
acides aminés est subdivisée en trois domaines dont un premier

transmembranaire treés hydrophobe (voir chapitre 1). C'est a cause de cette
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propriété que le cyt f forme des agrégats de type octamere lorsqu'il entre en
contact avec une phase aqueuse (Willey er al., 1984). Par contre, dépourvu
du domaine transmembranaire et du C-terminal, la majeure partie du cyt f,
c'est-a-dire la partie globulaire exposée a l'espace intrathylacoidal (résidus
[-250, le N-terminal et le groupement heme), garde ses propriétés
monomeres en solutions aqueuses. De plus, c'est cette partie qui interagit
avec la plastocyanine dans la chaine de transfert d'électrons (Willey er al.,
1984). Donc, sous sa forme monomere qui lul attribue des propriétés
physico-chimiques comparables a celles du cyt ¢, nous pouvons aborder
I'étude des propriétés intertaciales du cyt f, aussi bien a |'état pur qu'en

mélange avec les lipides.

Bien que la plupart des protéines soient hydrosolubles. elles peuvent
étre répandues a l'interface air/eau et former une monocouche trés stable.
Bien que la majorité des travaux classiques aient été publiés sur ['adsorption
des protéines a l'interface air/eau A partir d'une solution aqueuse (Phillips,
1977, Graham et Phillips, 1979 a-c; Hunter et al., 1990), on note plusieurs
investigations sur I'épandage de ces molécules a la surface de I'eau qui ont
montré qu'une protéine bien étalée, occupe une aire moléculaire de | mz/mg
(MacRitchie, 1986). Une telle situation qui correspond a une structure
moléculaire dépliée et organisée en segments (de 6 a 10 amino-acides),
définis comme queues et boucles, dirigés vers l'air ou la sous-phase en
fonction de leur polarité, est connue sous le terme de dénaturation de
surface qui affecte les protéines (MacRitchie, 1986). Malgré cet état
dénaturé, I'étude de l'interaction de telles protéines avec les lipides offre
['avantage de comprendre les interactions lipide-protéine dans les
membranes biologiques puisque, seuls les segments hydrophobes sont

insérés dans le coeur membranaire.
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3. 2. 1. 1. Parametres qui influencent la stabilité des monocouches des

cytc etf

['étude du cyt ¢ a I'interface air/eau a montré que, indépendamment de
la méthode utilisée (par adsorption a partir de la sous-phase, par épandage a
partir de cristaux ou d'une solution), on obtient des isothermes de pression
de surface et de potentiel de surface en fonction de l'aire moléculaire de
forme identique (Lamarche, 1988). Cela voudrait dire que la conformation
du cyt ¢ a l'interface air/eau est la méme, que la protéine soit adsorbée ou
répandue a la surface. Ce phénomene est d'ailleurs démontré pour d'autres
protéines dont les propriétés interfaciales demeurent inchangées, que leur
monocouche soit formée a partir de la surface ou de la sous-phase (Pilon et
al., 1987; Krebs et al., 1988). Certains parametres comme la concentration
interfaciale initiale, la méthode ou le solvant d'épandage peuvent affecter la
stabilité des monocouches a base de protéine L'influence de ces parametres
se traduit par des modifications quantitatives parfois tres marquées sur les
isothermes. particulierement au niveau de I'aire moléculaire et de la position

du collapse.
3. 2. 1. 1. 1. Influence de la méthode et du solvant d'épandage

Comme la plupart des protéines globulaires sont hydrosolubles, leur
épandage en monocouche a partir d'une solution purement aqueuse ne peut
se faire sans perte d'une partie de leur matériel dans la sous-phase. La
technique généralement utilis€ée a cette fin et qui a donné les meilleurs
résultats fut développée par Trurnit (Trurnit, 1960). Nous avons tenté
d'appliquer ladite technique qui consiste a écouler lentement (environ 2
ml/mn) la solution aqueuse de protéine sur la surface du tampon par

I'intermédiaire d'une tige de verre de 5 mm de diametre, dressée
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perpendiculairement a environ 3 cm a l'extérieur de la surface de la cuve.
Malheureusement, les expériences réalisées avec le cytf ne nous ont pas
donné de résultats satisfaisants, puisque non seulement les isothermes []-A
ne sont pas reproductibles dans les limites permises par [I'erreur
expérimentale, mais qu'en plus, l'aire moléculaire obtenue pour chaque
isotherme apparaissait beaucoup plus faible que celle prévue, phénomene
qui montre clairement une solubilisation d'une partie importante du matériel
dans la sous-phase (Fig. 13). En outre, la compression de telles
monocouches ne nous a pas permis d'atteindre le collapse, mais plutdt un
niveau ou l'augmentation de la pression et du potentiel de surface est
arrétée, et ce, méme comprimées jusqu'a | cm du flotteur. [l en est de
meéme, lorsque la protéine est déposée a partir d'une solution purement
aqueuse ou d'une solution aqueuse contenant 60 % d'isopropanol et 0.5 M
d'acétate de sodium tel que conseillé pour les protéines (MacRitchie, 1986).
Ce dernier solvant s'est d'ailleurs avéré incompatible avec les deux cyt
puisque sitot préparée, la solution protéique paraissait €égérement opaque a
cause de la présence d'agrégats dont on a noté la précipitation en fonction
du temps. Afin de surmonter ce probleme, nous avons utilisé un mélange
éthanol/eau. Pour le cyt¢, le mélange éthanol:eau (2:1, v:v) a donné de
bons résultats quant a la stabilit¢ de la protéine a ['Interface air/eau
(Lamarche, 1988). Par contre, pour le cytf, des résultats reproductibles

sont obtenus avec un mélange éthanol:eau (1:1, v:v).

3.2. 1. 1. 2. Influence de la concentration interfaciale initiale sur les

isothermes

Par concentration interfaciale initiale, nous entendons le nombre de
molécules initialement déposé sur |'aire maximale de la cuve, soit environ

0.06 m> dans notre cas. La solubilisation de la protéine dans la sous-phase
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est clairement démontrée par les mesures de radioactivité de surface des
protéines marquées. Dans le cas du cyt ¢, Lamarche (1988) a estimé
qu'environ 25 % des molécules initialement déposées se sont solubilisées
dans la sous-phase. Le parametre critique qui affecte la désorption d'une
protéine de la monocouche est la concentration interfaciale initiale utilisée.
Comme une protéine bien étalée correspond a une concentration interfaciale
de 1 mg/mz, il est conseillé de déposer la moitié de cette quantité -soit
0.5 mg/m?2- afin d'éviter toute perte des molécules dans la sous-phase. En
effet, a grande concentration initiale, les molécules de protéine peuvent
exercer les unes sur les autres, une pression qui peut nuire a l'efficacité de
leur épandage, et causer en partie leur désorption de la monocouche
(MacRitchie, 1986). L'effet de la concentration interfaciale initiale sur les
isothermes []-A et AV-A des cyt ¢ et f estillustré dans les figures 13 et
14. Dans les deux cas, plus le nombre de molécules déposées est faible,
plus les isothermes sont décalées vers les grandes aires moléculaires. Pour
la surface de notre cuve qui est de 600 cm=>, la concentration interfaciale
initiale devrait étre de I'ordre de 30 pg. Lorsqu'on examine les résultats
dans les figures 13 et 14, on constate qu'effectivement les plus grandes aires
moléculaires pour les deux cyt sont obtenues pour des concentrations de cet
ordre, soit: 34 g pour le cyt ¢ et 40 ug pour le cyt . A l'exception de la
méthode de Trurnit (Fig. 13), pour laquelle deux expériences ont été faites,
toutes les autres isothermes sont la moyenne d'au moins trois courbes, avec
une erreur expérimentale inférieure a + 2 % sur l'aire moléculaire extrapolée
a 0 mN/m et de + 10 mV sur le potentiel de surface. L'accroissement de
I'aire moléculaire qui affecte les deux cyt, est la preuve d'une plus grande
rétention des molécules protéiques a la surface de la cuve. En d'autres
termes, l'augmentation de la concentration interfaciale conduit a une nette

solubilisation des protéines dans la sous-phase. Un phénoméne comparable
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est également rapporté dans le cas de la glycophorine, une protéine
membranaire du globule rouge (Davies et al., 1983). La solubilisation du
cyt dans la sous-phase est justifiée par deux observations expérimentales: (i)
aux concentrations interfaciales élevées, des I'épandage des molécules a la
surface, une pression de surface d'environ 0.5a | mN/m pour le cyt ¢, et de
0.3 mN/m pour le cyt f est enregistrée et demeure méme apres |'évaporation
totale du solvant de déposition et le début de compression. Cette pression
que l'on remarque dans la figure 14, est apparemment a l'origine de la
diminution de l'aire moléculaire, causée par la désorption des molécules de
la monocouche; (ii) a titre comparatif, les résultats de Lamarche (1988) sont
présentés a la figure 14, on note une correspondance avec les isothermes
obtenues pour les concentrations interfaciales initiales élevées. Dans ce cas
aussi, I'épandage de grandes quantités de molécules pourrait partiellement
causer leur désorption de la monocouche. En effet, I'isotherme []-A du
cyt ¢ obtenue par radioactivité de surface, (c'est-a-dire en calculant I'aire
moléculaire en fonction du nombre de molécules détectées par le détecteur
de radioactivité), est 25 % plus grande que celle obtenue par la méthode
conventionnelle, c'est-a-dire en considérant que le nombre de molécules
initialement déposé est constant (Lamarche, 1988). Ceci a conduit |'auteur a
conclure qu'environ 25 % du matériel initialement répandu est solubilisé
dans la sous-phase. Comme notre isotherme []-A (Fig. 14, courbe 3) se
compare a celle de Lamarche obtenue par radioactivité de surface,
(Lamarche, 1988), nous sommes convaincus que l'épandage de la protéine a
l'interface air/eau dépend principalement du parametre critique qui est la
concentration interfaciale initiale. Par conséquent, les isothermes des cyt ¢
et f (Fig. 13, courbe 5, et Fig. 14, courbe 3) caractérisent bien des
monocouches ou la totalité des molécules est restée a I'interface air/eau en

cours de compression.
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3.2. 1. 2. Caractérisation des isothermes []-A et AV-A descytc et f

L'étude abordée ci-dessus nous amene a parler en détail des isothermes
[T-A et AV-A qui caractérisent les monocouches insolubles des cyt ¢ et f

a l'interface air/eau.
3.2.1.2. 1.Cas du cyt ¢

Les isothermes []-A et AV-A qui caractérisent le cytc sont
représentées par les courbes portant le chiffre 3 dans la figure 14. A partir
d'une aire moléculaire d'environ 500 A>/molécule, on remarque une
augmentation simultanée et progressive de la pression et du potentiel de
surface, débutant respectivement a O mN/m et 230 mV. L'extrapolation de
la courbe de pression de surface a O mN/m donne une aire moléculaire de
940 Az/molécule, ce qui correspondrait a une section moléculaire voisine de
celle rapportée pour le cyt ¢ natif, s0it 906 AZ (Stryer, 1988). Cela montre
que, non seulement la totalité des molécules du cyt ¢ sont demeurées dans
la monocouche, mais qu'en plus, aprés compression, la molécule a adopté
une structure compacte non dépliée comparable a la structure native. En
effet, si la molécule était dépliée pour occuper une surface de | mz/mg, son
aire moléculaire extrapolée correspondrait a 2 056 AZ/molécule.  Le
changement de pente déterminant le collapse dans I'isotherme []-A est
mieux marqué dans le cas du cytc et se situe a 10 mN/m et une aire
moléculaire de 600 A2/molécule. Dans le cas du potentiel de surface, le
plateau a 385 mV apparait a une aire plus grande, soit a environ
700 A2/molécule. Sur 15 isothermes, I'erreur expérimentale enregistrée sur
['aire moléculaire est de £ 1 % si elle est calculée pour une moyenne de 3
isothermes consécutives, et de + 2 %, si toutes les isothermes sont prises en

considération. Pour le potentiel de surface, cette erreur se situe entre + Set -
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+ 10 mV dans les meilleures conditions. L'excellente reproductibilité des
isothermes []-A, a £ 1 a 2 % pour les faibles concentrations interfaciales,
comparée a plus de 6 % pour les concentrations élevées (Fig.14) utilisées
dans notre travail et éventuellement dans celui de Lamarche (1988), montre

la bonne stabilité de la monocouche du cyt c.

Les principaux travaux concernant les propriétés interfaciales du cyt ¢
sont résumés dans le tableau 1 (cf. chapitre 1). Ces travaux ainsi que le
notre montrent bien que le cyt ¢ présente un collapse relativement bas, soit
d'une valeur variant entre 9 et 10 mN/m. Cependant, dans le cas de Quinn
et Dawson (1970), la valeur relativement grande du collapse (12 a
13 mN/m) pourrait étre due a la présence du chlorure de sodium dans la
sous-phase (voir section 3. 2. 1. 4.). Plus récemment, un autre groupe de
chercheurs a rapporté une valeur plus grande du collapse, soit 16 mN/m
(Saint-Pierre-Chazalet et al., 1989). Dans ce cas, I'isotherfne H—A.'dont
l'aire moléculaire est relative, ne caractérise pas un cytc répandu a
I'interface air/eau, mais adsorbé a partir d'une sous-phase excessivement
concentrée en protéine (environ 15 mg/l), une situation pour laquelle
pourraient résulter des changements structuraux dans la conformation de la
molécule (Norde, 1986). Cette condition ajoutée a la source différente du
cytc (compagnie FLUKA au lieu de SIGMA pour les autres auteurs),
pourrait aussi étre la cause des différences observées. En effet,
contrairement a ce qui se passe pour le cyt ¢ de chez SIGMA, nous n'avons
pas réussi a solubiliser celui de chez FLUKA dans le mélange éthanol:eau,
2:1 sans étre confronté au probleme de sa précipitation. Ce dernier pourrait
étre différent au niveau de sa structure ou de ses propriétés physico-

chimiques.
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3.2.1.2.2. Casdu cyt f

Dans la figure 13, on remarque qu'a partir d'une aire moléculaire
d'environ 2 000 A%/molécule et d' un potentiel de surface constant a
280 mV, il y a une augmentation simultanée et progressive de la pression et
du potentiel de surface. L'aire moléculaire extrapolée -dans fa portion
linéaire de la courbe- a O mN/m est égale a 1 200 A*/molécule. Comme il
n'existe pas de données dans la littérature sur les dimensions de cette
protéine, nous ne pouvons pas comparer la section efficace du cytf ainsi
déterminée a l'interface air/feau par la méthode de monocouche avec celle
qu'elle occuperait en solution ou dans la cellule. Par comparaison avec
I'aire moléculaire de 1 m=/mg rapportée pour les monocouches de protéine.
celle obtenue dans cette étude correspond a environ 0.25 m*/mg, ce qui
suggere que le cyt f garde une structure compacte a 'interface air/eau dans °
les présentes conditions expérimentales. Au sommet de la partie linéaire
des isothermes []-A et AV-A, le changement de pente. peu apparent dans
['isotherme []-A, & I8 mN/m et a 280 mV, est défini comme le collapse de
la monocouche du cyt £ Le collapse de pression de surface correspond a
une aire moléculaire de 755 A%/molécule. En effet, contrairement 2
beaucoup de lipides ou le collapse, apparalssant comme un plateau,
correspond a la formation d'une phase tridimensionnelle (Gaines, 1966),
dans le cas des protéines, il est moins accentué et correspondrait en plus a la
dissolution des molécules dans la sous-phase (MacRitchie, 1986, Lamarche,
1988). Par ailleurs, la valeur du collapse des protéines est généralement
plus faible que celle des lipides (Fidelio et al., 1986). Dans le cas du cyt f,
cette valeur demeure inchangée dans les limites d'une erreur expérimentale
d'environ + 0.5 mN/m pour la pression de surface et + 10 mV pour le

potentiel de surface, et ce, quelle que soit la concentration interfaciale
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initiale utilisée. Et comme le potentiel de surface dépend du moment
dipolaire perpendiculaire global de la molécule, l'invariabilité du potentiel
de surface suggere que la structure moléculaire demeure inchangée a
I'interface et que les changements observés dans les isothermes []-A et AV-
A par rapport a l'aire moléculaire sont simplement dus a la désorption des
molécules dans la sous-phase, provoquée par l'effet de la concentration

interfaciale initiale.

Les propriétés interfaciales du cytf déterminées dans la présente
étude ne peuvent €tre comparées a d'autres travaux antérieurs. En effet, la
seule €tude publiée a ce sujet est celle de Brody et al. (1975). Puisque les
conditions expérimentales utilis€es par ces auteurs -exemple sous-phase tres
concentrée en phosphate de sodium et nature non indiquée du cyt f-
different des notres, une comparaison adéquate des isothermes ne peut étre
faite. Néanmoins, nous avons deux critiques & formuler au sujet de cet
article: (i) les auteurs ont utilisé une sous-phase relativement concentrée en
sels de phosphate sans que 1'on ait précisé leur purification. Comme nous
sommes conscients que les impuretés contenues dans de tels produits
d'origine commerciale peuvent étre a |'origine de sérieux problemes, méme
utilisés a tres faible concentration (voir chapitre 2), leur purification devient
indispensable avant leur utilisation. (i1) L'isotherme de compression du cyt f
présentée dans cet article ne montre pas de collapse proprement dit, mais un
arrét de compression a environ 10 mN/m ce qui ne lui donne aucune
ressemblance avec celles généralement publiées pour les protéines. La

encore, une contamination de surface ne pourrait étre écartée.



3. 2. 1. 3. Effet des cycles compression-expansion sur les isothermes des

deux cyt

La stabilité d'une monocouche peut étre testée par I'effet causé par un
ou plusieurs cycles expansion-compression sur ses isothermes. De tels
cycles, peuvent provoquer une hystérese au niveau de I'aire moléculaire. La
diminution de I'aire moléculaire parfois enregistrée, est généralement
expliquée par une désorption de certaines molécules de la monocouche qui
se retrouvent dans la phase adjacente afin de former une phase
tridimensionnelle ou se solubilisent et disparaissent dans la sous-phase
(Gaines, 1966; Lamarche, 1988: Birdi, 1989). Afin de vérifier un tel
phénomene, nous avons soumis une monocouche de cyt f a plusieurs cycles
expansion-compression, de facon continue dans le temps. Toutes les
'expansions sont arrétées 2 0 mN/m, par contre, les recompressions ont été
réalisées a des pressions de surface croissantes. Les résultats présentés dans
la figure 15 ne montrent aucune hystérése au niveau des isothermes []-A et
AV-A, et ce, quelle que soit la pression d'arrét, de part et d'autre de la valeur
du collapse. Vue la parfaite superposition des isothermes résultant de ces
cycles, seules les recompressions finales sont représentées. Ces
recompressions ne présentent aucune différence avec les isothermes []-A et
AV-A qui caractérisent le cyt f présentés ci-dessus, et montrent la grande
stabilité de sa monocouche a l'interface air/eau. De plus, il semble évident
que la protéine soumise a un tel traitement durant 2 heures, a gardé sa
structure compacte intacte et non dénaturée. La méme expérience réalisée
avec le cyt ¢ a donné des résultats comparables a ceux du cytf seulement
pour les recompressions arrétées aux pressions de surface inférieures au
collapse. Aux pressions supérieures, toutes les recompressions ont abouti a

une diminution progressive et claire de l'aire moléculaire (Fig. 16). Cette
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Fig. 15. Eflet des cycles compression-cxpansion sur les 1sothermes [[-A ¢t AV-A du
¢yt Les expansions sont laites jusqu'a O mN/m, quant aux rccompressions, elles sont
arrétées aux pressions de surface suivantes: 2.0, 4.0, 7.5, 84, 11.8, 14.2, 158, 19.7, ct
21.5mN/m. Vue la partaitc superposition des courbes résultant de ces cycles, scules les

recompressions {inales sont représentées. Sous-phase: Tris-HCI 1 mM, pH: &.
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Fig. 16. Ellet des cycles compresston-expansion sur [es isothermes |]-A ¢t AV-A du
cyt ¢. Les expansions sont tailes jusqu'd 0 mN/m, quant aux recompressions, clles sont
arréiées aux pressions de surlace suivantes: 3.9 mN/m (1), 7.0 mN/m (2) ¢t 15.5 mN/m
(3-9). Le chilfre et la lleche indiguent le rang de la recompression ct la pression
laquetle celle-ci est arrélée successtivement.  Pour la clarté de la figure, seules les

recompressions sont représentées. Sous-phase: Tris-HCl | mM, pH: 8.
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diminution qui a affecté les deux isothermes []-A et AV-A, montre la bonne
stabilit¢ de la monocouche, comprimée a une pression inférieure au
collapse. Par contre, aux pressions supérieures, certaines molécules. qui
lors de la compression ont retrouvé leur structure globulaire a grande
affinité polaire grace aux résidus périphériques polaires, tendent a se
désorber de la monocouche pour se solubiliser dans la sous-phase. Nous
ignorons cependant, si seuls les résidus polaires ou la totalit¢ de ces
molécules sont solubilis€s dans la sous-phase. En effet, les portions
hydrophobes en contact avec la phase aérienne sous l'effet de I'épandage,
semblent demeurer a l'interface. Cette hypothese peut étre vérifiée par
deux observations: (i) Lorsqu'on dépose une quantité €levée de matériel
(p. ex. voir Fig.14, courbe 1), on remarque qu'a partir de 18 mN/m,
I'isotherme [[-A change de pente pour tendre a devenir parallele a l'axe des
ordonnées, ce qui semble indiquer la formation d'une structure solide a
I'interface air/eau, par exemple une forme coagulée de la protéine. (ii) Dans
la phénomene d'apparence Iégere, est cependant limité, puisque les trois
dernieéres recompressions aboutissent a des isothermes [[-A et AV-A
parfaitement superposables. Par ailleurs, le potentiel de surface -des valeurs
du début de compression jusqu'au collapse- demeure inchangé au cours de
ces cycles, montrant ainsi que la structure de la protéine demeure
comparable a celle du cytc natif. Des études similaires incluant la
radioactivité de surface publi€ées par d'autres chercheurs, ont €galement
démontré le phénomene de désorption de la protéine et sa solubilisation
dans la sous-phase, et ce, sous I'effet de la compression de la monocouche
aux grandes pressions de surface (MacRitchie et Ter-Minassian-Saraga,

1984; Lundh et al., 1988).
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3. 2. 1. 4. Tests de dénaturation du cyt ¢ en monocouche

Toute l'information nécessaire pour qu'une protéine aussitot
synthétis€ée se plisse correctement pour avoir sa conformation native et
biologiquement active, se trouve au niveau de sa structure primaire.
Lorsque cette protéine est soumise a un traitement drastique, comme une
forte température, un acide fort ou une base forte, elle perd sa conformation
native et son activité biologique, phénomeéne connu sous le nom de
dénaturation. Dans le domaine d'étude des monocouches. le terme
dénaturation correspond aux modifications conformationnelles que subit
une protéine native généralement globulaire, hydro ou liposoluble.
lorsqu'elle est répandue a la surface de l'eau pure ou d'un tampon a
propriétés dénaturantes. L'effet dénaturant provoqué par la surface est
connu sous le terme de dénaturation de surface. Elle est essentiellement due
a une perte des structures tertiaires et secondaires de la protéine. Dans ces
conditions, le critére principalement observé est |'augmentation de laire
occupée par la molécule -due a un dépliement partiel ou total-. comparée a
sa section native. Afin de déterminer les indices qui peuvent nous informer
sur la dénaturation de la protéine a I'interface air/eau, nous avons soumis les
cytc et f adeux tests. Le premier, consiste a laisser la prot€ine pendant
une longue durée a 0 mN/m avant de la comprimer et noter les changements
qui peuvent en résulter et en affecter les isothermes. Les résultats illustrés
dans la figure 17, montrent que deux changements visibles particulierement
sur les isothermes []-A affectent le cyt ¢ comprimé deux heures apres son
épandage. Le premier, est le léger, mais apparent décalage de I'isotherme
vers les grandes aires moléculaires, tandis que le second, qui est plus
marqué, est l'augmentation de la valeur du collapse, qui passe de 10 a

12.5 mN/m. Comme l'expérience répétée trois fois, a donné une excellente
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reproductibilité a = | % de I'aire moléculaire et a =2 % de la pression de
surface, les changements observés résultent bien des changements

conformationnels qui ont affecté la molécule du cyt ¢ restée pendant deux
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Fig. 17. Elfct de la durée passée par la monocouche & O mN/m sur les isothermes [T-A ct
AV-A du cyt . La monocouche est comprimée aussitot le solvant évaporé (1) ct deux

heures apres (2). Sous-phase: Tris-HCl | mM, pH: &.

heures a OmN/m. L'analyse du potentiel de surface a montré que,
contrairement a la pression de surface, celui-ci est demeuré inchangé dans
les limites de l'erreur expérimentale. En outre, puisque le potentiel de
surface est proportionnel au moment dipolaire perpendiculaire global de la
molécule (équation 6), sa constance suggere que le changement
conformationnel qui affecte le cytc a faible pression de surface n'est pas
trés important pour causer une dénaturation poussée de la protéine. Cette
[égére dénaturation semble du méme ordre que celle observée auparavant,

dans le cas ol la molécule a été soumise a plusieurs cycles compression-
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expansion.

Les changements les plus marqués qui affectent les propriétés
interfaciales des deux cyt sont observés a la suite de I'ajout du chlorure de
sodium dans la sous-phase. Les résultats présentés dans les figures 18 et 19
le démontrent tres bien. Dans le cas du cytf (Fig. 18), I'augmentation
graduelle de la concentration du NaCl dans la sous-phase, n'aboutit a un
changement perceptible sur les 1sothermes qu'a partir d'une concentration
supérieure a 1 mol/l. Aux concentrations plus faibles, 0.1 et 0.5 mol/I, les
isothermes []-A et AV-A demeurent inchangées, donc comparables a celles
du cyt f déterminées en absence de sel dans la sous-phase. A | mol/l, I'effet
du sel se manifeste par une |égere augmentation de I'aire moléculaire, sans
toutefois que la pression au collapse et le potentiel de surface soient
modifiés. Les changements les plus marqués, surviennent a la concentration
de 4 mol/l ou on remarque, non seulement une éugmentation appréciable de
I'aire moléculaire, mais en plus, un accroissement de la pression au collapse
(Fig. 18, courbe 5). Ainsi, l'aire moléculaire limite et la pression au
collapse passent respectivement de | 200 a I 600 AZ/molécule et de 18 a
28 mN/m lorsque la concentration de la sous-phase est accrue de O a
4 moles de NaCl par litre. Par ailleurs, le point de saturation du potentiel de
surface, inchangé pour les concentrations inférieures a 1 mol/l, s'est accru

d'environ 50 mV.

L'effet du sel est encore plus marqué sur les isothermes du cyt ¢ (Fig.
19). Cette sensibilité a la présence du NaCl dans la sous-phase se révéle des
la plus faible concentration utilisée, soit 0.1 mol/l. En effet, a partir de cette
concentration et pour toutes les concentrations supérieures, on note une
augmentation progressive de la pression du collapse, si bien qu'en passant

de 0 a 4 mol/l, I'aire moléculaire limite et la pression au collapse voient leur
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valeur presque doubler: celles-ci passent respectivement de 940 a
| 750 A%/molécule, et de 10 a 18 mN/m. La modification du potentiel de
surface de la molécule est intimement liée a l'augmentation de ['aire
moléculaire. De méme, pour le cytf, c'est a 4 mol/l de sel qu'on a observé
une augmentation évidente de l'aire moléculaire et du collapse,
accompagnée d'une nette diminution du potentiel de surface. Par contre,
dans le cas du cyt ¢, ces changements simultanés surviennent, méme, a la
plus faible concentration de sel utilisée, soit 0.1 mol/l. Au-dessus de cette
concentration, la valeur du potentiel de surface au niveau du plateau est

réduite d'environ 85 mV, pour se stabiliser a environ 300 mV.

Dans une étude antérieure, Shasovnikova er al. (1983) ont rapporté
I'effet de la concentration du NaCl introduit dans la sous-phase sur les
isothermes []-A de I'immunoglobuline humaine. Comparativement a notre
travail, cette influence du sel se manifeste par une augmentation de l'aire
moléculaire et de la pression de surface au plateau, phénomene que ces
auteurs ont expliqué par la dénaturation de la molécule dont les stuctures
secondaires et tertiaires sont perturbées. Dans un autre travail, le
dédoublement des valeurs de la pression au collapse et de I'aire moléculaire
limite, noté lors de la dénaturation de la toxine de diphtérie en monocouche
en portant le pH de la sous-phase ou elle est répandue de 7.4 a 5, est
expliqué par une transition de la protéine d'une conformation globulaire a
une structure moins compacte et plus stable a l'interface (Demel et al.,
1991). Par ailleurs, la valeur élevée de la pression au collapse, observée
dans le cas du cytc (Quinn et Dawson, 1970) serait aussi causée par la
présence du NaCl dans la sous-phase. Comme l'aspect globulaire de la
protéine native, ainsi que les éléments ordonnés de ses structures

secondaires incluant les hélices-a et les structures 3, sont stabilisés grace
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aux liens hydrogenes des groupements carbonyles et amide de la chaine
polypeptidique d'un coté ou entre les résidus polaires et les molécules d'eau
de l'autre (Stryer, 1988; Rawn, 1989), la présence de sel en grande
concentration pourrait provoquer la perturbation de ces liens et changer la

conformation de la molécule.

Les transformations manifestées par la protéine sous I'influence de la
concentration du sel dans la sous-phase sont expliquées par le phénomene
de dénaturation comme rapporté dans le cas des protéines adsorbées a
I'interface air/eau a partir d'une solution aqueuse (Phillips, 1977; Graham et
Phillips, 1979 a-c; MacRitchie, 1986). Dans ce cas, la protéine perd en
partie, ou en totalité, ses structures tertiaires et secondaires pour se
partitionner entre les phases aérienne et aqueuse sous forme de segments, de
trains et de queues, et occuper -comme souvent répporté— une aire de
-1 mz/mg (voir chapitre 1). L'augmentation de l'aire moléculaire et de la
pression au collapse dans le cas des deux cyt est un signe de |'apparition de
changements conformationnels dans la molécule. Comme les portions
hydrophobes (p. ex. hélices-«t ou feuillets-f3) sont enfouis dans le coeur de
la protéine en solution, une fois a l'interface air/eau et sous l'effet de la
dénaturation causée par la surface, celles-ci peuvent étre partiellement
exposées a la phase aérienne. [l peut en résulter une augmentation de l'aire
moléculaire et de la pression au collapse, causée par dépliement de la
molécule. Dans ces conditions, 'augmentation du collapse pourrait étre
expliquée par le fait que, sous l'effet de la compression, I'éjection de ces
éléments additionnels hors de la monocouche qui surviendrait au collapse,
nécessiterait un apport énergétique additionnel. Les figures 18 et 19
montrent une certaine proportionnalité entre l'augmentation de l'aire

moléculaire et de la pression au collapse. En augmentant la concentration
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en sel de la sous-phase de 0 a 4 mol/l, on note que I'aire limite et la pression
au collapse sont simultanément multipliés par un facteur de 1.5 pour le cyt f
et de 2 pour le cytc. La plus grande aire moléculaire limite enregistrée
correspond a 1 mz/mg pour le cyt ¢ et 0.33 mz/mg pour le cyt f; valeurs qui
montrent bien que la structure du cyt f est apparemment moins affectée par
le sel que celle du cyt ¢. En effet, | m*/mg de cytf correspondrait & une
aire moléculaire d'environ 4 800 A</molécule. Cependant, dans les deux
cas la protéine est dénaturée puisqu'aux grandes concentrations de sel dans
la sous-phase et a la fin de la compression, la monocouche de protéine
semblait dans un état coagulé. En effet, dans les conditions normales, a la
fin de chaque expérience, au moment du nettoyage de la monocouche
(lipidique ou protéique) et ce, a l'aide d'une pfpette Pasteur reliée a un
systeme de succion a vide, la monocouche est aspirée instantanément,
provoquarit un retour rapide de la pression de surface 2 0 mN/m. Toutefois,
dans le cas mentionné ci-dessus ou la protéine est apparemment coagulée,
I'aspiration de la monocouche durait plus longtemps, soit au moins une

minute.

L'effet du sel sur les protéines globulaires en solution est connu sous
les noms de dissolution par les sels ou "salting-in", et relargage de la
protéine ou "salting-out” (Lehninger, 1975). Ces phénomenes se résument
comme suit: 2 faible concentration les sels agissent en €levant la solubilité
d'une protéine, d'ou le "salting-in". Au fur et & mesure de I'augmentation de
la concentration en sels, la solubilité de la protéine diminue aux dépens de
son relargage et sa précipitation sous sa conformation native. Bien que la
base physicochimique de cette précipitation demeure complexe, une
explication de ce processus peut étre avancée sur la base d'une extraction de

l'eau d'hydratation des molécules protéiques lors de l'emploi de fortes
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concentrations en sels, conduisant ainsi a une solubilit¢ moindre
(Lehninger, 1975). Une analogie peut étre établie avec l'effet du sel sur la
protéine en monocouche, ou I'éventuelle déshydratation de la molécule
conduirait a la précipitation de ses résidus a l'interface air/eau. Ce
phénomene favorisant ['adsorption des divers segments de la protéine,

coopererait avec |'effet de surface a la dénaturation de la molécule.

Parallelement a l'augmentation de I'aire moléculaire et de la pression
de surface au collapse, la modification du potentiel de surface manifestée
par une élévation du plateau d'environ 50 mV dans le cas du cyt f et par une
diminution d'environ 85 mV dans le cas du cyte, pourrait également
résulter du phénomene de dénaturation. Le changement conformationnel de
la protéine pourrait induire une réorientation globale du moment dipolaire
perpendiculaire de la molécule dont dépend le potentiel de surface. Si la
modification du potentiel de surface était uniquement due a la présence
d'ions dans la sous-phase, la neutralisation des charges positives du cytc a
pH = 8 aurait donné une isotherme []-A a aires moléculaires plus faibles et
ce, a cause de I'élimination des interactions €lectrostatiques répulsives entre

les molécules chargées de la monocouche.
3. 2. 1. 5. Conclusion

Les propriétés interfaciales des cyt f et ¢ déterminées dans ce travail,
ont montré que les deux protéines forment une monocouche stable a
I'interface air/eau. Une comparaison entre la section du cytc connue par
diffraction aux rayons X et son aire moléculaire déterminée en
monocouche, a montré une excellente corrélation ce qui expliquerait que la

molécule pourrait conserver sa structure native a l'interface air/eau.

Les courbes de compression des deux cyt sont hautement influencées
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par la concentration interfaciale initiale choisie. Pour chaque protéine, il
. . i . 0
existe une concentration critique (environ 0.5 mg/m-) au-dessus de laquelle,

une partie des molécules déposées est solubilisée dans la sous-phase.

Les cycles compression-expansion ont montré que le cytf a une
conformation plus compacte et moins sensible a la désorption et a la

dénaturation que le cyt c.

L'ajout de sel a fortes concentration dans la sous-phase induit des
changements conformationnels marqués au niveau de la molécule protéique.
Ces changements qui sont manifestés par l'augmentation de ['aire
moléculaire et de la pression au collapse, signalent la dénaturation de la
protéine. De plus, l'effet du sel, les cycles compression-expansion, ainsi
que le maintien de la protéine a 0 mN/m pendant une longue durée, nous ont
permis de détecter grace aux variations de la pression au collapse et de l'aire .

moléculaire la dénaturation de la protéine a l'interface air/eau.

En termes de perspective, afin de mieux cerner le phénoméne du
changement conformationnel de la protéine, de 1'état natif a I'état dénaturé,
nous proposons une étude par la technique FTIR a l'interface air/eau.
Ainsi, puisque cette technique est assez pertinente, elle nous éviterait de
travailler avec une protéine dénaturée dans les modeles qui reconstituent les

systemes biologiquement actifs.
3. 2. 2. Adsorption du cyt ¢ a une monocouche de DOPC

Dans la plupart des études concernant l'interaction lipide-protéine a
l'interface air/eau, la protéine hydrosoluble est injectée dans la sous-phase
sous une monocouche lipidique. Les mesures concernent alors, soit la

variation de la pression de surface a aire moléculaire constante, soit
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I'inverse. Ces mesures qui modélisent |'aspect fonctionnel ou structural de
la protéine visent, soit |'étude du complexe lipide-enzyme comme dans le
cas de la digestion enzymatique d'une monocouche de phospholipide par
une phospholipase, soit I'étude de I'aspect conformationnel de la protéine
dans le complexe lipide-protéine a I'interface air/eau. Ce dernier point a pu
étre examiné a maintes reprises en adsorbant une protéine telle que le cyt ¢
a une monocouche lipidique (Quinn et Dawson, 1969a-b, 1970; Teissie,
1981; Lamarche, 1988). Ainsi, I'adsorption du cyt ¢ a une monocouche de
DOPC ou de PC d'oeuf, a montré que la protéine ne s'adsorbe pas (Quinn et
Dawson 1969; Lamarche, 1988) ou s'adsorbe, sans toutefois pénétrer
(Teissie, 1981) dans la monocouche de phospholipide comprimée a une
pression de surface de 20 mN/m. Aux pressions inférieures, a I'aide d'une
série de cycles compression-expansion, il a été€ démontré que la protéing est
incorporée a la monocouche lipidique lors de [I'expansion et la
recompression jusqu'a 14 mN/m, au-dela, elle est progressivement éjectée
dans la sous-phase (Lamarche, 1988). Au-dessus de 20 mN/m, les
propriétés mesuréés sont simplement celles du lipide. L'étude présentée
dans cette section, c'est-a-dire I'adsorption du cyt ¢ a une monocouche de
DOPC, ne représente pas l'objectif de notre travail. Les résultats obtenus a
l'aide de cette technique seront utilisés uniquement dans un cadre
comparatif avec nos travaux sur les interactions lipide-protéine, ou les
constituants sont mélangées a I'interface air/eau (voir section 3. 2. 3). Les
détails de cette technique d'adsorption dont nous présenterons ci-dessous

une description sommaire, figurent dans la these de Lamarche (1988).

Apres avoir comprimé la monocouche lipidique a 20 mN/m, la
protéine est injectée a divers points dans la sous-phase (Fig. 20). La

protéine est ensuite homogénéisée dans la sous-phase par une série de va-et-
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vient (10 fois) d'un prisme creux dont la base repose sur le fond de la cuve
et dont le sommet se situe a environ | mm de la surface. La barriere mobile
est ensuite déplacée a sa position de départ (expansion), puis en sens inverse
(recompression) jusqu'a une position finale (Fig. 20). Nous avons réalisé
une série d'expériences en injectant le cytc sous une monocouche de
DOPC initialement comprimée a 20 mN/m. Comme nous savons que

I'adsorption de la protéine peut dépendre de certains parametres, comme par

Fig. 20. Rcpréscntation schématique du dispositif d’homogénéisation de la protéine
injectée sous unc monocouche lipidique (M) -comprimée a 20 mN/m-, a laide de
mouvements horizontaux ([1eches) d'un prisme creux (P). Les autres éléments sont: la
barricre mobile (B), e [Totteur (F), ct l'obslacle (O) contre Ic passage de la protéine au

compartiment de rélérence (A).

exemple la variation de sa concentration ou la méthode de son introduction
dans la sous-phase, nous avons entrepris d'étudier I'incorporation du cyt ¢ a
la monocouche lipidique, en tenant compte de ces parametres. Deux
concentrations, 0.5 et 1 mg/l, ainsi que deux méthodes d'injection de la
protéine, soit dans le creux du prisme, soit dans toute la partie de la cuve
localisée sous la monocouche, ont été utilisées. Dans les deux cas, la
protéine a ét€ homogénéisée dans la sous-phase tel que décrit ci-dessus.
Qualitativement, les résultats illustrés dans la figure 21 pour les deux
concentrations mentionnées, s'accordent bien entre eux et avec le travail de
LLamarche (1988) pour révéler une incorporation du cytc au cours de

I'expansion (20 2 O mN/m) et de la recompression (0 a 14 mN/m). Au-



98

500+

400 -

300

POTENTIEL DE SURFACE (mV)

200
E 404
P
E
wl
S 30-
[T
[a o
=2
(/)]
a 204
P
S
P
w | O-
[a o N
[« 8
\\ =
0 1 1 T
25 75 125 175

o
AIRE PAR MOLECULE (A2)

Fig. 21. Adsorption du ¢yt ¢ 1njecté dans la sous-phasc a unc monocouche de DOPC.
La DOPC est d'abord comprimée a 20 mN/m (C1 et C2). Apres injection du ¢yt ¢ ct
cxpansion jusqu'a la position initiale de la barricre (courbes non représentées pour la
clarté de la figure), la monocouche est finalement rccomprimée (R1 ¢t R2) a une
position finale. Les chiffres 1 ct 2 sont respectivement attribués a 0.5 ¢t | mg de ¢yt ¢.

Pour les autres détails, voir texte. Sous-phase: Tris-HCI 1 mM, pH: &.



99

dessus de 14 mN/m, le changement de pente dans les courbes de pression et
de potentiel de surface, ainsi que le retour des isothermes aux propriétés
interfaciales du lipide aux pressions supérieures a 20 mN/m, sont la preuve
de la désorption de la protéine dans la sous-phase. Les propriétés
interfaciales de la DOPC déterminées dans cette étude, seront décrites dans
la section suivante (3. 2. 2). D'un point de vue quantitatif, la figure 21
montre que |'adsorption de la protéine a la monocouche lipidique augmente
avec la concentration de la protéine dans la sous-phase.  Ainsi,
I'augmentation de l'aire moléculaire correspondant a l'incorporation de la
protéine en expansion et en recompression, va en paralléle avec
I'augmentation de sa concentration dans la sous-phase. Il en serait de méme
si la protéine était recomprimée longtemps apres l'expansion, car
['adsorption de la protéine a l'interface air/eau ou a une monocouche
lipidique. est un_phénomene cinétique (cf. chapitre 1). L'effet du temps sur
la quantité de protéine adsorbée a d'ailleurs ét¢ démontré dans la these de
Lamarche (1988), ot la recompression finale du cyt ¢ aprés une série de
cycles compression-expansion du film mixte a abouti a la plus grande aire

moléculaire et donc a la plus grande quantité de protéine incorporée.

L.a méthode d'injection a également entrainé des différences dans les
résultats. Les isothermes de la figure 21 sont obtenues suite a I'injection de
la protéine dans le creux du prisme. Lorsque l'injection est réalisée au-
dessous de toute la surface occupée par la monocouche, soit a ['intérieur et a
I'extérieur du creux du prisme, I'aire moléculaire obtenue pour le film mixte
est beaucoup plus faible que celle mentionnée ci-dessus. Pour 1 mg de
protéine, les courbes résultantes non représentées pour fin de clarté de la
figure, sont presque confondues avec celles obtenue pour 0.5 mg dans la

figure 21.
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3. 2. 3. Interaction lipide-protéine: épandage des deux constituants a

I'interface air/eau.

L'interaction lipide-protéine est fondamentale pour l'exercice des
fonctions de la membrane biologique. Ces deux constituants contribuent a
poids égal dans l'architecture membranaire. En revanche, considérant le
nombre de molécules de chaque espece, les protéines représentent une
fraction molaire infime de I'ordre de quelques unités pour cent. Afin de
respecter de telles proportions et d'étudier la thermodynamique du mélange
dans le modele de monocouche qui sert a simuler une membrane
biologique, seule I'épandage respectif des deux constituants ou de leur

mélange, permet une étude précise de |'interaction lipide-protéine.

Dans le travail qui suit, l'interaction lipide-protéine sera étudiée dans
divers Systémes binaires ol les deux constituants seront mélangés a la
surface de I'eau. Comme les lipides et les protéines concernés ne sont pas
solubles dans les mémes solvants, nous procéderons a |'épandage respectif
des molécules lipidiques et protéiques comme décrits dans le chapitre 2.
Avant d'épandre la protéine, il est essentiel de s'assurer de I'évaporation
totale du solvant organique dans lequel les molécules lipidiques sont
répandues, sinon la dénaturation de la protéine devient inévitable. Dans ce
dernier cas, nous avons constaté a la suite d'une compression, une
augmentation continue du potentiel de surface sans détection d'aucun signal

de presston de surface.

L'objectif de ce travail est d'étudier la muscibilité, la stabilité et
I'interaction dans divers systemes lipide-protéine ainsi que l'influence de
certains parametres tels que la nature et l'état physique du lipide, la

complexité de la téte polaire, de méme que la charge que celle-ci; ou la
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partie polaire que porte la protéine. Ces parametres peuvent étre étudiés
dans les systemes lipide-protéine en utilisant comme protéine le cyt ¢ ou f,
et un vaste choix de lipides comme par exemple les phospholipides qui
entrent principalement dans la composition de la plupart des membranes
biologiques. Les phospholipides synthétiques représentent des molécules
de choix puisqu'on peut les modifier soit au niveau de la téte polaire, soit au
niveau de la chaine d'acide gras. Nous pourrons étudier I'influence de I'état
physique de la monocouche lipidique sur la miscibilité avec la protéine en
utilisant une phosphatidylcholine a |8 carbones, saturée (la DSPC) ou
insaturée (la DOPC). L'influence de la charge de la téte polaire est
examinée en utilisant une phosphatidylsérine insaturée a 18 carbones, la
DOPS. Celle-ci entre dans la composition du feuillet interne de la
membrane celtulaire. A pH physiologique elle porte une charge négative
qui peut interagir électrostatiquement avec la partie polaire chargée de la

protéine.

L'effet de ces lipides synthétiques peut étre comparé a celui d'autres
lipides membranaires comme le MGDG et la Chl ¢ dont la téte polaire est

plus complexe.

3.2.3. 1. Etude de l'interaction des cyt ¢ et f avec la phosphatidyl-
choline: influence de |'état physique du lipide

Dans la présente section, nous étudierons l'effet de la présence d'une
double liaison au niveau de la chaine d'acide gras de la phosphatidylcholine
(DOPC) sur I'interaction de la protéine avec ce lipide en comparaison avec
son homologue saturé, la DSPC. L'interaction électrostatique est exclue

dans ce cas, puisque la PC est un lipide neutre.
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3. 2. 3. 1. i. Isothermes [1-A et AV-A de la DOPC

Les isothermes [[-A et AV-A qui caractérisent la DOPC pure dans ce
travail sont représentées dans la figure 22. Ces courbes sont des moyennes
¢tablies a partir de 25 expériences faites a partir de 8 échantillons pesés a
partir de deux lots achetés séparément. Pour chaque échantillon, une courbe
moyenne est établie et, I'écart maximal observé entre les moyennes est de
3 A%/molécule pour l'aire moléculaire, et de 20 mV pour le potentiel de
surface. Pour un méme échantillon, I'erreur observée sur une moyenne d'au
moins 3 isothermes est de =1 % pour l'aire moléculaire extrapolée a

pression nulle et de + 5 mV pour le potentiel de surface.

L'isotherme [][-A de la DOPC dont la pression de surface débute a
partir d'une aire moléculaire de 113 A%/molécule, est caractéristique d'un
état liquide expansé, causé par la présence d'une double liaison dans chaque
chaine d'acide gras. Le collapse qui correspond a une saturation de
pression, est situé a une pression de surface de 46.0 = 0.5 mN/m et une aire
moléculaire de 56 AZ/molécule. Ces valeurs sont comparées a celles
obtenues par d'autres chercheurs ayant utilisé des conditions expérimentales
comparables aux notres (tableau 4). L'analyse de ces valeurs montre la
bonne concordance entre notre isotherme et celle déterminée par d'autres
chercheurs, les faibles différences se situent a l'intérieur de I'erreur

expérimentale.

Parallelement a I'isotherme []-A, l'isotherme AV-A montre également
une augmentation progressive en fonction de la diminution de l'aire
moléculaire (Fig. 22). Le début de cette augmentation de AV a 255 mV
coincide bien avec l'aire de 113 Az/molécule, valeur ou la pression de

surface est détectée. A l'aire ou la pression de surface collapse, le potentiel
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de surface atteint la saturation a une valeur de 405 mV marquant ainsi le

plateau de la courbe.

Tableau 4. Comparaison de valcurs déduites des isothermes []-A de la DOPC

cntre notre travail ¢t ccux d'autres chercheurs.

Référence Substrat [T, (mN/M)} Ajre par molécule (A2)
A€ Ad A3()
1 Tris-HCI, 1 mM, 46 56 113 67
pH =8.0
2 | Tris-HCL. ImM.| 445 56 107 | 64.5
pH=8.0
3 Tris-HCI, 10 - - 113.8 68.3
mM, pH=74
4 Tampon 46.0 56 114 67
phosphate 1 mM,
pH = 8.0
A:  L'exposant indique la valeur de la pression de surlace.
¢ Collapse.
d:  Aire moléculaire ot débute la pression de surlace.
I Notre travail.
2. Lamarchc et al., 1988a.
3:  Toumois et al., 1989.
4. Tancrede eral., 1981.

3.2.3.1.2. lIsothermes []-A et AV-A des mélanges cyt c-DOPC

Les isothermes []-A et AV-A des mélanges cytc-DOPC pour

différentes fractions molaires du cyt ¢ sont représentées dans les figures 22

et 23. Nous avons utilis¢ deux figures afin de couvrir toutes les

compositions étudiées sans masquer les détails importants. Puisque l'aire
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moléculaire dans le cas des mélanges varie entre 56 A2/molécule (valeur au
collapse) et plusieurs centaines d'A2/molécule, nous avons considéré
I'erreur expérimentale sur le point dont la pression de surface est une valeur
médiane, comprise entre 0 mN/m et la pression au collapse. Ainsi, dans ce
cas, cette valeur déterminée en pourcentage permet de donner une
estimation plus claire de l'erreur. Dans le cas des mélanges. pour toute la
gamme de fractions molaires utilisées, les isothermes moyennes sont
obtenues avec une précision de 98 a4 99 %. Par ailleurs, I'erreur estimée sur

le potentiel de surface est de + 10 mV.

En examinant les isothermes []-A, on constate qu'elles présentent un
seul collapse, celui du lipide, lorsque la fraction molaire de la protéine est
tres faible. A partir d'une fraction molaire du cyt ¢ supérieure a 0.01 (ou
1 %), on note l'apparition d'un second collapse. Un comportement
comparable, rarement rapporté dans le cas des mélanges lipide-lipide a été
expliqué par 'éjection d'un des constituants de la monocouche (Tancrede et
al., 1981; Es-Sounni et Leblanc, 1992). Dans le cas des mélanges lipide-
protéine, oul la protéine est excessivement représentée en poids et en surface
occupée au sein de la monocouche a treés basse fraction molaire, ce type
d'isotherme devient de plus en plus fréquent a rencontrer. Ainsi, des
isothermes []-A montrant deux collapses, ont été rapportées dans les cas de
mélanges ol la protéine est incorporée a la monocouche lipidique a partir
de la sous-phase (Peschke et Mohwald, 1987; Lamarche et al., 1988a) ou
par épandage a partir d'une solution (Taneva et al., 1984; Fidelio et al.,
1984; 1987). L'existence de deux collapses dans l'isotherme []-A d'une
monocouche mixte a été souvent interprétée comme témoignant d'une
séparation des phases, chaque constituant étant expulsé de la monocouche a

la pression correspondant a son collapse (Gaines, 1966; Gabrielli et al.,
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1981 Fidelio et al., 1987). Comme cecl est le cas dans notre systéme cyt ¢-
DOPC, nous croyons aussi que dans une telle situation les deux constituants
peuvent exister en phases séparées lorsque la fraction molaire est supérieure
a 1 %. Les deux constituants seraient donc miscibles lorsque la fraction
molaire de cyt ¢ est inférieure a 1 %, valeur qu'on peut définir comme le
seuil de miscibilit¢ du cytc avec la DOPC ou la quantité maximale de
molécules protéiques qu'on peut ajouter a la monocouche lipidique avant
d'avoir une séparation de phases. Au-dessus de cette fraction molaire
critique, un second collapse ([]:») dont la valeur décroit de 15a 12.5 mN/m
entre les fractions molaires de cyt ¢ de 0.020 et 0.034 (Fig. 22 et 23). Au-
dessus de la fraction molaire de cytc¢ de 0.034, la valeur du second
collapse demeure constante a 12.5 mN/m (Fig. 23). A la fraction molaire
de cytc de 0.1, la monocouche est grossierement influencée par le
caractere protéique puisque le poids de la protéine et la surface qu'elle
occupe dans le film a 5 mN/m sont respectivement de 40 et 4] %. Ceci
montre que, dans une monocouche mixte lipide-protéine, méme aux faibles
fractions molaires de protéine, la dominance du poids et la surface occupée
par la partie protéique peut masquer l'influence de la partie lipidique. Cette
hypothese est a I'encontre de celle avancée par d'autres chercheurs (Fidelio
et al., 1986; 1987) qui ont suggéré une meilleure stabilité de la protéine
dans la monocouche mixte dont la pression au collapse []1.» est de quelques
mN/m supérieure a celle de la protéine pure. Cette explication est de plus
en contradiction avec la supposition que I'apparition du second collapse est

liée a la s€paration de phases.

Les isothermes AV-A des mélanges cyt c-DOPC sont représentées

dans les figures 22 et 23. Celles-ci montrent également deux collapses

AV .| et AV, correspondant aux mémes aires moléculaires ou [].; et [1.»
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sont respectivement observés. La réduction du potentiel de surface au-dela
de AV - est une autre preuve de la désorption des molécules protéiques de
la monocouche. A partir de I'aire moléculaire ou les isothermes []-A des
mélanges s'approchent de celle de la DOPC pure, les isothermes AV-A des
mélanges tendent aussi a se confondre avec celle du lipide pur.
Qualitativement, ces résultats se comparent bien a ceux obtenus avec les
mélanges cyt c-DOPC, ot le ¢yt ¢ est incorporé a la monocouche a partir de
la sous-phase (voir Fig. 21). Ce qui montre bien que les propriétés des \
mélanges cyt ¢-DOPC a l'interface air/eau sont identiques, que la protéine
soit ajoutée a la monocouche lipidique par adsorption a partir de la sous-

hase ou par épandage a la surface a partir d'une solution.
o

3.2.3. 1. 3. Influence des cycles compression-expansion sur le

comportement du mélange cyt ¢ -DOPC

La stabilité de la protéine dans la monocouche du mélange est testée
par les cycles expansion-compression. Pour ce faire, nous avons soumis le
mélange cyt c-DOPC dont la fraction molaire de cyt ¢ est de 0.03, a une
série de cycles compression-décompression. Pour chaque cycle, la barriere
mobile est arrété a 0 mN/m en décompression et a une pression de surface
donnée en recompression. Les résultats illustrés dans la figure 24 montrent
que pour les compressions dont la pression d'arrét est inférieure a [].0, les
isothermes (J]— A et AV-A) de recompression se confondent sans hystérese
(Fig. 24, courbe 1). Par contre, lorsque la monocouche est comprimée a une
pression de surface supérieure a [].», les isothermes []-A et AV-A des
recompressions subséquentes se font avec une diminution progressive de
I'aire  moléculaire (Fig. 24, courbes 2-4). Cette hystérése observée
simultanément sur les isothermes []-A et AV-A est la preuve d'une

désorption progressive du cyt ¢, aux pressions de surface plus grandes que
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Fig. 24. Ellet des cycles compression-cxpansion sur Ies isolhermes [1-A ct AV-A du
mclange ¢yt ¢ -DOPC  (Xcyt ¢ = 0.034).  Les recompressions sont arrétées a des
pressions de surface inféricures au plateau: a 2.4, 6.2, 10 ct 12 mN/m (1), ct cn haut du
platcau: a 22 mN/m (2), 34.8 mN/m (3) ct au collapsc du lipide (4). La courbe 5
représente le mélange DOPC-cyt ¢ (Xceyt ¢ = 0.01). Pour la clarté de la ligure, toutcs
les expansions et certaines recompressions ne sont pas représentées. Les autres détails

figurent dans le texte. Sous-phase: Tris-HCl | mM, pH: 8.
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[1.~. Apres une série de recompressions a une pression de surface de

34.8 mN/m, |'aire moléculaire se stabilise a une valeur constante pour les 4
dernieres recompressions (Fig. 24, courbe 4). Dans ce cas ou le collapse
[Te» est difficilement détectable, la quantité de molécules protéiques
demeurant dans le film est apparemment fortement liée aux molécules
lipidiques. Celle-ci est évaluée a 1 % (c'est-a-dire une molécule de cyt ¢
pour 99 de DOPC) puisque les courbes []-A et AV-A sont presque
confondues avec celles du mélange cyt ¢-DOPC (X¢y( ¢ = 0.01) issues de la

figure 22 et représentées dans la figure 24 (comparer les courbes 4 et 5)

3. 2.3. 1. 4. Isothermes []-A des mélanges cyt f~-DOPC

En mélange avec la DOPC, le cytf montre le méme comportement
que le cyt ¢, c'est-a-dire avec des isothermes ayant deux collapses seulement
quand la fraction molaire du cyt f est supérieure a 0.01 (Fig. 25). Ceci
suppose que dans ce cas, le seuil de miscibilité entre les deux constituants |
est situé a une fraction molaire de cytf de 0.01. Une particularité de
I'interaction du cytf avec la DOPC est le fait que pour les fractions
molaires de cyt f inférieures a 0.01, le décalage entre I'aire moléculaire du
mélange par rapport a celle de la DOPC est clairement indicatif d'un lien
permanent de la protéine avec les molécules lipidiques a toutes les pressions
de surface. Aux fractions molaires supérieures de cyt f, les isothermes des
mélanges rejoignent celle du lipide seulement aux pressions de surface plus
grandes que 32 mN/m. Par ailleurs, si ces courbes étaient tracées en
calculant 1'aire moléculaire uniquement en fonction du nombre de molécules
lipidiques, elles rejoindraient celle de la DOPC seulement a la pression au
collapse. Ceci montre que dans le cas du cyt £, dii au fait que le collapse est
nettement plus haut que celui du cyt ¢, une partie des molécules protéiques

demeure dans la monocouche mixte aux pressions de surface supérieures a
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[1c». Le second collapse [].» pour les quelques fractions molaires de cyt f

étudiées est nettement supérieur a celui de la protéine pure, soit de 7 a

8 mN/m. En supposant que les mélanges peuvent exister en phases ou sous
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Fig. 25. [sothermes [1-A de la DOPC purc (1) et des mélanges ¢yt f~DOPC aux {ractions
molaires suivantes de cyt f: 0.007 (2), 0.011 (3), 0.034 (4), ct 0.05 (5). Sous-phasc:
Tris-HCI | mM, pH: &.

forme de domaines séparés au-dessus du seuil de misciblité, nous n'avons
pas pris de mesures pour d'autres mélanges. Ainsi, comme nous l'avons
obtenu pour les mélanges cyt ¢ -DOPC, la tendance a la diminution de [].»
de 26 a 24 mN/m pour les fractions molaires respectives de 0.034 et 0.050,
pourrait indiquer que les mélanges finiraient par atteindre une valeur égale
ou proche de celle du collapse de la protéine pure a partir d'une fraction

molaire de cyt fqui procurerait a la monocouche un caractere protéique.
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3.2.3. 1. 5. Isothermes []-A et AV-A de la DSPC

L'isotherme []-A de la DSPC est représentée dans la figure 26. A
cause de la saturation de ses chaines d'acide gras, la DSPC donne a
l'interface air/eau par une monocouche de type gel, trés peu compressible.
La courbe considérée pour cette étude est la moyenne de 12 expériences
faites a partir de 4 échantillons pesés a partir de 2 lots différents. A
30 mN/m, I'écart maximal entre les courbes moyennes est de | A2/molécule
ce qui correspond a une erreur expérimentale approximative sur l'aire
moléculaire de + 1 %. La pression de départ est détectée a une aire
moléculaire approximative de 62 A-/molécule. Les valeurs au collapse sont
de 58.7 mN/m et 43 A%/molécule pour la pression de surface et l'aire
moléculaire respectivement. Ces valeurs ainsi que d'autres tirées de
I'isotherme []-A se comparent bien a celles d'autres chercheurs (tableau 5).
La légere différence observée sur l'aire de départ pourrait €tre due a
I'utilisation de différentes sous-phases dans les trois cas. Par exemple,
utilisant un tampon Tris ou phosphate, d'autres chercheurs ont constaté
I'influence des ions Tris sur la disparition de la transition de phase observée
dans le cas de l'isotherme []-A de la dimyristoylphosphatidylsérine mesurée
sur un tampon phosphate (Demel et al., 1987). Dans le cas du collapse,
nous ne pouvons comparer nos valeurs a celles des autres chercheurs
mentionnés, car pour des raisons inconnues, la compression des isothermes
[1-A obtenues par Ducharme (1987) et par Phillips et al. (1970) est arrétée

avant d'atteindre le collapse.

L'isotherme AV-A de la DSPC illustrée dans la figure 26 montre une
augmentation croissante du potentiel de surface entre 520 et 575 mV,
valeurs correspondant aux aires de début de pression de surface et du

collapse respectivement. Cette isotherme est obtenue avec une erreur
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Fig. 26. Isothcrmes [1-A ct AV-A de la DSPC pure (1) ct des mclanges ¢yl ¢-DSPC aux
[ractions molaires suivantes de cyt ¢: 0.005 (2), 0.010 (3), 0.014 (4), 0.041 (5) ct 0.096
(6). Pour la clarté de la figure, seules quelques isothermes AV-A sont représentecs.

Sous-phasc: Tris-HCI 1 mM, pH: &.



de + IO mV.

Tableau §. Comparaison de valcurs déduites des 1sothermes []1-A de la DSPC cnlre

notre travail el ceux d'autres chercheurs.
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Référence Substrat M. Aire par molécule (A2)
(mN/m)
AC Ad A30
I Tris-HCI, | mM, 58.7 43 62 48
pH =8
2 Phosphate, | - - 56 45.5
mM, pH =7.2
3 NaCl, 0.1 M - - 58

A: L'exposant indique la valeur de la pression de surface.

¢ Collapse.

d:

;' Notre travail.

2:  Ducharme, 1987.
3:

3. 2. 3. 1. 6. Isothermes []-A et AV-A des mélanges cyt c-DSPC

Phillips er al., 1970.

Atre ou débute la pression de surface.

Les isothermes []-A et AV-A des mélanges cyt ¢-DSPC pour les

fractions molaires de cyt ¢ comprises entre O et 0.1 sont représentées dans la

figure 26. Le comportement observé dans le cas des mélanges de ces deux

constituants est similaire a celui du systeme cyt ¢-DOPC discuté ci-dessus.

Méme a la plus basse fraction molaire de cytc utilisée, soit 0.005, le

deuxiéme collapse a peine détectable peut €tre rendu évident si l'isotherme

est tracée avec une échelle d'aire moléculaire plus élargie que celle de la

figure 26. Ceci suppose qu'en présence de la DSPC, le cyt ¢ est miscible a
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une fraction molaire a peine inférieure a 0.005. Aux fractions molaires
supérieures, le deuxieme collapse qui devient plus évident décroit de 14.2 a
10.6 mN/m pour les fractions molaires comprises entre 0.01 et 0.10. Cette
faible valeur de [].» est proche de celle du cytc¢ pure. Ftant donné que
nous supposons une séparation de phases lorsque la fraction molaire de la
protéine dépasse un seuil critique, nous avons jugé inutile d'étudier d'autres
mélanges au-dela de la fraction molaire de cytc¢ de 0.1. Aux pressions
supérieures a 36 mN/m, les courbes des mélanges croisent |'isotherme [[-A
de la DSPC pure indiquant I'éventuelle €jection de toutes les molécules de
cyt ¢ de la monocouche. En comparant les deux systemes, cyt c-DOPC et
cyt ¢-DSPC, nous pouvons constater que le cyt ¢ se partitionne mieux dans
la monocouche fluide de DOPC que dans la monocouche solide formée par
la DSPC. Le fait que le seuil de miscibilité est plus faible dans le dernier
cas, suggere que le partitionnement de la protéine dans la ‘monocouche
lipidique est possible mais plus restreint lorsque les chaines saturées d'acide
gras forment un état solide. Des résultats similaires ont €té rapportés pour
des systemes lipide-protéine impliquant l'adsorption de la protéine a une
monocouche lipidique comprimée a une certaine pression de surface (Morse
[l et Deamer, 1973; Heckl et al., 1985b; Pilon et al.. 1987; Peschke et
Mohwald, 1987; Lamarche er al., 1988a). Dans ces cas aussi, ces travaux
ont démontré |'importance de la fluidité de la monocouche pour I'acquisition
d'une grande pénétration des molécules protéiques de la sous-phase dans la

partie interfaciale.

L'existence du deuxieme collapse est également rendue €vidente dans
les isothermes AV-A des mélanges dont la fraction molaire de cytc est

supérieure a 0.005. Au fur et a mesure que l'aire moléculaire est réduite en

bas de l'aire correspondant a [].», le potentiel de surface reste constant ou
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chute a cause de la diminution de la contribution des molécules de cvt ¢
sous la surface de I'électrode. A plus faible aire moléculaire, les isothermes
AV-A des mélanges rejoignent celle du lipide pur comme observé dans le

cas de la pression de surface.
3.2.3.1.7. Application de la regle d'additivité aux mélanges cyt-PC

La regle d'additivité de ['aire moléculaire et du potentiel de surface est
exprimée par les équations 1 et 8 respectivement. L'évaluation de 1'énergie
libre en exceés du mélange est déterminé€e par 1'équation 2. L'application de
la régle d'additivité de l'aire moléculaire aux monocouches mixtes permet
(rappelons le) d'évaluer la muscibilité et l'interaction entre les deux
constituants a I'interface air/eau (Gaines, 1966; Birdi, 1989). Selon Gaines
(1966), toute déviation par rapport a cette régle est la preuve de l'existence

d'une interaction entre les molécules des deux constituants.

Pour les phosphatidylcholines insaturée (DOPC) et saturée (DSPC), les
résultats déduits graphiquement des isothermes des constituants purs et en
mélanges (Fig. 22, 23 et 26) sont représentés dans les figures 27 et 28
respectivement. Dans les deux cas, l'application de la régle d'additivité
permet de statuer pour des mélanges idéaux. Rappelons qu'un mélange
idéal peut signifier I'absence d'interaction entre les constituants, mais avec
la possibilité d'une immiscibilité aussi bien que d'une muscibilité dans le
film. Cette derniere peut étre confirmée par l'application de la reégle des
phases en deux dimensions ou par 1'évaluation de |'énergie libre en excés du

mélange au cas ol il existe une certaine interaction entre les molécules.

Dans le cas des mélanges cyt f~-DOPC, les points expérimentaux sont
conformes a la régle d'additivité seulement pour les fractions molaires de

cyt f inférieures a 0.02. Aux fractions molaires supérieures, les points
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expérimentaux sont décalés positivement par rapport aux mélanges idéaux
(Fig. 29). Une déviation positive par rapport a la régle d'additivité n'est pas
chose fréquente dans les travaux publiés antérieurement dans ce domaine.
Dans les rares cas ou elle est rapportée pour les mélanges lipide-lipide,

certains chercheurs |'attribuent & une incompatibilité ou une séparation de
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Fig. 27. L'airc moléculaire représentée cn fonction de la fraction molaire de la protéine
pour le systeme cyt ¢ -DOPC. Les valeurs sont déduites graphiquement a parlir des
figures 22 et 23, aux pressions de surfacc de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7 mN/m (C) et
9mN/m (D). La droite et les points noirs représentent respectivement les valcurs

calculées par la régle d'additivité (¢quation 1) et les valeurs expérimentales.

phases a petite ou grande échelle entre les deux constituants (N'soukpoé-
Kossi et al., 1988; Grainger ef al., 1990). Dans les cas de mélanges lipide-

protéine, le décalage positif par rapport au mélange idéal a été expliqué par
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Fig. 28. L'airc moléculaire représentée cn fonction de la [raction molaire de la protéine
pour le systeme cyt ¢ -DSPC. Les valeurs sont déduites graphiquement a partir de la
f[igure 26 aux pressions de surface de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7 mN/m (C) ct
9 mN/m (D). La droite et les points noirs représentent respectivement les valeurs

calculées -par la regle d'additivité (€quation 1)- ct les valeurs expérimentales.
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Fig. 29. L'aire moléculaire représentée en fonction de la fractton molaire de la protéine

pour le systeme ¢yt ~-DOPC  Les valeurs sont déduttes graphiquement & partir de la

figurc 25 aux pressions de surface de: 5 mN/m (A), 9 mN/m (B), 13 mN/m (C) ct
17 mN/m (D).

calculées -par la regle d'additivité (équation 1)- et les valeurs expérimentales.

La drotte ct les points noirs représentent respectivement les valeurs
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une plus faible stabilité thermodynamique entre les constituants (Birdi,
1989: Maget-Dana et al., 1989). Dans le cas des mélanges cyt f~-DOPC,
pour les fractions molaires de cyt f supérieures a 0.02, le décalage positif
observé dans la figure 29 appuie I'hypothese de la séparation de phases
et/ou I'éventuel changement conformationnel de la protéine suite a cette

ségrégation des phases. Nous reviendrons a ce sujet plus bas, au paragraphe
3.2.3.3.2. 1.

Les résultats concernant la regle d'additivité du potentiel de surface
(équation 8) pour les mélanges cyt c-DOPC sont représentés dans la figure
30. Compte tenu de l'erreur expérimentale enregistrée sur les isothermes
AV-A et qui est de + 10 mV, nous considérons que ceux-ci sont conformes
a la regle d'additivité. Contrairement a la regle d'additivité de ['aire
moléculaire, expression souvent exploitée dans les publications dans ce
‘domaine, celle du potentiel de surface est rarement rencontrée. En effet,
méme les isothermes AV-A des constituants purs sont rarement publiées et
ce, probablement a cause de la diversité des modeles qui simulent le
potentiel de surface de la monocouche (Taylor er al., 1990) rendant ainsi
leur interprétation quantitative hasardeuse (Mohwald, 1990). Parmi les
rares cas rapportés pour la regle d'additivité du potentiel de surface des
mélanges lipide-lipide, parfois méme sans aucune mention d'interprétation,
la conformité a la regle d'additivité est expliquée par I'absence d'interaction
entre les molécules, tandis que le décalage des points expérimentaux par
rapport a cette regle est interprétée par l'existence d'une interaction entre les
deux types de molécules (Shah et Schulman, 1967; Magio et al., 1977). Si
nous appliquons cette interprétation a nos mélanges cyt ¢-DOPC (Fig. 30),
nous pouvons également supposer par la conformité des points

expérimentaux avec les points prévus par la regle d'additivité, une absence
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Fig. 30. Polcnticl de surface représenté en fonction de la fraction molaire de la protéine
pour le systeme cyt ¢ -DOPC. Les valcurs sont déduites graphiquement a partir des
figures 22 et 23, aux pressions de surface de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7 mN/m (C) ct
9 mN/m (D). La droite ct les points noirs représentent respectivement les valeurs

calculées -par la regle d'additivité (équalion 6)- et les valcurs expérimentalcs.
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d'Interaction entre les dipoles du cvt ¢ et de la DOPC. Cette hypothese vient
appuyer |'absence d'interaction montré ci-dessus par la régle d'additivité de
I'aire moléculaire. Dans les cas des systemes cyt f-DOPC et cyt ¢ -DSPC,
les résultats représentés dans les figures 31 et 32 montrent un décalage
négatif des points expérimentaux par rapport aux mélanges idéaux. Ce
décalage tres prononcé dans le cas du systeme cytc-DSPC ot les
différences atteignent pour certains points des valeurs de plus de 150 mV
peut étre dii a une Incompatibilit¢ entre les deux constituants.
Particulierement dans le cas des mélanges cyt c-DSPC, la séparation de
phases survenue a une fraction molaire de cyt ¢ tres faible, pourrait avoir un

effet sur I'orientation du moment dipolaire du lipide.

3.2.3. 2. Etude de l'interaction du cytc avec la phosphatidylsérine: influence
du groupe polaire chargé

L'importance de l'interaction électrostatique dans les systémes lipide-
protéine a été soulignée par plusieurs travaux antérieures (voir chap. 1).
Plusieurs fonctions physiologiques sont sans doute liées a la charge
électrique négative que porte le feuillet interne d'une membrane cellulaire.
Le choix de la DOPS pour cette étude peut €tre justifié par le fait que ce
lipide qui donne une monocouche liquide expansée, a un comportement
comparable a celui de la phosphatidylsérine extraite des cellules animales et
dont on a montré qu'elle forme le constituant principal de la partie interne

de la membrane plasmique de I'erythrocyte (Gennis, [989).

Avant d'aborder le cas des mélanges cyt c-DOPS, nous aimerions faire

remarquer qu'a pH = 8, les isothermes []-A et AV-A du cyt ¢ pur obtenues

sur une sous-phase enrichie en CaCl, (résultat non montré), ne different

guere de celle obtenue (Fig. 14) sur le tampon Tris.
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Fig. 31. Potenticl de surface représenté cn fonction de la {raction molaire de la protéine
pour lc systeme ¢yt f~DOPC. Les valeurs sont déduttes graphiquement a partir de la
figure 25 aux pressions de surface de: 5 mN/m (A), © mN/m (B), 13 mN/m (C) ct
17 mN/m (D). La droite et les points noirs représentent respectivement les valeurs

calculées -par la regle d'additivité (équation 6)- ct les valeurs expérimentales.
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calculées -par la regle d'additivité (équation 6)- ct les valeurs expérimentales.
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Répandue sur un tampon Tris-HCI millimolaire, a pH = 8. la DOPS
porte sur sa téte polaire une charge nette négative. Par contre, si le pH de la
sous-phase est réduit par exemple a 4, ou bien si la sous-phase est enrichie
d'ions calcium, la DOPS perd sa charge négative et devient neutre (Gregory
et Ginsberg, 1984). A des fins de simplification dans le texte, dans les deux

cas, nous référerons a ces €tats par les termes "chargée” et "neutre".

Les isothermes []-A et AV-A de la DOPS en absence et en présence
d'ions calcium dans la sous-phase sont représentées dans la figure 33. A
I'état chargé, la monocouche de la DOPS est caractérisée par un début de
pression de surface a approximativement 125 AZ2/molécule et une pression
et une aire au collapse de 47.0 + 0.5mN/m et 58 AZ/molécule
respectivement (tableau 6). Les courbes représentées sont la moyenne de 12
expériences faites a partir de 4 pesées successives. L'écart maximum entre
les courbes moyennes est de 3 A2molécule pouf ['aire moléculaire, et de
10 mV pour le potentiel de surface. Parallelement a I'augmentation de la
pression de surface entre les aires mentionnées ci-dessus. I'isotherme AV-A
donne une croissance continue de potentiel de surface allant de 73 a
213 mV. Sachant que l'enrichissement de la sous-phase par des ions
calcium ou son acidification donne le méme effet sur la monocouche de
phosphatidylsérine (Demel et al., 1987), nous avons opté pour |'utilisation
de ces ions plutdt que l'acide chlorhydrique dont une quantité substantielle
est nécessaire pour l'obtention du pH désiré. Un autre argument en faveur
du choix du calcium est, qu'a pH acide, les propriétés interfaciales de la
protéine sont nettement modifiées suite a sa dénaturation (Demel et al.,

1991). L'utilisation de traces de CaCl» éviterait ainsi la contamination de la

sous-phase. Les isothermes []-A et AV-A de la DOPS neutre répandue sur
un tampon Tris-HCI (10-3 M, pH = 8) enrichie en CaCl, a différentes
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Fig. 33. [sothcrmes []-A et AV-A dc la DOPS purce. La sous-phase (Tris-HCI 1 mM,
pH: &) contient un supplément de CaCl2 aux concentrations de O mM (courbe 1), | mM

(courbe 2) ct 10 mM (courbe 3).
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concentrations sont illustrées dans la figure 33. Dans le cas ou la sous-

phase contient 2 mM de CaCl», les isothermes []-A et AV-A (non montrées)

Tableau 6. Comparaison des valeurs déduites des isothermes []-A de la DOPS entre

notre travail et ceux d'autres chercheurs.

Référence Substrat [, Aire par molécule (A2)
(mN/m)
A€ Ad A3() A40
| Tris-HCI, I mM 47 58 125 | 685 | 62.5
pH=28
2 Tris-HCI, 5 mM 46 585 | 125 | 67.5 | 61.5
pH=74
Tris-HCI, 5mM
3 pH=74,+10 - - - 62.5 -
mM CaCl»
Tris-HCI, | mM
1 pH=8,+ 1 mM 46.5 55 108 | 62.8 | 58.2
CaCl»
Tris-HCI, 5 mM
2 pH=74,+ 10 s 574 | 108 | 625 | 574
mM CaCl»
A: L'exposant indique la valeur de la pression de surface.

i S el = S

Collapsc.

Notre travail.
Mattai ef al., 1989.
Demet et al., 1987.

Aire ou débute la pression de surface.

sont respectivement confondues avec celles ot la sous-phase contient 1 et
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10 mM de CaCl». Afin d'établir les courbes moyennes de la DOPS neutre.

4 a 6 expériences sont effectuées dans chaque cas. Pour vérifier l'effet
maximal que peut causer l'ajout de calcium dans la sous-phase sur les
isothermes [J-A et AV-A de la DOPS, nous avons utilisé trois
concentrations, soit 1, 2, et 10 millimolaire. Les résultats ont montré qu'en
présence de calcium dans la sous-phase, les isothermes sont déplacées vers
les plus petites aires moléculaires. En outre, I'isotherme AV-A est affectée a
tous ses points par une élévation du potentiel de surface. Comparés aux
travaux d'autres chercheurs (tableau 6), les isothermes [[-A de la DOPS
déterminées sur un substrat avec ou sans calcium, donnent des aires
moléculaires et des pressions de surface au collapse similaires. Par ailleurs,
utilisant une sous-phase acide contenant de l'acétate de sodium a pH =4 .
Demel et al. (1987), ont constaté que l'isotherme []-A obtenue dans ces

conditions est identique a celle mesurée sur un tampon Tris-HCI additionné
de 10 mM de CaCl-.

I.'augmentation du potentiel de surface observée dans la figure 33 est
due a la présence des ions calcium dans la sous-phase. Dans le cas d'une
monocouche chargée, le potentiel de surface est défini par l'expression

suivante (Gaines, 1966):
AV =4 [Inp; + (10)

ol AV est le potentiel de surface, p;, le moment dipolaire pour la

monocouche non chargée et 1y représente la différence de potentiel
supplémentaire due a la double couche entre la surface et la sous-phase.
Cette double couche est constituée par les charges des molécules de la

monocouche et les contre-ions de la sous-phase.

'utilisation des différentes concentrations d'ions calcium dans la sous-
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phase a montré que I'effet de ces ions sur la condensation de la monocouche
observée au niveau de l'isotherme []J-A est maximal et constant
indépendamment de la concentration utilisée. Dans le cas du potentiel de

surface, l'accroissement de 165 mV au collapse est constant pour les

concentrations de 1 et 2 mM de CaCl, et Iégerement plus élevé (16 mV de

plus au collapse) pour 10 mM de CaCl,. Ces observations permettent de

conclure que la présence des ions calcium dans la sous-phase, a une
concentration de | mM, est suffisante pour condenser la monocouche de
DOPS a son maximum. Donc, c'est cette concentration qui sera utilisée
dans toutes les expériences ci-dessous impliquant les ions calcium.
D'ailleurs, dans une étude antérieure, Gregory et Ginsberg (1984) ont
montré par la technique de radiocomptage, utilisant du calcium radioactif,
qu'une concentration de 10-4 M de chlorure de calcium dans la sous-phase -
est suffisante pour donner un rapport interfacial Cat+/PS de 1:2. A cette
concentration, ces chercheurs ont appuyé I'hypothese déja suggérée par
d'autres que chaque ion Catt est associé a deux molécules de PS
neutralisant ainsi leur charge. Dans le cas du modele des liposomes a base
de PS et de protéine "4.1" un constituant essentiel de la membrane de
I'érythrocyte, Shiffer et al. (1988) ont montré que le calcium réduit
['interaction électrostatique entre les molécules des deux constituants. Ce
modele peut également s'appliquer a notre étude, ou I'adsorption des ions
calcium a la monocouche de DOPS neutraliserait les interactions
électrostatiques entre les molécules du lipide, causant ainsi l'effet de
condensation observé. En revanche, en absence de calcium, l'isotherme []-
A de la monocouche chargée, mesurée avec une expansion de ['aire
moléculaire résulterait de l'interaction électrostatique répulsive entre les

charges négatives des molécules de DOPS.
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Les isothermes [[-A et AV-A des mélanges cyt c-DOPS. mesurées en
présence et en absence du CaCl, dans la sous-phase sont représentées
respectivement dans les figures 34 et 35. Dans les deux cas, pour tous les
mélanges étudiés, l'erreur expérimentale enregistrée sur l'aire moléculaire
du point a pression de surface médiane entre le point de départ et le collapse

estde + 1.5 %. Pour les isothermes AV-A, les courbes sont reproductibles a

+ 10 mV.

En présence d'ions calcium (1 mM) dans la sous-phase, l'observation
des isothermes []-A et AV-A (Fig. 34) montre que la quantité de protéine
nécessaire a l'apparition du second collapse et donc de ['éventuelle
séparation de phases est plus faible. En effet, a seulement une fraction
molaire de cyt ¢ de 0.04, le second collapse est clairement identifiable au
niveau des courbes [[-A et AV-A. Ceci place dans ce cas le seuil de
‘miscibilié de la protéine avec Ia. DOPS a 2 % de cytc. Au-dessus de
26 mN/m et de 300 mV, les isothermes des mélanges s'approchent des
valeurs du lipide pur. En outre, étant donné que les valeurs du potentiel de
surface du cyt ¢ sont dans le méme ordre d'amplitude que celles de la DOPS
neutre, les potentiels de surface des mélanges cyt c-DOPS ne montrent pas
de chute aux aires moléculaires inférieures a celle de second collapse
comme montré ci-dessus, mais un plateau expliqué également par le
phénomene de désorption. Au collapse, toutes les isothermes des mélanges

atteignent les valeurs obtenues pour le lipide pur.

En absence d'ions calcium dans la sous-phase (Fig. 35), les isothermes
[T-A et AV-A des mélanges montrent un seul collapse, celui du lipide, et ce,
pour les fractions molaires de cyt ¢ allant jusqu'a une valeur comprise entre

6 et 10 %. A 10 % et plus, un deuxieéme collapse (I1¢») apparait. Celui-ci,

étant nettement visible sur les isothermes AV-A, a un comportement
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analogue a celul des mélanges cyt c-DOPC, avec une chute du potentiel de
surface au-dela de [].», causé par une désorption des molécules de cyt ¢ et
une tendance au retour a l'isotherme du lipide pur lorsque la pression de
surface est voisine de 35 mN/m. Dans le cas des mélanges cyt ¢-DOPC,
cette derniere est cependant d'environ 10 mN/m plus basse. Dans le cas de
la présente étude, si on tenait compte uniquement du nombre de molécules
de DOPS, toutes les isothermes seraient écartées de celle de 1a DOPS pure,
ce qui indiquerait qu'une certaine quantité de molécules protéiques
demeurent complexées avec les molécules lipidiques, peu importe la
pression de surface appliquée. Par ailleurs, I'élévation du potentiel de
surface observée dans les isothermes AV-A des mélanges (Fig. 35, courbes
5 et 6) est due a la contribution de celui des molécules de cyt ¢ dont la
valeur est nettement supérieure a celle de la DOPS (comparer Fig. 34 et 35).
Par conséquent, la chute du potentiel de surface observée au-dela du second
collapse serait due a I'élimination des molécules de cyt ¢ de l'interface au-

dessous de I'électrode suite a leur désorption.

Pour les mélanges cyt ¢-DOPS, I'application de la regle d'additivité de
I'aire moléculaire en présence ou en absence d'ions calcium dans la sous-
phase, donne deux résultats antagonistes. En présence du calcium dans la
sous-phase, tous les points expérimentaux correspondant aux fractions
molaires utilisées, sont décalés positivement par rapport a la droite prévue
par la regle d'additivité (Fig. 36). Par contre, en absence d'ions calcium
dans la sous-pase, le phénomene observé est réciproque, ou le décalage
devient négatif (Fig. 37). Le décalage négatif des points expérimentaux par
rapport a la regle d'additivité appuie l'augmentation du seuil de miscibilité et
I'existence d'une interaction entre le cyt ¢ et la DOPS chargée négativement.

En outre, ce décalage quoique petit et dont l'effet est inversé en présence
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Fig. 36. L.'airc molcéculaire représentée en lonction de la lraction molaire de la protéine
pour le systeme ¢yt ¢-DOPS.  Les valeurs sont déduites graphiquement a partir de la
figure 34 aux pressions de surface de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7mN/m (C) ct
9 mN/m (D). La droite ct les points noirs représentent respectivement les valeurs
calculées -par la regle d'additivité (équation 1)- ct les valcurs expérimentales. La sous-

phase conticnt un supplément de CaCl» a unc concentration de T mM.
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calculées -par la regle d'additivité (équation 1)- et les valeurs expérimentales.
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d'ions calcium dans la sous-phase, est la preuve de I'influence qu'exerce ce
type d'ions sur l'interaction électrostatique du cyt ¢ avec la DOPS. Et
puisqu'aux fractions molaires de cyt ¢ supérieures a 0.02, le décalage positif
par rapport a la regle d'additivité est plus prononcé, il peut étre expliqué par
le phénomene de séparation de phases ainsi que par le changement
conformationnel de la protéine tel que suggéré ci-dessus dans le cas des

mélanges cyt f-DOPC.

A partir des résultats représentés dans les figures 36 et 37, nous avons
évalué -a l'aide de I'équation 2- I'énergie libre en exces du mélange. Les
résultats présentés dans la figure 38 montrent par les valeurs négatives de
cette énergie libre en exces dans le cas des mélanges cyt ¢ -DOPS chargée,
I'existence d'une interaction entre les molécules du mélange plus forte que
celle existant entre les molécules dans la monocouche du constituant pur.
En revanche, les valeurs positives de I'énergie libre en excés observées dans
le cas des mélanges cyt ¢ -DOPS neutre, peuvent étre la conséquence d'une
interaction faible entre les molécules des deux constituants aussi bien que
d'un dépliement résultant du changement conformationnel du cytc. Cette
interaction étant plus faible que celle existant entre les molécules du
constituant pur, les molécules de chaque constituant ont alors tendance a
s'auto-associer pour former des domaines d'agrégats (Maget-Dana, 1989),
un phénomene qui peut étre assimilé a la séparation de phases. L'agrégation
des molécules protéiques est également suggérée pour d'autres
monocouches lipide-protéine ou la protéine dépasse une concentration seuil
(Heckl et Mohwald, 1987).

A la lumiere des résultats discutés ci-dessus, il est clair que le cyt ¢
dont la charge nette est positive a pH = &, voit sa miscibilité augmenter avec

la DOPS chargée négativement plutdt qu'avec son équivalent neutre. En
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3 mN/m (A), 5mN/m (B), 7 mN/m (C) et 9 mN/m (D).
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d'autres termes, en absence d'lons calcium dans la sous-phase, il y a plus de
molécules protéiques qui s'associent avec les molécules de la DOPS
chargée. Ce phénomene est également bien documenté dans les études
classiques d'adsorption d'une protéine de charge x a une monocouche
lipidique neutre ou de charge opposée. L'adsorption préférentielle et
quantitativement plus importante de la protéine ou du peptide a la
monocouche lipidique chargée est clairement démontrée et expliquée par le
caractere €lectrostatique de l'interaction (Quinn et Dawson, 1969; Morse 11
et Deamer, 1973; Teissie, 1981; Demel et al., 1990; Batenburg et al., 1988).
D'autres chercheurs étudiant l'adsorption du cyt ¢ a une multicouche
d'acide gras ou de lipide de charge négative, sur un substrat solide par la
méthode LB, ont montré l'importance du caractere électrostatique dans
I'interaction (Pachence et Blasie, 1987; Pachence et al., 1989, 1990;
Pachence et Blasie, 1991). Dans leur étude, Pachence et Blasie (1987)
supposent que les molécules de cyt ¢ adsorbées a partir d'une solution pour
s'organiser en une monocouche "compacte", ou l'aire occupée par chaque
molécule est de 833 A=/molécule. sont disposées de telle sorte que leur
groupement heme est orienté. Par ailleurs, le caractere électrostatique de
I'interaction est mis en évidence par le fait que les molécules de cyt c. liées
a l'acide stéarique, sont désorbées une fois mises en contact avec une

solution aqueuse contenant | mM de KCl (Pachence et Blasie, 1987).

Dans une cellule vivante (Eucaryote ou Procaryote), la plupart des
protéines synthétisées et destinées a l'exportation a I'extérieur du cytoplasme
doivent traverser la membrane a l'aide d'un peptide signal (Gierasch, 1989).
Ce peptide signal tres hydrophobe, de 16 a 30 acides aminés, synthétisé
comme une extension du N-terminal de la protéine, interagit avec d'autres

complexes protéiques liés ou non a la membrane, afin de remplir sa fonction
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de translocation (Killian et al., 1990). Une fois que cette fonction est
accomplie, le peptide signal est scindé de |a protéine grace a une enzyme, la
signal peptidase, libérant ainsi la molécule protéique préte a remplir sa
fonction physiologique (Liu et al., 1989; Rawn, 1989). Chez FEscherichia
coli, un phénomene analogue est connu, ol certaines protéines ou leurs
précurseurs destinés a |'exportation -dont le peptide signal du N-terminal
(Hartl et al., 1990)- doivent étre transportés a travers la membrane interne
afin d'atteindre leur lieu fonctionnel cible. Afin d'assurer ce transport dont
le mécanisme est encore mal €élucidé, pendant et juste apres leur synthese,
ces précurseurs interagissent avec plusieurs constituants du systeme de
transfert transmembranaire, notamment les phospholipides (Kusters et al.,
1991). Le rdle des phospholipides -de la membrane interne, chargés
négativement, est mis en évidence dans ce transfert puisque dans les
fragments membranaires provenant de mutants dE. coli, dont la synthese en
phosphatidylglycérol (PG) -majeur phospholipide chargé de la membrane
interne- est déficiente, ce transport est sévérement empeché (De Vrije ef al.
1988; Lill er al., 1990). En revanche, dans les fragments provenant de
mutants dont la synthese de PG est induite, ce transfert est rétabli (Lill, er
al., 1990; Kusters et al., 1991). En outre, seule la charge et non la
spécificité du lipide est le parametre de base pour le rétablissement de cette
fonction de transfert puisque la substitution de la PG par dautres
phospholipides acides, comme la PS ou la cardiolipine, a donné des
résultats similaires (Kusters et al., 1991). L'implication des lipides de
charge négative dans le transfert trans-membranaire de la protéine pourrait
étre a l'origine de la fonction de liaison de la protéine ou de son peptide
signal a la membrane biologique afin d'assurer ce transfert (Kusters ez al.,
1991).
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Dans I'exemple que nous venons de citer, les phospholipides chargés
de [a membrane interne sont nécessaires au transport transmembranaire des
protéines extracellulaires ou de leurs précurseurs dans un but constructif,
c'est-a-dire, afin de promouvoir les fonctions physiologiques de la bactérie.
Un second exemple impliquant un transport semblable, mais dans un but
destructif, est celul de la pénétration de la toxine de diphtérie dans une
cellule vivante. Cette protéine sécrétée par Corynebacterium diphteria est
constituée de deux domaines reliés par un pont disulfure, un domaine
hydrophile A, et un domaine plus hydrophobe B (Rawn, 1989; Jiang et al.,
1991). Apres infection de la cellule vivante par la toxine, le domaine A est
transféré a travers la membrane pour étre libéré dans le cytoplasme et
inhiber la synthese protéique. Bien que la translocation de cette protéine a
travers la membrane -encore mal connue- se fasse sans l'aide d'un peptide
signal, il semble qu'elle se fasse par un changement conformationnel de la
protéine la rendant hydrophobe, suite a son interaction avec certains
organites cellulaires acides comme les endosomes (pour revue, voir Jiang et
al., 1991). A pH acide, on a montré que cette protéine adopte une
conformation plus expansée et hydrophobe, capable de pénétrer dans les
monocouches lipidiques dont la téte polaire est de préférence munie d'une
charge négative (Demel et al., 1991). Donc c'est ce changement
conformationnel relié au processus de dénaturation de la toxine par le pH
acide qui pourrait €tre I'une des étapes dans la voie de la compréhension du
mécanisme de la translocation des protéines a travers les membranes

vivantes.

Dans les deux exemples cités ci-dessus, concernant le transport des
protéines d'E. coli et de la toxine diphtérique a travers une membrane

vivante, lors de ce transport, la protéine interagit nécessairement avec les
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lipides chargés négativement de la membrane (ou du feuillet) interne. A ce
stade du transport, 1l est logique de peunser que, due a la charge négative du
lipide qu'elle contient et, dont le rdle dans l'interaction avec les protéines
basiques est bien démontré /n vivo et dans les modeles membranaires, la
membrane devient zipte a recevoir plus de molécules protéiques sans
perturbation de sa structure lors du transport. Dans le modéle de la
monocouche, nous avons démontré que le seuil de miscibilité du cytc
augmente en présence de la DOPS chargée. La DOPS ne differe pas
beaucoup de la DOPC, sinon par la charge négative qu'elle porte. Leurs
chalnes latérales ayant la méme structure, elles forment toutes les deux une
monocouche expansée et donnent sur le méme substrat des isothermes []-A
tres rapprochées (tableaux 4 et 6). Cependant, leur interaction avec le cyt ¢
a donné des résultats tres différents avec un seuil de miscibilité de la
protéine, 6 a 10 fois plus élevé avec la- DOPS qu'avec la DOPC. Par
ailleurs, lorsque la charge de la DOPS est neutralisée par le calcium, ce
seuil de miscibilité est réduit de facon appréciable pour approcher celui

observé avec la DOPC.

Le role du calcium dans diverses fonctions cellulaires, notamment dans
la physiologie nerveuse et musculaire, est bien documenté. Pour en savoir
plus, le lecteur est invité a lire les livres édités par Rubin et al. (1985), et
Fiskum (1989). Tout comme pour les ions Na*™ et K*, la concentration
cellulaire en ions calcium est contrdlée par une pompe ionique, la Ca*™™
ATPase. Logée dans la membrane du globule rouge ou du réticulum
endoplasmique du sarcoplasme par exemple, cette pompe fonctionne au
besoin pour garder la concentration en Ca*" du cytosol a son niveau
normal, soit de 1077 a4 10°M (Darnell et al., 1988; Rawn, 1989). Par

exemple, lors d'une contraction musculaire, les citernes du réticulum
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sarcoplasmique riches en Ca** (=103 M), liberent cet ion dans le
sarcoplasme dont la concentration peut atteindre 100 fois la normale. Afin
de maintenir le couplage contraction-décontraction des fibres musculaires,
la Ca*™* ATPase pompe le calcium en excés du cytosol pour le ramener au

réticulum sarcoplasmique (Darnell et al., 1988; Rawn, 1989).

Dans les exemples que nous avons mentionné ci-dessus concernant le
transport des protéines a travers la membrane, nous avons pu savoir que
celles-ci le font par interaction avec les lipides portant une charge négative.
Nous n'avons pas rencontré d'implication du calcium intracytoplasmique, ou
de mesure fdite sur celui-ci lors de 1'étape de séparation de la protéine de la
membrane. Si une telle situation est possible, elle expliquerait les
différences observées dans la miscibilité en monocouche, du cyt ¢ avec la
DOPS, en présence et en absence des ions calcium dans la sous-phase. Cecl
nous mene a proposer le modele suivant pour l'interaction du cyt ¢ avec la
DOPS (Fig. 39): (i) en présence des ions calcium dans la sous-phase (partie
A), les ions causent une condensation de la monocouche en s'associant aux
molécules de DOPS comme suggéré par Gregory et Ginsberg (1984).
Ainsi, chaque ion calcium se couple a deux molécules de DOPS neutralisant
ainsi leur charge, ce qui résulte en [|'annulation de la répulsion
électrostatique. Lorsque la solution protéique est répandue, les molécules
de cyt ¢ s'inserent entre les molécules de DOPS neutre de la méme facon
qu'elles l'auraient fait avec les molécules de DOPC, donnant une
monocouche mixte, dont les interactions intermoléculaires sont de type
hydrophobe ou de type polaire autre qu'électrostatique. Ces interactions
normales valables pour la majeure partie des lipides, constituant la

membrane biologique, font en sorte que le seuil de miscibilité du cytc avec
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la DOPS neutre est bas et comparable a celui obtenu avec Ja
phosphatidylcholine. (i1) En absence des 1ons calcium dans la sous-phase,
la DOPS est chargée et, I'épandage du cytc a divers points de la
monocouche lipidique, cause une complexation lipide-protéine maintenue
par une interaction électrostatique (Fig. 39, partie B). De cette interaction
forte résulte l'incorporation d'une grande quantité de cyt ¢ telle que révéiée

par I'augmentation du seuil de miscibilité.

ot
+ O

Sous-phase

Fig. 39. Schéma du modele de l'interaction du cyt ¢ avee la DOPS chargée cl necutre.
Sous-phase: tampon Tris-HCI, I mM, pH =8, avec | mM de CaCls (A), ct sans CaCl~

(B).
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Le modele que nous avons proposé pour l'interaction neutre ou
électrostatique du cyt ¢ avec la DOPS peut avoir une implication in vivo
dans le processus d'incorporation de protéine extracytoplasmique, en
I'occurrence, le domaine A de la toxine de diphtérie. Lors de la formation
du cytc couplée avec son incorporation a travers la membrane
mitochondriale externe, il est suggéré que la structure native de cette
protéine est achevée via le couplage apocyt ¢ -heme au niveau de la
membrane (Nicholson et al., 1987). D'aprés ce modele, avant méme sa
libération  dans  l'espace  intermembranaire = mitochondrial et
l'accomplissement de sa pleine fonction physiologique, le cyt ¢ interagit
avec les lipides membranaires, notamment ceux qui portent une charge
électrique négative. Dans ces conditions, les cations peuvent jouer un role
dans la phase finale de libération du cyt ¢ de la membrane. Puisque ce
modele peut refléter la réalité, I'étude de l'interaction cytc -lipide en
monocouche présentée ci-dessus, peut avoir un impact import:emt dans la
compréhension du phénomene d'importation de cette protéine. Ainsi, au
cours de ce transfert, l'apocyt ¢ interagirait fortement avec les lipides
chargés négativement de la membrane. Apres le couplage apocyt ¢ -heme,
les cations interagiraient avec les lipides chargés de la membrane libérant
ainsi le cyt ¢ de la membrane et causant une réduction de la miscibilité de

ces deux constituants.
3. 2. 3. 3. Interaction du cyt ¢ avec les lipides membranaires

Jusqu'ici, l'interaction du cyt avec les lipides est étudiée dans les
monocouches mixtes impliquant les phospholipides synthétiques. Afin de
s'approcher du modele membranaire en ['occurrence celui du thylacoide,
nous nous proposons dans cette section, d'étudier I'influence de deux lipides

membranaires, le MGDG et la Chl ¢ sur la miscibilité et l'interaction avec
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les cyt ¢ ou f. Ces deux lipides exclusivement rencontrés dans la
membrane photosynthétique, jouent un role important dans I'aspect
architectural et fonctionnel du cette "machine" ou siege la photosynthese
(Voir chapitre 1). Par exemple, on sait bien que toutes les chlorophylles
actives dans la photosynthese, sont liées a des protéines, dans des
complexes chlorophylle-protéine (Anderson, 1975), qui ont été caractérisés
sous forme cristalline (Satoh et Butler, 1978; Li, 1985). Pour comprendre le
mécanisme de base des interactions qui existent dans ces complexes
pigment-protéine, une importante approche est de les reconstituer dans des
systemes modeles bien définis. La formation de complexes protéine-
chlorophylle en solution ou les constituants macromoléculaires utilisés sont
les biopolymeres synthétiques (Inamura et al., 1983; 1988) ou l'albumine
sérique (Shibata et al., 1986) a été rapportée. Dans le modele de
monocouéhe, utilisant. les mesures de pression et de radioactivité de surface
pour investiguer l'interaction résultant de I'adsorption du cytc¢ a une
monocouche de Chl ¢ (Lamarche et al, 1988a), une forte interaction cyt ¢-
Chl a a été observée. La technique de monocouche a été également tres
utile dans I'étude des propriétés interfaciales du MGDG (Tancrede et al.,
1981; Almog et al., 1988) aussi bien que des pigments du chloroplaste en
relation avec la photosynthese (Aghion et al., 1969; De Costa et al., 1972;
Liljenberg et Selstam, 1980; Tancrede et al., 1982; Lamarche er al., 1988a;
Es-Sounni et Leblanc, 1992).

Dans le travail qui suit nous décrirons les propriétés interfaciales du
MGDG et des mélanges cyt-MGDG et cytc-Chla. Les propriétés
interfaciales de la Chl a et du cyt ¢ sont respectivement décrites ci-dessus
dans les sections 3. 1. 1. 1 et 3. 2. 1. 2. 1. Dans le cas du systeme cyt ¢

-Chl a, nous utiliserons en plus, les techniques de spectroscopie infrarouge
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par transformée de Fourier (FTIR) pour les films LB, afin d'étudier d'une
part, l'effet de la complexation du cyt ¢ avec la Chl q, et d'autre part, 1'état

d'agrégation de la Chl a et de la conformation de la protéine.
3.2.3.3. 1. Cas du systeme cyt ¢ -MGDG

Les isothermes []-A et AV-A du MGDG sont représentées dans la
figure 40. Ces courbes moyennes résultent de 10 a 12 expériences issues de
4 pesées différentes du lipide. L'erreur obtenue sur l'aire moléculaire &
30 mN/m est de =1 %. D'autres valeurs déduites de I'isotherme J]-A sont
comparées a celles rapportées par d'autres chercheurs dans le tableau 7. Les

Tableau 7. Comparaison des valeurs déduiles des isothermes [[-A du MGDG entre

notre travail et ceux d'autres chercheurs.

Référence Substrat I, Aire par molécule (A7)
(mN/m)
AC Ad A3O A4O
1 Tris-HCI, 1 mM 42.2 61 137 69 63
pH=28
2 Eau pure - - 135 65 62
Phosphate, 1 mM 42 56 132 63 59
3 pH =7.8

L'exposant indique la valeur de la pression de surface.
Collapse.

Aire ot débute la pression de surface.

Notre travail.

Bishop et al., 1980.

Tancrede et al., 1981.
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Fig. 40. Isothermes [1-A et AV-A du MGDG pur (1) et des mélanges ¢yl ¢-MGDG aux
[ractions molaires suivantes de cyt ¢: 0.010 (2), 0.023 (3), 0.041 (4), et 0.061 (5). Sous-
phase: Tris-HCI 1 mM, pH: 8.
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faibles différences observées peuvent étre dues soit aux différentes especes
végétales utilisées comme source d'extraction du lipide, soit aux différences

notées dans la constitution de la sous-phase.

L'isotherme AV-A du MGDG montre une croissance continue du
potentiel de surface de 236 mV (valeur au début de pression de surface) a
302 mV (valeur au collapse). L'erreur expérimentale est de + 10 mV et le
collapse est tout comme dans le cas de I'isotherme []-A caractérisé par un

plateau.

Contrairement a ce qui a ét€ rapporté par Almog et al. en 1988 faisant
état d'une grande instabilité (avec une importante réductionde la pression de
surface a |'arrét de compression) de |'isotherme []-A d'une monocouche de
MGDG exposée a l'air au lieu de I'azote, nos expériences reproduites dans
des conditions similaires n'ont montré aucun signe d'hystérése au niveau des
courbes. En outre, apres avoir comprimé une monocouche jusqu'au
collapse, celle-ci est restée stable pendant 6 heures a une pression de surface
de 40 mN/m (seulement 2 mN/m inférieure a la pression au collapse). De
plus, les isothermes []-A et AV-A d'une solution de MGDG emmagasinée
pendant plus de 8 mois a -20 OC n'ont pas montré de différences a l'erreur
expérimentale pres avec les courbes représentées dans la figure 40. Ces
constatations sont en faveur de la bonne stabilit¢é du MGDG en monocouche

et en solution de conservation.

Les mélanges cyt ¢ -MGDG et cyt f-MGDG sont caractérisés par des
isothermes []-A et AV-A qui sont illustrées dans les figures 40 et 41.
L'étude de ces deux systemes a donné des résultats similaires aux autres
systemes étudiés dans les sections précédentes. L'utilisation de ce lipide

membranaire dont la téte polaire est plus complexe que celle de la
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Fig. 41. [sothermes []1-A et AV-A du MGDG pur (1) et des mélanges ¢yt ~MGDG aux
fractions molaires de ¢yt f sutvantes: 0.01 (2), 0.020 (3), 0.032 (4), ct 0.050 (5). Sous-
phase: Tris-HCI 1 mM, pH: 8.
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phosphatidylcholine a donné une miscibilité latérale avec les deux protéines
plus élevée que celle obtenue avec la DOPC. Pour les deux systemes cyt ¢
-MGDG et cyt f-MGDG, ce seuil au-dessus duquel les isothermes []-A et
AV-A montrent deux collapses est situé a une fraction molaire

approximative de la protéine de 2 %.

L'application de la regle d'additivité de |'aire moléculaire aux mélanges
cyt ¢ -MGDG et cytf -MGDG a donné dans les deux cas des résultats
comparables avec un décalage positif par rapport au mélange idéal pour
tous les points expérimentaux (Fig. 42, 43). Ce décalage peut étre dii a une
interaction spécifique aussi bien qu'une incompatibilité entre les deux
constituants. Dans le cas du potentiel de surface, dépassant le seuil de
miscibilité de 2 % de cyt ¢, nous avons obtenu des isothermes avec de plus
en plus de ﬂuctuations dépassant méme l'erreur expérimentale au fur et a
mesure qu'on augmentait la concentration de cyt ¢ dans le film. Ces deux
observations peuvent indiquer une incompatibilité entre les deux
constituants et une séparation de phase dans les mélanges a grande

concentration de cyt c.
3.2.3.3.2. Cas du systeme cyt c-Chl a

3.2.3.3.2. 1. Complexation de la Chl a et du cyt c: isothermes []-A

des mélanges et spectres d'absorption.

['absorption dans Ja région du rouge de la Chla en solution dans
['éthanol (Szalay et al., 1973) est caractérisée par une faible bande d'énergie
ol le maximum est situé a 665 nm. Cela correspond a une transition
électronique polarisée le long de 'axe Y du systeme conjugué électron-J] du

noyau porphyrique, connu sous le nom de transition Qy (Sauer, 1975).

Lorsqu'une faible quantité de solution éthanolique de Chl a est injectée
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Fig. 42. L'airc moléculaire représenice cn fonction de la [racion molaire de la protéine

pour lc systeme ¢yt ¢ -MGDG. Les valcurs sont déduites graphiquement a partir de la

figure 40 aux pressions de surfacc de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7mN/m (C) ct

9 mN/m (D).

calculées -par la regle d'additivité (équation 1)- et les valeurs expérimentalces.

La droite et les points noirs représentent respectivement les valeurs
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dans T'eau pour obtenir un mélange éthanol/eau de 3:97, viv (=10 M de
Chl a), ['énergie de la transition Qy de la Chl a diminue donnant lieu & une
large bande d'absorption avec un maximum a 675 nm et un épaulement a
700 nm (Fig. 44, courbe 1). Ces changements spectraux peuvent étre

attribués a la formation d'une nouvelle forme spectrale caractérisant

0.5
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Fig. 44. Spcctres d'absorption dans la région du rouge de la Chl ¢ pris dans différentes
solutions: la solution éthanolique de Chl a (107 M) cst injectée dans I'cau avece un
rapport cauw:éthanol de 3:97, viv (1); apres injection de la solution ¢thanolique de Chl «
(l()'5 M) dans une solution aqucuse de cyt ¢ (1077 M, avee un rapport cau:¢thanol 3:97.
v:v) on obticnt la courbe (2); la courbe (3) cst obtenue apres une centrifugation de 10
minutes & 6 000 g dans le but d'éliminer I'cxces de Chl a  sous forme agrégée; ct la
courbe (4) représente I'échantillon précédent apres l'ajout d'éthanol a une concentration
finale de 60 7.
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I'agrégation des molécules de Chl @ (Shipman et al.. 1976 Inamura et al.,
1983; Krawczyk et al., 1988). Par ailleurs, lorsque la méme expérience est

répétée en utilisant une solution aqueuse de cyt ¢ (=107 M) a la place de
I'eau pure, on observe une seule bande d'absorption a 672 nm (Fig. 44,
courbe 2). Cette caractéristique spectrale peut étre attribuée a la formation
en solution d'un complexe Chla-cytc  puisque ['élimination par
centrifugation de l'exces agrégé des molécules de Chla n'affecte pas le
maximum d'absorption (Fig. 44, courbe 3). Un résultat similaire obtenu
dans notre laboratoire pour un film LB de mélange Chl a-cytc, a été
interprété en terme d'une dilution des molécules de Chl ¢ par les molécules
de cyt ¢ qui lui sont associées (Lamarche et al., 1990). La stabilité¢ du
complexe Chla-cytc formé en solution est grandement affectée par
['augmentation du rapport éthanol/eau; ce qui montre clairement une
destruction progressive du complexe puisqu'a 60 % d'éthanol, le spectre
d'ab‘sorption (Fig. 44, courbe 4) correspond a celui rapporté pour la Chl a
en solution dans I'éthanol pur (Szalay er al., 1973). Cependant, dans notre
cas ce solvant dont plus de 60 % est de I'éthanol, et qui représente le solvant

utilisé pour I'épandage du cyt ¢, préserve le rapport molaire Chl a/ cyt c.

L'isotherme []-A du complexe Chla -cyt ¢ est représentée dans la
figure 45. Puisque le nombre de molécules de Chl @ dans la solution
d'épandage du complexe est inconnu, l'aire moléculaire du complexe est
calculée en tenant compte du nombre de molécules de cyt ¢ seulement. Le
décalage observé dans le cas de l'isotherme par rapport a celle du cyt ¢, est
relié a la contribution des molécules de Chl a, préalablement complexées a
celles du cyt ¢ avant I'ajout de ['éthanol et I'épandage a l'interface air/eau.
Le nombre de molécules de Chl a, n, responsable du décalage observé, est

calculé a l'aide de I'expression suivante:
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Fig. 45. Isothermes [[-A (A: 1 a 8 ct B: 9 4 16) dc la Chl a4, du cyt ¢ et de leurs
mdélanges aux {ractions molaires indiquées de cyt ¢. La courbe 16 représente celle du

complexe préparé en solution (voir détails dans le texte) . A l'intéricurc de la partie A:
la variation du collapse [1¢2 en fonction de la [raction molaire X du cyt ¢.
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_AL- A}
Al

n (10)
A la méme pression de surface [], ACn est I'aire par molécule de cyt ¢ dans

le mélange, Apn, I'aire par molécule de cytc a I'état pur et A,dn est ['aire

par molécule de Chla pure (Fig. 45). En utilisant 1'équation 10 et les
résultats représentés dans la figure 45, nous avons obtenu une

stoichiométrie de 4:1 pour le complexe Chl ¢ -cyt ¢

Avant d'aborder I'étude des mélanges Chl «- cyt ¢, mentionnons que la
présence d'¢thanol dans la solution de cyte quon répand sur la
monocouche de Chla  peut soulever le probleme de cristallisation
de cette derniere. Afin de vérifier ce phénomene, nous avons procédé a
deux tests: (i) apres avoir répandu les molécules dans la solution benzénique
de Chl @ et attendu comme d'habitude pour I'évaporation du solvant, nous
avons ajouté par-dessus, a divers points de la monocouche, 100 pul de
solvant du cytc. Aprés évaporation de ce dernier, la monocouche
comprimée jusqu'au collapse, a donné des isothermes []-A et AV-A,
identique a l'erreur expérimentale pres, a celles de la Chl a représentées
dans la figure 45. La formation de cristaux de Chl a aurait décalé les
isothermes []-A et AV-A vers les plus faibles aires moléculaires. (ii)
Parallélement au premier test, nous avons amorcé la méme expérience a la
surface d'une cuve de Langmuir équipée d'un spectrophotometre a
I'interface air/eau. Les détails de cet appareil mis au point dans notre
laboratoire figurent dans le travail de maitrise de Cherid (1992). L'objectif
visé par ce test est de savoir s'il existe ou non des oligomeres de Chl a a
I'interface air/eau. Le spectre obtenu (non montré) est identique au spectre

d'absorption des oligomeres de Chl a rapporté par Cherid (1992), soit deux
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bandes majeures situées a 440 et 680 nm, et prouve que la méthode utilisée
dans notre travail, préserve les propriétés oligomériques de la Chl ¢ au sein

des mélanges Chl a- cyt c.

Les isothermes []-A obtenues pour les mélanges Chla-cytc a
différentes fractions molaires de cyt ¢ comprises entre O et 1 sont montrées
dans la figure 45. Comme on peut le remarquer, aux fractions molaires de
cyt ¢ inférieures ou égales a 0.1, l'isotherme []-A montre un seul collapse
(ITe1) correspondant a celui de la Chla. Lorsque la fraction molaire de
cyt ¢ excede 0.15, un second collapse ([].») apparait a une pression de
surface approximative de 13 mN/m dont la valeur décroit jusqu'a celle du
collapse de la protéine pure lorsque la fraction molaire du cyt ¢ atteint 0.4
(Fig. 45). Rappelons que I'existence de deux collapses dans l'isotherme du
mélange, est associée a l'immiscibilité des deux constituants, chaque
collapsé étant lié a l'éjectic;n des molécules d'un constituant (Gaines, 1966;
Gabrielli et al., 1981; Fidelio et al., 1987). Des son apparition dans
l'isotherme du mélange, le second collapse a sa valeur maximale de
13 mN/m qui est approximativement 30 % supérieure a celle de la pression
au collapse du cyt ¢ pure. Cette augmentation de la valeur de la pression au
collapse subie par la protéine dans le mélange, a ét€ expliquée d'une part,
par une augmentation de la stabilité de la protéine en présence du lipide, et
d'autre part, par la formation d'un complexe lipide-protéine non miscible
avec la phase protéique dominante (Fidelio et al., 1986; 1987). Maintenues
a basse pression de surface, les protéines en monocouche sont soumises au
phénomene de dépliement, conduisant ainsi a leur dénaturation (Verger et
Pattus, 1982). Afin de vérifier ceci dans le cas des mélanges Chl a- cyt c,
nous avons maintenu pendant deux heures a une pression de 0 mN/m, les

monocouches mixtes dont la fraction molaire de cytc est de 0.05, 0.10 et
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0.20. Les résultats représentés dans la figure 46 montrent un élargissement
de I'aire moléculaire, et une élévation de la pression au collapse [].» dont la
valeur passe de 13 a 16.5 mN/m. En outre, ces modifications observées
uniquement pour les mélanges dont la fraction molaire de cyt ¢ est

supérieure a la valeur critique de 0.1, s'ajoute celle de la disparition du
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Fig. 46. [sothermes []-A des mélanges Chl @ -cyt ¢ aux [ractions molaires suivantes de
cyt ¢+ 0.05 (courbe 1), 0.10 (courbe 2), et 0.20 (courbe 3). 1'-3' représentent Ics

isothermes des mémes monocouches comprimées 2 heures apres leur épandage.

collapse J]., associé a l'éjection des molécules de la Chla de la

monocouche.  Ces observations suggerent deux interprétations: (i)

['accroissement de I'aire moléculaire et |'élevation de la valeur de [].» qui

sont une indication d'un changement conformationnel du cytc¢ dans la

monocouche mixte, résultant d'un dépliement de la molécule qui serait



favorisé par ['augmentation du rapport résidus hydrophobes/résidus
hydrophiles et qui conduirait & sa dénaturation a l'interface air eau. (ii)
Apparemment, dans le mélange, le cyt ¢ est plus susceptible d'étre dénaturé
lorsque sa fraction molaire dépasse le seuil critique de 0.1. L'hypothése de
la dénaturation du cyt ¢ lorsqu'il est représenté a grande concentration est
également appuyée par l'observation aux grandes pressions de surface (plus
grande que le collapse de la Chla) d'un film insoluble coagulé. Cette
coagulation que nous avons observée dans les monocouches de cytc et f
dénaturés par I'effet de NaCl (voir chap. 3. 2), est également rapportée dans
les monocouches de protéines pures (MacRitchie, 1986) ou de mélange
pigment-protéine (Lamarche et al., 1988b) comprimées a des pressions de
surface élevées. Lorsque la fraction molaire du cytc dépasse 0.4, la
protéine occupe a elle seule plus de 80 % de la surface totale du mélange. ce
qui donne a la monocouche des propriétés interfaciales principalement

dominées par celles du cyt ¢, dont la valeur du collapse (Fig. 45).

'application de la régle d'additivité de I'aire moléculaire (équation 1)
aux mélanges Chla -cyt ¢ issus de la figure 45 montre que les points
expérimentaux ne sont pas conformes aux mélanges idéaux prévus par la
regle, et ce pour toute la gamme de fractions molaires étudiées. Les
résultats représentés dans la figure 47 montrent que les mélanges dont la
fraction molaire de cytc  est inférieure ou égale 0.1, sont décalés
négativement, alors que ceux dont la fraction molaire est supérieure a 0.15.
sont décalés positivement par rapport a la regle d'additivité. Ces résultats
confirment la miscibilité et l'existence d'une forte interaction entre les
molécules des deux constituants mélangés a des fraction molaires de cyt ¢
comprises entre O et 0.1. Aux fractions molaires supérieures a 0.10,

I'expansion de l'aire moléculaire observée dans la figure 47 suggere deux
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explications: (i) d'une part, I'immiscibilité des deux constituants; (ii) et

d'autre part, la dénaturation de la prot€ine excessivement représentée dans le

film. Cette dénaturation se ferait par une éventuelle expansion de la

conformation de la molécule. Ce dernier point est justifié par l'observation

suivante: si on avait représenté dans la figure 47 les points expérimentaux

issus des isothermes []-A 1'a 3' de la figure 46, on aurait observé un plus

grand décalage positif par rapport a la regle d'additivité.
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Fig. 47. L'aire moléculaire représentée en lonction de la raction molaire de la protéine

pour le systeme cyt c-Chla. Les valeurs sont déduites graphiquement de la Figure 45
aux pressions de surface de: 3 mN/m (A), 5 mN/m (B), 7mN/m (C) ¢t 9 mN/m (D). La

droite ct les points noirs représentent les valcurs calcul€es -par la regle d'additivité

(€quation 1)- et les valeurs expérimentales respectivement.
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Pour mieux caractériser la miscibilit¢ et comprendre la
thermodynamique de l'interaction entre les deux constituants, nous avons
évalué 1'énergie libre en exces des mélanges (équation 2). Cette quantité est
interprétée d'une part, comme I'énergie d'interaction entre les deux
constituants a une pression de surface donnée, et d'autre part, comme un
critere complémentaire pour l'indication de la miscibilité. Les résultats
présentés dans la figure 48 montrent des valeurs négatives de AGE{H pour
les fractions molaires de cyt ¢ inférieure ou égale a 0.1, ce qui confirme

ainsi la miscibilité et I'existence d'une forte interaction entre les molécules

3 mN/m -
5 mN/m
7 mN/m /\i’

S j///\% 6700
//
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ENERGIE LIBRE EN EXCES DU MELANGE (J/mol)

FRACTION MOLAIRE DU CYT C

Fig. 48. L'énergic libre cn exces du mélange représentée cn fonction de la fraction
molaire du ¢yt ¢ pour le systeme cyt ¢ -Chl a. Les pressions de surface sont indigquées

dans la figure.
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des deux constituants. Par contre, des valeurs positives de AGrEn’” sont

observées pour toute la gamme de fractions molaires de cyt ¢ supérieures a
0.15. Puisqu'a partir de cette fraction molaire, les isothermes des mélanges
montrent deux collapses bien définis, les valeurs de A GE{” de plus en plus
positives au fur a mesure que la concentration de cyt ¢ augmente dans la
monocouche, soutiennent I'hypothese de la formation de domaines
protéiques a coté des complexes pigment-protéine.  L'hypothése de
séparation de phases est de plus en plus plausible du fait que, dans le cas du
cyt ¢ pure, aussi bien que dans les cas de complexes cyt c¢-lipide étudiés ci-
dessus, I'exces de protéine mis de co6té par la séparation de phases est éjecté
de la monocouche apres plus d'un cycle compression-expansion a des
grandes pressions de surface. Cette interprétation nous parait justifiée
contrairement a celle de la formation d'un complexe lipide-protéine plus
stable tel que suggéré pour ce type d'isothermes par d'autres chercheurs

(Verger et Pattus, 1982; Fidelio er al., 1987).
3.2.3.3.2.2. Spectres FTIR

Les spectres FTIR de nombreuses protéines en solution aqueuse ont été
rapportés et les bandes caractérisant différentes conformations de protéine
ont été identifiées (Surewicz et Mantch, 1988). Les spectres obtenus pour la
Chl a, le cyt ¢, et les mélanges Chl a -cyt ¢ de 10 et 30 % en mole de cyt ¢
sont représentés dans la figure 49. Dans tous les cas, les spectres sont pris
sur une monocouche déposée par la technique LB sur une pastille de
silicium a une pression de surface de 7.5 mN/m. Le spectre FTIR obtenu
pour le cytc pur est similaire a celui rapport€ pour cette protéine a l'état
solide et en solution aqueuse (Yang et al., 1985; Byler et Susi, 1986). Il en

est de méme pour celui de la Chl a dont le spectre est similaire a ceux
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Fig. 49. Spectres FTIR de la Chl a, du cyt ¢ ct des mélanges cyt ¢ -Chla  aux
pourcentages molaires de ¢yt ¢ indiqués. Chaque spectre est pris pour un film LB

déposé a une pression de surlace de 7.5 mN/m sur une pastille de silice.
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rapportés antérieurement (Chapados et al., 1980: Chapados et Leblanc,
1983; Bardwell et Dignam, 1987). Les spectres de protéine dans |'eau sont
principalement caractérisés par deux bandes importantes d'absorption, une
centrée entre 1700 et 1600 cm-! (bande amide 1) et une autre entre 1600 et
1500 cm! (bande amide IT) (Holloway et Mantsch, 1989; Dong et al., 1990).
Ces deux bandes sont constituées de plusieurs bandes secondaires
caractérisant chacune une structure secondaire spécifique de la protéine
(Holloway et Mantsch, 1989). Dans le spectre FTIR du cyt ¢, l'importante
bande d'absorption a 1652 cm-! dans la zone amide I est attribuée au mode
d'étirement du C=0 de la protéine, dans une structure en hélice-a (Fig. 49).
Ceci correspond a une conformation de cyt ¢ dans laquelle la structure en
hélice-a est prédominante (Dong et al., 1990). De plus, la présence de
nombreuses bandes secondairqs absorbant a 1612, 1672, 1683 et 1698 cm-!,
peut étre associée a l'existence de petites quantités de structures-f3 (Byler et
Susi, 1986; Surewicz et Mantsh, 1988). Dans le film LB de Chl a. on
détecte également plusieurs bandes dans la région 1740-1600 cm-! qui
peuvent étre attribuées aux vibrations d'étirement de I'ester C=0O, du C=0
libre, et du métal coordiné C=0O (Chapados et al., 1980; Chapados et
Leblanc, 1983). Lorsque le cyt ¢ est mélangé a une fraction molaire de 0.1
a la Chl a, des changements marqués relativement aux spectres FTIR du
cyt ¢ apparaissent dans le spectre du mélange. Parallelement a
I'augmentation de la fraction molaire du cyt ¢ de 10 a 30 %, la bande amide
[ de la protéine a 1652 cm-! perd de son intensité, tandis qu'une nouvelle et
forte bande absorbant & 1684 cm-! apparait dans les spectres.
Particulierement a 30 % de mole de cytc, la bande a 1652 cm! perd
beaucoup de son intensité, tandis que celle a 1684 cm-! apparait comme la
principale bande qui caractérise le spectre (Fig. 49). Ces changements

spectraux observés dans la région amide [ du spectre FTIR du cytc
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indiquent des modifications structurales de la protéine au sein du mélange.
qui peuvent €tre interprétées en terme d'une augmentation des structures-f3
aux dépens de I'hélice-. Un phénomene similaire observé dans les spectres
de protéines dénaturées par un gradient de pH ou par la chaleur a été

rapporté par d'autres chercheurs (Parker, 1983; Surewicz et al., 1987).

Des études sur l'interaction lipide-protéine dans les bicouches et
liposomes ont montré qu'a la suite de leur complexation avec les lipides,
plusieurs peptides biologiquement actifs (Kaiser et Kézdi, 1987; Demel et
al., 1990) ainsi que plusieurs protéines (Surewicz et al., 1987; de Jongh et
de Kruiyff, 1990) subissent des changements conformationnels importants
-allant de structures désordonnées a des structures ordonnées principalement
en hélices-a. Ce comportement confirme la forme en hélice-« de la
conformation trans-membranaire des protéines. Par ailleurs, d'autres études
sur la dénaturation des protéines dans un milieu acide ou par les fortes
températures ont montré que celles-ci manifestent dans ces conditions des
changements conformationnels marqués de structures en hélices-a a des
structures principalement de type [5 (Parker, 1983; Surewicz et al., 1987).
Une situation analogue est observée dans la présente étude dans les
mélanges Chl a -cytc¢ dont la fraction molaire de cyt ¢ dépasse 0.1 ou le
spectre FTIR est principalement caractérisé par les bandes attribuées aux
structures-f3 (Fig. 49). Puisque les structures-f3 permettent des interactions
hydrophobes (Shibata ez al., 1985), le grand décalage positif par rapport a la
regle d'additivité observé dans le cas des mélanges a forte concentration de
cyt ¢, pourrait étre causé par |'agrégation des molécules de cyt ¢. La bande
a 1739 cm-l observée dans le spectre FTIR de la Chl a et qui est reliée au
groupement ester, est décalée dans le spectre de mélange avec une perte

d'intensité, a approximativement 1730 cm-l.  Cela indique que la
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complexation du cyt ¢ avec la Chla favorise la participation du
groupement carbonyle dans un réseau important de liens hydrogene. Ces
changements peuvent aussi étre attribués a l'interaction des groupements
carbonyles dans une coordination C=O..métal et dans la formation
d'especes agrégées. Dans le spectre de Chla, la bande a 1690 cm-!
attribuée au groupement carbonyle, est décalée a 1700 cmr! dans le spectre
du mélange, tandis que celle & 1642 cm-l, la bande principale qui
caractérise l'agrégation de la Chl a, est recouverte par I''mportante bande
amide I du cyt ¢ absorbant a 1654 cm-!1. D'autres bandes dans les spectres
de la Chl a et du cyt ¢ absorbant avec une intensit€ moyenne a 1609 et
1612 cm-! respectivement, sont recouvertes par celles du complexe Chl a -
cyt c. Puisque ces changements observés dans les spectres infrarouges sont
principalement associés aux groupements carbonyles de la Chla et de la
protéine, il est évident que la participation des groupements cétones est tres
importante dans la complexation Chla-cytc.  Cette formation de
complexes peut se produire, soit par la participation des groupements cétone
et de la coordination de I'atome magnésium de la Chl a, soit directement par
liaison-H des groupements polaires de la protéine et du pigment. Il est
important de noter que les molécules d'eau peuvent aussi étre impliquées

dans cette interaction Chl a -cyt c.

En conclusion, les résultats présentés pour l'étude du systeme Chl a -
cyt ¢ peuvent aider & comprendre le type d'interaction existant dans les
complexes Chl-protéine dans la membrane du thylacoide et particulierement
dans les photosystemes.  Ainsi, la reconstitution de tels systemes
biologiques doit tenir compte de la composition en protéine pour laquelle le
systéme est fonctionnel. Cette composition déterminée en pourcentage de

cyt ¢ et pour laquelle le systeme étudié montre la meilleure miscibilité et
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une interaction importante est d'environ 7 %. Au-dela de la stoichiométrie
du mélange Chl a-cyt ¢ de 9:1, le systtme semble exister en phases
séparées ou la protéine adopte une conformation dépliée.  Une
stoichiométrie similaire est déduite a partir d'une autre étude rapportée par
Lamarche et al. (1988b). Dans ce travail. le cvtc est mcorporé a la
monocouche de Chl a a partir de la sous-phase ou il est injecté, contribuant
ainsi a l'augmentation de l'aire moléculaire du mélange. Cependant, dans le
cas du complexe formé en solution, le faible rapport Chl a/cytc de 4:1,
pourrait étre di a une différence dans les conditions environnementales
comme l'agrégation et/ou la microcristallisation de la Chl a mise en solution
partiellement aqueuse. La centrifugation a certainement €té efficace pour
I'élimination des microcristaux avant l'addition de 1'éthanol, mais
probablement pas pour la totalité des oligomeres, ce qui a donné une sous-
estimation de l'aire occupée par les molécules de Chl a. En se basant sur les
résultats des spectres FTIR, nous avons observé un changement
conformationnel du cyt ¢ avec une apparition de structures principalement
de type B, aux dépens des hélices « dont I'importance décroit. En outre, les
spectres FTIR ont mis en évidence d'une part l'implication des groupements
cétones dans la complexation de la Chl a avec le cytc, et d'autre part un

changement conformationnel de la protéine.
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4. Conclusion

A la lumiere des résultats présentés dans le cadre de l'interaction
lipide-lipide, on conclut que la PQ9 forme une monocouche stable a
I'interface air/feau. En outre, en mélange avec la chl a, celle-ci donne des
monocouches miscibles et elle est capable de soutenir des pressions
latérales relativement élevées et comparables a celle rapportée (20 a
30 mN/m) pour les membranes biologiques (Fidelio et al., 1986; Birdi.
1989) et ce, seulement si sa fraction molaire est faible (0.1). Cette faible
fraction molaire est comparable a celle généralement rapportée pour les
tissus photosynthétiques (0.1-0.2 mol/mol de chlorophylle) (Grumbach,
1983; Hoober, 1984). Ainsi, en tenant compte de la nature de ces
conditions similaires a celles rencontrées dans les membranes biologiques,
comme la fraction molaire et |a pression latérale, nos résultats indiquent
que la PQ9 et la chl ¢ peuvent interagir dans la bicouche th'y]aco'l'dale tel
que discuté ci-dessus. Par contre, ces résultats ne sont pas en accord avec
ceux d'autres chercheurs montrant que la PQ9 est prise en "sandwich" dans

la partie hydrophobe de la bicouche (Robert et Tancrede, 1991).

Les propriétés interfaciales des cyt f et ¢ déterminées dans ce travail
ont montré que les deux protéines forment une monocouche stable a
I'interface air/eau. Une comparaison entre la section du cyt ¢ connue par
diffraction des rayons X et son aire moléculaire déterminée en
monocouche, a montré par l'excellente analogie dans les deux cas que la
molécule aurait gardé sa structure native a l'interface air/eau. Les courbes
de compression des deux molécules sont hautement influencées par la
concentration interfaciale initiale choisie. Pour chaque protéine, il existe
une concentration critique (environ 0.5 mg/m>) au dessus de laquelle, une

partie des molécules déposées est solubilisée dans la sous-phase. Les
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cycles compression-expansion ont montré que le cyt f a une conformation
plus compacte et moins sensible a la désorption et a la dénaturation que le
cyt ¢. L'ajout de sel a grande concentration dans la sous-phase a causé a la
protéine des changements conformationnels intenses manifestés par
I'augmentation de l'aire moléculaire et de la pression au collapse,
conduisant ainsi a sa dénaturation. De plus, l'effet du sel, les cycles
compression-expansion, ainsi que le maintien de la protéine pendant une
longue durée a 0 mN/m, nous ont permis de déterminer les symptomes qui

indiqueraient la dénaturation de la protéine a I'interface air/eau.

Les résultats présentés dans le cadre de I'interaction lipide-protéine ont
principalement suggéré deux interprétations: (i) la miscibilité et I'interaction
entre les deux constituants pour une concentration critique de la protéine
dans le mélange, et (ii) la dénaturation de la protéine dans le mélange
lorsque cette concentration critique est dépassée. En utilisant plusieurs
phospholipides, chargés et neutres, et deux lipides membranaires (chl a et
MGDG), nous avons constaté que le seuil de miscibilité du cyt ¢ augmente
avec la fluidité du lipide ainsi qu'avec la charge et la complexité de sa téte
polaire (tableau 8). En outre, dépassant ce seuil de miscibilité, les deux
constituants coexistent dans le mélange en phases séparées, et la protéine

Tableau 8. Variation du seuil de misciblité du cyt ¢ avec I'élat physique et la

complexité de la téte polaire de divers lipides.

Lipide DSPC | DOPC | DOPS- | DOPSY | MGDG | chl a
Seuil de
miscibilit¢ | 0.005 | 0.01 |0.06-0.1 | 0.02 0.02 0.1
(mole cyt ¢)
Etat physique | Gel | Fluide | Fluide | Fluide | Fluide | Fluide
du lipide
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semble adopter une conformation dépliée. Cette forme de dénaturation de
la protéine est bien mise en évidence dans le cas des mélanges chl a -cyt ¢,
notamment par l'utilisation de la technique de FTIR. Par conséquent, afin
d'éviter de travailler avec une protéine dénaturée, l'interaction lipide-
protéine doit tenir compte de la conformation native de la protéine. En se
basant sur les résultats des spectres FTIR, nous observons I'importance de
I'implication des groupements cétones dans la complexation de la chl «

avec le cytc.

En terme de perspective, afin de mieux cerner le phénomene du
changement conformationnel de la protéine, de |'état natif a I'état dénaturé,
nous proposons une étude par la technique de FTIR a I'interface air/eau.
Ainsi, puisque cette technique est plus pertinente que d'autres, elle éviterait
de travailler avec une protéine dénaturée dans les modeles qui simulent les
systemes biologiquement actifs. Par ailleurs, nous proposons I'application
de cette technique aux mélanges lipide-protéine en utilisant les lipides et les
protéines membranaires. Cela permettra de sonder in situ la conformation
que peut adopter la protéine au sein de la monocouche aux fractions
molaires pour lesquelles les constituants sont miscibles ou non miscibles

comme nous l'avons démontré dans notre étude.
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