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d'hélices a (1654-1660 cm™), 10 % de feuillets p (1614 et 1637 cm™), 17 % de coudes p
(1670-1678 cm™), 19 % de pelotes statistiques (1638-1648 cm™) et 19 % de feuillets p
antiparalléles (1680-1691 cm™). Aprés I’addition d’une forte concentration de MET (7 et
15 mM), une altération majeure dans la structure secondaire des protéines du PSII a été
observée. En effet, les hélices a ont diminué de 50 & 42 % pour le complexe PSII-MET
(7 mM) et de 50 a 35 % pour le complexe PSII-MET (15 mM). Cependant, les feuillets B
ont augmenté de 10 a 13 % pour le complexe PSII-MET (7 mM) et de 10 a 16 % pour le
complexe PSII-MET (15 mM). En parallele avec cette augmentation, les pelotes
statistiques ont augmenté aussi de 19 a 25 % pour le complexe PSII-MET (7 mM) et de
19 4 27 % pour le complexe PSII-MET (15 mM) (Fig. 4, chapitre IV). Tous ces résultats
suggeérent que la MET est capable d’interagir avec les protéines du PSII moyennant une

liaison hydrogéne avec les groupes polypeptidiques C=0, C-N et N-H du PSIL

La mesure du dégagement d’O, standard a été utilisée afin de vérifier ’effet de
I’interaction hydrogéne de la MET avec les protéines du PSII (énumérée ci-dessous) sur
lactivité du CEO. Les résultats ont montré qu’a faible concentration de MET (< a
5 mM), Iinhibition du dégagement d’O, a été négligeable, alors qu’elle a atteint les
100 % a 12 mM de MET (Fig. 1, chapitre IV). Ce résultat est en parfaite concordance
avec ceux obtenus par spectroscopie FTIR. En effet, la forte concentration de MET (7 a
15 mM), ajoutée a 1’échantillon du PSII, est capable d’altérer la structure secondaire des
protéines, y compris les protéines extrinséques du PSII, en affectant leurs stabilités et par

conséquent I’activité du CEO.

L’effet inhibiteur de la MET sur le transfert d’électrons a été caractérisé avec
I’analyse de la cinétique de I’induction de la fluorescence. Les tracés d'induction de
fluorescence (Fig. 2B, chapitre IV) illustrent la réduction progressive des quinones
localisées du c6té accepteur du PSII avec trois phases désignées O-J, J-I et I-P. Les
résultats ont montré que I’intensité de la fluorescence chlorophyllienne a diminué
progressivement en paralléle avec 1’augmentation de la concentration de la MET. A forte
concentration de MET (> a 15 mM), I’induction de fluorescence a été€ limitée a la phase

O-J (Fig. 2B, tracés 3 et 4, chapitre IV), ce qui suggére que le CEO est devenu incapable
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de fournir les électrons au PSII pour réduire convenablement les quinones localisées du

coté accepteur.

Pour valider cette interprétation, l'analyse des propriétés de fluorescence des Chls
dans les fractions membranaires purifiées de PSII a été déterminée. La fluorescence
initiale Fy, observée lorsque les CR sont dans un état ouvert, n’a pas été influencée
significativement par la MET. Cependant, la fluorescence maximale F,,, observée avec
les CR fermés, a diminué considérablement en présence d’une forte concentration de
MET (> a 10 mM), entrainant une baisse importante dans le ratio F,/F,, (Fig. 2A,
chapitre IV). Cette baisse a coincidé parfaitement avec I’inhibition du dégagement d’O,
et le déclin de la phase I-P, confirmant ainsi que la modification structurale des protéines
extrinséques, observée avec la spectroscopie FTIR, est a 1’origine de I’inhibition de
I’activité du CEO qui devient incapable de fournir les électrons au c6té accepteur du

PSII.

La fluorescence des acides aminés dans les fractions membranaires enrichies en
PSII et les membranes de thylakoides a été caractérisée afin d’élucider I’effet de la MET
sur la conformation des protéines. Le spectre d’émission de la fluorescence des fractions
membranaires de PSII, excitées a 270 nm, a montré une bande majeure de faible
longueur d’ondes (300-315 nm) (Fig. 5A, chapitre TV), attribuable a la fluorescence
intrinséque des acides aminés aromatiques, en particulier le tryptophane (Trp) et la
tyrosine (Tyr) (147,148). 1l est connu que la fluorescence de Trp est dominante par
rapport a celle des autres acides aminés aromatiques, atteignant le rapport (Trp/Tyr =
100/9) dans certains cas (149). En plus, le spectre d’émission de la fluorescence est trés
influencé par le microenvironnement qui entoure les acides aminés fluorophores. Par
exemple, en solution polaire le Trp libre fluoresce a 355 nm (150). Cette bande peut se
déplacer a droite ou bien a gauche en parall¢le avec le changement de polarité du milieu.
Dans notre cas, la bande de fluorescence des fractions membranaires enrichies en PSII a
décalé vers les petites longueurs d’ondes (310-315 nm) par rapport a celler obtenue avec
les membranes de thylakoides (330-340 nm) (Fig. SA et B, tracé 1, chapitre IV). Ce

résultat suggeére que 1’environnement des fluorophores est devenu apolaire en présence
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de détergent apolaire (Triton X-100), utilisé lors de I’isolation des PSII (147,148). Par
ailleurs, la bande de fluorescence des membranes de thylakoides indique que les

fluorophores sont entourés par un milieu majoritairement hydrophile.

L’application exogéne de la MET (< a 15 mM) n’a pas modifié le spectre de
fluorescence des acides aminés aromatiques dans les fractions membranaires enrichies
en PSII, quoiqu’une baisse graduelle de I’intensité de la bande a été enregistrée en
présence d’une forte concentration de MET (20-30 mM) (Fig. S5A, tracés 2-5, chapitre
IV). Cette baisse n’a pas été accompagnée par un décalage vers des longueurs d’ondes
différentes. Ce résultat peut étre expliqué par 1’environnement hydrophobe, entourant le
Trp avant et aprés I’interaction avec la MET, causé par la présence de Triton X-100. Ce
détergent est probablement capable de limiter 1’accés de MET vers les résidus Trp, ce
qui limite I’inhibition. Cependant, la bande de fluorescence des acides aminés
aromatiques dans les membranes de thylakoides, observée a 340 nm, a subit
simultanément la baisse d’intensité et le décalage vers les grandes longueurs d’ondes
aprés I’addition d’une forte concentration de MET (10-30 mM) (Fig. 5B, tracés 2-6,
chapitre IV). L’interprétation possible de 1’atténuation de la fluorescence des acides
aminés stipule qu’une grande fraction de résidus Trp est exposée a un environnement
hydrophile, capable de faciliter I’accés de MET. Le décalage de la bande d’intensité de
la fluorescence peut étre expliqué a son tour par la dénaturation partielle des protéines

qui expose les résidus de Trp au milieu de polarité supérieure.

Il est & noter que la dénaturation partielle des protéines du PSII en présence de
MET (7 mM), observée par la spectroscopie FTIR (conversion des hélices o en feuillets
B), a précédé I’atténuation de la fluorescence des acides aminés aromatiques, qui s’est
observée apreés I’addition d’une grande concentration de MET (20-30 mM) (Fig. 5A,
chapitre IV). Cette interprétation suggeére que la dénaturation partielle des protéines a
augmenté 1’accessibilité de la MET vers !’environnement proche des résidus
fluorophores, provoquant la baisse de la fluorescence. De plus, d’apres les données de la
fluorescence des acides aminés, les protéines extrinséques du PSII ont subit la

dénaturation en premier lieu, puisque la concentration de MET qui a atténué légérement
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la fluorescence des acides aminés (20 mM) est suffisante pour inhiber totalement le

dégagement d’O, (Fig. 1, chapitre I'V).

En conclusion, les mesures spectroscopiques utilisées dans cette étude ont montré
que la MET est capable de former une liaison hydrogéne avec les groupes
polypeptidiques C=0, C-N et N-H du PSII. Cette liaison peut entrainer la modification
structurale des protéines, en particulier les protéines extrinséques, affectant ainsi le

rendement du CEO et le transfert d’électrons entre les différents cofacteurs du PSII.

7.3 Comparaison entre la MET et les polyamines SPM et PUT

Dans cette partie nous allons comparer entre la MET et les polyamines endogénes
SPM et PUT de point de vue: (I) Sites et modes d’action ; (II) Effets inhibiteurs sur le
rendement photosynthétique, en se basant sur nos résultats et ceux obtenus dans notre

laboratoire (111,112,151).

(1) Sites et modes d’action des amines

D’apres les données enregistrées, on peut suggérer que le CEO représente la cible
principale de toutes les amines, bien que le degré d’inhibition soit différent. En effet, les
résultats du dégagement d’O,, de thermoluminescence et d’induction de fluorescence ont
prouvé I’inhibition de I’activité du CEO en présence des amines. Cette inhibition est
probablement causée par une interaction entre les amines et les protéines extrinseques

allant jusqu’a ’extraction totale de ces derniéres.

Pour contourner cette inhibition, le donneur d’électrons artificiel (DPC) a été
ajouté. Les résultats enregistrés avec les polyamines ont montré une correction
significative de I’inhibition due a la donation directe des électrons a la Tyz (111).
Cependant, I’inhibition par la MET n’a pas été corrigée par le DPC, proposant ainsi une

interaction possible entre la MET et la Tyz. Vu sa petite taille et le nombre réduit des
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charges positives, la MET est probablement capable d’accéder a des sites interdits pour

les autres polyamines, tels que la Tyz.

En plus, en absence des protéines extrinseques, la MET a montré un pouvoir de
pénétration a travers la membrane de thylakoides plus important comparé aux
polyamines. Ce résultat a été suggéré par la mesure de la fluorescence initiale Fj en
présence d’une forte concentration d’amines (30 mM), étant donné que I’augmentation
de F) peut étre expliquée par la modification structurale des antennes internes CP47 et
CP43. Les résultats obtenus ont montré que ’augmentation de F, a été anti-
proportionnelle avec le nombre de charges positives des amines (Fig. 7.1). En effet,
’effet de la MET (avec une seule charge positive) a été le plus important par rapport a la
PUT et la SPM ayant respectivement deux et quatre charges positives. Ce résultat
confirme I’idée qui stipule que le nombre de charges positives ainsi que la taille sont des

facteurs importants qui déterminent le pouvoir de pénétration des amines.
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Figure 7.1 : [Effet de ’addition de 30 mM d’amines sur la fluorescence initiale F.

D’apres les résultats de la spectroscopie FTIR, on peut suggérer que les amines
SPM, PUT et MET sont capables d’interagir avec les groupes polypeptidiques C=0, C-
N et N-H du PSI, via une liaison hydrogene. Cette interaction induit un changement de
conformation des protéines, suite a la conversion des hélices a en feuillets B. Bien que le
mode d’interaction des amines avec les protéines du PSII soit le méme, le degré de
dénaturation des protéines est différent. A faible concentration (5 mM), seule la SPM a
provoqué une modification structurale des protéines, suite a la baisse des hélices a de 47
a 40 % et ’augmentation des feuillets f de 11 4 18 % (151), alors que I’effet des amines
PUT et MET, a cette méme concentration, n’a pas été significatif (112). Ce résultat peut
étre expliqué par la force des charges positives présentes sur la SPM (+4)
comparativement aux PUT (+2) et MET (+1). Cependant, a forte concentration (15-20
mM), la dénaturation des protéines a été plus accentuée en présence de MET, qui a

entrainé la baisse des hélices a de 30 % (50 a 35 %), alors que les polyamines SPM et
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PUT ont provoqué une baisse de 25 % (47 a 35 %) et 4 % (51 a 49 %) respectivement
(Tab. 1, chapitre IV). Ce résultat suggére que la MET (a forte concentration) est capable
de pénétrer la partie interne des protéines, vu sa petite taille et le nombre réduit des
charges positives, alors que les autres polyamines restent a la surface des protéines,
bloquées par leurs charges positives placées tout le long de la chaine carbonée (surtout

celles sur les extrémités).

(I1) Effets inhibiteurs des amines

Les analyses spectroscopiques et biochimiques ont montré que les amines SPM,
PUT et MET sont capables d’inhiber I’activité du CEO et le transfert d’électrons avec
des degrés différents. En effet, 50 % d’inhibition du dégagement d’O, et du ratio F./F,, a
été obtenue avec environ 2 2 3 mM de SPM, 4 a5 mM de PUT et 10 4 12 de MET (Fig.
7.2). Cela signifie que I’inhibition est proportionnelle avec le nombre de charges
positives des amines (SPM > PUT > MET). Pour déterminer le rdle de la longueur de la
chaine carbonée des amines dans cette inhibition, plusieurs essais ont été effectués. La
MET a été comparée avec I’éthylamine et la buthylamine ayant une seule charge
positive et deux et quatre carbones respectivement. De méme, la PUT a été comparée
avec la diaminopropane et la cadaverine ayant deux charges positives et trois et cing
carbones respectivement. Les résultats obtenus ont montrés un effet similaire entre
toutes ces amines, suggérant ainsi que seules les charges positives des amines peuvent

influencer I’inhibition de 1’activité du PSII.

En conclusion, I’étude comparative entre les trois amines SPM, PUT et MET a
suggéré que les charges positives jouent un réle prépondérant dans les mécanismes
d’action et le degré d’inhibition des amines sur I’activité photosynthétique. En effet, la
SPM, ayant le plus grand nombre de charges positives (+4), a exhibé le degré
d’inhibition le plus grand, alors que la MEET, ayant une seule charge positive a montré le
pouvoir de pénétration a travers la membrane de thylakoides le plus important. Ces
résultats nous ont incités a vérifier le role de charges positives des amines dans la

protection de 1’appareil photosynthétique durant la photoinhibition.
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Figure 7.2 : 50 % d’inhibition du dégagement d’O; et du ratio F,/F,, (Tiré de la
référence 152).

7.4 Role de charges positives des amines dans la protection des photosystémes
contre la photoinhibition

Dans les travaux des chapitres V et VI, le role de charges positives des amines
(SPM, PUT et MET) dans la protection de I’appareil photosynthétique contre la
photoinhibition a été investigué moyennant différentes techniques spectroscopiques a
savoir, la mesure du dégagement d’0O,, l’induction de la fluorescence, la
thermoluminescence et la photooxydation du P700. Les objectifs spécifiques de ces
études consistaient & déterminer I’effet des charges positives des amines sur 1’activité

des photosystémes (PSII et PST) inhibée par la forte intensité lumineuse.
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7.4.1 Effet des charges positives des amines sur P’activité du PSII inhibée par la
photoinhibition

Il a été suggéré que la forte intensité lumineuse, appliquée dans des conditions in
vitro sur des échantillons de thylakoides, peut déclencher le processus de photoinhibition
(24). Ce processus est accompagné par une production excessive des FAO, responsables
de la dégradation des composantes de la membrane de thylakoides et par conséquent la
baisse du rendement photosynthétique. Les résultats obtenus dans le chapitre V ont
montré que I’activité du PSII a été sévérement affectée en réponse a la photoinhibition,

appliquée in vifro, confirmant ainsi les données bibliographiques.

Les résultats du dégagement d’O; ont fourni des données préliminaires suggérant
une inhibition quasi-totale de I’activité du CEO suite a 1’éclairage de 1’échantillon de
thylakoides par une lumiére de forte intensité. En effet, 1a figure 1 (tracé 5, chapitre V) a
montré que la photoinhibition a inhibé le dégagement d’O, et modifié les patrons
d’oscillation du dégagement d’O, en fonction du nombre de flash. Cette inhibition est
probablement due & 1’accumulation des radicaux (Tyr Z" et P680"), capables d’oxyder
les résidus des protéines avoisinantes telles que, la protéine D1 et la PsbO, modifiant
ainsi leurs conformations (24,124). En plus, le dysfonctionnement du CEO peut faciliter
’acces de 1’0, au P680 produisant les FAO (OH et O,”) responsables de la dégradation
de la protéine D1 (23).

L’analyse de la cinétique de la fluorescence, effectuée sur les échantillons de
thylakoides éclairés par une lumiére de forte intensité, nous a permis de suggérer une
inhibition considérable au niveau des c6tés donneur et accepteur du PSII, causant une
altération majeure dans son fonctionnement. En effet, la figure 2 (tracé 4, chapitre V) a
montré un grand déclin dans les phases O-J et I-P en réponse & la photoinhibition, ce qui
peut se traduire d’une part par I’incapacité du c6té donneur (CEO) a fournir les électrons
pour réduire les quinones acceptrices du PSII, d’autre part par le dysfonctionnement des
PQ causé par la forte intensité lumineuse. L’idée de I’inhibition du c6té accepteur par la
photoinhibition a été proposée ces derniéres années par plusieurs auteurs (39-41),

suggérant que la réduction prolongée et la dissociation de Qa de son site de fixation
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peuvent augmenter la probabilité d’une recombinaison entre la Phé™ et le P680", ce qui
peut générer la forme triplet excitée (3Chl*). Cette derniére est capable d’interagir avec
1’0, pour donner '0,, qui est connu comme étant le plus important dans le mécanisme
de dégradation de la protéine D1. En plus, la réduction prolongée de Qg, aprés un fort

éclairage, peut favoriser I’interaction avec 1’0, en produisant le radical O, et le radical

OH'. D’apreés nos résultats obtenus, on peut suggérer que le coté accepteur et le coté

donneur peuvent étre affectés simultanément par la photoinhibition, avec des degrés

différents.

Les mesures de la thermoluminescence, effectuées sur les échantillons de
thylakoides éclairés par une lumiére de forte intensité, ont confirmé la détérioration du
PSII au niveau des cdtés donneur et accepteur en réponse a la photoinhibition. En effet,
la bande B, attribuable & la recombinaison entre Qg et S," a connu une grande inhibition
dans I’échantillon photoinhibé par rapport au témoin (Fig. 3, tracé 5, chapitre V). Cefte
inhibition témoigne de ’altération de la chaine du transfert d’électrons causée par la

photoinhibition.

Il a été confirmé que les polyamines endogénes peuvent jouer un réle important
dans les mécanismes de défense de la plante contre différents stress abiotiques, en
préservant 1’activité photosynthétique (102,153,154). En effet, I’augmentation de niveau
intracellulaire de polyamines dans les chloroplastes est capable de réguler la réponse de
I’appareil photosynthétique vis-a-vis les conditions de stress. Cependant, 'effet de
polyamines exogénes, appliquées dans des conditions in vitro, reste ambigu. Durant nos
expériences menées sur des échantillons de thylakoides, éclairés par une lumiére de forte
intensité, nous avons observé une diminution de I’inhibition en présence de SPM. En
effet, I’addition de 1 mM de SPM avant la photoinhibition a augmenté significativement
le dégagement d’°O,, le ratio F,/F et la bande B par rapport a l’échantillon photoinhibé
(Figs. 1, 2 et 3, chapitre V). Par contre, les amines PUT et MET n’ont pas pu protéger
I’appareil photosynthétique durant les mémes conditions. Ces résultats peuvent étre
expliqués par le nombre élevé de charges positives de la SPM comparativement aux

autres amines. Ces charges peuvent interagir avec les parties hydrophiles des protéines
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du PSII, via des interactions non covalentes (électrostatique et ou hydrogéne), en
stabilisant leurs conformations durant les conditions de stress. Il s’est avéré que le
nombre élevé de groupes amines chez la SPM aide a renforcer la liaison avec les

protéines, ce qui augmente leurs stabilités durant les conditions de stress (155).

Dans le but de confirmer que les charges positives de la SPM jouent probablement
le réle le plus déterminant dans la protection de I’appareil photosynthétique contre la
photoinhibition, nous avons comparé la SPM avec deux polyamines ayant le méme
nombre de carbone (10 carbones), mais un nombre différent de charges positives. En
effet, ’échantillon de thylakoides, éclairé par une forte intensité lumineuse, a été traité
par la SPM (+4 charges) ou par la diamino-décane (DD) (+2) ou la décylamine (DA)
(+1) afin de mesurer le ratio F\/F,,, qui peut estimer I’activité du PSII. Les résultats ont
montré que seule la SPM a pu limiter les dégéts causés par la photoinhibition (Fig. 2,
chapitre VI), confirmant ainsi le réle de charges positives des amines dans la protection

de I’appareil photosynthétique contre la photoinhibition.

La fluorescence chlorophyllienne a 77 K a été mesurée afin d’étudier 1’effet des
charges positives des amines sur le détachement des antennes LHCII en réponse a la
photoinhibition. A des températures cryogéniques, deux bandes apparaissent 4 680 nm et
735 nm, attribuables aux PSII et PSI respectivement (156,157). Aprés le traitement de
I’échantillon de thylakoides par une lumiére de forte intensité, I’amplitude de la bande
de 680 nm a baissé considérablement. Ce résultat témoigne probablement d’un
détachement des antennes LHCII du PSII, di & I’effet répulsif des charges négatives des
antennes LHCII. Dans ce contexte, il a été proposé que le non empilement des
thylakoides en réponse a la photoinhibition soit causé par la répulsion des antennes
LHCII (25). Ce détachement est normalement empéché en présence d’une faible
concentration de cations inorganiques & savoir, Mg®* et K, capables de neutraliser les
charges négatives de LHCII. Nos résultats obtenus ont montré que toutes les amines
testées ont augmenté la bande de 680 nm, avec un effet légérement supérieur attribué a
la SPM (Fig. 4, chapitre V). Ce qui suggere que les amines ont pu empécher le

détachement des antennes LHCII probablement de la méme maniére que les cations
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inorganiques, proposant ainsi que le nombre de charges positives des amines est peu

influant dans ce type d’interaction.

Etant donné que la protection du PSII contre la photoinhibition est plus
significative avec la SPM, la mesure du ratio F,/F,, en fonction du temps d’éclairage a
¢été effectuée sur un échantillon de thylakoides photoinhibé en présence de 1 mM de
SPM. Le résultat a montré que I’effet protecteur de la SPM est proportionnel au degré
d’inhibition (Fig. 5A, chapitre V), ce qui peut étre expliqué par la capacité de la SPM a
limiter les dommages causés par la photoinhibition, en préservant I’activité de certains

PSII méme apres 30 min d’éclairage.

Dans le but de déterminer la concentration optimale de SPM nécessaire a la
photoprotection, la mesure du ratio F./F, a été effectuée sur un échantillon de
thylakoides photoinhibé en présence de différentes concentrations de SPM. La figure 5B
(chapitre V) a montré que 1’activité maximale de PSII a été atteinte en présence de 0.5 a
1 mM de SPM. Au-dessus de cette concentration optimale, la SPM a renforcé 1’effet
inhibiteur de la forte intensité lumineuse. Ce résultat est en parfaite concordance avec
ceux mentionnés dans les chapitres III et IV, lesquels suggeérent que la forte
concentration des amines (SPM, PUT et MET) est capable d’affecter la structure
secondaire des protéines du PSII, conduisant a la baisse des hélices a et I’augmentation

des feuillets B. Cette modification est responsable de la baisse d’activité du PSII.

Afin de prédire le site de liaison de la SPM sur les protéines du PSII, la technique
de modélisation "docking" a été utilisée, en se servant de la structure cristalline du PSII
de Thermosynechococcus elongates. Cette technique consiste a proposer le meilleur site
de liaison, de point de vue énergétique (AG la plus faible), entre deux molécules testées.
Dans notre cas, le site de liaison le plus favorable de la SPM sur les protéines du PSII est
positionné prés de la boucle hydrophile de la protéine CP47 au voisinage de la PsbO
(Fig. 6A, chapitre V). A cette position, la SPM est entourée par les résidus Glu-1598,
Asn-1599, Val-1601, Gly-710, Val-711 et Arg-692 de la protéine CP47, avec une
énergie libre de liaison (AG) égale 4 -6.56 Kcal mol™ (Fig. 6B, chapitre V). Etant donné
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que les protéines CP47 et PsbO des cyanobactéries sont trés similaires avec leurs
homologues des plantes supérieures, nos résultats suggérent une interaction non
covalente (électrostatique et ou hydrogéne) entre la SPM et les parties hydrophiles des
protéines du PSII & savoir, la PsbO et la CP47, permettant leurs stabilités durant les

conditions de stress.

- Mécanisme de protection proposé

Notre hypothése de travail stipule que la SPM, appliquée dans des conditions in
vitro sur un échantillon de thylakoides photoinhibé, est capable de stabiliser la
conformation des protéines du PSII via des interactions non covalentes (électrostatique
et ou hydrogéne) avec les parties des protéines exposées au milieu hydrophile. Ces
interactions sont effectuées en partie grice au caractére polycationique de la SPM. En
effet, il s’est avéré que les polycations (poly(acide aminé)s) peuvent stabiliser et
améliorer 1’activité photochimique des photosystémes, alors que les charges négatives

ainsi que les poly(acide aminé)s hydrophobes ont été inefficaces (158).

Il a été suggéré que les polyamines sont capables de pénétrer a travers la
membrane de thylakoides vers le lumen via des canaux ioniques, en particulier le Ca®",
qui sont efficacement modulés par la SPM (96). En plus, la peroxydation des lipides,
provoquée par la photoinhibition, peut augmenter la perméabilité de la membrane de
thylakoides face aux ions (159), ce qui peut faciliter I’accés de SPM au lumen. A cet
endroit, la SPM peut interagir avec les fractions hydrophiles des protéines, en particulier
la PsbO et la CP47 (Fig. 6, chapitre V), afin de renforcer leur stabilité structurale durant
la photoinhibition. En effet, la PsbO est connue par son implication dans la stabilité du
"cluster" de Mn ainsi que la protéine D1 en leurs conférant une protection contre les
FAO et les radicaux cationiques (23-25). Cependant, la PsbO peut étre & son tour une
cible pour I’attaque des FAO (25), d’ou I’intérét de la protection de cette protéine par la
SPM. L’idée de photoprotection du lumen par la SPM confirme certaines investigations

qui stipulent que le c6té donneur est le premier affecté par la photoinhibition apres
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I’inactivation du "cluster" de Mn (42-45). Toutefois, la protection du c6té accepteur du

PSII par la SPM reste toujours envisageable.

En conclusion, parmi les amines testées, seule la SPM (ayant le nombre de charges
positives le plus élevé) a pu limiter les dommages causés par la photoinhibition
moyennant des interactions non covalentes avec les fractions hydrophiles des protéines
du PSII, en particulier celles exposées au lumen. Ainsi on peut déduire que les charges
positives placées tout le long de la chaine carbonée (y compris celles sur les extrémités)
servent a maintenir la SPM a la surface, en formant un bouclier capable de stabiliser la

conformation des protéines durant les conditions de stress (Fig. 7.3).

Photinhibition

Normal condition i\

SPM PUT

Figure 7.3: Modéle proposé de la protection de la SPM durant la photoinhibition
(Tiré de la référence 152).
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7.4.2 Role de charges positives des amines dans la protection du PSI contre la
photoinhibition

Bien que le PSII soit considéré comme le photosystéme le plus affecté par la
photoinhibition, dans les conditions in vivo, comparé au PSI (40), rien ne permet de
croire que le PSI pourrait étre preservé totalement des dommages causés par la
photoinhibition. Au contraire, plusieures récentes publications suggerent que le PSI
pourrait étre affecté a son tour par la photoinhibition (avec un degré différent), en

particulier dans les conditions de basse température (160-162).

La photoinhibition affecte principalement le c6té accepteur du PSI et les antennes
LHCI, elle débute par la dégradation oxydative du complexe fer-soufre Fp et Fg de la
protéine PSI-C par les FAO, causant la dissociation des sous-unités stromales du PSI
(163,164). Cependant, plusieurs études ont suggéré que la photoinhibition débute au
niveau des antennes LHCI, spécialement a température piéce lorsque les antennes
demeurent plus susceptibles a la forte intensité lumineuse (165,166). En effet, les
antennes LHCI peuvent se dissocier du CR, suite a I’attaque des FAO, inhibant ainsi le

transfert d’excitation vers le P700 et par la suite la baisse d’activité du PSL

Durant nos expériences effectuées sur des échantillons de thylakoides éclairés par
une lumiere de forte intensité, la photooxydation de P700 a été drastiquement affectée
par la photoinhibition, suggérant ainsi une inhibition quasi-totale de I’activité¢ du PSI. En
effet, la mesure du changement d’absorbance a 820 nm, qui estime le pourcentage des
PSI actifs, a montré que le niveau ainsi que la vitesse de la photooxydation de P700 ont
baissé considérablement dans les échantillons photoinhibés, méme en présence de
DCMU et MV (Fig. 3, tracé 3, chapitre VI). Ce résultat propose que le transfert
d’excitation entre les antennes LHCI et le P700 a été affecté, suite a la dissociation des
antennes du PSI provoquée par les FAO. Cette hypothése est en parfaite concordance
avec d’autres études qui stipulent que les antennes LHCI subissent une dégradation
oxydative durant la photoinhibition, surtout dans des conditions in vitro (absence des
mécanismes antioxydatifs) et & température ambiante (165,166). Le mécanisme de la

dégradation du complexe fer-soufre Fa et Fg de la protéine PSI-C par les FAO peut
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expliquer aussi la baisse de niveau ainsi que la vitesse de la photooxydation de P700. En
effet, le changement de conformation des polypeptides exposés au stroma du PSI, causé
par les FAO, peut entrainer la dissociation des cofacteurs du coté accepteur et par la
suite ’inhibition du transfert d’électrons dans le PSI. Cette inhibition peut augmenter la
probabilité d’une recombinaison avec les P700, diminuant ainsi le niveau de la

photooxydation et par conséquent 1’absorbance a 820 nm.

L’application exogéne de la SPM sur les échantillons de thylakoides, avant la
photoinhibition, a augmenté considérablement le niveau ainsi que la vitesse de la
photooxydation de P700, alors que I’effet des amines (PUT et MET) a été non
significatif. En effet, la figure 3 (chapitre VI) a montré que le niveau de la
photooxydation de P700 a augmenté de 150 % dans 1’échantillon photoinhibé et traité
par 1 mM de SPM, comparé a 1’échantillon photoinhibé. Cette augmentation nous
ameéne a suggérer un rdle protecteur de la SPM dans le PSI. Ayant le nombre de charges
positives le plus élevé, la SPM est probablement capable de s’interagir efficacement
avec les antennes LHCI et les protéines extrinséques du PSI, conférant une certaine
stabilité durant la photoinhibition et par conséquent une meilleure activité du PSI. Bien
que le mécanisme exact de cette protection soit encore inconnu, notre hypothése de
travail stipule que la force des charges positives de la SPM permet une interaction
adéquate avec les fractions hydrophiles des protéines du PSI, stabilisant ainsi leurs

conformations et limitant leur dissociation provoquée par les FAO.

Il est intéressant de signaler que 1’effet protecteur de la SPM a été plus accentué
sur le PSI comparé au PSII. En effet, les résultats énumérés ci-dessus ont montré que
’activité du PSI dans I’échantillon photoinhibé et traité par la SPM a augmenté de
150 % par rapport & I’échantillon photoinhibé. Cependant, I’activité du PSII a augmenté
de 40 %, dans les meilleurs des cas, en présence de SPM. Cette différence peut étre
interprétée par la ségrégation qui existe entre les deux photosystémes dans la membrane
de thylakoides. En effet, les PSII sont majoritairement localisés dans la partie empilée de
la membrane (grana), alors que les PSI sont localisés dans les lamelles stromatiques et

les margines (Fig. 1.2). Ainsi, I’accessibilité de la SPM vers le PSI est amplement
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favorisée par rapport au PSII, vu le caractére hydrophilique de la SPM qui limite la
pénétration a travers la membrane de thylakoides et favorise I’interaction avec les parties
hydrophiles des protéines des photosystémes. En plus, la spécificité de la fixation de la
SPM sur les protéines du PSI permet probablement de mieux protéger les protéines

contre les FAO, en stabilisant leurs conformations.

En conclusion, les résultats observés dans les chapitres V et VI ont montré que
parmi les amines testées, seule la SPM ayant quatre charges positives a pu limiter les
dégats causés par la photoinhibition. Bien que le mécanisme exact de la protection reste
encore ambigu, notre hypothése stipule que la force des charges positives de la SPM a
permis une meilleure interaction avec les fractions hydrophiles des prbtéines, en formant
un bouclier capable de stabiliser leurs conformation durant les conditions de stress. Cette
hypothése n’exclue pas le réle antioxydant qui peut jouer la SPM afin de limiter la

propagation des FAO, générées durant la photoinhibition.

La forte protection du PSI par rapport au PSII, montrée dans nos résultats, pourrait
expliquer pourquoi le PSI est plus résistant & la photoinhibition par rapport au PSII dans
les conditions in vivo, alors que le PSI est beaucoup plus sensible in vitro. En effet, les
polyamines accompagnées par les composantes antioxydatives jouent probablement un
role prépondérant dans la protection du PSI contre la photoinhibition. Cette protection
apparait indispensable pour le maintient de [’activité photosynthétique durant les

conditions de stress.

Nos résultats ont montré aussi que la concentration optimale pour la protection des
photosystémes contre la photoinhibition se situe entre 0.5 et 1 mM, ce qui confirme
certaines études, effectuées dans des conditions in vivo, qui stipulent que la
concentration de polyamines endogénes peut atteindre I’ordre de quelques millimolaires
dans les conditions de stress (50,78-80). Au-dela de cette concentration optimale, nos
résultats présentés dans les chapitres III et IV ont montré que les polyamines sont
capables d’inhiber 1’activité du CEO et perturber le transfert d’électrons a travers les

cofacteurs du PSII, via des interactions non covalentes avec les groupes polypeptidiques
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C=0, C-N et C-H du PSII. Ainsi la régulation de la concentration intracellulaire de
polyamines endogénes apparait primordiale pour la préservation de [Pactivité

photosynthétique durant les conditions de stress.

7.5 Perspectives de recherche

Dans la premiére partie du travail (chapitre III et IV), nous avons montré que les
polyainines sont capables d’inhiber 1’activité du PSII dans 1’ordre du millimolaire. Cette
inhibition provient d’une interaction non covalente avec les groupes polypeptidique
C=0, C-N et C-H du c6té lumen du PSII, laquelle interaction déstabilise le CEO en
causant I’enlévement des protéines extrinséques. Cependant, un point important demeure
ambigu: ou se fixent exactement les polyamines sur le CEO ? Pour y parvenir, il serait
intéressant d’étudier la structure cristalline de ce complexe en présence de polyamines,
afin de mieux élucider les mécanismes d’action de polyamines sur le plan moléculaire.
Bien que les données cristallographiques du CEO des plantes supérieures demeurent
controversées, en raison des modifications structurales qui subissent le site catalytique
en réponse aux rayons X (167), la structure cristalline du CEO des cyanobactéries peut

étre utilisée comme modele, vu la similitude avec les plantes supérieures.

Il pourrait également étre intéressant d’étudier I’interaction entre les polyamines et
les protéines extrinséques isolées, par différentes techniques spectroscopiques a savoir,
la spectroscopie FTIR et le dichroisme circulaire (CD), afin de mieux éclaircir les modes
d’action de polyamines en comparant les résultats obtenus avec ceux du complexe PSII-
polyamines. Cependant, le plus grand défi de cette étude consisterait a préserver la

structure native des protéines extrinséques apres leur isolation.

La deuxiéme partie du travail (chapitre V et VI) a mis en évidence que la SPM est
capable de protéger les photosystémes contre la photoinhibition dans les conditions in
vitro, il serait donc important de vérifier ces résultats in vivo. Pour y parvenir, il suffit
d’estimer l’activité photosynthétique dans les feuilles entiéres photoinhibées, en

présence de la SPM. L’approche moléculaire, qui consiste & surexprimer ou réprimer les
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génes de biosynthese de la SPM, pourrait étre également utilisée dans le but de

confirmer les hypothéses de départ.

Enfin, le role protecteur des polyamines contre la forte intensité lumineuse et le
stress oxydatif qui en résulte pourrait étre considéré comme un modéle pour étudier les
mécanismes d’action de polyamines dans les cellules animales et humaines soumises a
ce type de stress. D’ailleurs, il a été démontré que les concentrations intracellulaires des

polyamines augmentent dans les cellules animales cancéreuses comparativement aux

cellules saines (168,169).
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