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ces résultats, de méme que les nétres permettent de croire que les anesthésiques n‘agissent
pas en perturbant la bicouche lipidique ou ses interactions avec la protéine mais bien en
modifiant les interactions plus fines entre le rétinal et l'opsine. Les interactions latérales
semblent principalement affectées, puisque l'interaction via le lien de BS demeure intacts.
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Figure 9 : Spectre de résonance Raman de bRsgg et bR4gg (traitée avec I'enflurane). Le
spectre de l'intermédiaire M (encart) permet d'identifier sa présence dans les spectres
précédents. La concentration en bR est estimée 4 60 uM et I'excitation se fait a une longueur

d'onde de 488.8 nm.
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Figure 10 : Etude du déplacement isotopique des modes vibrationnels de la base de Schiff
pour la bR native et traitée avec I'enflurane dans 'eau (H2O, A) et I'eau lourde (D20, B). Le

déplacement de la bande d'élongation C=N est d'environ 22 cm"! dans les deux cas.
L'excitation se fait & 488.8nm et [a concentration en bR est d'environ 60 M.
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Figure 11 : Spectre d'absorption des membranes pourpres natives (__) et traitées avec

I'enflurane (- -) utilisées pour les études de résonance Raman. La longueur d'onde

d'excitation (488.8 nm) se situe dans la bande d'absorption dans les deux cas.



.2 Ph I 2clair

La photolyse éclair permet d'étudier la cinétique des mcdifications transitoires d'absorbance
lors des différentes étapes de transformation de la rhodopsine et de la bR en présence de
lumiére et d'analyser les perturbations apportées a la photochimie de ces protéines par un
traitement avec les anesthésiques. Parallélement, il nous est apparu opportun de comparer
ces résultats avec les mocifications apportées a I'aspect cinétique de l'activité des pigments
lors de leur solubilisation progressive par un détergent. En effet, si on devait étre amené a
croire que les anesthésiques perturbent de fagon importante la dynamique des domaines
lipidiques des membranes photoréceptrices, on devrait peut-étre s‘attendre a observer des
effets comparables en présence d'anesthésiques et de détergent. Ainsi, nous avons étudié le
comportement cinétiqgue des membranes photoréceptrices lors de leur solubilisation
progressive par l'octyl glucoside (OG), un détergent non-ionique utilisé en raison de sa
réaction rapide avec les membranes. Il est relativement doux et une dénaturation des
protéines en sa présence n'est observée qu'aprés plusieurs jours. Dans les membranes
pourpres, il a été montré que 'OG monomérise la bR et accélére son photocycle en modifiant
les interactions entre la protéine et les lipides (Appleburry et al., 1974; Dencher et Heyn,
1978). Un déplacement du maximum d'absorption d'environ 10 nm vers les plus courtes
longueurs d'onde a également été observé pour le traitement des membranes pourpres

solubilisées par l'octyl glucoside (Lam et Packer, 1982).
3.3.2.1 Photolyse des membranes visyelles

Les étapes de la photolyse de la rhodopsine ayant retenu notre attention sont la
lumirhodopsine et les métarhodopsines 1 et II. La figure 12 est un croquis des spectres
d'absorption de ces intermédiaires. L'analyse de ce croquis explique pourquoi nous avons
mesuré ['absorption transitoire a deux longueurs d'onde, soit 410 et 450 nm. A ces
longueurs d'onde, deux phénoménes sont observés. A 410 nm, ceux-ci ont la méme
orientation et causent une augmentation de I'absorbance en fonction du temps. Le premier
phénoméne observé est le passage de l'intermédiaire lumirhodopsine vers métarhodopsine 1.
Ce phénoméne trés rapide, de l'ordre de 10 psec, cause une brusque augmentation de
'absorbance de I'échantillon et constitue peut-étre une reaction & I'équilibre, bien qu'une
réaction a sens unique soit généralement admise dans la littérature. Le second phénoméne est
plus lent et se traduit par une augmentation progressive de I'absorbance jusqu'a I'atteinte
d'un plateau. C'est I'établissement de I'équilibre entre les formes métarhodopsine I et II qui
est observé et sa vitesse est de l'ordre de quelques millisecondes. La cinétique de
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I'établissement de cet équilibre semble étre biphasique. A 410 nm cependant, on ne peut
observer plus d'une composante puisque cette cinétique se confond avec la passage de
I'intermédiaire lumi vers méta 1. Ce deuxiéme phénomene est possiblement encore plus
complexe que seulement ['établissement de I'équilibre tautomérique entre les intermédiaires
meta : un autre intermédiaire est peut-étre présent et la possibilité d'une réaction
d'équilibre avec la lumirhodopsine n'est pas négligeable. L'analyse & 450 nm s'avére donc

plus informative.

A 450 nm, les deux phénoménes observés se produisent en sens inverse. Le passage de
lumirhodopsine vers meétarhodopsine I provogue une brusque augmentation de I'absorbance
tandis que I'établissement de I'équilibre entre les métarhodopsines I et II se iraduit par une
lente diminution de ce paramétre pour revenir vers le niveau initjal. La figure 13 présente
un exemple de cinétiques observées a 450 nm pour les membranes discales. La mesure de la
transmittance en fonction du temps est représentée pour les membranes discales natives et

traitées avec 0.1 et 0.5 % v/v en enflurane.

Le calcul des constantes de vitesse pour I'établissement de I'équilibre entre les
intermédiaires méta I et II se fait selon le méthode décrite par Lam et Packer (1982) en
tenant compte, pour les membranes visuelles, de l'inclinaison infligée a la courbe par la
blanchiement de la rhodopsine suite a I'exposition & I'éclair actinique (voir figure 13). Ces
calcuis visent a tracer un graphique semilogarithmique de la différence d'absorbance & un
temps donné par rapport & I'absorbance maximale observée pour un temps infini en fonction
du temps, ce qui correspond au pourcentage de la réaction a compléter en fonction du temps.
La pente de la droite obtenue par ce graphique constitue la constante de vitesse.

La figure 14 présente un graphique semilogarithmique obtenu lors du traitement des
membranes discales avec des concentrations croissantes d'enflurane. La réaction de
transformation des métarhodopsines I et II constitue une approche d'équilibre et contient au
moins deux composantes observables sur le graphique semilogarithmique, qui se traduisent
par une allure sigmoide de la courbe en fonction du temps. La cinétique présente d'abord une
composante rapide (représentée dans deux cas seulement) et une composante plus lente qui,
lorsqu’extrapolée au temps zéro, correspond & environ 60-65 % du total de la réaction. La
pente de la droite correspondant a cette réaction lente peut étre évaluée et correspond a la
constante de vitesse. Le traitement des membranes discales avec des concentrations
croissantes d'anesthésiques a pour effet d'accélérer chacune de ces deux composantes, tel
qu'observé i la figure 14. La vignette présentée dans cette figure représente I'amplitude
totale relative de la transition méta I-méta II, laquelle décroit en augmentant la
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concentration d'enflurane dans ['échantillon. Cette amplitude est calculée en déterminant le
rapport des amplitudes absolues des transitions lumi-méta I et méta I-méta II. Ce rapport

est fixé & 1 pour les membranes natives.

Ainsi, ces résultats dévoilent une accélération de la vitesse de la réaction méta I — 11, ce qui
suppose que I'équilibre est déplacé vers lintermédiaire méta 1. Les mesures d'amplitudes
relatives indiquent cependant une action opposée, soit un déplacement de I'équilibre vers
I'intermédiaire meéta I, puisque l'amplitude de la transition méta I vers méta 11 est diminuée
pour des concentrations croissantes d'enflurane. Ces résultats sont apparemment
contradictoires. En effet, dans tous les travaux qui se sont intéressés a l'aspect cinétique de
cette transition, on a toujours observé qu'une accélération de la vitesse par la solubilisation
des membranes déplagait I'équilibre vers la forme meéta II tandis qu'un déplacement de
I'équilibre vers la forme méta I, induit par l'agrégation de la rhodopsine cu par une
solvatation pauvre par des lipides exogénes, était toujours accompagné d'un ralentissement
de la vitesse, voire méme d'un bloquage, de la transition (Baker et al., 1977; Baldwin et
Hubbell, 1985; Litman et al., 1981; O'Brien et al., 1977; Motoyama et al., 1985).

Une hypothése envisagée pour tenter d'expliquer ces résultats contradictoires serait de
proposer que dans ces membranes riches en lipides, I'enflurane sépare des domaines
lipidiques mobiles, qu'il fluidifie , des domaines protéiques dans lesquels la solvatation d'une
importante quantité de rhodopsine par les lipides est insuffisante pour permettre la
transition étudiée. Ces conditions permettraient d'expliquer une transitiocn plus rapide entre
les intermédiaires méta, résultant de la solvatation des pigments opérant cette transition
par des lipides plus mobiles, puisque solubilisés par I'enflurane. D'autre part, I'amplitude
de la transition est inférieure lors du traitement des membranes, puisque celle-ci ne
s'opere pas dans les pigments non-solvatés contenus dans les domaines protéiques.

L'étude de cette transition par les membranes traitées avec I'OG confirme ce qui était déja
connu & propos de I'action de ce détergent sur les membranes discales. Ce détergent, comme
plusieurs autres, ne produit pas d'agrégation de la rhodopsine et mobilise ou remplace les
lipides I'entourant. Le traitement des membranes avec I'OG produit une accélération de la
transition métal-méta Il de méme qu'une augmentation de son amplitude, tel qu'on s'y
attendrait (figure 15). Il est & noter que les concentrations des deux agents employes
s'échelonnent sur une gamme & premigre vue différente (enflurane : 0-0.5%; OG : 0-2.5

mM), mais connue pour produire des effets comparables sur les membranes.
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Figure 12 : Croquis des spectres des intermédiaires de la photolyse de la rhodopsine
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Figure 13 : Exemple de tracé de la transmittance (450 nm) en fonction du temps obtenu
pour les échantillons de membranes discales traitées avec l'enflurane. La fleche vers le bas
indique le moment de I'éclair laser, celles qui pointent vers le haut indiquent le niveau ot le
signal se stabilise aprés un temps de 300 ms. Les barres représentent horizontalement 2
ms et verticalement 0.25 % de transmittance. Toutes les études en photolyse éclair ont été

réalisées & une température d'environ 22 ° C.
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Figure 14 : Graphique semilogarithmique de Ia différence d'absorbance(450 nm) en fonction
du temps pour la transition métarhodopsine I -> métarhodopsine I pour des échantilions de
membranes discales traitées avec des concentrations croissantes d'enflurane. L'encart
représente I'amplitude relative de cette transition en fonction de la quantité d'enflurane.
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Figure 15 : Graphique semilogarithmique de la différence d'absorbance(450 nm) en fonction
du temps pour les membranes discales traitées avec des concentrations creissantes d'octyl
glucoside, pour cette méme transition. Le graphique en encart présente I'amplitude relative

de cette transition en fonction de la concentration en OG.

48



3.3.2.2 Photolyse des membranes pourpres

L'étude de la bR est beaucoup simplifiée par rapport a celle de la rhodopsine. D'abord, Ia
courbe n'est pas dégénérée puisque les réactions photochimiques de la bR sont cycliques. De
plus, ce méme phénoméne permet de faire la moyenne plusieurs cinétiques d'un méme
echantillon pour ainsi augmenter la qualité du tracé. L'analyse se fait & une longueur d'onde
de 410 nm, ce qui correspond au maximum d'absorption de I'intermédiaire M412.

L'intermédiaire auquel on s'intéresse est le méta-intermédiaire. Deux réactions sont
observées : la premiére est la transformation de la bRsgg en méta-bR par I'absorption de
photons provenant de l'éclair actinique. Aprés un certain temps, cet intermédiaire retourne
vers la forme initiale. Le passage de bR vers méta-bR produit une-brusque augmentation de
I'absorbance, puisque cette réaction est trés rapide (usec) et le retour vers bR se traduit
par une diminution progressive de I'absorbance pour retourner vers le niveau de base. Les
tracés enregistrés sont une mesure de la transmittance en fonction du temps et un exemple
est présenté pour le traitement des membranes pourpres avec des quantités croissantes

d'enflurane (figure 16).

La premiére réaction est trés rapide et il fut montré que sa cinétique était insensible au
traitement par les détergents ou les anesthésiques (Henry et al., 1988). La seconde par
contre est modifiée par ces deux types de molécules. Dans les membranes pourpres natives,
le passage de l'intermédiaire méta vers la forme bR obéit a une cinétique d'ordre 1, qui
correspond & une seule exponentielle dans un graphique semi logarithmique de la différence
d'absorption en fonction du temps. Lors de la solubilisation par un détergent ou lors du
traitement par les anesthésiques, la cinétique de cette transformation correspond désormais
a celle d'une réaction d'ordre 2 et une double exponentielle est observée graphiquement.
Deux composantes peuvent étre résolues dans le temps & partir de ce graphique. La figure 17
présente un exemple d'un tel graphique. Henry et al.(1988) ont proposé que cette double
exponentielle indiquait qu'une partie des molécules sous forme M retourne rapidement
directement vers la forme bR alors qu'une seconde partie emprunte un chemin branché via
l'intermédiaire "O". Le retour vers bR serait alors plus lent. Dans les membranes pourpres
natives, les molécules empruntant ce chemin branché sont moins nombreuses et la
composante lente n'est pas visible. Dans ces membranes, la seule composante est rapide.
Lors de l'ajout d'agent perturbateur, la proportion de cette composante, initialement de 100
%, diminue pour faire place a la composante lente qui augmente en importance pour des
quantités croissantes de ces agents. La pente des droites obtenues graphiquement correspond
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a la constante de vitesse de la réaction alors que I'ordonnée a l'origine permet d'estimer la
proportion de la réaction occupée par chague composante.

Les figures 18 et 19 présentent les résultats de la photolyse des MP traitées avec des
concentrations croissantes d'enflurane, comparativement aux membranes solubilisées par
'OG pour les composantes rapide (18) et lente (19). L'analyse porte sur les changements
induits au niveau de la proportion de la réaction occupée par chaque composante de méme
qu'au niveau cinétique de la transformation de I'intermédiaire M vers la forme bR. L'examen
des courbes obtenues pour la composante rapide dévoile une accélération progressive de cette
composante en présence d'agents perturbateurs, de méme qu'une diminution de la proportion
de la réaction totale occupée par celle-ci. La proportion occupée par cette réaction diminue
de fagon legérement plus importante lors du traitement avec I'OG. De fagon générale, le
traitement des membranes avec l'enflurane et I'OG induit des ch-angements similaires & la
composante rapide de la transformation étudiée. Ceci porte & croire a une action comparable
de ces deux agents sur les membranes pourpres. Un examen plus approfondi réveéle
cependant des modifications différentes apportées a la composante lente par ces deux types de
molécules. La proportion de cette seconde composante est évidemment augmentée par
I'emploi de ces agents, et de fagon pius importante pour les membranes traitées avec 'OG
puisque la composante rapide diminue en importance. En ce qui concerne la cinétique,
I'action de I'enflurane va dans le sens d'une accélération tout comme dans le cas de la
composante rapide, ce qui produit une accélération globale de la transformation de
intermédiaire M vers la forme bR. L'OG par contre a peu d'effet sur la cinétique de la

composante lente. L'effet est donc différent de celui produit par I'enflurane.

2.3.2.3 Di ,

Les résultats en photolyse éclair ont d'abord permis de corroborer la présence de pigments
présentant des réactions photochimiques complétes dans les membranes photoréceptrices
traitées avec l'enflurane. Bien que complétes, ces réactions sont modifiées par la présence de

molécules d'anesthésiques dans le sens d'une accélération de leur cinétique.

Les résultats obtenus lors du traitement des membranes pourpres avec l'enflurane différent
de ceux obtenus lors de la solubilisation par l'octyl glucoside. L'action de I'enflurane n'est
donc pas comparable a celle d'un détergent dans ces membranes, et ces résultats pointent
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vers une cible de l'action des anesthésiques autre que la phase lipidique. Ces résultats
suggerent donc une action des anesthesiques plus directe sur la protéine cible.

L'action de ces agents est également différente lors du traitement des membranes discales.
L'OG agit en mobilisant ou remplagant les lipides solvatant les molécules de rhodopsine alors
que les résultats de l'action de I'enflurane s'expliquent mieux pér une séparation des

différents domaines membranaires.



® enflurane

Figure 16 : Exemple de tracé obtenu pour des échantilions de membranes pourpres traitées
avec des concentrations croissantes d'enflurane. La mesure de la transmitiance se fait & 410
nm. Les valeurs sont normalisées et 1a tleche indique I'éclair actinique.

52



0 10 20 30 40

temps(ms)

Figure 17 : Graphique semilogarithmique de la différence d'absorbance en fonction du temps
pour un échantillon de MP traité avec 0.25 % d'enflurane. Il est possible de décomposer la
double exponentielle et la pente des droites obtenues constitue la constante de vitesse de

chaque composante de la réaction.

53



54

08
D
[d5]
[42]
-]
:;-\
>3
v =
- ©
£ 044
QA
=
el
Iy
s E
=
[=]
o
00 —— —— :
0 10 20 30 40 50 60 mMOG
Jl 1 1 T T T T A
rane
00 01 02 03 04 o5 og s enflu
120
2
[y}
bt
[=]
bt
=
cl‘\
-
S=
[=8
tF
2\-’
Q
-]
e 20 +———T—————————
0 10 20 30 4 50 6 mMOG
{  m— T T T v i ﬁﬁll x
00 01 02 03 04 05 og * enflurane

Figure 18 : Modifications apportées a la composante rapide de la réaction M -> bR par la
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3.4 Analyses hvdrodynamigues,

Les méthodes hydrodynamiques classiques de la biochimie analytique permettent d'obtenir
des renseignements sur les perturbations apportées 4 la structure plus globale des
membranes plutot qu'aux interactions entre les différentes composantes de celles-ci. Elles
apportent donc un complément d'information structurale au niveau macromoléculaire par
opposition aux méthodes antérieures qui ont sondé plutét le niveau intermoléculaire.

Lors d'une expérience de sédimentation, une champ gravitationnel élevé est crée par le rotor
en mouvement qui force les molécules & se déplacer. Les molécules subissent I'action de trois
forces principales. D'abord, elles sont poussées a s'éloigner du centre de rotation par
l'action de la force centrifuge selon I'équation suivante: -

Fc= mw2r

ou : m est la masse moléculaire
w est |a vitesse de rotation angulaire ( rad/sec )
r est la distance au centre de rotation ( cm )

Une force de flottaison (buoyancy) créée par la résistance des molécules de solvant au

mouvement des particules s'oppose a cette force centrifuge et la réduit de :

Fp = w2rmVp

ou : mv est le volume de la particule
p est la densité du solvant

Une troisiéme force, la force de friction, tend & empécher le mouvement des particules dans
un sens ou dans l'autre et est proportionnelle & la différence entre la vitesse des particules
et celle du solvant (fv ou f est le coefficient de friction et v est la vitesse). La vitesse a
laquelle une particule sédimente dépend de I'équilibre entre ces forces qui sont influencées
par les paramétres physiques de la molécule en question, soit sa forme, sa masse
moléculaire et sa densité par rapport au solvant. De plus, pour une méme molécule, la
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vitesse de sédimentation dépend de la concentration, de Ia force ionique du solvant de méme
que de la force centrifuge. Quand la force nette est nulle, la vitesse de sédimentation

constante, alors :
fv = Fc - Fb
donc :

v =w_2[m(1-yg)
f

Le coefficient de sédimentation, S en sec!, est le rapport de la vitesse de sédimentation sur
le champ centrifuge (w2r) et est caractéristique d'une molécule dans des conditions données:

S=_v = m{d-vp}
wer f

Lorsque I'équilibre est atteint par I'emploi d'une vitesse de rotation élevée et d'un temps de
sédimentation long, les molécules s'immobilisent et les paramétres influe'nc;ant la vitesse de
sédimentation n'agissent plus. Seule la densité de la molécule influence la position de
I'équilibre. Les études 3 I'équilibre peuvent se faire sur centrifugeuse analytique ou encore
par centrifugation isopycnique. Ce dernier type de centrifugation s'effectue en utilisant un
gradient de sucrose ou de sels comme support dans un rotor & godets oscillants. L'emploi d'un
gradient diminue les forces de convections et permet la migration des particules & vitesse
constante jusqu'a l'atteinte de I'équilibre. En effet, la viscosité croissante de la solution dans
le gradient permet de compenser pour l'accélération des particules avec I'éloignement du
centre de rotation. Suite & I'atteinte de I'équilibre, les molécules sont positionnées a
I'endroit du gradient ou la densité est identique a la leur. Ceci nous permet de déterminer
leur densité par mesure de l'indice de réfraction (proportionnel a la densité) du solvant
dans la fraction qui les contient. L'utilisation de la centrifugation sur gradient de sucrose
permet de mettre en évidence les différences de densité existant entre les membranes
pourpres et les vésicules de membranes pourpres, intactes et traitées aux anesthésiques. La
pertinence d'une analyse comparative des agrégats de MP et de vésicules contenant la
bactériorhodopsine tient dans la différence de composition lipidique des deux types
d'échantillons. En effet, les membranes pourpres ne contiennent qu'environ 7 molécules de
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lipides par bR tandis que les vésicules obtenues avec ces derniéres et la lécithine de soya en
contiennent plus de 50 (Hwang et Stoeckenius, 1977). De plus, dans ces vésicules, les
interactions lécithine/bR remplacent les interactions natives lipide/bR. Ces vésicules sont
donc un systéme ou, par rapport aux MP, les interactions lipides/protéines sont différentes
et 1a phase lipidique est plus importante.

3.4.1 Vitesse de sedimentation

La centrifugeuse analytique utilisée pour la détermination de la vitesse de sédimentation est
munie d'un systéme optique permettant de suivre la distribution des molécules dans la
cellule tout au long de la sédimentation. La lumiére monochromatique de longueur d'onde
choisie traverse I'échantillon alors que les molécules sont en mouvement et le systéme de
balayage enregistre l'intensité lumineuse transmise en tout point de la cellule et la convertit
en signaux électriques. Le tracé théorique obtenu suite au balayage d'une cellule a partir du
fond ressemble & celui présenté a Ia figure 20. La cellule comporte deux références externes
qui sont indiquées sur le tracé, l'une au fond et l'autre au dessus de la cellule et qui
permettent de convertir I'échelle agrandie du papier en échelle réelle de distance. A mesure
que la sédimentation s'effectue, le front des molécules s'éloigne du centre de rotation et c'est
la mesure de ce déplacement qui permet de déterminer le coefficient de sédimentation (S)
des molécules étudiées. Un exemple des tracés de I'absorbance en fonction de la distance, dans
le temps, obtenus pour les échantillons de MP est présenté a la figure 21. Sur ces tracés, la
frontiere formée par les particules en suspension est évasée. Ceci se manifeste plus
particulierement dans les échantillons traités par les anesthésiques de méme qu'au cours de
la progression de la sédimentation. Comme l'allure de la frontiére est représentative des
populations particulaires présentes en suspension, on peut supposer d'aprés les frontiéres
observées, qui ressemblent plutdt & une succession de petites frontiéres qu'a une seule, que
les échantillons membranaires sont trés peu homogénes. Ce phénoméne est plus important

pour les échantillons traités avec Il'enflurane.

On voit sur les tracés, et les droites obtenues selon les calculs classiques pour la
détermination du coefficient de sédimentation le montrent clairement (figure 22), que
I'ajout d'enflurane accélére la sédimentation des membranes. De plus, cette accélération est
une sousestimation de la réalité puisque la vitesse de sédimentation des membranes pourpres
natives résiduelles est incluse dans le calcul de celle des membranes traitées a l'aide
d'anesthésiques. Ces membranes résiduelles sont vraisemblablement responsables de la
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partie trainante du front de molécules et le fait que la détermination de la vitesse en
mesurant la distance du centre de rotation au bout de la frontiére plutot qu'a la mi-hauteur
de celle-ci méne a des différences beaucoup plus faibles entre les échantilions corrobore
cette hypothése. La sousestimation de I'accélération résulte également du fait que I'enflurane
présent dans le milieu peut en augmenter la densité, ce qui diminue le rapport de la densité
de la molécule sur celle du solvant et donc, la vitesse de sédimentation.

Quantitativement, les coefficients de sédimentation des divers échantillons ont été calculés a
partir de la pente des graphiques semilogarithmiques du déplacement relatif 3 la position
initiale du front en fonction du temps (figure 22). Les valeurs de pente trouvées et les
coefficients qu'elles permettent de déterminer sont présentés dans le tableau suivant (figure
23). Les valeurs obtenues varient légérement d'une expérience a I'autre mais il a été véritié
que les variations ne dépendent pas de la position dans le rotor- puisque les valeurs sont
constantes pour un méme échantillon dans les trois cellules. Malgré ces variations, il est
clair que l'enflurane accélére la sédimentation des membranes, ce qui se manifeste par une
augmentation de la valeur du S calculé. De plus, des expériences montrent que le traitement
avec une quantité moindre d'enflurane (0.5%) produit une accélération intermédiaire
(résultats non présentés). L'écan-type pour la valeur moyenne est plus important pour les
membranes traitées que pour les membranes natives, comme c'est le cas dans la plupart des
expériences. Ceci vient du fait que la quantité réelle d'enflurane dissoute dans les
membranes est difficilement contrélable : les volumes ajoutés sont trés petits,
I'anesthésique est trés volatil & la température de la piéce et sa solubilité dans I'eau est

minime alors qu'elle est de beaucoup plus importante dans les membranes.

Les résultats des expériences de vitesse de sédimentation permettent de comparer les
coefficients de sédimentation des membranes intactes ou traitées aux anesthésiques mais sont
a elles seules insuffisantes pour déterminer les parameétres de forme ou de taille des
particules en question. Pour ce faire, la combinaison des résultats obtenus avec ceux d'une
sédimentation & I'équilibre est nécessaire. Les echantillons de membranes pourpres n'ont
pas permis d'atteindre cet équilibre mais les résultats obtenus laissent cependant croire & la
présence de plusieurs populations dont I'équilibre ne se situerait pas au méme endroit.
Comme substitut a la sédimentation d'équilibre, la technique de centrifugation isopycnique
fut adoptée, en dépit du fait que les résultats ne puissent se combiner a ceux de la
centrifugation analytique pour la détermination de paramétres moléculaires.
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Figure 20 : Schéma d'un tracé théoriquement obtenu lors de la détermination de la vitesse de
sédimentation en utilisant la mesure d'absorbance ( Freifelder, 1982 )
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Figure 21 : Exemples de tracés obtenus pour la détermination de la vitesse de sédimentation
des MP natives (A) et traitées avec I'enflurane (B), pour un méme essai. A mesure que la
sédimentation s'effectue, les particules se dirrigent vers le fond et ce, pius rapidement pour
les particules traitées avec l'enflurane. Seule la région centrale de la cellule est présentée

dans cette figure.
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Figure 23 : Coefficients de sédimentation (S en sec'1) déterminés pour les divers essais
eftectués, a partir de la pente des droites. Les valeurs sont illustrées dans I'histogramme et

la colonne blanche représente la moyenne, avec I'écart type calculé.



4.2 ntrifugation i ni

La centrifugation isopycnique permet de comparer la densité des échantillons membranaires
natifs et rougis a I'enflurane. La figure 24 présente un exemple de graphique permettant de
localiser précisément la bande membranaire dans le gradient et de déterminer l'indice de
réfraction de cette fraction. On peut constater que le gradient est linéaire dans la zone
contenant cette bande. La mesure d'absorbance permet de la localiser avec précision puisque
le pic obtenu, trés fin, ne laisse place a aucune ambiguité. L'indice de réfraction de 1a bande
membranaire est donc celle mesurée pour cette fraction. Pour certains échantillons
cependant, le pic est moins bien defini et plus d'une fraction contiennent une quantite
similaire de membranes pourpres. L'indice moyen est donc considéré comme étant celui des
MP. Les résultats moyens des calculs de la densité des échantillons membranaires, soit les
membranes pourpres et les vésicules de MP natives et traitées aux anesthésiques, sont
présentés dans le tableau suivant. La densité moyenne calculée pour les MP natives est de
1.187 + 0.002 g/cm3, ce qui est comparable & ce qu'on retrouve dans la littérature, soit
1.18 g/cm3 (Oesterhelt et Stoeckenius, 1374). Dans le cas des membranes pourpres
traitées avec les anesthésiques, la bande retrouvée peut étre soit rouge avec une densité de
1.199 + 0.001 g/cm3 ou encore étre redevenue pourpre mais avec une densité tout de méme
supérieure a celle des membranes natives, soit 1.184 + 0.002 g/cm3. Pour ces
échantillons, il semble qu'une partie de 'anesthésique se soit évaporée de sorte que le
changement de couleur n'est plus observable mais la quantité résiduelle demeurant dans les
membranes se manifeste par une augmentation de leur densité. Ces deux types de membranes
sont vraiment séparables dans un méme échantillon puisque la centrifugation sur un
gradient discontinu utilisant une solution de sucrose de densité intermédiaire entre celle des
membranes natives et des membranes rouges permet de recueillir un culot rouge au fond du
tube et les membranes pourpres a l'interface avec I'eau.

Pour ce qui est des vésicules, la densité est diminuée par rapport aux membranes originales
et on retrouve les vésicules natives 4 une densité de 1.163 + 0.003 g/cm3. Suite au
traitement avec 1 % d'enflurane, la densité des vésicules redevenues pourpres est de 1.138
+ 0.002 g/cm3 tandis que les vésicules rouges se retrouvent & 1.108 £ 0.007 g/cm3.
L'histogramme (figure 25) présente les densités moyenne des divers échantillons, qui ne se
recouvrent pas ; les différences observées entre ces échantillons sont donc significatives. On
y voit clairement I'effet opposé de I'enflurane sur la densité des membranes pourpres et

celle des vésicules.

64



Dans le cas des membranes pourpres, deux hypothéses sont envisageables. D'abord, en
assumant que le volume membranaire n'est pas modifié par l'incorporation des
anesthésiques et que l'augmentation de la densité n‘est due qu'a la présence d'une molécule
trées dense (enflurane : 1.52 g/cm3), il est alors possible de déterminer la quantité
d'enflurane incorporée dans les membranes. Les membranes rouges indiquent la quantité
maximale approximative pouvant interagir avec les membranes. Les calculs basés sur la
fraction membranaire occupée par les molécules d'anesthésiques, pour une augmentation de
densité donnée, permettent de calculer le nombre de molécules d'anesthésiques reagissant
avec une molécule de bR. Ces calculs ont permis de déterminer que les membranes traitées
mais dont la couleur est inchangée renferment 4.4 molécules d'enflurane par unité de bR
associée & sept lipides, alors que les membranes rouges en contiendraient environ le double
(8.1). Il est difficile d'adopter cette hypothése, considérant la quantité d'enflurane par unité
de bR ajoutée a la phase aqueuse, de plusieurs fois supérieure aux valeurs obtenues. On ne
peut cependant pas I'éliminer complétement sur cette seule base, étant donné que la quantite
réelle d'enflurane se dissolvant dans les membranes est inférieure a celle ajoutée a la

solution, sa solubilité dans I'eau étant trés faible.

Une seconde hypothése, tenant compte de la structure cristalline de ia bR, voudrait que les
molécules d'enflurane s'incorporent dans la membrane, soit a l'interface lipides-protéine ou
sur la protéine elle méme, et causent des perturbations provoquant la contraction de cette

derniére.

Dans le cas des vésicules de membranes pourpres, dans lesquelles la bR est entourée de
nombreux lipides, I'action des anesthésiques semble obéir & I'hypothése de perturbation de
la phase lipidique. L'incorporation de ces molécules produit une désorganisation de celle-ci,
provoquant une augmentation du volume des membranes, ce qui diminue leur densite.
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Figure 24 : Détermination de I'emplacement de la fraction membranaire dans le gradient de
sucrose par la mesure de I'absorbance a 568 nm. L'indice de refraction de chaque fraction
fournit un apergu de la linéarité du gradient. Les exemples illustrés sont pour les gradients
de membranes pourpres natives (A) et avec enflurane (B) dans le gradient ainsi que dans les

membranes. L'ajout d'enflurane dans le gradient n'influence pas la distribution de la
concentration de sucrose. '
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Figure 25 : Densités moyennes des MP et des vésicules natives et traitées avec I'enflurane,
déterminées par centrifugation isopycnique sur gradient de sucrose. L'histogramme illustre
clairement I'effet inverse de I'enflurane sur la densité de ces deux types de membranes.
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La détermination de la vitesse de sédimentation a permis de constater que le traitement des
membranes pourpres avec les anesthésiques affectait leurs propriétés physiques, puisque le
coefficient de sédimentation est augmenté.

Les renseignements obtenus suite aux expériences de centrifugation isopycnique indiquent
un comportement différent des anesthésiques dans les membranes dont la composition
lipidique est différente. Pour les membranes riches en lipides, les anesthésiques
s'incorporent dans [a phase lipidique et les perturbations qu'ils y ocasionnent provoquent
une augmentation du volume des membranes. La densité de ces membranes est donc diminuée
graduellement pour des concentrations croissantes d'anesthésiques. Dans les membranes
natives cependant, la structure cristalline de la bR ne permet pas une dissolution massive
des anesthésiques dans la phase lipidique. Le peu de lipides présents oblige les anesthesiques
a réagir directement sur la protéine ou, tout au plus, a l'interface lipides-protéine. Ces
interactions causeraient une contraction de la bR, dont la densité serait alors augmentée.
Cette augmentation de densité semble étre responsable de l'accélération de la sédimentation

des membranes traitées avec les anesthésiques.

Mentionnons au passage que le fait que I'enflurane provoque la méme perturbation du
chromophore (i.e.déplacement du maximum d'absorption) que la bR soit solvatée par les
lipides natifs ou des molécules de lécithine élimine pratiquement la specificité chimique des
interactions lipides/protéine comme cible des anesthésiques.
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4- CONCLUSIONS

Le spectre d'absorption des membranes pourpres est modifié de fagon importante par la
présence d'enflurane. Les modifications observées dans la région du proche UV sont
difficilement interprétables puisque la bande qu'on y retrouve est attribuable & I'absorption
des résidus d'acides aminés de la protéine ayant une chaine latérale a caractére aromatique
mais le retinai lui-méme contribue également a |'absorption dans cette région, ce qui en
complique I'étude. Dans la région du visible, la bande d'absorption caractéristique du rétinal
est déplacée vers les plus courtes longueurs d'onde suite au traitement des membranes avec
I'enflurane. Ceci indique clairement une influence de ces molécules sur les interactions
rétinal-opsine. On peut d'abord imaginer que ce déplacement hypsochrome est di & une
déprotonation de la base de Schiff, puisque le déplacement observé est du méme ordre de
grandeur que le déplacement calculé pour ce phénoméne. La deuxiéme hypothése suggere que
ce déplacement est explicable par une diminution des interactions entre le rétinal et la
protéine, puisque des composés modéles étant dépourvus de ces interactions absorbent
maximalement a une longueur d'onde inférieure au maximum d'absorption du pigment. Ceci
est prévisible en tenant compte de la relation existant entre le maximum d'absorption du
chromophore et la délocalisation des électrons = dans la chaine polyénique, laguelle est

diminuée lorsque les interactions rétinal-opsine sont moindres.

Les études en résonance Raman ont permis d'obtenir des renseignements suppiémentaires
sur la nature de ces modifications. Lors du traitement des membranes pourpres par
I'enflurane, la région du spectre sensible aux interactions latérales entre le rétinal et
I'opsine (1100-1300 cm-1) est modifiée dans le sens d'une diminution de ces interactions.
Ceci est corroboré par la similarité entre les spectres des MP traitées avec l'enflurane et
ceux des composés modéles en solution, qui ne présentent aucune interaction avec la
protéine, pour cette région du spectre. Le traitement des MP avec l'enflurane ne semble
cependant pas modifier de fagon importante I'interaction principale entre le rétinal et
I'opsine, c'est-a-dire le lien de base de Schiff. En effet, d'aprés le spectre de résonance
Raman, la position de la bande de la BS correspond & la fréquence vibrationnelle d'une BS
protonée et est similaire dans les membranes natives et les membranes traitées. Le
déplacement isotopique occasionné par le remplacement de 'hydrogéne porte par l'azote de la
BS par un atome de deutérium est également similaire pour ces deux types de membranes.
Ceci suggeére fortement que la BS est intouchée lors du traitement des membranes par les
anesthésiques et élimine donc I'hypothese suggérant que les changement spectraux observés
soient la conséquence d'une déprotonation de la BS. Cependant, dans cette expérience, la
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résolution spectrale était de 5 cm-1. Ainsi, les changements en fréquence inférieurs a cette
valeur ne peuvent étre décelés. Il serait intéressant d'enregistrer un spectre de la différence
des modes vibrationnels de ces deux types de membranes. Ceci permettrait de distinguer
entre I'hypothése d'une action des anesthésiques n'influencant aucunement le lien de BS et
une action l'influencant a un niveau tel que nous ne pouvons l'observer directement sur le

spectre de résonance Raman.

Une action des anesthésiques au niveau de la structure plus globale des membranes a
également été observée grace aux études de sédimentation. Ces études ont permis de mettre en
évidence une accélération de la sédimentation des membranes pourpres lors de I'ajout
d'enflurane. Cette accélération a été attribuée a une "contraction” du réseau cristallin formé
par les molécules de bR dans les membranes. L'hypothése d'une telle contraction émerge de
I'observation d'une augmentation de |a densité des MP, telle que Fnesurée par centrifugation
sur un gradient de densité, suite au traitement avec les anesthésiques. Une méme
centrifugation a été effectuée avec des vésicules de membranes pourpres, qui renferment un
plus grand nombre de lipides par protéine. Dans ces membranes artificielles, Ia
solubilisation d'une plus grande quantité de molécules d'enflurane est permise, puisque la
phase lipidique dans laquelle elles sont solubles est plus importante. Si on imagine que
laugmentation de la densité des membranes est attribuable a l'incorporation de molécules
trés denses, on pourrait alors s'attendre a une augmentation substantielle de la densité des
vésicules comparativement aux membranes pourpres, puisque plus de molécules d'enflurane
y sont solubilisées. Le résultat obtenu s'oppose a cette prévision : le traitement de ces
membranes artificielles par I'enflurane induit une diminution de leur densité, ce qui laisse
croire que les molécules d'enflurane gonflent la phase lipidique, entrainant une diminution
de la densité des membranes. Ainsi, dans ces membranes riches en lipides, I'action des
anesthésiques semble répondre au modele de perturbation indirecte de la protéine cible via
une perturbation de Ia phase lipidique. Le parameétre modifié dans ce cas-ci serait le volume
de cette phase lipidique. Dans les membranes pourpres cependant, le peu de lipides contenu
dans le réseau cristallin formé par la bR permet la solubilisation de peu de molécules
d'enflurane de sorte qu'une augmentation de volume possiblement causée a la phase lipidique
par l'incorporation d'enflurane est difficilement imaginable. L'hypothése émise suggére que
les molécules d'enflurane dissoutes dans la phase lipidique et se trouvant nécessairement a
proximité, sinon directement sur la protéine induiraient une contraction de cette derniére,

provoquant ainsi une diminution de son volume et donc une augmentation de sa densité.
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Les medifications apportées a la bactéricrhodopsine elle-méme ou & sa disposition dans les
MP influencent-elles son activité photochimique ? La présence d'un photocycle complet de la
bR dans les membranes traitées avec I'enflurane est d'abord observée dans les spectres de
résonance Raman qui sont un mélange des modes vibratiocnnels de la bR et de son
intermeédiaire M, et les études en photolyse éclair confirment la présence de ce cycle
complet puisque ce méme intermédiaire est étudié. Les études de photolyse éciair ont
egalement permis de mettre en évidence une accélération de ce cycle photochimique lors du
traitement des membranes avec l'enflurane. Ainsi, dans ces membranes, le cycle de la bR est
non seulement complet mais également plus rapide que dans les membranes natives.
Cependant, il fut montré récemment que le photocycle cpéré par la bR dans les membranes
traitees avec les anesthésiques ne conduit pas au pompage de protons de part et d'autre de la
membrane (Harvey-Girard, 1990). L'hypothése émise concernant cette observation
voudrait que le proton libéré lors de la formation de l'intermédiaire M dans les membranes
traitées ne soit pas relaché dans le milieu mais plutot emprisonné a l'intérieur de la
protéine. La reprotonation de la BS lors du retour vers la forme bR se ferait grdce a I'un de
ces protons "captifs” plutot qu'avec un proton provenant de I'extérieur de la membrane, de
sorte que le cycle aurait lieu sans qu'un pompage ne soit perceptible par les mesures

conventionnelles.

Afin de localiser plus précisément 'action des anesthésiques dans les membrane pourpres,
des études comparatives ont été effectuées entre les perturbations apportées a ces
membranes par le traitement avec l'enflurane et celle apportées par la solubilisation
progressive par un détergent. Elles ont permis de mettre en évidence une action distincte des
anesthésiques comparativement a celle de ce détergent. Les résultats des expériences
rapportées dans ce travail concernant l'action des anesthésiques sur les membranes
photoréceptrices difféerent également des résuitats obtenus lors de la délipidation de ces
derniéres (Henry et al., 1988). Ceci suggére une action des anesthésiques se faisant
directement sur la protéine cible ou a l'interface de celle-ci avec les lipides plutdt
qu'indirectement via la phase lipidique. Les expériences effectuées sont insuffisantes pour
discerner laquelle de ces deux cibles moléculaires potentielles est réellement touchée par
I'action de I'enflurane. Une action directe sur la protéine nous semble I'hypothése la plus
probable, et I'absence de spécificité de leur action en regard de la nature des molécules de
lipides présentes dans la membrane semble également appuyer cette hypothése. Ceci est en
accord avec les résultats obtenus par Pande et al.(1989a) qui suggérent que l'action des
anesthésiques généraux sur les membranes pourpres se situe directement sur la protéine.
Ces molécules induiraient un changement de la structure du site de liaison du chromophore
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dans la protéine, qui s'ouvrirait légérement pour permettre I'accés aux molécules de solvant
dans ce site. Le contre-ion de la BS serait alors remplacé par le dipdle du solvant et les
interactions latérales entre les résidus d'acides aminés de la protéine et le rétinal seraient

ainsi diminuées.

Enfin, notre étude a également permis de mettre en évidence une action différente des
molécules d'anesthésiques sur les membranes selon leur composition en lipides. Les études
de sédimentation ont montré une action différente de I'enflurane sur les membranes
pourpres, pauvres en lipides, et les vésicules contenant la bR, riches en lipides. Au niveau
fonctionnel, la comparaison a été effectuée en utilisant les MP et les membranes discales des
segments externes des batonnets rétiniens. Ces membranes contiennent une protéine
semblable a la bR, la rhodopsine, laquelle est entourée de nombreux lipides. Ainsi, bien que
I'action des anesthésiques semble se faire au niveau des protéin;as membranaires. elle est
influencée par la quantité de lipides contenus dans la phase hydrophobe. Les études
comparatives de l'action des anesthésiques sur les membranes pourpres et les membranes
discales conduisent & des observations trés différentes pour ces deux types de membranes
comprenant pourtant une protéine similaire au niveau structural et fonctionnel. Les
résultats obtenus lors de I'étude de l'action des anesthésiques sur les membranes
photoréceptrices permettent de mieux comprendre cette action et constitue un outil pour la
caractérisation de ces membranes et des protéines qu'elles renferment. Il est clair cependant
que ces membranes sont tres différentes des membranes retrouvées dans le systeme nerveux
ou agissent normalement les molécules d'anesthésiques et ceci, particulierement dans le cas
des membranes pourpres utilisées dans la plus grande partie des expériences. Les
connaissances concernant ces deux types de membranes devront donc étre beaucoup plus
importantes avant que l'on puisse transposer les hypothéses de I'action des anesthésiques sur

les membranes modéles au niveau des membranes du systéme nerveux.
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