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RESUME 

La solubilisation de la membrane pourpre de Halobacter ium 

ha l obium par le lauryl sucrose dénature moins la bacteriorhodopsine 

que le traitement par d'autres détergents. Bien qu'il nous ait été 

impossible de délipider complètement le pigment par chromatographie 

dans ce détergent, le lauryl sucrose s'est avéré un agent stabili-

sant très efficace pour la bactériorhodopsine monomère préalablement 

délipidée par traitement au Triton X-IOO. La protéine ainsi purifiée 

présente un équilibre acido-basique entre deux formes spectrales dif-

férentes ayant leur maximum d'absorbance à 540 et 480 nm, respective-

ment. Le pKa de l'équilibre est de 6,8. La considération de ce tte 

valeur, de l 'ampl i tude du déplacement s pectral e t du f ait que , sous 

illumination, les deux f ormes de bactériorhodopsine donnent des 

batho-intermédiaires différents mais un même méta-intermédi aire, suggère 

que l'équilibre acido-basique correspond à celui de la base de Schiff 

du rétinal. Connne cet équilibre n'est observable que dans la bacté-

riorhodopsine complètement délipidée, nous proposons que dans la mem-

brane native, une interaction lipide-protéine spécifique prévient ce 

phénomène et contribue au maintien de l'intégrité structurelle et 

fonctionnelle de la bactériorhodopsine. 
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CHAPITRE l 

INTRODUCTION 

1.1 Piège à énergie 

La photosynthèse est une des fonctions biologiques les plus fonda-

mentales. Elle consiste en l'emmagasinage de l'énergie lumineuse solai-

re sous forme d'énergie chimique. A l'échelle de la planète, ce stocka-

ge d'énergie équivaut à environ 1013 kilocalories par année (Rabinovitch 

12 et Govindjee 1969), soit une puissance de près de 2 X 10 watts. 

Cette capacité d'utiliser l'énergie lumineuse solaire est le privi-

lège des organismes photosynthétiques. Ces derniers possèdent des struc-

tures capables de piéger l'énergie lumineuse. Parmi ces systèmes photo-

synthétiques, on retrouve certaines souches de bactéries halophiles qui, 

contrairement aux organismes photosynthétiques chlorophylliens, utilisent 

la vitamine A comme pigment photosynthétique. Ce pigment est situé dans 

une partie spécialisée de la membrane cellulaire des halobactéries. L'ab-

sorption d'un photon par ce groupement prosthétique déclenche un cycle 

réactionnel au cours duquel il y a pompage de protons au travers de la 

membrane. In vivo, le gradient électrochimique créé sert à la synthèse 

d'ATP; in vitro, ce processus pourrait être utilisé pour convertir l'éner-

gie solaire en une différence de potentiel électrique (Sportelli et 

Martino 1982). 
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1.2 Les bactéries halophiles extrêmes 

Les bactéries halophiles extrêmes sont des microorganismes dont le 

maximum de croissance est atteint à des concentrations de NaCl entre 20 

et 30% (Larsen 1962 et 1967, Kushner 1968). Ce sont des organismes de 

pigmentation rouge ~  qui s'étendent largement dans les eaux 

naturelles très salines comme la Mer Morte et aussi dans les endroits où 

le sel est obtenu par l'évaporation solaire de l'eau de mer. Ainsi , leur 

habitat naturel est d'intense soleil et de concentration basse en oxygène 

(Bayley et Morton 1978). 

Les espèces principales de bactéries halophiles sont regroupées en 

deux genres: HaZobacter ium et HaZococcus dans la famille des HaZobacteriaceae 

(Gi bbons  1974).  Ce  s on t  les HaZobacteriUm que ont fait  l 'objet d 'études 

plus poussées parce qu'elles sont particulièrement sensibles aux basses 

concentrations de sel dans lesquelles elles se lysent (Abram et Gibbons 

1960); il est donc plus facile d'en étudier les constituants cellulaires. 

Un trait inhabituel de l'enveloppe des espèces appartenant au genre 

HaZobacter ium est l'absence d'acide diaminopimélique, d'acide muramique, 

~  et d'acide ~  elles ne contiennent pas de 

peptidoglycan rigide normalement présent chez les bactéries non-

halophiles (Brown et Shorey 1963, Kushner et al. ~  Kushner et Onishi 

1968). Néanmoins, elles possèdent une enveloppe cellulaire constituée 

d'une structure membranaire composée d'unités typiques avec une paroi 

cellulaire sur sa surface extérieure (Stoeckenius et Rowen 1967, Cho et 
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al. 1967). Cette enveloppe cellulaire est extrêmement sensible à la 

force ionique du milieu. Lorsque les cellules sont suspendues dans 

l'eau distillée, les enveloppes se désintègrent rapidement en fragments 

membranaires de grandeurs variables (Kushner et al. 1964). 

Les fragments de membranes cellulaires peuvent · être séparés, par 

centrifugation différentielle, en deux fractions principales: la mem-

brane rouge (MR) contenant la bactériorubérine (un caroténoïde ayant 50 

carbones, C50 ) et la membrane pourpre (MP) composée essentiellement d'u-

ne seule protéine: la bactériorhodopsine (bR) (Stoeckenius et Rowen 1967, 

Stoeckenius et Kunau Î968). La MR prédomine lorsque les bactéries sont 

cultivées en aérobiose. Par contre, dans des conditions de lumière in-

tense et de basse concentration d'oxygène, elles développent des "pièces" 

de MF d'environ 0,5 j.IIU de diamètre (Oesterhe1t et Stoeckenius 1971) dans 

la MR. La MF peut ainsi occuper plus de 50% de la surface de la cellule. 

1.3 Le pigment photochimique: la bactériorhodopsine 

La membrane pourpre contient seulement une protéine: la bactériorho-

dopsine. Celle-ci est responsable de la couleur pourpre de la membrane 

qui est attribuable à la liaison covalente entre le rétina1 et un résidu 

lysine de la bactérioopsine. Ce lien de base de Schiff résulte de la con-

densation du groupement aldéhyde du rétina1 avec l'amine de la lysine 

(voir figure 1), (Oesterhe1t et Stoeckenius 1971). 

La bR est à la base du système de phosphory1ation des bactéries ha-

lophiles extrêmes. Elle fonctionne comme une pompe à protons unidirec-
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Formation de la base de Schiff entre le chromophore de la 
bactériorhodopsine, le rétinal et un résidu lysine de la 
hact.érioopsirie. Lorsqu'ils se combinent, il y  a élimination 
d'une molécule d'eau et la base de Schiff est formée entre les 
atomes de carbone et d'azote. La base de Schiff perd et rega-
gne un proton dans la photoréaction, alternant entre les deux 
formes suivantes: protonée (1) et déprotonée (2). 
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tionnelle, convertissant l'énergie lumineuse en un potentiel électrochi-

mique membranaire (Oesterhelt et Stoeckenius 1973, Danon et Stoeckenius 

1974, Racker et Stoeckenius 1974). Ainsi, l'oxydation des substrats par 

l'oxygène de même que la photoréaction de la bR peuvent tous deux con.tri-

buer à créer un gradient ~  membranaire. Dans les deux cas, 

le retour des protons via l'ATPase membranaire est responsable de la syn-

thèse d'ATP (Racker et Stoeckenius 1974) et fournit l'énergie nécessaire 

aux différents processus métaboliques se produisant dans la cellule. 

Donc ces bactéries possèdent deux sources primaires d'énergie: une 

chaîne respiratoire et la MF. Lorsque le taux de synthèse d'ATP via la 

phosphorylation oxydative devient inadéquat, la MF se met en opération. 

1.4  Photochimie de la bactériorhodopsine 

Un cycle photochimique est relié avec le transport vectoriel de pro-

tons à travers la membrane. La photoréaction de la bR constitue un cycle 

impliquant la photoisomérisation, l'isomérisation thermique du rétinal, 

la déprotonation et la reprotonation de la base de Schiff et des change-

ments concomittants dans la conformation de la protéine. Ces différents 

évènements résultent en des changements du spectre d'absorption et peu-

vent être reconnus par plusieurs intermédiaires métastables différents 

tout au long des changements successifs de l'intéraction rétinal-protéine 

(Callender 1982). 

La bR existe en deux formes ~ une forme adaptée à la lumière 

~  avec une bande d'absorption à ~  nm, et une forme adaptée à 
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l'obscurité ~~  absorbant à ~  nm. Ces deux formes sont intercon-

vertibles selon la réaction suivante: ~~  ~ ~  La réaction di-

recte demande une courte exposition à une source lumineuse intense de 

longueur d'onde entre 500 et 600 nm tandis que la conversion à la forme 

d'obscurité est une réaction lente ayant une demie-vie d'environ 20 minu-

tes à 3S
o
C (Oesterhelt et al. 1973). Le passage de ~  à bR

S70
. impli-

que une isomérisation du l3-cis en tout-trans rétinal. ~~  a un mélan-

ge équimolaire des isomères tout-trans et l3-cis (Pettei et al. 1977) à 

pH neutre tandis que ~~  contient seulement du tout-trans rétinal 

(Oesterhelt et al. 1973). lbnc, la lumière change le rapport molaire 

vers une prédominance de tout-trans rétinal et l'équilibre est retrouvé 

par une réaction thermique à la noirceur. 

Lorsque la bR adaptée à la lumière ~  absorbe un photon, elle 

se convertit en batho-bactériorhodopsine (batho-trans bR ou bK
S90
) dont 

la bande d'absorption subit un déplacement bathochrome comparativement à 

celle de ~  Il est formé très rapidement (10-12 secondes) et est 

stable seulement à basse température entre -1900 et -1200C (Stoeckenius 

et Lozier 1974, Tokunaga et al. 19]6). Seules la formation de ce premier 

intermédiaire et la transformation inverse (bK
S90 
~ ~  impliquent 

l'absorption d'un photon; les autres intermédiaires résultent de réac-

tions thermiques (yoir figure 2). 

Lorsqu'on réchauffe le bathointermédiaire, le cycle photochimique 

est initié (Stoeckenius et Lozier 19]4, Litvin et al. 19]5), produisant 



Figure 2 
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bR
S60 

~  
bR
S70 

b0
640 

bNs20 

10-45 

Modèle du photocycle de la bactériorhodopsine dans la membrane 
pourpre. 

~ Réaction stimulée par la lumière. 

~ Réaction thermique à l'obscurité. 

Les maximums d'absorption des intermédiaires sont indiqués par 
les nombres en indice. 

Au cours de la photoréaction de la bactériorhodopsine, un pro-
ton est relâché dans le milieu et un proton est repris. 
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une lumi-bactériorhodopsine (bL
SSO 

ou lumi-bR
T
) (Iwasa et al. 1980) dans 

l'ordre de la microseconde, dont la stabilité thermique se situe à des 

températures inférieures à -9S
o
C. Si on augmente davantage la tempéra-

ture, bL
S50 
se transforme en méta-bactériorhodopsine (bM

4l2 
ou méta-bR

T
) 

. 10-4 cl ~ d  . bl 900 500 en enV1ron. secon es et ce metapro U1t est sta e entre - et - C. 

Par la spectroscopie à basse température, Iwasa n'observe pas d'au-

tres intermédiaires dans le cheminement de méta-bR
T 
à trans-bR ~  

correspondant aux intermédiaires N et 0, qui ont été détectés par photo-

lyse éclair (Dencher et Wilms 1975). Selon Iwasa, il y  a deux raisons 

possibles pour lesquelles les intermédiaires N et 0 ne sont pas détectés 

par spectroscopie à basse température. Premièrement, la vitesse de réac-

tion de méta-bR
T 
à N qui est dans la mill·iseconde peut être plus lente 

que celle de N à o. Dans ces conditions, le temps de vie de N devient 

très court; il se convertit donc très rapidement au prochain intermédiai-

re et il devient impossible à détecter avec un spectrophotomètre conven-

tionnel. Ceci peut être aussi vrai pour le cas de O. L'autre raison est 

que la réaction thermique de méta-bR
T 
peut avoir au moins deux voies de 

désactivation thermique. Ceci signifie que N et 0 seraient sur un chemin 

parallèle à celui de cycle réactionnel principal. 

Th plus, Iwasa et al. (1980) ont montré que lumi-bR
T 
est relié non 

1 ~ bRT .. bR seu ement avec meta- ..mal.S aUSS1 avec trans- • Le rapport entre lumi-

bR
T 
à méta-bR

T 
ou trans-bR

T 
semble dépendre de la température de la réac-

tian. 
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Lors de la formation photochimique de M
4l2 

(ou méta-bR
T
), un proton 

est relaché dans le milieu et lors de la disparition de M4l2' un proton 

est repris. Ceci suggère donc que le transport vectoriel de protons soit 

couplé à une réaction de protonation-déprotonation de la base .de Schiff 

(Lewis et al. 1974), l'intermédiaire M
4l2 
correspondant à la forme dé-

protonée. 

Le temps du photocycle entier est de 10 milli-secondes à une tempé-

~  d'environ 35
0
C. Le cycle de photoréaction de bR peut être affec-

té par les solvants, par le pH et par la concentration de sel (Dencher 

et Wilms 1975); conséquemment la géométrie du chromophore peut être chan-

gée. 

1.5 Biochimie de la membrane pourpre 

1.5.1 Structure de la membrane pourpre 

o 
La membrane pourpre a une épaisseur de 48 A. Elle a 

une structure en réseau cristallin conférée par un arrange-

ment ordonné de trimères de bR en disposition hexagonale 

(Unwin et Henderson 1975) dans le plan de la membrane. Ceci 

donne à la MF une structure extrêmement rigide et immobilise 

presque entièrement les lipides. On croit que cette struc-

ture cristalline contribue en quelque sorte à maintenir l'in-

tégrité de la protéine (Ebrey et al. 1977, Peters et Peters 

1978). De plus, des analyses par diffraction des rayons X et 

par microscopie électronique suggèrent que les protéines et 
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les lipides soient distribués asymétriquement à travers la 

MF (Blaurock et King 1977). 

1.5.2 Organisation membranaire de la bactériorhodopsine 

Le monomère de bR est une protéine globulaire compacte 

de 26 000 daltons dont la structure est formée par la jux-
, 0 

taposition de 7 hélices a, ayant chacune35 a 40 A de long, 

perpendiculaires au plan de la membrane et qui s'étendent 

sur la presque totalité de la bicouche (voir figure 3). 

La chaîne polypeptidique de la bR est constituée de 

248 acides aminés (Khorana et al. 1979, Ovchinnikov et al. 

1979), ne contient pas d'histidine ni de cystéine et 70% de 

ses acides aminés sont hydrophobes. Le côté N-terminal est 

exposé à la surface extracellulaire et le côté C-terminal 

est à la surface cytoplasmique (Wallace 1982). La position 
o 

du chromophore dans la membrane semble être à environ 10 A 

de la face cytoplasmique (lhomas et Stryer 1980) où le rétinal 

est lié à la lysine 216 de la bactérioopsine. CStoeckenius 1980). 

1.5.3. Les lipides membranaires des bactéries halophiles 

Les lipides membranaires remplissent les espaces entre les 

molécules de protéines (Stoeckenius 1980). En plus des phospho-

lipides qui constituent la majeure partie des lipides membranai-

res, les halobactérie.s contiennent un sulfate d'un glycolipide 

(inhabituel ·dans la nature) ne se retrouvant que dans la membrane 

pourpre. 



Figure 3 
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Coté cytoplasmique 

Milieu extracellulaire 

Séquence des acides am1nes et structure de la bactériorhodopsine 
dans la membrane pourpre, telle que proposée par Khorana et al. 
(1979). Le chromophore (rétinal) est lié à la lysine 216 par 
un lien de base de Schiff. 
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Kates (1972) et, Kates et Kushwaha (1976) ont démontré 

que les lipides polaires constituent environ 90% des lipides 

totaux. Une propriété inhabituelle de la membrane cellulai-

re est qu'ils sont tous dérivés d'un diether de glycérol dans 

lequel les chaînes hydrocarbonnées sont des groupements phy-

tanyl: 2,3 -di-O-phytanyl-sn-glycérol, tandis qu'on retrou-

ve communément au point de vue biologique des esters d'acide 

gras et de glycérol (Kates 1972). Le groupement phytanyl est 

une chaîne saturée composée de quatre unités isoprènes. Les 

phospholipides majeurs (voir figure 4) sont des analogues 

du diphytanyl glycerol ether de phosphatidyl glycérophosphate 

(1), phosphatidyl glycérol (II) et phosphatidyl glycérosulfa-

te (III), ce dérnier n'étant pas présent dans la ~ 

Les lipides neutres sont constitués principalement de 

squa1ènes, dihydro et tétrahydrosqualène,vitamine MK-8, di-

phytanyl glycerol éther et de pigments variés. Ces derniers 

sont caractéristiques des halophiles extrêmes (Kushwaha et al. 

1974) où l'on retrouve les ~  contenant 50 carbones 

(bactériorubérine) seulement dans la MR (Kushwaha et al. 1975b) 

tandis que le rétinal n'est présent que dans la MP. 

1. 5.4 .Mortomérisation de la bactériorhodopsine 

Le. réseau cristallin que constituent les trimères de bR 

peut être solubilisé par des traitements avec certains déter-

gents pour obtenir de la bR sous forme de monomère. 
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Structures des lipldes polaires principaux d'après Kates 
et al. (1982). 

l Phosphatidyl glycérophosphate 
II Phosphatidyl glycérol 

III Phosphatidyl glycérosulfate 
IV Sulfate de glycolipide 
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Quelques déterg.ents anioniques ont été utilisés (Padros 

et al. 1984), mais les meilleurs résultats ont cependant été 

obtenus avec les détergents non-ioniques comme le Triton 

X-lOO (Heyn et al. 1975, Becher et Ebrey 1976, Reynolds et 

Stoeckenius 1977, Dencher et Heyn 1978, Casadio et al. 1980, 

Lam et Packer 1983) et l'octylglucoside (Den cher et Heyn 

1978, Lam et Packer 1983). Ces détergents, en plus de mono-

mériser la protéine, accélèrent le photocycle et affectent 

les intéractions rétinal-protéine de telle sorte qu'ils in-

duisent des changements dans les spectres d'absorption. 

Récemment, Naito et al. (1981) ont utilisé le lauryl 

sucrose dans le but de solubiliser la MF. Ce nouveau déter-

gent, un ester de sucrose et d'acide laurique, n'est malheu-

reusement pas disponible en tant que produit pur; il contient 

principalement des monoesters mais aussi des di-et tri-esters 

et peut être révélé en 5 à 8 "taches" par chromatographie sur 

couche mince ~  1982). Cependant, ce détergent semble 

très doux, efficace pour disperser les membranes photorécep-

trices (Nashima et al. 1978) et mime quelques propriétés des 

phospholipides (Nashima et al. 1980). Lorsque les MF sont so-

lubilisées dans le lauryl sucrose, les interactions spécifi-

ques rétinal-protéine sont maintenues, le pigment retient sa 

propriété d'adaptation à la lumière et il possède un photocy-

cIe apparemment intact (Naito et al. 1981). 
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~ ~ CH2-O-C-(CHa)'O-CH3 
H 

Structure du 1aury1 sucrase (L-1690) 
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1.6 Protéines photoréceptrices: comparaison entre la bactériorhodopsine 
et la rhodopsine animale 

La bactériorhodopsine et la rhodopsine animale sont deux protéines 

photosensibles spécifiques qui jouent un rôle important dans l'absorption 

et la transduction d'énergie lumineuse. Cependant, ces deux protéines 

ont différentes fonctions biologiques. Dans le processus visuel, la rho-

dopsine convertit l'énergie du photon absorbé en une différence de poten-

tiel électrique de la membrane cellulaire, ce qui conduit à l'excitation 

visuelle. La bR, pour sa part, utilise directement l'énergie lumineuse 

pour transporter des protons à travers la membrane cellulaire contre leur 

gradient électrochimique. Le potentiel membranaire induit par la lumière 

est de grandeur comparable dans les deux cas soit 280 à 300 mV (Stoeckenius 

et Bogomolni 1982). 

La bR est le seul pigment non-visuel connu qui contienne un rétinal; 

cependant, les isomères de ce. dernier sont différents de ceux du pigment 

visuel: la rhodopsine. En effet, la bactérioopsine forme un complexe avec 

soit le l3-cis ou le tout-trans rétinal tandis que l' opsine animale réagit 

spontanément seulement avec le ll-cis ou le 9-cis rétinal. ne plus, con-

trairement à la rhodopsine animale, le chromophore de la bR ne se disso-

~  pas de la protéine lorsqu'elle est illuminée. Par contre, les deux 

pigments sont des bases de Schiff protonées et leur maximum d'absorption 

semble régularisé par des interactions électrostatiques provenant de l'op-

sine. Dans les deux cas, la première réaction photochimique arrive très 

-Il 
rapidement C< 10 seconde) et produit un intermédiaire bathochrome qui 

est stable seulement à très basse température. 
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La bR et la rhodopsine possèdent une homologie de structure tridi-

mensionnelle (Dratz et Hargrave 1983). Quoique leur séquence d'acides 

aminés soit différente, ces deux protéines sont constituées de sept hé-

lices a transmembranaires et les résidus lysines qui forment le lien al-

dimine sont situés dans le segment C-terminal ~  

1982). Dans les deux cas, on retrouve une grande quantité d'acides aminés 

hydrophobes et en particulier la phénylalanine. Cependant, la bR est plus 

petite (26 000 daltons) et phosphorylée tandis que la rhodopsine bovine 

(39 000 daltons) est glycosylée (Bayley et Morton 1978). 

Enfin, il n'y a pas de rotation de la bR dans la MF comparable à cel-

le de la rhodopsine dans la membrane des disques des segments externes 

des bâtonnets (Bayley et Morton 1978). 

1.7 But du travail 

A long terme, les travaux de notre laboratoire visent à caractériser 

le mécanisme moléculaire de la vision. Comme la bactériorhodopsine parta-

ge plusieurs propriétés avec la rhodopsine animale, il ne ~  aucun dou-

te que l'analyse photochimique et biochimique de la bactériorhodopsine 

permettra de mieux comprendre l'aspect moléculaire de la transduction é-

nergétique par ces deux protéines. 

nans la membrane pourpre, la ~  est fortement asso-

ciée à son environnement lipidique. Afin de préciser l'importance que 

peuvent avoir ces associations dans le maintien de l'activité et de l'in-



18 

tégrité de la protéine, nous présentons ici une méthode de purification 

et de stabilisation de la forme monomérique de la bactériorhodopsine. 

L'analyse des propriétés biochimiques et photochimiques de cette forme 

purifiée de bactériorhodopsine permettra de connaître l'effet de la dé-

1ipidation sur la bR et de voir l'importance éventuelle des interactions 

lipides-protéines dans le maintien de son intégrité fonctionnelle et 

structurale. 



CHAPITRE II 

MATERIEL ET METIDDES EXPERIMENTALES 

2.1 Culture et récolte des bactéries 

2.1.1 Souches bactériennes 

La réalisation de ce travail est rendue possible grâce 

à l'acquisition de quatre souches bactériennes appartenant 

toutes à la f amille des HaZobacteriaceae plus précisément 

au genre HaZobacter ium (Gibbons, N.E. 1974): la souche 

sauvage HaZobacterium autirubrum donnée par le Dr Morris 

Kates (Université d'Ottawa) et les souches mutantes 

RI' RIMI et Sq de Halobacterium haZobium provenant du 

Dr Walther Stoeckenius (Université de la Californie à San 

Francisco) . 

2.1.2 Milieu de culture 

La technique utilisée pour la préparation du milieu 

de culture ainsi que pour la culture même des bactéries est 

celle de Ktishwaha et coll. (1975a). La culture de ces bac-

téries nécessite un milieu de composition un peu particulière. 

Pour obtenir l litre de ce milieu, les produits sui-

vants sont dissous dans de l'eau distillée par ordre d'appa-

rition: 



1) NaCl 

2) KCl 

3) Na3C6 HS0 7• 2 H20 

4 ) Mg S04 • 7 H2 ° 

20 

2S0 g 

2g 

3 g 

20 g 

S) 1 ml d'une solution contenant O,S g de FeS04 ·} H2O, 

dans Hl ml de H20 qu'on acidifie avec 3 gouttes de HCl 

IN. Le pH de la solution est ajusté à pH 6.S-6.7 et 
cette solution de sel est stérilisée par autoclavage. 

6) Oxoid peptone (bacteriological peptone) 10 g. Les 

peptones sont ajoutées après la stérilisation. 

2.1.3 Pré-inoculation 

La première étape de croissance bactérienne s'effectue 

de la manière suivante: 

a) Deux boucles pleines de bactéries provenant de la souche 

de départ (gélose ensemencée) sont inoculées dans 100 ml 

de milieu de culture contenu dans un erlenmeyer de SOO ml. 

Deux aliquots de ce type sont préparés. 

b) La croissance est d'environ trois à quatre jours et s'effec-
o 

tue dans un bain thermostaté à 37 C tout en faisant barboter 

de l'air dans le milieu à l'aide de pompe à air pour aqua-

rium (Longlife Century) jusqu'à l'obtention d'une densité 

optique lue à 660nm d'environ 1. A ce moment, nous avons 

atteint la fin de la phase exponentielle de croissance pour 

ce volume de culture. 
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2.1.4 Inoculation 

Afin d'augmenter la population de bactéries, nous pro-

cédons maintenant à la phase d'inoculation qui consiste à 

accroître peu à peu le volume du milieu de culture pour per-

mettre aux bactéries d'avoir un environnement frais, toujours 

rempli des nutriments nécessaires à leur croissance. Cette 

étape s'effectue comme suit: 

a) Deux fioles à culture de 4 000 ml contenant 1 200 ml de 

milieu sont ensemencées, chacune avec l'inoculum de 100 ml 

obtenu en 2.1.3 (b). 

b) La croissance dure environ trois jours jusqu'à ce que la 

densité optique à 660nm (D.0. 660 ) soit environ égale à 

l, dans les mêmes conditions qu'en 2.1.3 (b). 

c) Par la suite, on inocule six fioles à culture de 4 000 ml 

contenant chacune 1 600 ml de milieu avec 400 ml de l'ino-

culum obtenu en 2.1.4 (b). 

b) Les microorganismes se reproduisent et croissent pendant 

trois jours toujours dans les mêmes conditions qu'en 2.1.3 

(b) . 

2.1.5 Induction ' de la membrane pourpre 

A la toute fin de la phase exponentielle de croissance, 

là où le nombre de bactéries est maximal, nous entreprenons 

l'étape de la culture où, par des changements de conditions 

expérimentales, nous faisons induire la synthèse de la mem-

brane pourpre par la bactérie. 
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En premier lieu, on cesse d'aérer l'ensemencement et par 

la suite la culture est exposée à quatre lumières incandescen-

tes (450 watts en tout) dont deux sont de 150 W et les deux 

autres de 75 W, pendant trois jours. Le milieu est agité légè-

rement pour garder les bactéries en suspension à l'aide d'agi-

tateurs magnétiques submersibles (Bel-Art Canlab, Montréal) 

propulsés par une pression d'eau constante obtenue par l'utili-

sation d'une pompe submersible (Simer-Geyser modèle portatif, 

Launier pompes, Trois-Rivières-Ouest) à laquelle ont été ins-

tallées six valves indépendantes pouvant se joindre aux six 

agitateurs requis. 

Trois jours plus tard, la membrane pourpre est présente 

en quantité suffisante et on récolte les bactéries. 

2.1.6 Récolte des bactéries 

Ce stade consiste à séparer les bactéries de leur milieu 

de croissance. La suspension bactérienne est donc centrifu-

gée dans un appareil Sorvall RC-5B (8 500 r.p.m. pendant 10 
·0 

minutes) à 4 C. Par la suite, les bactéries sont lavées deux 

fois dans une solution basale de sels pour enlever le milieu 

de culture restant. La solution basale de sels est composée' 

des produits suivants: 

NaCl 250 g 

KCl 2 g 

20 g 
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pour un volume final de 1 litre de solution. Le pH est 

ajusté à pH"'7 avec du NaOU. 

Leur poids frais est mesuré et elles sont alors dépo-

sées dans un bécher (600 ml) où elles sont mises en présence 

de trois fois leur poids frais de solution basale de sels. On 

remet en suspension par une agitation mécanique puis 10 mg 

d'ADNase (Sigma Chemicals Co, St-Louis) y sont rajoutés. L'agi-

tation s'effectue pendant une heure à l'obscurité et l'on obtient 

un mélange pâteux . Cette suspension est alors dialysée pendant 
o 

16 heures à 4 C contre de l'eau distillée avec un changement 

d'eau après 1:30 heure. C'est à ce momnet qu'a lieu la lyse 

des cellules résultant en des fragments de membranes de gran-

deurs variables. 

2.1.7 Conservation des souches bactériennes 

Les souches bactériennes peuvent se conserver très long-

temps si on repique les bactéries à partir des géloses déjà 

ensemencées. Ce repiquage permet aux bactéries de garder un 

milieu toujours frais et ayant tous les nutriments nécessaires 

à leur survie. 

Pour fabriquer les géloses, 3 g d'Oxoid peptone et 3 g 

de Bacto Agar (Difco Laboratories, Détroit U.S.A.) sont dissous 

dans 200 ml de milieu de culture (sans peptone). On chauffe la 

solution jusqu'à ce qu'elle éclaircisse en la faisant agiter 



24 

légèrement. Cette solution est ensuite coulée dans des plats 

de Petri (environ 10 plats de Petri). Les milieux se gélifient 

et sont conservés dans un sac de plastique pour éviter qu'ils 

ne s'assèchent. Les géloses sont repiquées environ tous les 

trois mois et la croissance des bactéries s'effectue dans un 

incubateur (Fisher Scientific Co, modèle Isotemp) 
o 

à 37 C durant 
o 

dix jours. Elles sont ensuite conservées à 4 C. 

2.2 Préparation de la membrane pourpre 

2.2.1 Séparation de la membrane pourpre des débris cellulaires 

La membrane pourpre est préparée selon la méthode 

d'Oesterhelt et Stoeckenius (1971). Afin d'obtenir seu-

lement la membrane pourpre libérée des constituants cellu-

laires, le dialysat obtenu en 2.1.6 est centrifugé à 9-10 000 

r.p.m. pendant 20-25 minutes. Le culot contient des débris 

cellulaires tandis que le surnageant est constitué de la frac-

tion membranaire des cellules. Ce surnageant est alors cen-

trifugé à 19 000 r.p.m. pendant 1:30 heure. A ce moment, le 

culot contient la membrane pourpre en majorité tandis que le 

surnageant est constitué de membranes rouges. Le culot (mem-

brarie pourpre) est. resuspendu dans l'eau distillée et recen-

trifugé pendant 1:30 heure. Cette étape est répétée deux à 

trois fois jusqu'à ce que le surnageant soit presque incolore. 
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2.2.2 Purification de la membrane pourpre 

A la membrane pourpre obtenue en 2.2.1 est accolée une 

partie de membranes rouges contaminantes. Cette étape va 

permettre une séparation de ces deux types de membranes. Le 

culot (MF) est donc déposé sur un gradient discontinu de su-

crose (7 ml [1,5 MJ-2l ml [1,3MJ ) . On procède ensuite à une 

ultracentrifugation de 48 heures dans le rotor SB-lIa de l'ap-

pareil IEC modèle B-60 à 27 000 r.p.m. La membrane pourpre 

sera à l'interface 1,3 et 1,5 M tandis que la membrane rouge 

se retrouvera au-dessus de la portion contenant 1,3 M de sucrose. 

La bande pourpre est recueillie et dialysée contre de l'eau dis-

tillée pendant 16 heures avec urt changement d'eau afin d'élimi-

ner le sucrose. Le dialys a t est centrifugé à 19 000 r. p .m. 

dans l'appareil Sorvall RC-5B pendant 1:30 heure. La membrane 

pourpre obtenue est alors resuspendue dans la solution basale 

de sels pour la conservation (0-2 ans). Le rendement en membrane 

pourpre est évalué d'après le spectre d'absorption en utilisant 

un coefficient d'extinction (E 560nm) de 54 000 lmol-Icm-l , tel 

que suggéré par Oesterhelt et Stoeckenius (1971). -

2.3 Purification de la bactériorhodopsine de la membrane pourpre 

2.3.1 Solubilisation de la membrane pourpre et stabilité de la 
bàctériorhodopsine dans les détergents 

-
Afin de déterminer quel détergent sera le plus approprié 
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pour solubiliser la MF et dans lequel la bR gardera toute son 

intégrité, une étude comparative de plusieurs détergents mis 

en contact avec cette portion membranaire a été réalisée. 

2.3.1.1 Préparation des échantillons 

Dans cinq tubes est déposée 1,25 D.O. de MF 

remise en suspension dans un tampon phosphate 50 mM 

(pH 7,0) et sédimentée à 19 000 r.p.m. durant 1:30 

heure. Cinq détergents différents ont été utilisés: 

l'Ammonyx La, le Triton X-IOO, l'acide cholique, l'Emul-

phogène BC-720 et le L-1690, un ester d'acide laurique 

et de sucrose (voir figure 5). Pour chacun d'eux, une 

solution à 2% dans un tampon phosphate 50 mM (pH 7,0) 

est préparée. Dans les cinq tubes respectifs, la MF 

est remise en suspension dans 5 ml de chacune de ces 

solutions de détergents. 

2.3.1.2 Méthode expérimentale 

Avec les cinq détergents choisis, nous allons 

étudier la solubilité de la MF après un temps d'inter-

action défini et la stabilité de la bR à des tempéra-

tures controlées. La solubilisation dure 20 minutes 
o 

à 4 C sous agitation continue et la MF est centrifugée 

à 19 000 r.p.m. pendant 1:30 heure afin d'éliminer les 

portions de membranes ne s'étant pas solubilisées durant 
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cette période. Ceci permet aussi de connaître la 

quantité de MF capable de se solubiliser dans le 

temps convenu. 

Le surnageant est ensuite divisé en deux par-

ties qui sont gardées à deux températures respecti-

ves: soit à 4 et 22oC. Cette étude a été refaite 

en n'employant que deux détergents (L-1690 et acide 

cholique) dans les mêmes concentrations en augmen-

tant le temps de solubilisation à quatre jours et 

une partie du surnageant est gardée cette fois à 

300 C dans un bain thermostaté. L'évolution de la 

bR dans les différents détergents est suivie par la 

spectroscopie d'absorption en comparant la bande 

à 550 nm, caractéristique de la bR dans les dé-

tergents, à la bande à 387 nm, spécifique au réti-

nal libre. 

2.3.2 Séparation des lipides de la protéine 

2.3.2.1 Principe de la méthode 

La méthode de purification choisie est la chro-

matographie par interaction hydrophobe. Elle est ba-

sée sur le fait que les protéines possédant des rési-

dus superficiels non-polaires s'adsorbent à des grou-

pements non-polaires fixés à un ligand. La bR et les 
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lipides pourraient s'adsorber au gel à différents 

degrés, c'est-à-dire que les interactions pourraient 

être plus ou moins hydrophobes dépendant de la na-

ture des composants. Lors de l'élution, il y a tout 

lieu de croire que les protéines et les lipides puis-

sent être relachés dans des fractions séparées dépen-

dant de leur force d'attachement. 

2.3.2.2 Méthode expérimentale 

La MP (15,7 D.O.) est solubilisée dans 10 ml d'u-

ne solution de L-1690 (2%) dans un tampon phosphate 

50 mM (pH 7,0). Cette solubilisation dure quatre 

jours à 40 C sous agitation continue. Toutes les éta-

pes de cette méthode se déroulent à l'obscurité. La 

MP est ensuite sédimentée à 19 000 r.p.m. (1:30 heure) 

et le surnageant est dilué 20 fois dans le tampon 

phosphate. 

Le gel de Phenyl Sépharose CL-4B est introduit 

dans une colonne à chromatographie (Pharmacia Fine 

Chemicals, Upsala Suède) avec une solution à 0,2% de 

L-1690 dans le même tampon. La membrane solubilisée 

est chargée sur la colonne à 4oC. L'élution s'effec-

tue en lavant le gel soit avec du L-1690 0,2% ou avec 

un gradient de L-1690 (0,2-0,5%). L'expérience a été 
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reprise en substituant le tampon phosphate 50 mM 

(pH 7,0) par un tampon Tris-HCl 25 mM (pH 7,0). Le 

rendement de la chromatographie est mesuré par spec-

troscopie d'absorption. 

2.3.2.3 Etude de la bactériorhodopsine purifiée par 
chromatographie sur couche mince 

Cette technique est utilisée pour déterminer 

dans quelle proportion les échantillons de bR résul-

tant de la chromatographie hydrophobe sont libérés 

des lipides membranaires. Les échantillons de bR pu-

rifiée ont été étudiés comparativement à la MF native, 

au détergent L-1690 et aux premières fractions d'élu-

tion. 

Les plaques de Silica gel G 250 microns (Analtech 

Inc., Newark Delaware) sont activées pendant 1:30 heu-

re à 1000C dans un incubateur et sont refroidies dans 

un dessicateur. L'extraction de lipides des échantil-

Ions est réalisée par un mélange CHC13 :MeOH:NaCl 0,9% 

(8 : 4 ~ 3). La phase de chloroforme, contenant les 

lipides, est recueillie et évaporée à l'aide d'un roto-

évaporateur (Brinkmann modèle R 110, Ontario). Les 

lipides de chaque échantillon sont dissous dans .le 

chloroforme et déposés sur la plaque à l'àide d'une 

microseringue de 10 ou 25 microlitres. Les plaques 

sont ensuite placées. dans la chambre à chro-
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matographie où la migration s'effectue. La phase 

mobile est constituée d'un mélange CHC13 : MeOH : 

H20 (65 : 35 : 4). La révélation se fait par un 

réactif mis au point par Ryu et MacCoss (1979) qui 

colore tous les phospholipides en bleu immédiate-

ment après la vaporisation. Tous les lipides sont 

ensuite révélés par chauffage de la plaque. Des 

images de ces plaques sont obtenues par reprogra-

phie et les chromatogrammes sont obtenus au moyen 

d'un densitomètre à balayage (Clifford Instruments, 

modèle 445). 

2.3.3 Bêlipidation de la bactériorhodopsine (deuxième méthode) 

Cette méthode de délipidation est la somme de deux tech-

niques dont l'une est utilisée par Huang et coll. (1980) à 

laquelle est ajoutée celle qui est décrite à la section 2.3.2. 

La MF (30 D.O.) est solubilisée dans 0,5cc d'une solution 

à 5% de Triton X-lOO dans un tampon acétate 100 mM (pH 5,0) et 

soumise à une agitation périodique pendant deux jours à 20 0 C par 

l'utilisation d'un vortex. Toutes les opérations s'effectuent à 

l'obscurité. Le .mélange est sédimenté à 8 000 g pendant deux 

minutes et le surnageant est chargé sur une colonne de Biogel 

A-O,5 M (1,5 X 100 cm) prééquilibrée avec un tampon Tris-HCl 

10 mM, NaCl 150 mM, acide déoxycholique 0,25% et NaN3 0,025% 

à pH 8,0 et à 4oC. L'élution s'effectue avec ce même tampon. Les 



31 

fractions contenant la bR sont recueillies et mesurées par 

spectroscopie d'absorption. Elles sont ensuite chargées sur 

une colonne de Phényl Sépharose CL-4B (chromatographie par 

interaction hydrophobe) préalablement équilibrée avec le mê-

me tampon utilisé lors du tamis moléculaire. Le gel est la-

vé avec dix fois le volume de la colonne de tampon phosphate 

50 mM (pH 7,0) et l'élution est amorcée par l'introduction 

d'un gradient de L-1690 (0,2-0,5%) dans le tampon phosphate. 

On procède ensuite à une ultrafiltration sur filtre PM 10 

Amicon (Amicon Corp., Lexington, Massachusetts) des frac-

tions de bR recueillies et mesurées spectralement afin de 

concentrer l'échantillon de protéine. L'évaluation du rende-

ment se fait par la spectroscop i e d'absorption. 

2.4 Techniques spectroscopiques 

2.4.1 Absorption 

Les spectres d'absorption ont été mesurés par l'utilisa-

tion d'un spectrophotomètre enregistreur UV -visible Pye Unicam 

SP 8-100 (Canlab, Montréal) muni d'un accessoire porte-échan-

tillon pour échantillons diffus permettant d'enregistrer les 

spectres sans qu'ils ne soient faussés à cause de la lumière 

diffusée par l'échantillon. 

Certaines expériences ont requis l'utilisation d'un spec-

trophotomètre UV-visible Cary l7n (Varian, Georgetown, Ontario) 
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muni d'une fenêtre latérale permettant d'éclairer l'échantil-

lon et auquel peut s'adapter des accessoires servant à l'a-

nalyse d'échantillons à basse température. 

2.4.2 Accessoires de basse température 

La fenêtre latérale du spectrophotomètre d'absorption 

Cary 17-D permet l'installation d'un filtre interférentiel 

soit à 450 ou 550 nm dépendant de l'intermédiaire de la bR 

qu'on désire exciter lorsqu'on utilise une source d'excita-

tion qui est en l'occurence un projecteur à diapositives 

(Ditric Optics Inc. modèle 4400 JPJ C3). dont le faisceau de 

la lampe est le plus concentré possible sur le filtre choisi. 

Un cryostat (Oxford Instruments, Oxford, Angleterre) 

peut être installé au niveau du compartiment de l'échantil-

lon du Cary 17-D. Le cryostat se joint à une unité de con-

trôle de température et à un débitmètre contrÔlant le pompa-

ge de l'azote liquide. L'échantillon est déposé dans le por-

te-échantillon lui-même inséré dans le cryostat. L'échantil-

lon est aligné de manière à donner une absorbance minimale à 

700 nm et le zéro est ajusté par une suppression d'absorbance. 

2.4.2.1 Méthode expérimentale 

Le cryostat est pompé sous vide quelques heures 

avant l'expérimentation pour permettre une bonne des-

cente des températures. L'échantillon de bR est en 
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solution dans le glycérol (50-70%) pour obtenir la 

formation d'un verre transparent aux basses tempé-

ratures. Un spectre de l'échantillon à la tempéra-

ture ambiante (298
o
K) est enregistré puis l'échan-

tillon est refroidi jusqu'à la température désirée 

(298 à 77
o
K) par l'ouverture du débit d'azote. On 

enregistre de nouveau un spectre à la température 

obtenue. Puis on procède à ·l'excitation de l'échan-

tillon par illumination durant 10-15 minutes avec 

le filtre adéquat à l'analyse effectuée. Lors des 

excitations lumineuses, la fente, la lampe et le pho-

tomultiplicateur du spectrophotomètre sont fermés. 

Après illumination, un spectre est mesuré afin d'obser-

ver les transitions s'étant effectuées. On peut en-

suite réchauffer l'échantillon et l'analyser à une au-

tre température si on le désire. 

2.4.3 ~  circulaire 

Les spectres de dichroïsme circulaire ont été obtenus à 

l'aide d'un spectropolarimètre Jasco (modèle S-20). Cet ins-

trument initialement prévu pour la mesure des spectres de dis-

persion optique rotatoire a été modifié pour mesurer des spec-

tres de ~  circulaire par Sproul Scientific. 
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2.5 Effet du pH sur la bactériorhodopsine purifiée 

Cette expérience permet de connaître la stabilité, la résistance et 

la nature de la bR purifiée pour des valeurs de pH connues. Les échan-

tillons de bR délipidée sont soumis à une vaste gamme de pH et les spec-

tres d'absorption sont mesurés pour chaque valeur de pH obtenue. Le pH 

est déterminé par l'utilisation d'un pH mètre (Corning modèle 10, Medfield 

Massachusetts). L'étendue des mesures varie entre pH 1,5 et 12, et est 

ajustée avec du NaOH ou du HCl c.--- 0,1 N). A l'analyse spectrale, le ou 

les maximums d'absorption ainsi que les rapports entre ceux-ci sont cal-

culés. 

2.6 Effet de l'hydroxylamine et du borohydrure de sodium 

2.6.1 Principe 

Sous illumination, l'intermédiaire M4l2 de la bR conte-

nue dans la MP réagit normalement avec l'hydroxylamine et le 

borohydrure de sodium résultant en la perte du lien de base 

de Schiff entre l'apoprotéine (l'opsine) et le chromophore 

(le rétinal), ceci étant dû par un changement conformationnel 

de l'apoprotéine. L'effet de ces produits à l'obscurité sur 

la bR purifiée pourrait donc nous fournir des informations à 

savoir si la protéine conserve la méIne conformation lorsqu'el-

le n'est plus en présence des lipides membranaires. 
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2.6.2 Méthode expérimentale 

A la bR dé1ipidée est ajoutée de l'hydroxy1amine neu-

tralisée (10 mM) ou quelques grains de borohydrure de sodium 

et l'évolution de ces produits sur la bR est mesurée par la 

spectroscopie d'absorption en comparant la bande à 540 nm ca-

ractéristique de la bR dé1ipidée avec la bande à 380 nm ca-

ractéristique au rétina1 libre. Toutes ces opérations sont 

réalisées à l'obscurité. 

2.7 Produits chimiques 

V oici la liste des produits utilisés: 

Les produits chimiques usuels: Fisher Scientific Co. Montréal 

grade Beagent. 

Le NaC1 (gros sel crystal séché Windsor): Ritchie F eed and Seed 

Co. Ontario. 

L'ADNase (grade 1): Sigma Chemica1 Co. St-Louis. 

Le détergent L-1690: Ryoto Co. Ltd Tokyo. 

L'Ammonyx LO: Onyx Chemica1 Co. New Jersey. 

L'Emu1phogène BC-720: Chemica1 deve10pment of Canada Ltd. 

L'acide cho1ique: Sigma Chemica1 Co. St-Louis. 



Le Phényl Sépharose CL-4B: Pharmacia Fine Chemicals, U psala, 

Suède. 
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Le Biogel A-O,S M (200-400 .mesh): Biorad Laboratory Richmond, 

Californie. 



CHAPITRE III 

RESULTATS ET DISCUSSION 

3.1 Préparation de la membrane pourpre 

3.1.1 Conditions de culture 

La culture de bactéries nécessite un environnement 

stable tenant compte des conditions physico-chimiques pro-

pres à la croissance de l'espèce bactérienne étudiée. La 

méthode expérimentale utilisée en 2.1 pour la culture de 

HaZobacterium n'est certes pas la meilleure puisqu'elle 

s'effectue en système ouvert, s'exposant ainsi aux fluctua-

tions de l'air environnant. 

L'obtention des conditions optimales de croissance re-

quiert l'utilisation d'un incubateur approprié permettant 

d'agiter et d'éclairer les ensemencements en milieu fermé 

tout en ayant une température contrôlée. 

3.1.2 Rendement de membranes pourpres 

L'uniformité des conditions de culture est primordiale 

pour la synthèse de la membrane pourpre. Plusieurs souches 

(citées en 2.1.1) de HaZobacterium ont été cultivées mais 

nous avons éprouvé beaucoup de difficulté par rapport à la 

croissance des bactéries de certaines souches. Heureusement, 

les souches Rl et Sq de HaZobacterium haZobium étant plus fa-
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ci1es à cultiver, nous avons réussi à obtenir de la membrane 

pourpre en assez grande quantité. Le rendement de la culture se 

situe environ à 20 mg de membrane pourpre par litre de milieu. 

Il faut considérer que, bien que n'ayant pas l'incubateur appro-

prié, le rendement obtenu est très satisfaisant par rapport .à 
-1 ceux des autres chercheurs (20-50 mg litre ) (Oesterhe1t et 

Stoeckenius 1971). 

3.1.3 Analyse spectrale de la membrane pourpre 

La figure 6 montre le spectre d'absorption de la membrane 

pourpre. Ce spectre est caractérisé par une bande d'absorption 

centrée à 560 nm (forme adaptée à l'obscurité) caractéristique du 

complexe rétina1-opsine c'est-à-dire la bactériorhod6psine, en 

plus de la bande à 280 nm spécifique aux acides aminés aromatiques. 

La pureté spectrale, c'est-à-dire le rapport des absorbances à 

280 et 560 nm pour les échantillons obtenus est d'environ 1,7 par 

comparaison à des valeurs obtenues par Oesterhe1t et Stoeckenius (1971) . 

3.2 Solubilisation de la membrane pourpre 

La bR est la seule protéine contenue dans la membrane pourpre. En 

poids sec, ces membranes contiennent près de 80% de bR et 20% de 1ipi-

des, ce qui correspond environ à 7 molécules de lipides par molécule de 

protéine (Kates et al. 1982), les lipides polaires comptant pour 6 mo1é-

cules par molécule de bactérioopsine. La plupart des lipides de la MP 

ont une charge négative et on leur attribue une fonction de régulation 

de l'activité de pompage de protons consécutive à l'absorption de la 1u-
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mière par la bR (HHjeberg et al. 1982). Pour bien comprendre la photo-

chimie de la bR, il est donc important de pouvoir comparer son comporte-

ment dans sa membrane native et sous une forme purifiée, délipidée. 

Cependant, le problème qui se pose avec la bR est que, contrairement 

au pigment visuel la rhodopsine, cette protéine possède une stabilité re-

lativement faible dans la plupart des détergents commerciaux disponibles 

lorsque ceux-ci sont utilisés à des concentrations suffisantes pour ef-

fectuer la délipidation. Jusqu'ici, la plupart des travaux concernant 

cet aspect se sont heurtés à deux obstacles majeurs soient: la difficùl-

té de solubiliser la MF afin de délipider la bR et l'instabilité de la 

bR dans beaucoup de détergents. En effet, la bR est une protéine très 

stable dans une vaste gamme de température et de pH lorsqu'elle est con-

tenue dans la membrane pourpre mais elle devient une protéine très fragile 

lorsqu'on solubilise la MF. Nous avons donc voulu faire une étude compa-

rative de la bR lorsqu'elle est mise en contact avec différents détergents 

afin de déterminer lequel sera le plus adéquat pour poursuivre les expé-

riences. 

3.2.1 Stabilité de la bactériorhodopsine dans les détergents 

Cinq détergents ont été choisis: l'Ammonyx LO, l'Emul-

phogène BC-720, l'acide cholique, le Triton X-lOO et le L-1690 

ou lauryl sucrose dans lesquels nous avons étudié la solubili-

té de la MF après 20 minutes d'interaction et la stabilité de 

la bR en fonction du temps, à 40 et 22°C. L'évolution de cet-

te protéine dans les différents détergents a été suivie par 
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la spectroscopie d'absorption en comparant les bandes à 550 

et 387 nm. La bR en solution dans les détergents a un À max 

à 550 nm et la bande d'absorption à 387 nm est spécifique au 

rétinal libre. La figure 7 nous montre l'exemple de la déna-

turation progressive des membranes pourpres lorsqu'elles sont 

solubilisées dans 2% (p/v) d'Emulphogène. Après la solubili-

sation des MP, la bR se dénature et nous observons une dimi-

nution graduelle du maximum d'absorption à 550 nm et une aug-

mentation simultanée de la bande à 387 nm correspondant à la 

forme dénaturée de la bR. La vitesse à laquelle ce processus 

de dégradation se produit varie énormément d'un détergent à 

l'autre. U ne indication de cette variabilité est représentée 

à la figure 8 où le rapport des bandes d'absorption à 390 et 

550 mm (A 390/550) a été mesuré en fonction du temps écoulé 

à 22'°C· après Li solubilisation, ce rapport augmentant en re-

lation avec la dénaturation progressive de la protéine. 

Ainsi, dans l'Ammonyx La, la MP est très soluble mais 

. la bR subit une dénaturation très marquée deux heures après 

qu'elle ait été mise en contact avec le détergent, à 4°C. 

Trois jours plus tard, elle est complètement dégradée. A 

22°C, ceci se produit plus rapidement de telle sorte qu'après 

une journée, la bR est complètement disparue. 

L'acide cholique, pour sa part, ne semble pas posséder 

la propriété de solubiliser la membrane pourpre car même 
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Changements spectraux observés lors de la solubilisation à 
40 C des membranes pourpres dans une solution à 2% (p/v) 
d'Emu1phogène BC-720 dans un tampon phosphate 50 mM (pH=7). 
Les spectres sont enregistrés à: (1) 3 heures, (2) 25 heures, 
(3) 7 jours, (4) 10 jours, (5) 14 jours, (6) 21 jours après 
la solubilisation. 
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après quatre jours d'interaction, le surnageant ne contient 

que très peu de bR, ceci se manifestant par l'absence d'ab-

sorption à 550 nm. Donc, l'acide cholique tout comme l'Am-

monyx ne sont pas adéquats pour poursuivre des études ulté-

rieures. 

En ce qui concerne l'Emulphogène BC, il solubilise très 

bien la MP mais à  4 oC, la bR se dénature progressivement: il 

en reste 50i. après trois jours et elle disparait complète-

ment en trois semaines. A 22
o
C, la régression est plus ra-

pide: il en disparait 50i. en 16 heures et après ~ semaine 

elle est toute dénaturée. Ainsi, malgré la capacité de l'E-

mulphogène à solubiliser complètement la MF, l'utilisation 

de ce détergent n'est pas recommandable, la bR n'y étant pas 

stable assez longtemps. 

Lorsque le Triton X-100 est utilisé, nous observons 

qu'il solubilise assez bien la MP mais le rendement est infé-

rieur à celui obtenu avec l'Emulphogène. Cependant, si nous 

laissions interagir le Triton X-100 et la MP plus longtemps 

(deux jours), nous croyons qu'il serait très efficace pour 

solubiliser la membrane. Quant à la stabilité de la protéi-

ne, à 4°C, le Triton affecte très lentement la bR. Après 

3! semaines, 60i. de la bR demeure encore intacte. A 22
o
C, 

50i. de la bR est dégradée après 3 jours et la disparition 

complète s'effectue au bout de 4 semaines. Ce détergent fut 

d'ailleurs déjà utilisé pour des expériences avec la bR 
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(Dencher et Heyn 1978, Huang et al. 1980, Lam et Packer 1983) 

parce qu'il offre des conditions relativement satisfaisantes 

pour la conservation de cette protéine par comparaison aux 

trois autres détergents cités auparavant. 

Enfin, le dernier détergent employé est le L-1690 ou 

lauryl sucrose. Au bout de 20 minutes d'interaction avec la 

MP, le degré de solubilisation étant très faible, nous avons 

prolongé le temps de solubilisation à  4 jours. Nous obser-

vons alors qu'à 4°C, la bR est encore intacte après trois se-

maines alors qu'à 22oC, 50% de la protéine est dénaturée a-

près ~ semaine.· Des expériences effectuées à 300C démontrent 

que 50% de la bR est présente après une semaine. 

3.2.2 Etat d'agrégation de la bactériorhodopsine dans les 
détergents 

Dans la membrane pourpre, les molécules de protéines sont 

regroupées en trimères de bR et il semble qu'il y ait des in-

1 

~  entre les différents chromophores. Ces interactions 

rétinal-rétinal (exciton) entre les chromophores dans l'état 

tr±mérique donne lieu à une bande excitonique positive sur le 

spectre de dichroïsme circulaire (DC) de la MF. Il existe aus-

si deux autres bandes sur le spectre de dichroïsme circulaire 

(dont l'une est positive et l'autre négative) qui proviennent 

des interactions rétinal-protéine (Becher et Ebrey 1976). 
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Mis à part ceux qui ont des régions hydrophobes rigi-

des comme le cholate, le deoxycholate ou le taurocholate 

(Padros et al. 1984), la plupart des détergents peuvent so-

lubiliser la MF et le processus de solubilisation est tou-

jours accompagné par des changements spectraux dans la molé-

cule de bR. La solubilisation monomérise la bR et fait dis-

paraître le ~  circulaire de l'exciton (Dencher et 

Heyn 1978). Cet effet est observable lors de la solubilisa-

tion de la MP dans le lauryl sucrose comme on peut le voir 

dans la figure 9 où les spectres de ne de la membrane native 

(bR dans l'état trimérique) et de la membrane solubilisée 

~  sont comparés. L'absence de la bande excitoni-

que dans la membrane solubilisée 'indique que le laury l sucro-

se désagrège les trimères de bR aussi bien que les autres dé-

tergents. 

3.2.3· Etat fonctionnel de là bactériorhodopsine solubilisée 

Une des façons de vérifier l'intégrité fonctionnelle de 

la bR consiste à mesurer sa propriété d'adaptation à la lu-

mière. La bR native existe sous deux formes stables et in-

terconvertibles: une forme adaptée à l'obscurité constituée 

d'un mélange équimolaire de tout-trans et l3-cis rétinal ayant 

un maximum d'absorption centrée autour de 560 nm, laquelle se 

convertit par une courte exposition à une source lumineuse in-

tense en une bR adaptée à la lumière, ne contenant que du tout-
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Atténuation du couplet excitonique, observé par ~  
circulaire, lors de la solubilisation de la bactériorhodop-
sine. 

(---) ~  circulaire de la membrane pourpre dans un 
tampon phosphate 50 mM (pH=7). A560 = 0,7 

(---) Mreme échantillon en présence de lauryl sucrose 2%. 
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trans rétinal et absorbant à 570 nm (Oesterhelt et al. 1973). 

Cette réaction implique donc une isomérisation du 13-cis en 

tout-trans rétinal. 

Dans la membrane pourpre solubilisée dans le L-1690 à 

pH 7, la bR est monomérique et a un maximum d'absorption à 

550 nm ~  lorsqu'elle est adaptée à l'obscurité (voir 

figure 10). Par contre, si cette bR solubilisée est exposée 

à la lumière pour quelques minutes, la position de la bande 

d'absorption subit un déplacement bathochrome d'environ 5 nm; 

ce À = 555 nm correspondant à la forme adaptée à la lumiè-
max 

re de la bR solubilisée soit ~  Si, par la suite, l'é-

chantillon est remis dans des conditions d'obscurité pendant 

environ 45 minutes, la bande d'absorption réitère sa position 

initiale à 550 nm. La bR solubilisée conserve donc les pro-

prié tés fonctionnelles de la membrane pourpre native. 

3.2.4 Discussion 

Tandis que quelques détergents comme l'acide cholique 

ou deoxycholique ont un effet solubilisant très faible sur la 

MF, la plupart des autres p.artagent comme caractéristique com-

mune, un effet perturbateur sur les interactions natives chro-

mophore-protéine et ils induisent la perte des caractéristi-

ques d'absorption de la bR. Les détergents les plus puissants 

comme l'Ammonyx LO et l'Emulphogène sont les plus rapides pour 
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dénaturer la protéine tandis que les plus doux (Triton X-100, 

L-1690) retiennent les interactions spécifiques rétinal-pro-

téine beaucoup plus longtemps. 

Nous remarquons aussi que la vitesse de solubilisation 

de la membrane pourpre varie proportionnellement avec le de-

gré de dénaturation de la bR dans les différents détergents, 

c'est-à-dire que les détergents qui solubilisent bien la MF 

dénaturent aussi bien la bR. Parmi ceux-ci, le lauryl sucro-

se s'avère le meilleur pour conserver l'intégrité spectrale 

de la bR. Dans ce détergent, la bR se solubilise très lente-

ment mais il semble être le plus approprié pour entreprendre 

des expériences de longue durée car la bR se conserve apparem-

ment sans modifications spectrales durant plus d'un mois à 

4oC. 

ne plus, tandis que la solubilisation avec des détergents 

anioniques induit un déplacement bathochrome du maximum d'ab-

sorption de la bR (Padros et al. 1984), les détergents non-io-

niques, pour leur part, induisent tous un déplacement hypso-

chrome d'environ 10 nm de l'absorption du rétinal dans la bR 

(Huang et colL 1980, Dencher et Heyn 1978, Lam et Pa.cker 1983, 

Naito et al. 1981). Des études effectuées par Lam et Packer 

(1983) suggèrent fortement que ce déplacement résulte d'altéra-

tions dans les interactions rétinal-apoprotéine en présence des 
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détergents. En effet, dans le but de caractériser les interac-

tions existant entre les détergents et la bR, Lam et Packer 

ont traité les membranes pourpres avec du glutaraldéhyde avant 

leur solubilisation dans les différents détergents non-ioni-

ques. Le glutaraldéhyde préserve la structure trimériquenati-

ve de la MP, même lorsqu'elle est en présence des détergents 

et cet effet est remarqué par la conservation de la bande exci-

tonique du spectre de dichroïsme circulaire. Malgré la diffé-

rence de l'état d'agrégation des molécules de bR dans les échan-

tillons de MF non traités (monomère) ou traités au glutaraldé-

hyde (trimère), Lam et Packer ont observé un déplacement hyp-

sochrome de la bande d'absorption comparable dans les deux cas. 

Ainsi, la monomérisation ne semble pas être responsable des chan-

gements observés dans les caractéristiques spectroscopiques de 

la bR. Les effets se manifestant après la solubilisation des 

MF par les détergents non-ioniques ont donc été attribués à des 

interactions ayant lieu entre le détergent et la bR. 

Les membranes pourpres solubilisées dans le lauryl sucrose 

ont une .À à 550 mn, 10 nm de moins que les membranes pour-. ;max 

pres natives. Donc le lauryl sucrose affecte la liaison rétinal-

protéine de la même manière que les autres détergents non-ioni-

ques. Toutefois, ces modifications de l'état d'agrégation et 

des interactions rétinal-protéine ne privent pas la bR de sa ca-

paci.té d'adaptation à la lumière, tel que démontré dans la sec-

tion 3.2.3. 
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3.3 Délipidation de la bactériorhodopsine 

Comme le maintien des interactions natives rétinal-protéine semble 

être optimal dans le lauryl sucrose, nous avons tenté d'accomplir la dé-

lipidation complète de la bR dans ce détergent. Parmi les différentes 

méthodes que nous avons expérimentées dans le but de séparer les lipides 

membranaires de la protéine, le meilleur degré de délipidation a été ob-

tenu par la chromatographie par interaction hydrophobe sur gel de Phényl 

Sépharose CL-4B. 

3.3.1 Chromatographie par interaction hydrophobe 

La MF est composée à 90% de lipides chargés et 10% de 

lipides neutres en plus de la bR qui est une protéine ayant 

un haut contenu en acides aminés neutres (en particulier la 

phénylalanine) lui conférant un caractère très hydrophobe. 

La figure 11 montre le patron d' élut ion de la bR prove-

nant de cette colonne. Lorsque la MP solubilisée dans le 

L-1690 est introduite sur un gel de Phényl Sépharose préala-

blement équilibré avec du lauryl sucrose (0,1% Plv), la bR 

s'adsorbe fortement au tiers supérieur du gel et lors de l'é-

lution, la protéine se détache très lentement, ce qui confir-

me qu'elle s'accroche réellement à ce type de support. Dé-

pendant du profil du gradient de détergent utilisé, le volume 

d'élution peut varier de 200 à l 200 ml. Dans ce cas-ci, un 

gradient de concentration discontinu de 0,1 à 0,2% de déter-

gent a été utilisé pour l'élution. La bR est éluée après 



-.". 
tJ 
> .-.... 
0 

~ ... 
(1) 

'tJ .. 
c: 
:s -
,......, 
a:: 
te 
a.......t 

. Figure 11 

-a 

53 

F
2 

0,2 _._-----. -----1 
1 
1 
1 
1 
1 

~ ______ _._.-J 
0,1 

FI 
F3 

100 

VOLUME 

200 

O'ÉLUTION 

300 400 

( ml) 

0 
en 
<D 

1 

..J 

~ 
0 
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La concentration de la bactériorhodopsine (---) a été évaluée 
à partir de l'absorbance obtenue à 540 nm. La protéine a été 
éluée avec un gradient discontinu (---) de lauryl sucrose. 
Fl, F2 et F3 SOht décrits à la figure ~ 
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environ 100 ml de lauryl sucrose 0,2%. 

Les différentes fractions d'élution ont été étudiée par 

spectroscopie d'absorption et la figure 12 nous montre les 

caractéristiques d'absorption obtenu7s. Les premières frac-

tions (FI) d'élution n'interagissent pas ou très peu avec 

le gel et elles semblent contenir les caroténoïdes provenant 

de la membrane rouge contaminant toujours un peu les échan-

tillons de MF, lesquels ont des bandes d'absorption centrées 

à 540 et 500 nm en plus du rétinal absorbant à 380 nm qui 

proviendrait de la bR déjà dénaturée en bactérioopsine et ré-

tinal lors de l'incorporation dans la colonne. 

Les fractions suivantes (F2 ) sont pourpres et contien-

nent la bR dont le spectre d'absorption montre la bande ca-

ractéristique à 550 nm. Enfin, les dernières fractions CF 3) , 

s'éluant après la protéine, s'accrochent encore plus fortement 

au gel et sont constituées de bR spectralement différente de 

la bR native qu'on retrouve dans la fraction CF 2) • En effet, 

il apparaît une bande d'absorption à 405 nm au fur et à mesure 

de l'élution. Cette bande s'apparente de près à ·l'un des in-

termédiaires du photocycle de la bR, la méta-bR, qui absorbe 

vers 410 nID. Nous croyons qu'en présence du détergent, la 

longueur d'onde maximale est déplacée légèrement vers les ré-

gions de l'U.V •• Ceci porte à croire que des changements 

conformationnels de la bR native pourraient être induits soit 
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Spectres d'absorption des fractions (Fl), (F2) et (F3) 
obtenues lors de la chromatographie sur gel de Phényl 
Sépharose CL-4B de la bactériorhodopsine solubilisée. 

(Fl) caroténo!des 
(F2) bactériorhodopsine purifiée 
(F3) bactériorhodopsine altérée 
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par le détergent ou par des interactions hydrophobes très 

fortes avec le gel (ou bien les deux) faisant apparaître une 

pseudométa-bR à 405 nm à l'obscurité, laquelle subit une dé-

naturation progressive remarquée par l'augmentation suc ces-

sive de la bande d'absorption à 387 nm. 

3.3.2 Analyse des fractions par chromatographie sur couche 
mince (CCM) 

Afin de déterminer si la bR recueillie est dé1ipidée, 

une analyse des différentes fractions d'é1ution a été effec-

tuée par chromatographie sur couche mince (CCM). La sépara-

tion complète des lipides de la membrane pourpre peut seu1e-

ment être obtenue par une CCM en deux dimensions (Kushwaha 

et al. 1975a). Avec le mélange de solvants que nous avons 

utilisé, les lipides polaires des membranes pourpres se sé-

parent en quatre groupes de bandes comme l'indique la figure 

13 par le tracé A. Des taches étendues peuvent être obser-

vées dans les régions suivantes du chromatogramme: 0,5-1,0 cm, 

2,0-3,5 cm, 4,0-5,0 cm et 7,0-8,0 cm. Toutes ces bandes peu-

Yent aussi être retrouvées dans le chromatogramme B, lequel 

correspond aux lipides présents dans le premier 200 ml du pa-

tron d'é1ution de la figure 11. Les lipides associés à la 

bR sont analysés dans le tracé C de la figure 13. Lorsque 

les lipides extraits d ' un échantillon de bR é1uée de la chro-

matographie hydrophobe sont étudiés dans le même mélange de 

solvants, il apparaît deux bandes à 2,8 et 9,0 cm respective-
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Chromatogramme résultant de la séparation sur couche mince 
de Si1ica gel G ~  par un mélange de chloroforme: mé-
thanol: eau (65:35:4 v/v), des échantillons suivants: 

a) Lipides polaires extraits des membranes pourpres 

b) Lipides polaires extraits des fractions recueillies 
durant le lavage de la colonne de Phény1 Sépharose avec 
0,1% de 1aury1 sucrose (voir figure 11) 

c) Lipides polaires extraits des fractions recueillies de 
la colonne de Phény1 Sépharose, contenant la bactério-

rhodopsine 

d) Laury1 sucrose seulement 

Les "taches" ont été révélées avec de l'acide sulfurique 
contenant 0,6% de ~  et analysée avec un densitomètre 
à balayage. Les 1ipldes ont été extraits tel que décrit à la 
section 2.3.2.3. 
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ment. Ces bandes ne correspondent vraisemblablement pas au 

détergent, dont le chromatogramme est montré dans le tracé 

n de la même figure, et ne peuvent donc être attribuées qu'à 

des lipides étant toujours associés avec la bR. Ces résultats 

démontrent que la chromatographie hydrophobe peut séparer la 

bR d'une bonne quantité de ses lipides membranaires mais nous 

n'avons pas réussi à éliminer complètement les lipides rési-

duels, même par de multiples étapes chromatographiques, en u-

tilisant uniquement le lauryl sucrose comme détergent. C'est 

la raison pour laquelle nous avons dès lors utilisé ce déter-

gent surtout à cause de son efficacité comme ~  stabilisant 

plutôt que comme agent solubilisant. 

3.3.3 Iêlipidation par la méthode de Huang et coll. 

n'autres chercheurs ont parallèlement effectué des expé-

riences dans le but de purifier la bR. Ainsi, Huang et coll. 

(1980) ont mis au point une technique chromatographique permet-

tant d'enlever 99% des lipides endogènes, à en juger par le 

radio-dosage des lipides. La méthode consiste à solubiliser 

la MP dans le Triton X-100 pour ensuite la déposer sur le ta-

mis moléculaire sur lequel la purification s'elfectue. L'é-

lution de la bR est réalisée avec une solution d'un autre dé-

tergent: le deoxycholate (nOC). Le choix du Triton X-100 pour 

la solubilisation est dû au fait que ce détergent possède la 

propriété de monomériser efficacement en un temps convenable 

la MP et l'échange de détergent pour le DOC s'explique par la 
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stabilité relativement meilleure de la bR dans ce second dé-

tergent et surtout par la facilité avec laquelle il peut 

être dialysé. La bR résultant de cette filtration sur gel 

dtagarose est ainsi solubilisée dans le DOC. 

3.3.4 Echange de détergent 

Quoique le DOC offre uns stabilité relativement bonne, 

nous désirons toute de même travailler avec le lauryl sucrase, 

un détergent très doux, capable de solubiliser la protéine et 

dans lequel la bR reste apparemment intacte et fonctionnelle 

très longtemps. Dans ce but, nous avons ajouté à la méthode 

de délipidatian du Huang et al. jusqu'ici incontestée, une 

autre technique nous permettant d'échanger les détergents uti-

lisés lorsqu'on a des préparations de bR. Cette méthode a été 

décrite en 2.3.2 et elle consiste à substituer le DOC par le 

lauryl sucrose par chromatographie hydrophobe sur gel de Phé-

nyl Sépharose, puisque la bR interagit avec ce support hydro-

phobe. La bR purifiée est par la suite concentrée par ultra-

filtration sur filtre Amicon. 

3.3.5 RésultatS de la délipidation 

On obtient ainsi des échantillons de bR dans le lauryl sucrose 

ne contenant pas de quantité détectable de lipides membranaires, 

(Huang etcoll.1980). Elle est monomérique si on en juge par l'absen-

ce des bandes caractéristiques de la forme ~  native 
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du spectre de ~  circulaire. De plus, elle ne montre 

pas de dégradation sur une période de quelques mois lorsqu'el-

le est gardée à 4°C sous des conditions de pH modéré. 

La figure 14 nous montre un spectre d'absorption de la 

bR délipidée (à pH 6). Ce spectre est caractérisé par une 

bande d'absorption centrée à 540 nm, et la propriété d'adapta-

tion à la lumière dans cette forme de bR est toujours exis-

tante. 

3.3.6 Discussion 

Alors que la bR solubilisée dans le L-1690 a un maximum 

d'absorption à 550 nm, la bR purifiée dans ce même détergent 

subit encore un léger déplacement pour montrer une bande d'ab-

sorption vers 540 nm. Cette valeur est très proche de celle 

reportée par Huang et coll. (1980) pour la bR purifiée dans 

le Triton X-lOO (538 nm). Selon Lam et Packer (1983), ce ré-

sultat peut être interprèté conune )me perturbation avancée des 

interactions ~  

Cependant, considérant le fait que parmi les détergents 

utilisés (Triton X-lOO, Octylglucoside et lauryl sucrose) 

(Euang et ~  seulement le Triton X-lOO permet de dé-

lipider complètement la ~  nous pouvons conclure que les in-

teractions natives lipides-protéines ne sont pas facilement 

détruites avec la plupart des détergents et que ces interac-

tions sont essentielles au maintien de la structure native 
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de la bR. En effet, une forte relation semble exister entre 

le déplacement hypsochrome de la bande d'absorption de la bR 

et sa structure dans le voisinage du chromophore. Cette af-

firmation est appuyée par le fait que l'émission de fluores-

cence des résidus de tryptophane est plus ou moins atténuée 

par transfert ~  vers le rétinal dépendant de l'inté-

grité de la structure native de la bR (Honig et Ebrey 1974, 

Kalisky et al. 1981). 

Nous n'avons pas effectué de telles mesures de fluores-

cence mais nous croyons toutefois que ce grand déplacement 

vers les régions bleues du spectre d'absorption de la bR pu-

rifiée par Huang et nous-mêmes représente la structure de la 

bR la plus altérée qui soit toujours stable. Les traitements 

avec des détergents encore plus puissants induisent un trop 

grand changement et il en résulte une dénaturation rapide de 

la bR. 

3.4 ;Propriétés spectroscopiques de la bactériorhodopsine délipidée 

3.4.1 Effet du pH 

Contrairement aux membranes pourpres solubilisées qui ont 

leur princip.ale bande d'absorption toujours située dans la ré-

gion de 550 run, la bactériorhodopsine délipidée possède une 

caractéristique qui, à notre connaissance, n'a jamais été rap-

portée pour aucun complexe. rétinal-protéine, à savoir un effet 
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très marqué du pH sur la position de la bande d'absorption. 

A pH neutre, la bR délipidée montre toujours une large ban-

de d'absorption non-homogène dans la région 500 nm. En fait, 

le À dépend du pH comme nous le montre la figure 15. 
max 

Lorsqu'on fait varier le pH de-5  à 10, la bR purifiée 

apparaît sous deux formes spectrales distinctes: une forme 

alcaline dont le maximum d'absorption est centrée autour de 

480 nm et une bR acide ayant un À à 540 nm. Entre les pH 
max 

6 et 7, la bande d'absorption est très mal définie et elle 

ressemble à la superposition d'au moins deux bandes (ligne 

pointillée) tandis qu'à des valeurs de pH supérieures à 7, 

le maximum d'absorption est déplacé graduellement vers les 

plus basses longueurs d'onde pour se stabiliser à 480 nm. A 

pH inférieur à 6, le À se déplace vers 540 nm. L'appari-
max 

tion de ces deux formes spectrales, ci-après désignées bR
480 

et bR
540
, est montrée dans la figure 16. On y voit la ~ 

tion du À de la bande d'absorption en fonction du pH par 
max 

la courbe en trait plein. Il est évident, par cette courbe, 

que nous n'avons pas une relation linéaire entre le pH et la 

longueur d'onde d'absorption. Entre les pH 9 et 5, il Y  a 

conversion de bR
480 

en bR
540 
et à pH inférieur à 5, bR

540 
se 

convertit en une autre espèce dont le maximum d'absorption su-

bit un déplacement vers les plus longues longueur d'onde, 

c'est-à-dire vers 590 nm, causé par un chromophore différent. 
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Figure 15 
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Effet du pH sur le spectre de la bactériorhodopsine purifiée. 

Les spectres ont été enregistrés à 22
0
C et la bactériorhodop-

sine est contenue dans une solution à 0,2% (p/v) de lauryl 
sucrose ( ••. ) dans un tampon phosphate 50 mM (pH = 7,0); 
après alcalinisation à pH = 8 par addition d'une petite quan-
tité de NaOH 0,1 N (---) et après acidification à pH = 6,0 
par l'addition de HCl 0,1 N (---). 



0 
~ 
te) 

<t 
"-

0 
CD 

<t.V' 

Figure 16 

65 

1,5 0 590 
cP 

00 
0 

0000 
00 

0 
0 -0 E 

00 c 
8 540 -

)( 

1,0 cs 
E 
~ 

~ 

0 
0 

0 
0 

0 

0,5 00 480 

1 
:3 5 7 9 Il 

pH 

Rapport des absorbances à 480 et 540 nm (0-0-0) et position 
du Àmax (---) en fonction du pH des échantillons de bac té-
riorhodopsine purifiée, acidifiée ou alcalinisée par l'ad-
dition graduelle de 0,1 N de Hel ou NaOH. 



66 

Le pKa de l'équilibre acido-basique entre bR480 et bR540 
peut aussi être obtenu si nous assumons que le rapport des 

bandes d'absorption à 480 et 540 nm correspond aux concentra-

tions relatives des bR480 et bR540 • La courbe pointillée de 

la figure 16 résulte du rapport de bR480 et bR540 (bR480/bR540) 

calculé à partir des spectres d'absorption obtenus à différents 

pH. Cette courbe de titration montre un pKa apparent pour l'é-

quilibre entre les deux formes de bR de 6,8. Donc à pH neutre, 

on a un mélange des deux formes absorbant à 480 et 540 nm. De 

plus, cette réaction de titration est réversible d'une forme 

spectrale à l'autre à l'obscurité. 

3.4.2 Effet de l'hydroxylamine et du borohydrure de sodium 

Le blanchiment de la membrane pourpre en présence d'hydro-

xylamine implique la perte du lien de base de Schiff entre le 

rétinal et l'apoprotéine et la conversion du rétinal en réti-

naloxime causée par la réaction entre le rétinal et le résidu 

aminé de l'hydroxylamine. Ce processus résulte en la diminu-

tion de la bande d'absorption à 570 nm et l'apparition simulta-

née de la bande à 366 nm. Il Sè produit donc des changements 

significatifs dans l'organisation moléculaire et dans la con-

formation de la bR dans la MP. n'autre part, le borohydrure 

de sodium agit en réduisant la double liaison de la base de 

Schiff. Ces produits réagissent seulement avec l'intermédiai-

re 1\12 lorsqu'on illumine les échantillons de bR adaptée à la 
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lumière. Lors de la formation du méta-intermédiaire dans le 

photocycle normal de la MP, il Y a déprotonation de la base 

de Schiff, isomérisation du rétinal et des changements con-

commitants de la conformation de la protéine. C'est alors 

que le site de liaison de la base de Schiff devient accessible 

à la réaction avec l'hydroxylamine ou à la réduction par le 

borohydrure de sodium. 

Nous avons donc utilisé ces produits pour déterminer si la 

bR délipidée a une conformation différente au point où elle pour-

rait réagir, c'est-à-dire au point où la base de Schiff pourrait 

être accessible et réagir à l'obscurité avec ces produits. Nous 

avons ainsi observé que les deux formes spectrales de la bR dé-

lipidée et purif iée ne réagissent pas aux traitements soit à 

l'hydroxylamine ou au borohydrure de sodium à l'obscurité; ce qui 

est une indication que la protéine n'a pas subi de changements 

conformationnels aptes à dénaturer la protéine. 

3.4.3 Discussion 

Grâce à la grande stabilité qu'offre le lauryl sucrose 

pour la bR par rapport aux autres détergents, nous sommes en 

mesure de pouvoir comparer quelques propriétés de la bR déli-

pidée par rapport à la bR contenue dans sa membrane pourpre 

native, en particulier l'effet du pH sur les formes spectra-

les de la bR. A pH acide, Oesterhelt et Stoeckenius (1971) 

ont observé que le membrane pourpre native change de couleur 
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pour passer de pourpre à bleue, ce qui correspond à un dépla-

cement du maximum d'absorption de 558 à 605 nm. Le pKa de 

cette transition spectrale est de 2,9 et il a été proposé ré-

~  . ~ 1  d ++ cemment que ce p enomene S01t cause par a perte e Ca et 

++ Mg ; ces ions métalliques étant liés au groupement COOH de 

la chaîne carbonnée terminale de la bR. (Chen et al. 1984). 

En effet, le pK observé pour cette bR acide (2,9) a une va-

leur cohérente avec la titration des groupements carboxyl 

(Schuster et al. 1977). De plus, ceci nous donne une indica-

tian que dans l'environnement de la protéine, il y  a un rési-

du carboxyl à proximité du site de la liaison du rétinal à 

l'opsine. Cette même transition a été observée lorsque les 

MF sont solubilisées dans le lauryl sucrase avec une valeur 

identique aux membranes pourpres natives en ce qui concerne 

le pKa apparent de la réaction (Naito et al. 1981). 

La formation d'une bR bleue est aussi possible avec la 

bR purifiée. Le déplacement spectral ayant lieu est de 540 

à 590 nm et le pH auquel apparaît l'espèce bathochrome est 

différent de celui observé dans la MF. Si on considère la 

partie à l'extrême gauche de la ligne pleine de la figure 16. 

comme une courbe de titration, le pKa apparent de la transi-

tian de la bR purifiée de pourpre à bleue semble être d'en-

viron 4, ~  qu'un déplacement de plus de 1 unité 

de pH s'est produit par rapport à la valeur obtenue dans la 

MP. 
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Cependant, l'effet du pH le plus remarquable sur la bR 

purifiée est le changement soudain de bR
S40 

à bR
480 
se pro-

duisant entre les pH 6 et 8. Dans cette étendue de pH, un 

tel changement spectral n'a jamais été cité dans les membra-

nes pourpres solubilisées et nous n'avons pas ~  plus ob-

servé ce phénomène dans les préparations de bR qui ne sont 

pas complètement délipidées. Récemment, Druckmann et coll. 

(1982) ont reporté l'existence d'un équilibre acido-basique 

entre deux formes spectrales de bR dans la membrane pourpre. 

Dans ce cas, la bR native adaptée à l'obscurité (bR
S60
) pou-

vait être titrée réversiblement en une bR ayant un déplace-

ment hypsochrome de son spectre d'absorption d'environ 100 nm; 

bR
460 
désignée d'après le spectre de différence entre les deux 

formes. Cette transition montre un pKa apparent de 13,3. De 

plus, si on s'intéresse au groupement directement impliqué 

dans la titration entre les deux formes de bR, une comparai-

son entre les spectres de résonnance Raman de ces deux formes 

spectrales indique que la formation de bR
460 

correspond à la 

déprotonation du lien de base de Schiff entre le rétinal et 

la bactérioopsine. Tandis que le chromophore protoné de la 

. -1 
bR montre une bande d'élongation C ~ N  à 1644 cm , le pigment 

ayant une base de Schiff déprotonée, comme le méta-intermé-

~  , 
diaire M4l2' a une vibration C = N  à 1621 cm et la bande a 

1644 cm-l est absente. D'après ces données, la bR
460 
observée 

par Druckmann est déprotonée puisqu'il apparaît une bande ca-

ractéristique au lien C = N  à 1621 cm-l• Une interprétation 
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similaire pourrait être suggérée par nos résultats expérimen-

taux mais nous n'avons présentement aucune évidence expéri-

mentale directe nous permettant d'identifier la nature réel-

le du groupement titrable en cause dans la bR purifiée qui 

possède un pKa de 6,8. 

Cependant, dans le but d'apporter une preuve, toute in-

directe fut-elle, de l'identification de bR480 au chromopho-

re déprotoné identifié par Druckmann et cpll., nous avons 

étudié l'effet du pH sur l'absorption de la bactériorhodopsi-

ne dans la membrane pourpre solubilisée dans le lauryl sucro-

se. Les résultats sont montrés dans la figure 17 et comparés 

avec ceux de Druckmann et coll •. On peut voir que dans la 

bactériorhodopsine solubilisée mais non délipidée, bR480 n'ap-

paraît qu'à des pH supérieurs à 12. Le pKa apparent de l'é-

quilibre entre les deux formes spectrales est de 12,5, c'est-

à-dire qu'il y a une différence de 1 unité de pH par rapport 

à la courbe de titration de la base de Schiff du rétinal dans 

la membrane pourpre (pKa = 13,3). L'équilibre acido-basique 

entre bR540 et bR480 existe donc à un intervalle de pH consi-

dérablement plus alcalin dans la membrane pourpre native ou 

solubilisée, comparativement au même équilibre dans la bR dé-

lipidée. On s'aperçoit donc que dans la bR purifiée, la po-

sition de la bande d'absorption est contr8lée par un groupe-

ment qui est accessible à la titration acido-basique lorsque 
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Effet de l'alcalinisation de la bactériorhodopsine solubi-
lisée dans 2% de L-1690 (A-À-A) par comparaison à la mem-
brane pourpre native (0-0-0). Cette dernière courbe de 
titration a été calculée par Druckmann et al. (1982) et 
montre un pKa apparent de 13,3. La courbe de titration de 
la bactériorhodopsine solubilisée a été normalisée à celle 
de Druckmann et al.; elle montre un pKa apparent de 12,5. 
L'ordonnée (rendement relatif) correspond à la concentration 
relative de bR480' 
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les lipides sont absents. Ce groupement semble être beaucoup 

plus difficile à atteindre dans les MF natives ou solubilisées, 

c'est-à-dire lorsque les lipides sont présents dans l'envi-

ronnement de la protéine puisqu'il faut des valeurs de pH au-

tour de 13 pour réaliser la transition entre les deux formes 

spectrales. On imagine mal comment une protéine peut garder 

toute son intégrité structurelle à une telle valeur de pH. 

Ainsi, le site de la titration ayant lieu à un pH près de la' 

neutralité en ce qui concerne la bR délipidée pourrait être 

protégé non par la matrice de la bactérioopsine comme le pré-

tend Ehrenberg et coll. (1980) mais bien par les lipides mem-

branaires, ce qui obligerait à détruire, du moins partielle-

ment, la protéine pour pouvo ir avo i r accès au s i te de titra-

tion et cette dénaturation de l'opsine ne se produit qu'à pH 

beaucoup plus alcalin comme celui auquel Druckmann et Ehrenberg 

ont travaillé. Ainsi, ce pH = 13 ne correspondrait pas réelle-

ment à ia titration entre les deux formes mais à la destruc-

tion de la bactérioopsine ou d'une interaction lipide-protéine 

masquant le groupement où la titration s'effectue. Le fait 

que lorsque la bR est délipidée, la transition ait lieu à 

pH = 6,8 appuie cette hypothèse car les lipides étant absents, 

le site de titration est immédiatement atteint et l'équilibre 

entre les deux formes peut être visible. Si ce n'était que 

la matrice de la bactérioopsine qui protégeait le site de la 

titration, on n'aurait pas accès au groupement titrable même 
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lorsque la bR est délipidée, et la valeur du pK observée se-

rait aux alentours de 13 comme pour les MF natives ou solu-

bilisées. 

L'apparition de bR480 à des valeurs de pH près de la 

neutralité peut s'expliquer par deux sortes de processus: en 

premier lieu, il pourrait s'agir de la titration d'un grou-

pement dans l'environnement du chromophore, ou deuxièmement, 

ce pourrait être le chromophore lui-même qui soit titré. Si 

on se réfère au modèle de charge ponctuelle externe générale-

ment accepté pour la bR (Nakanishi et al. 1980), le À de max 

l'absorption du chromophore peut s'expliquer considérant que 

la base de Schiff entre le rétinal et la bactérioopsine soit 

protonée, que la charge positive de l'azote soit stabilisée 
o 

par un contre-ion négatif situé à environ 3A de l'atome d'azo-

te et qu'une charge négative additionnelle soit située à envi-
o 

ron 3,5 A de l'anneau a-ionone du rétinal; ces deux charges 

négatives responsables du déplacement spectral étant fournies 

par le squelette polypeptidique de la battérioopsine (voir 

figure 18). On peut donc facilement concevoir que même de pe-

tits changements confonnationnels des résidus peptidiques aux 

alentours du rétinal peuvent induire un déplacement spectral 

dans la bR. 

Tandis que de tels changements conformationnels peuvent 

facilement expliquer le déplacement hypsochrome observé lors 
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~  iorhodopsine 

Modèle de charge ponctuelle externe proposé par Nakanishi 
pour la bactériorhodopsine. Il y  a un angle de 450 entre 
l'anneau 8-ionone et la chaine du polyène. Deux charges 

· 00 

négatives sont situées à 3  A de l'azote protoné et à 3.5 A 
du carbone 5 de l'anneau respectivement. 
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de la solubilisation et la purification de la bR, ils peu-

vent difficilement expliquer le grand déplacement hypsochro-

me observé lors de la titration de la bR purifiée entre les 

pH 6 et 8. En effet, le déplacement spectral ayant lieu 

quand bR
480 
est formé à partir de bR

540 
a une valeur de 

-1 
2 315 cm , ce qui correspond environ à la moitié du déplace-

ment total observé lorsqu'on lie le rétinal à la bactérioop-

sine (4 870 cm-l) (Nakanishi et al. 1980). Si on se fie au 

modèle de charge ponctuelle externe, cette valeur de 2 315 

cm-l pourrait correspondre à la neutralisation d'une des deux 

charges négatives. Cependant, on peut difficilement ~

voir qu'un acide aminé chargé négativement puisse perdre sa 

charge lors de l'alcalinisation. 

On peut aussi considérer la possibilité que bR
480 
soit 

un chromophore déprotoné si on se base sur les travaux de 

Druckmann et coll. (1982) qui ont trouvé que la bR ayant une 

base de Schiff déprotonée montre un maximum d'absorption près 

de 480 nm. Ils ont obtenu un déplacement spectral de 2 900 

-1 . 
cm ; ce ~ est près de la valeur que nous avons observée. 

Cependant; alors que le pKa de l'équilibre dans les expérien-

ces de Druckmann est de 13.3, nous avons observé, pour notre 

part, un pKa de 6,8. Ces deux valeurs sont très éloignées 

mais nous croyons que 13,3 est un pH très élevé pour la dé-

protonation de la base de Schiff, particulièrement si nous 

considérons que le pKa d'une base de Schiff d'un chromophore 
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modèle en solution est autour de 6,5 (Favrot et al. 1978). 

Considérant enfin qu'en présence des lipides endogènes, l'é-

quilibre entre bR
480 
et bR

540 
voit son pKa déplacé de 6,8 

à une valeur voisine du pKa observé pour la déprotonation de 

la base de Schiff par Druckmann et coll., nous suggérons d'i-

dentifier bR
480 

à un chromophore dont la base de Schiff est 

déprotonée. 

3.5 Caractérisation des intermédiaires du photocycle de la 
bactériorhodopsine purifiée 

Afin de mieux caractériser le chromophore déprotoné, bR
480
, par 

comparaison avec bR
540
, nous avons examiné quelques-unes de leurs pro-

priétés photochimiques, en particulier leurs méta et ~

res. Comme pour la rhodopsine visuelle, les photo-intermédiaires de l a 

bR peuvent être trappés si le pigment est irradié à une température in-

férieure à celle correspondant à la stabilité thermique d'un photo-inter-

médiaire donné. 

3.5.1 Comparaison des ~  de la membrane pourpre, 
la bactériorhodopsine solubilisée et la bactériorho-
dopsine délipidée 

Lorsqu'on i .rradie la membrane. pourpre native ou la mem-

brane pourpre solubilisée dans le ~  à 220
o
K, la bR

570 

(trûnère) ou la bR
555 

(monomère) se convertissent en un même 

méta-intermédiaire absorbant à 410 nm (voir figure 19); et 

cette méta-bR formée peut revenir à sa forme originale soit 

bR
S70 

ou bR
555 

en réchauffant l'échantillon à la température 

initiale. 



77 

0,05 

0 ',05 

0,10 

0,15 

Figure 19 

330 410 490 570 650 
LONGUEUR D'ONDE (nm) 

Formation du méta-intermédiaire de la membrane pourpre solubi-
lisée. Spectre de différence enregistré après irradiation de 
la membrane pourpre solubilisée dans 2% (p/v) de lauryl sucrose 
et 60% (v/v) de glycérol dans un tampon phosphate 50 mM (pH = 7.0) 
à 2200 K. Le spectre est enregistré après 5 minutes d'irradia-
tion au travers d'un filtre interférentiel Baird Atomic à 550 nm 
(pande passante: 50 nm). L'intensité lumineuse à la position de 
l'échantillon 17 wm-2 • 
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Dans la bR purifiée, nous avons cité deux formes spec-

trales distinctes. Par irradiation de la forme protonée 

bR540 et/ou de la forme déprotonée bR480 à 220oK, on obtient 

une même méta-bR ayant un maximum d'absorption centré autour 

de 385 nm comparativement à la valeur de 410 nm pour le méta-

intermédiaire de la MF native ou solubilisée dans le L-1690. 

La figure 20 montre le spectre de différence enregistré après 

5 minutes d'irradiation de la bR purifiée adaptée à la lumiè-

re à 220oK, température où la méta-bR est stable. A pH 7,1 

où les deux formes de bR (480 et 540) coexistent, le spectre 

de différence (ligne pleine) montre clairement deux minima 

(un minimum à 480 et un épaulement à 540 nm) nous indiquant 

la disparition de bR480 et bR540 , et un maximum à 385 nm dû 

à l'accumulation de la méta-bR. Dans une expérience supplé-

mentaire, bR540 et bR480 ont été sélectivement irradiées au 

moyen d'un filtre interférentiel ayant une étroite bande pas-

sante à 450 et 550 nm. Ces deux types d'irradiation font ap-

paraître une même méta-bR à 385 nmavec la disparition si-

multanée de principalement bR480 ou bR540 dépendant de la lon-

gueur d'onde de l'irradiation. La méta-bR385 peut ainsi être 

directement formée à partir de bR480 ou bR540 • La ligne poin-

tillée de la figure 20 nous montre. l'exemple de la bR excitée 

au moyen du filtre à 450 nm; ce. qui résulte en la formation ou 

l'apparitî.ond'un maxir!rum à 385 mn, En revenant à la tempéra-

ture. initiale, on retrouve le mélange original de bR540 et/ou 

bR480 dépendant du pH des échantillons. 
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Formation du méta-intermédiaire de la bactériorhodopsine purifiée. 
Spectre de différence enregistré après irradiation de la bac té-
riorhodopsine purifiée dans 0,2% (p/v) de 1aury1 sucrose et 60% 
v/v de glycéro1 dans un tampon phosphate 50 mM (pH = 7.0) à 2200 K. 
L'absorbance de l'échantillon à 500 nm était de 0,5. 

(---) Spectre enregistré après 5 minutes d'irradiation au tra-
vers d'un filtre passe-bande 'Ro1yn à 498 IIDl. L'intensité lumi-
neuse à la position de l'échantillon: 182 wm-2 

(---) Spectre enregistré après 5 minutes d'irradiation au tra-
vers d'un filtre interférentiel Baird Atomic à 450 nm (largeur de 
bande 50 ~  L'intensité lumineuse à la position de l'échantil-
lon: 31 Win • 
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3.5.2 Formation des batho-.intermé.diaires 

Lorsque l'irradiation est effectuée à la température de 

l'azote liquide, le premier photo-intermédiaire, la batho-bR, 

ne peut pas se transformer thermiquement en son intermédiaire 

successif donc il peut être observé. Dans l'étendùe de pH où 

les deux formes de bR coexistent, un mélange de deux diffé-

rents batho-intermédiaires peut être formé si les échantillons 

ne sont pas irradiés sélectivement. Cependant, si on excite 

sélectivement bR
480 

ou bR
540
, des ~  spécifi-

ques peuvent être observés pour chacune des espèces de bR pu-

rifiée. La figure 21 montre les spectres de différence enre-

gistrés après irradiation des échantillons à 77°K. A pH 7, 

l'excitation à 550 nm mène à la formation d'une batho-bR absor-

bant à 605 nm (ligne pleine). Ce À est très près de celui 
max 

qu'on observe pour la batho-bR dans la membrane pourpre (610 nm). 

Lorsqu'on irradie les échantillons à pH 9, où l'espèce bR
480 

prédomine, l'excitation à 450 nm mène à la formation d'un inter-

médiaire bathochrome ayant un maximum d'absorption à 535 nm 

(ligne pointillée). On a donc la disparition de bR
540 
et bR

480 

pour donner lieu à la formation de batho-bR
605 
et batho-bR

535 

respectivement. Ces deux formes de bR et leur batho-produit ne 

semblent pas photo convertibles entre eux, du moins à 77
oK. Ain-

si, les deux batho-inbermédiaires se reconvertissent à leur pig-

ment initial respectif par irradiation des échantillons à 77°K. 

Nous n'avons jamais observé la photoformation de bR
540 
par ir-
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Formation des batho-intermédiairœde la bactériorhodopsine pu-
rifiée. Spectre de différence enregistré après 5 minutes d'irra-
diation de la bactériorhodopsine purifiée à 770 K. 

(-. -) L'échantillon (0,2 A  à 500 nm) est contenu dans 0,2% (p/v) 
de lauryl sucrase et 60% de glycérol dans un tampon phosphate 
50 mM (pH = 7,0) et irradié au travers d'un filtre interférentiel 
Baird Atomic à 550 rnn (bande passante: 50 ~  L'intensité lunli-
neuse à la position de l'échantillon: 17 wm- . 
(---) L'échantillon (0,5 A  à 480 nm) est contenu dans 0,2% (p/v) 
de lauryl sucrase et 60% de glycérol dans un tampon carbonate 
50·mM (pH = 9,0) et irradié au travers d'un filtre interférentiel 
Baird Atomic à 450 nm (bande passante: 50 ~  L'intensité lumi-
neuse à la position de l'échantillon: 31 wm- . 
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radiation de la batho-bRs3s ' Il n'a pas été possible non 

plus d'observer autre chose que la formation de bRs40 par 

irradiation de la batho-bR60s ' 

3.5.3 Discussion 

Lorsque nous avons varié le pH de la bR purifiée nous 

avons remarqué que l'alcalinisation produisait un déplace-

ment de la bande d'absorption de 540 à 480 nm, ce qui est 

un déplacement spectral prévisible pour la déprotonation du 

chromophore. La photochimie de bRs40 et bR480 favorise cet-

te interprétation. Le comportement photochimique des deux 

espèces de bR peut être représenté par le schéma de la figure 

22. 

La bR et son premier photoproduit (batho-bR) ont des ba-

ses de Schiff protonées (Lewis et al. 1974, Marcus et Lewis 

1978, Aton et al. 1977, Aton et al. 1979, Terner et al, 1979). 

Une fois adaptée à la lumière,bRs40 et bR480 forment différents 

batho-intermédiaires absorbant près de 605 et 535 nm respective-

ment. Nous pouvons remarquer que l'adaptation à la lumière et 

la formation du premier intermédiaire bathochrome dans la bR 

native (bRs60)' dans la bRs40 et la bR480 induisent tous des 

déplacements spectraux semblables soient 1938, 1983 et 2 141 
-1 . cm respectlvement, indiquant que des changements presque iden-

tiques se produisent dans les trois espèces au niveau de l'iso-
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Schéma de la photochimie de la bactériorhodopsine purifiée 
dans 0,2% (p/v) de lauryl sucrose. Les réactions lumineuses 
sont identifiées par hv 
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mérisation du rétinal et du réarrangement des interactions 

rétinal-protéine (Lewis 1982). 

Lorsqu'on réchauffe l'échantillon, les deux différents 

~  (batho-bR
605 
et batho-bR

535
) forment la 

même méta-bactériorhodopsine (méta-bR
385
). La méta-bR a une 

base de Schiff déprotonée (Lewis et al. 1974, Aton et al. 

1977). Nous pouvons donc conclure que la différence entre 

bR540 et bR480 
est .1' état de protonation du chromophore puis-

qu'ils partagent un même méta-intermédiaire déprotoné. 

3.6 Discussion générale 

Nous avons vu que la plupart des détergents qui solubilisent bien la 

MF, occasionnent aussi la dénaturation de la bR. De tous les déter-

gents que nous avons expérimentés, le lauryl sucrose s'est avéré être le 

meilleur agent stabilisant pour la bR. La délipidation de la bR s'est donc 

effectuée selon une méthode standard utilisant le Triton X-IOO comme déter-

gent. Il est à remarquer que seulement le Triton X-IOO a réussi à délipi-

der complètement la bR, ce qui nous porte à croire que les interactions na-

tives lipides-protéines ne sont pas facilement détruites avec la plupart 

des détergents et que ces interactions sont essentielles au maintien de la 

structure native de la bR. Par la suite, nous procédons à l'échange de dé-

tergents pour obtenir des monomères de bR dans le lauryl sucrose. COIll1!le la 

plupart des détergents non-ioniques, le L-1690 induit un déplacement hypso-

chrome de la bande d'absorption causé probablement par un changement dans 

les interactions rétinal-apoprotéine en présence des détergents de telle 
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sorte que la bR solubilisée- montre un maximum d'absorption centré autour 

de 550 nm, alors que la bR purifiée subissant une perturbation plus avan-

cée des interactions chromophore-protéine a un À autour de 540 nm. max 

Cette bR solubilisée ou délipidée dans le lauryl sucrose conserve sa pro-

priété d'adaptation à la lumière, ce qui est une indication que la protéi-

ne possède toujours les propriétés fonctionnelles de la MP native. Des 

études de photochimie sur ces échantillons de bR dans le lauryl sucrose 

sont possibles puisque les différents intermédiaires du photocycle de la 

bR ont été observés soit pour la bR solubilisée ou la bR délipidée. 

Une des caractéristiques les plus remarquables de la bR purifiée est 

sans doute la dépendance de son spectre d'absorption en fonction du pH de 

l'échantillon. En effet, contrairement à la membrane pourpre native ou 

solubilisée qui montre une bande d'absorption toujours située à la même 

longueur d'onde sur le spectre d'absorption indépendamment du pH entre 

pH 5 et 10, la bR délipidée montre un équilibre entre deux formes spec-

trales distinctes et interconvertibles à l'obscurité entre pH 6 et 8, soit 

bR480 et bR540 • Ces deux espèces de bR possèdent chacune un bathointermé-

diaire distinct mais partagent une même méta-bR. Sachant que la méta-bR 

possède un chromophore déprotoné, ceci nous suggère que la différence entre 

les deux formes de bR soit dans l'état de protonation de la base de Schiff 

liant le rétinal à la bactérioopsine. 

Si on se fie au modèle de charge ponctuelle externe, le déplacement 

spectral d'environ 100 nm peut difficilement s'expliquer par de petits chan-

gements conformationnels des résidus peptidiques aux alentours du rétinal. 
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En effet, la valeur du déplacement spectral se produisant est environ la 

moitié du déplacement total observé lorsqu'on lie le rétinal à la bacté-

rioopsine. De plus, on sait qu'il existe une forte relation entre le 

déplacement hypsochrome de la bande d'absorption de la bR et sa structu-

re dans le voisinage du chromophore. Considérant la valeur du déplace-

ment spectral, on peut penser qu'il s'agit bien de la déprotonation de la 

base de Schiff. 

Ceci est supporté davantage par les travaux de Druckmann et coll. 

qui ont trouvé l'existence d'une bR460 produite dans la MF native mais à 

pli 13. Si on s'intéresse au groupement directement impliqué dans la ti-

tration, les expériences de résonnance Raman effectuées par Druckmann don-

nent une indication que le chromophore de la bR460 a un lien de base de 

Schiff déprotoné. Quoique· l'équilibre entre les deux formes spectrales 

observées par Druckmann (bRS60 eH 13.3", bR460 ) et nous-mêmes (bRS40 eH 6.§.. 

bR480 ) n'existe pas dans les mêmes étendues de pH, ces données nous sug-

gèrent tout de même d'identifier bR480 comme un chromophore déprotoné. 

Nous croyons que la différence entre les valeurs de pH obtenues pour la 

titration entre les deux espèces de bR soit causée par une protection du 

site de titration lorsque les lipides membranaires sont présents dans l'en-

vironnement de la bR contrairement à l'hypothèse émise par Ehrenberg et al. 

qui stipule qu'une protection soit amenée par le squelette polypeptidique 

de la bactérioopsine. De plus, nous croyons qu'une valeur de pK autour de 

13 obtenue par Druckmann et Ehrenberg pour l'équilibre entre les deux for-

mes soit justement biaisée par cette protection lipidique du site de la 
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titration. U  l  d K bl  bl (bR pH ~ bR ) "b ' ne va eur e  p sem a  e 550 < 480 a ete 0 servee 

pour la transition entre les deux espèces de bR dans la MP solubilisée. 

Ainsi, lorsque nous délipidons les échantillons de bR, le pK apparent de 

l'équilibre se rapproche de la neutralité avec une valeur de 6,8. Cette 

valeur de pK semble beaucoup plus réaliste si on considère que le pKa d'une 

base de Schiff d'un chromophore modèle en solution est de 6,5. On pourrait 

donc supposer qu'une interaction lipide-protéine ait lieu, protégeant le 

site de la titration donc protégeant le chromophore de telle sorte qu'il 

faille atteindre des valeurs de pH très alcalin causant la dénaturation de 

la protéine et rendant le site de la titration accessible pour observer l'é-

quilibre entre les deux formes spectrales de bR. 
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