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évidences actuelles [79,123], la réponse électrique B2 est optiquement couplée 

à la transition �L�~�M� du photocycle. 

Le dernier photocourant B3 est identifié comme le courant associé aux 

quatre processus successifs suivants [42,54] : la reprotonation de la base de 

Schiff à partir du résidu D96; la reprise d'un proton du côté cytoplasmique; la 

réisomérisation cis-trans du rétinal protoné; et la reprotonation du 

groupement X par le résidu D85 Ces quatre transitions s'effectuent également 

dans le sens positif de la pompe mais avec des cinétiques relativement lentes 

par rapport à celles de BI et B2; ceci permet donc d'expliquer la polarité 

positive de B3 de même que la réduction significative de son intensité (figure 

30). Enfin, le signal B3 est généralement assigné à la dernière transition 

optique �M�~�~�b�R� du photocycle [77,83]. 

5.3.2 Résultats 

La figure 31 compare les photocourants transitoires mesurés au moyen 

de la méthode du gel orienté sur les pigments natif (N) et modifié (M) par 

ajout de 1% d'enflurane. Les mesures ont été effectuées, à température 

ambiante, dans un tampon Tris-HCII0mM pH = 7.5. Comme nous venons 

juste de le voir, le photocourant macroscopique mesuré durant toute la 

perturbation électrique cyclique de la bactériorhodopsine se compose de trois 

phases électriques différentes BI, B2 et B3 (figure 31). 

L'examen des données présentées sur la figure 31 montre que 

l'amplitude apparente et l'aire géométrique du photocourant BI généré par le 

pigment modifiée sont notablement réduites comparativement à celles du 
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pigment natif. Tout d'abord, cette altération est une conséquence directe de 

la formation limitée de l'intermédiaire K durant la photo conversion primaire 

du pigment bR480 (ce qui est normal et bien justifié par les raisons citées ci­

haut dans la section 5.2) . En outre, elle peut être argumentée par une 

diminution substantielle de la distance intraprotéique parcourue par le 

proton durant la phase BI et/ou par le fait que les transitions optiques 

bR~K~L sont tellement accélérées sous l'effet de l'anesthésique qu'il devient 

presque impossible de détecter correctement les composantes de BI à l'aide 

de la résolution temporelle utilisée. Normalement, la chute du photocourant 

BI associé à la forme bRs70 comporte deux composantes exponentielles dont 

les constants de temps moyennes se situent entre 270 ns et 1.5 ilS. En 

présence d'anesthésique, cette phase est accélérée et évolue généralement 

avec une seule constante de relaxation d'environ 180 ns. 

Le courant de libération du proton, Le., le photocourant B2 (figure 31), 

engendré par le pigment modifié bR480 est nettement plus accéléré que celui 

du pigment natif bRs70. Ce résultat est tout à fait en accord avec les données 

optiques précédentes qui démontrent une accélération remarquable de la 

réaction de déprotonation du rétinal (bR~M). En effet, le signal B2 associé à 

l'état natif bRs70 est généralement caractérisé par deux relaxations 

exponentielles ayant des constantes de temps typiques d'environs -90 ilS et 

-25 ilS à température ambiante et dans un milieu modérement alcalin (e.g. 

pH = 7.5). Dans ces conditions, et en présence de concentrations croissantes 

d'anesthésique, de plus en plus de pigment bR480 est généré et nous assistons 

parallèlement à cela à une accélération graduelle des deux composantes 

cinétiques de B2. Au-delà d'un certain seuil de la conversion spectrale (i.e. , 
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après formation de quantités non négligeables de bR480), il Y a apparition 

d'une nouvelle composante très rapide dans le signal B2 . Dans ce cas ci, le 

photocourant B2 produit par l'état bR480 renferme trois composantes 

constitutives avec des constantes de temps moyennes de 27, 6 et 0.7 /lS. 

Comme pour BI, l'amplitude et l'aire géométrique du signal modifié B2 sont 

largement réduites par comparaison à celles du signal natif. Après 

transformation complète du pigment bRs70 en bR480, l'aire géométrique totale 

délimitée par la trace B2 représente moins de 20% de sa valeur originale. 

Le courant de reprotonation et de retour à l'équilibre électrique initial, 

i.e., le photocourant B3 (figure 31), est également très affecté par l'apparition 

du pigment rouge bR480 . Son amplitude et sa vitesse d'évolution sont 

considérablement réduites par rapport à celles du photocourant normal. Ces 

modifications s'accordent bien elles aussi avec les données optiques déjà 

obtenues pour la transition M~ bR du photocycle (i.e., réaction de 

reprotonation du rétinal). En présence de grandes proportions de bR480, 

l'aire géométrique du photocourant B3 est abaissée jusqu'à moins de 15% de 

sa valeur originale. Après conversion complète du pigment pourpre (e.g., par 

traitement à l'halothane), le signal B3 devient pratiquement non-détectable. 

Les figures 32 et 33 comparent les photocourants natifs et modifiés (par 

traitement à l'enflurane) mesurés par la méthode du gel orienté dans l'eau 

pure (figure 32) ainsi que dans une solution saline 5 mM CaCl2 (figure 33). 

Malgré la nature légèrement acide des deux milieux de mesure (pH = 6-6.5), 

les échantillons modifiés renferment des quantités substantielles de pigment 

rouge bR480 et les photocourants enregistrés dans ces conditions sont altérés 

de manière comparable à celle observée à des pH un peu plus élevés 
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(e.g., pH - 7.5). Les données présentées sur les figures 31, 32 et 33 montrent 

clairement que l'effet de l'anesthésique sur le pigment pourpre se traduit par 

une réduction très significative des aires géométriques des transitoires B2 et 

B3 qui sont étroitement reliées au transport net de charge à travers la 

protéine. En outre, cette réduction est d'autant plus intense que la force 

ionique du milieu électrolytique est élevée (cas de CaC12) [124,125]. Cette 

constatation expérimentale signifie bel et bien que les molécules de 

l'anesthésique ne perturbent pas la distribution volumique des contre ions à 

l'intérieur de la couche diffuse30 mais qu'elles interagissent directement avec 

le fragment pourpre et affectent réellement les déplacements élémentaires de 

charge au sein de la bactériorhodopsine. Les temps de relaxation des 

photocourants présentés sur les figures 31 à 33 sont rassemblés dans le 

Tableau 2. On y trouve aussi les constantes de temps des composantes BI, B2 

et B3 mesurées dans d'autres conditions expérimentales sur des échantillons 

pourpres et modifiés (par ajout d'enflurane ou d'halothane). Comme c'est 

déjà démontré dans le chapitre théorique, l'intensité du photocourant 

macroscopique associé à une transition donnée de la bR est proportionnelle à 

la vitesse de transfert des charges mobiles, à la distance intraprotéique 

traversée par le proton durant la transition ainsi qu'au nombre de protéines 

photo cycliques (Le., nombre de protons susceptibles de se déplacer). De ce 

fait, la corrélation cinétique entre les composantes électriques et les 

transitions optiques (dont les signaux associés sont uniquement 

proportionnels au nombre de molécules subissant une transition) n 'est pas 

totalement consistante et bien respectée, notamment dans des milieux de 

En d'autres termes, l'anesthésique n'influe pratiquement pas sur le courant extérieur dû à un éventuel 
déplacement des cations situés à proximité de la membrane pourpre. 
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TABLEAU 2 

Temps de relaxation des photocourants transitoires générés par la 
bactériorhodopsine dans diverses conditions expérimentales 

TYPEDEPHOTOCOURANT 

Conditions expérimentales Photo courant BI Photocourant B2 Photo courant B3 
(bRS70 1 bR480) ( 't)'" ( 't) ( 't) 

Eau pure 270 ns,2.5 JlS 60 JlS,28 ils 8.8 ms, 1.8 ms 
(1 / 0) (0.85), (0.15) (0.11), (0.89) (0.84), (0.16) 

Eau pure + 2% d'enflurane 
-195 ns 28 JlS,7 JlS,O.8 JlS - 22 ms,4ms 

(0.5 / 0.5) 
(1) (0.20), (0.20), (0.60) (0.70), (0.30) 

Eau pure + 0.3% d'halothane -180 ns 26 JlS,7 JlS,O.7 JlS ----------------(0.25 / 0.75) (1) (0.22), (0.02), (0.76) 

5mMCaCl2 -253 ns,- 2.2 ilS 84 Ils,26 ilS 5.7 ms,2.2 ms 
(1 / 0) (0.90), (0.10) (0.42), (0.58) (0.80), (0.20) 

5mMCaCl2 -190 ns 27 Ils,7 Ils,O.8 ilS -22 ms,3.8 ms 
+ 2% d'enflurane (1) (0.47), (0.18), (0.35) (0.09), (0.91) 

(0.3/0.7) 

Tampon Tris-HCl -290 ns,l.6 ilS 93 Ils,27 ilS -3 ms,2.4 ms 
pH = 7.5 (0.92), (0.08) (0.05), (0.95) (0.4), (0.6) 

(1 / 0) 

Tampon Tris-HCl -270ns -26 Ils,6 Ils,O.5 ilS 14.5 ms,2.9 ms 
pH = 7.5 + 1% d'enflurane (1) (0.46), (0.17), (0.37) (0.19), (0.81) 

(0.15/0.85) 

Tampon Tris-HCl -250 ns, - 1 JlS - 96 Ils,26 ilS 5.8 ms,l.4 ms 
pH=8.7 (0.94), (0.06) (0.12), (0.88) (0.87), (0.13) 

(1 / 0) 

Tampon Tris-HCl -170 ns 26 ilS, 4 ilS, 0.7 ilS - 16 ms, 1.2 ms 
pH = 8.7 + 0.5% d'enflurane (1) (0.27), (0.46), (0.27) (0.20), (0.80) 

(0.1/0.9) 

'" Les valeurs entre parenthèses représentent les amplitudes relatives des 
composantes exponentielles après normalisation à l'amplitude absolue du 
photocourant transitoire mesuré (i.e., BI, B2 ou B3). 
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mesure à pH élevé et/ou à faible force ionique [123-125]. Cette inconsistance 

apparente trouve vraisemblablement son origine dans le fait que les 

intermédiaires optiques observés peuvent être générés aussi bien par des 

déplacements internes de charge que par des modifications 

conformationnelles de l'apoprotéine. 

En conformité avec les résultats cinétiques obtenus à partir de mesures 

transitoires de la transmission optique (section 5.2.1), les données 

photoélectriques figurant dans le Tableau 2 démontrent que les 

photo courants associés au pigment modifié bR480 sont marqués par une 

accélération remarquable des réactions de déprotonation de la base de Schiff 

(i.e., K~L~M ; bR~K étant mal résolue) et un ralentissement du processus 

de reprotonation (M ~O-tbR). De façon générale, l'action de l'anesthésique 

provoque la disparition de la composante lente normalement détectée dans le 

photocourant natif B2 (50 - 100 ils) au détriment de deux nouvelles 

composantes constitutives ayant des constantes de relaxation de -0.5 et -8 IlS, 

respectivement. Inversement, la relaxation du signal B3 est décélérée et se 

distingue par la présence d'une longue constante de temps pouvant atteindre 

une valeur de 25 ms. Par ailleurs, et comme on le verra plus en détail lors de 

la prochaine discussion, la somme totale des aires algébriques des 

photocourants Bv B2 et B3 (normalisée à la valeur absolue de l'aire de la 

composante BI) demeure constamment positive tout en diminuant de façon 

progressive au fur et à mesure que le degré d'induction du pigment rouge 

augmente. Cette constatation signifie que l'activité de pompage de protons 

de l'échantillon traité par l'anesthésique est toujours existante mais qu'elle est 

de plus en plus inhibée, jusqu'à être pratiquement nulle, en présence de 

concentrations croissantes de la forme bR480. L'évaporation complète de 



31 

155 

l'anesthésique absorbé par l'échantillon de mesure, faite sous l'action d'un 

vide modéré ou par incubation prolongée (- 1 h) du gel dans une solution 

aqueuse dépourvue d'anesthésique, régénère la coloration pourpre des 

membranes et restaure les cinétiques et les amplitudes normales de la 

réponse photoélectrique de la bactériorhodopsine. 

5.3.3 Discussion 

Les résultats photoélectriques précédents montrent que, par 

comparaison au pigment naturel bRs70, l'évolution cinétique de l'activité 

photoélectrique du pigment rouge se caractérise par une forte accélération du 

photo courant B2 (avec aussi apparition d'une troisième composante rapide) 

et une décélération du photocourant B3 31 . La phase de descente du 

photo courant BI subit également une nette accélération (la montée de BI étant 

mal résolue du fait de la limitation instrumentale). Ainsi, les mesures 

photoélectriques démontrent une altération cinétique comparable à celle 

précédemment observée lors des mesures optiques. D'autre part, les 

amplitudes relatives ainsi que les surfaces géométriques associées aux 

signaux modifiés BI, B2 et B3 sont significativement réduites 

comparativement à celles des photocourants natifs. Plus précisément, l'aire 

de la trace BI est diminuée par au moins un facteur de deux, celle de B2 par 

un facteur de 5, et celle de B3 (quand elle est détectable) par un facteur encore 

plus grand. Tandis que l'aire du signal BI est proportionnelle au nombre de 

molécules photocycliques [41], les aires délimitées par les transitoires B2 et B3 

correspondent aux quantités de charges libres (protons) qui ont été déplacées 

Le photosignal B3 est généralement difficile à détecter en raison de la lenteur du processus moléculaire 
responsable (Le., sa vitesse est proportionnelle à l'intensité du photocourant mesuré : voir chapitre 3) . 
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durant les réactions de déprotonation et de reprotonation, respectivement 

[51,79,82]. En outre, ces grandeurs géométriques dépendent de façon 

explicite du nombre de molécules photo-actives (initialement excitées) ainsi 

que de la distance intraprotéique parcourue par le proton lors de sa 

transition. Dans ces conditions, la baisse d'intensité du photocourant BI 

s'explique essentiellement par une diminution du nombre de molécules 

photocycliques (pour des raisons dues aux contraintes expérimentales déjà 

précisées). Cependant, la réduction encore plus forte des aires délimitées par 

B2 et B3 reflète une nette altération au niveau de l'activité normale de 

pompage de protons. Cette modification fonctionnelle peut être 

raisonnablement argumentée par le fait que les distances protoniques sont 

largement réduites, notamment si on évoque que la forme bR480 possède une 

structure tertiaire légèrement plus relaxée que celle de la forme native bRS70 

[70,71]. 

Premièrement, pour examiner de façon systématique l'intensité de la 

translocation électrogénique de protons en fonction du degré de modification 

du pigment pourpre, il est donc nécessaire d'établir une relation explicite 

permettant d'évaluer l'activité de pompage de protons. En effet, à la lumière 

des explications précédentes, il est bien facile de percevoir que l'efficacité de 

pompage de protons (désignée ici par EPP et qu'on peut exprimer en nombre 

de protons transportés par nombre total de molécules photo cycliques : 

H+ /bR) est une propriété intrinsèque qui est directement proportionnelle au 

rapport R entre la somme des aires algébriques des transitoires Bv B2 et B3 et 

le module de l'aire négative de la composante BI [41,51,82]; soit: 
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( +) 3 A EPplL - L~ 
bR j=IIAII 

(5.1) 

où Aj est l'aire algébrique du photosignal Bj (j=l,2,3). 

N.B.: a. La valeur de l'aire Ai peut être calculée soit par intégration 

numérique 32; soit, de façon approximative, par la relation: 

amplitude du courant Ii x constante de temps 'ri de la transition. 

b. La valeur absolue 1 Ali étant proportionnelle au nombre total de 

molécules photocycliques de bactériorhodopsine, une activité de 

pompage normale s'exprime par un terme EPP de valeur 

strictement positive et relativement grande (EPP > 0). Cette valeur 

diminue progressivement au fur et à mesure que la conversion 

bRS70 -t bR480 évolue. Le Tableau 3 montre une diminution de 

l'efficacité de pompage de protons (EPP) en fonction de l'induction 

croissante du pigment rouge bR480. Ces valeurs ont été calculées à 

l'aide de la relation (5.1) en utilisant les données photoélectriques 

que nous avons déjà mesurés. De plus, pour faciliter la 

comparaison, le terme EPP associé au pigment modifié a été 

normalisé à celui du pigment natif. Les résultats présentés dans le 

Tableau 3 démontrent une réduction considérable de l'activité de 

pompage de protons du pigment modifié qui décroît jusqu'à moins 

que 5% de sa valeur originale. L'hypothèse la plus plausible pour 

rendre compte de ce phénomène serait de considérer que le trajet 

intraprotéique normalement suivi par le proton est fortement altéré 

A; = [~(t) dt, 0 et 00 représentent le début et la fin de la transition, respectivement. 



TABLEAU 3 

Réduction graduelle de l'efficacité de pompage de protons (EPP) 
en fonction de l'induction progressive de la forme bR480• 

EPP'" == EPP normalisée à celle du pigment natif. 

Conditions expérimentales EPP'" 
(bR 570 / bR480) 

Pigment natif 1 
(1 / 0) 

5 mM CaC12 + 2% d'enflurane 0,33 
(0.3 / 0.7) 

Eau pure + 0.3% d'halothane 0.19 
(0.25 / 0.75) 

Tampon Tris-Hel pH 7.5 + 2% d'enflurane 0.12 
(0.15 / 0.85) 

Tampon Tris-Hel pH 8.7 + 0.5% d'enflurane 0.05 
(0.1 / 0.9) 

Tampon Tris-Hel pH 8.7 + 2% d'enflurane 
< 0.05 (-0/-1) 
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de telle sorte qu'il lui est maintenant impossible d'apparaître à la 

surface de la membrane. 

Par ailleurs, il est probablement opportun de rappeler ici que la 

réponse photoélectrique du pigment bR480 présente certaines similitudes avec 

celle engendrée par d'autres formes altérées de la bactériorhodopsine telles 

que les deux formes génétiquement modifiées D85 -7 E et D96 -7 N [126] 

ainsi que la forme basique induite par une forte alcalinité du milieu (pH> 9) 

[123,124,127,128]. En effet, la conversion du pigment pourpre en pigment 

rouge se traduit essentiellement par la substitution des deux composantes 

normales du photocourant B2 (i.e., 'r1= 80 ~s et 'r 2 = 25 ~s) par trois nouvelles 

composantes nettement plus rapides (- 26 ~s, - 7 ~s et - 0.6 ~s). Or, les 

photoréponses B2 produites par les formes alcaline et mutée (D85 -7 E) sont 

également marquées par la présence de deux composantes cinétiques 

rapides: -0.6 ~s et - 7 ~s, dont les amplitudes relatives sont significativement 

réduites. En outre, du point de vue fonctionnel, la forme alcaline de la 

bactériorhodopsine (pH>9) ne montre aucune capacité notable de pomper 

activement les protons [127], tandis que la manipulation génétique du 

pigment natif provoque soit un retard, soit un découplage de la fonction 

physiologique par rapport à l'activité photochimique correspondante [129]. 

Par ailleurs, la disparition très lente de l'intermédiaire M durant le photo cycle 

de bR480 de même que la difficulté pratique de détecter le petit signal B3 

associé à la reprotonation du rétinal sont des phénomènes comparables à 

ceux qui ont été observés lors de la mutation génétique D96 -7 N de la 

bactériorhodopsine native [126]. De plus, il est intéressant de noter que les 

mutations R82 -7 A et Y57 -7F de la bactériorhodopsine sont également 

caractérisées par une accélération de l'étape de déprotonation et une 
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inhibition de l'activité de translocation de protons [130,131]. Plus 

précisément, dans le premier cas, la substitution du résidu R82 chargé 

positivement (voir figure 7) par un résidu électriquement neutre inverse 

l'ordre chronologique de fonctionnement de la pompe (Le., la reprise d'un 

proton extérieur précède la libération d'un proton intérieur). Dans le second 

cas, la modification Y57-7F s'accompagne par l'établissement d'un équilibre 

spectral entre les formes bRs70 et bR480 et entraîne ainsi une accélération de la 

réaction de déprotonation et une altération de l'efficacité de pompage de 

protons. En tenant compte de toutes ces constatations fonctionnelles, on peut 

donc conclure que ces mutations ainsi que le traitement par anesthésiques 

induisent des perturbations comparables au niveau de l'activité de pompage 

de protons, et qu'il s'agit bien dans les deux cas de perturbations de la 

dynamique de déplacement des protons à travers leur canal de transport 

transmembranaire (figure 7). 

D'autre part, si nous considèrons que la formation du pigment rouge 

par ajout d'anesthésique constitue l'établissement d'un équilibre acide base, il 

est donc réaliste d'admettre que la forme basique bR480 renferme un 

groupement négatif additionnel. Nos mesures montrent que l'apparition de 

cette nouvelle charge négative au sein de la protéine influe considérablement 

sur l'efficacité de pompage de protons ainsi que sur le maximum 

d'absorption, et il est ainsi raisonnable de penser qu'elle se situe à l'intérieur 

du canal à protons tout près du rétinal. Très probablement, la position 

stratégique de ce site chargé va lui permettre d'altérer la trajectoire normale 

du proton et par conséquent inhiber son transfert vers le milieu extérieur, et 

ce, en agissant comme centre d'attraction électrostatique. À cet égard, des 

études récentes ont identifié le résidu R82 comme étant le groupement 
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potentiellement responsable de ce type d'anomalie fonctionnelle de la 

bactériorhodopsine [127,131]. En ce qui concerne la forme bR480 induite par 

anesthésique, l'implication de R82 est tout aussi vraisemblable compte tenu 

de la relaxation tertiaire de la protéine (favorisant une influence encore plus 

forte du milieu extérieur) et aussi du fait que R82 possède un pKa 

relativement élevé qui empêcherait sa déprotonation à pH neutre dans la 

membrane native intacte et de là, la formation de l'état bR480. 

5.4 Comparaison des variations transitoires de la conductivité électrique 

générées par les pigments natif et modifié 

5.4.1 Résultats 

Comme nous l'avons déjà expliqué lors du deuxième chapitre, la 

mesure de la variation transitoire de la conductivité électrique du milieu 

extérieur constitue un moyen additionnel pour visualiser et comparer les 

activités de pompage de protons des deux formes spectrales de la 

bactériorhodopsine (bRs70 et bR480). Au premier abord, on peut imaginer 

que le déclenchement de l'activité de pompage de protons de la 

bactériorhodopsine provoquerait une augmentation et ensuite une 

dimunition transitoires de la conductivité électrique du milieu dues à la 

libération et la re-capture du proton lors du photo cycle, respectivement. 

Toutefois, il s'agit là d'une vision simpliste du phénomène réel qui ne tient 

nullement compte du fait que les membranes pourpres sont des structures 

chargées où les événements microscopiques de la double couche ionique 

formée à l'interface de la membrane peuvent dicter le comportement 
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macroscopique de la conductivité. En réalité, l'interprétation exacte des 

mesures en conductivité transitoire, dans le cas de la bactériorhodopsine, 

demeure encore ambigüe et fait présentement l'objet de nombreuses 

discussions. Dans l'état actuel des informations acquises relativement à ce 

sujet, il est encore très difficile d'identifier de façon précise le mécanisme 

moléculaire qui est à l'origine du signal transitoire de conductivité détecté, 

suite à une photoexcitation ponctuelle. Dans ce contexte, pour expliquer les 

variations de conductivité mesurées dans diverses conditions expérimentales, 

les modèles actuellement proposés considèrent aussi bien des échanges 

ioniques entre la phase aqueuse et la double couche électrique entourant le 

fragment pourpre [100-102] que des changements dans l'état de polarisabilité 

de la membrane [99]. Cependant, à cet égard, des travaux récents portant sur 

le "traçage" des protons pompés au moyen d'indicateurs de pH libres et/ ou 

fixés à différents sites de la surface de la bactériorhodopsine, contenue dans 

sa membrane native, permettent maintenant d'interpréter plus facilement les 

mesures de conductivité transitoire [50,98]. Ces travaux démontrent sans 

équivoque l'occurrence d'une diffusion primaire des protons pompés le long 

de toute la superficie de la membrane pourpre. Ce phénomène de 

délocalisation est immédiatement suivi par une migration des protons 

surfaciques vers le centre de la solution. En vertu de ces nouvelles données, il 

est actuellement évident que l'expulsion d'un proton durant la première 

phase rapide du photocycle (bR~M) peut difficilement coïncider, dans le 

temps, avec l'apparition d'un proton au sein de la phase aqueuse. En effet, 

selon ces récentes constatations expérimentales, les protons libérés sont 

d'abord piégés, pendant un court laps de temps, à l'intérieur de la double 

couche électrique avant d'être autorisés à diffuser lentement vers le coeur de 

la solution électroneutre (solution électrolytique proprement dite). 
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Dans des solutions électrolytiques caractérisées par de faibles forces 

ioniques, l'épaisseur de la double couche électrique étant suffisamment 

étendue pour que ces distributions ioniques soient sérieusement affectées par 

l'apparition de protons du côté extracellulaire, suite à une brève excitation 

lumineuse [100,101]. De ce fait, et en réponse à la perturbation électrique 

ainsi produite, "nous assistons à un "exode" massif des ions les plus mobiles 

de la solution électroneutre vers l'intérieur de la double couche électrique. Ce 

mouvement de charges provoque donc une diminution significative et 

transitoire de la conductivité électrique de la solution globale et c'est ce 

phénomène là qui est vraisemblablement responsable de la chute de 

conductivité détectée dans des suspensions de membranes pourpres à faibles 

forces ioniques [102]. 

À l'aide de membranes pourpres non-orientées et fixées dans un gel 

polyacrylamide, le même phénomène que celui qui est décrit ci-dessus a été 

observé dans des solutions aqueuses constituées respectivement d'eau pure 

(figure 34), de 1 mM de NaCl (figure 35) et de 1 mM de NaCl dans 1 mM de 

tampon Tris-HCI pH = 8 (figure 36). En gros, les traces de conductivité 

présentées sur les figures 34 à 36 sont essentiellement composées de trois 

phases cinétiques différentes. La première phase se caractérise par une 

diminution exponentielle rapide et importante de la conductivité électrique 

initiale du milieu causée par une accumulation d'ions extérieurs au sein de la 

couche d'hydratation de la membrane. Immédiatement après, la conductivité 

croit progressivement, change de signe et atteint finalement une valeur 

positive. Au cours de la dernière phase, le signal de conductivité retourne 

vers sa valeur originale après une longue période de relaxation (plusieurs 

centaines de millisecondes). Les temps de relaxation associés aux trois phases 
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constitutives de chacune des traces illustrées sur les figures 34 à 36 sont 

rassemblés dans le Tableau 4. Ces constantes de temps ont été déterminées à 

l'aide d'une procédure d'analyse numérique identique à celle déjà adoptée 

pour les photocourants transitoires et les signaux optiques. 

Après transformation du pigment pourpre en pigment rouge par 

traitement à l'enflurane (les spectres d'absorption présentés sur les trois 

figures illustrent bien le pourcentage de conversion du pigment initial), de 

nouvelles mesures de conductivité, effectuées dans les mêmes conditions 

expérimentales que ci-dessus, révélent une absence totale de variation 

transitoire de la conductivité du milieu (traces désignées par la lettre M dans 

les figures 34 à 36). Ces données comparatives indiquent clairement que les 

déplacements ioniques à l'interface de la membrane sont fortement inhibés 

par induction de quantités substantielles du pigment bR480. Bien entendu, ce 

résultat pourrait être raisonnablement argumenté par une modification 

importante du trajet intraprotéique emprunté par le proton qui fait que ce 

dernier reste complètement enfermé à l'intérieur de la membrane (i.e., pompé 

à l'intérieur de la bR). Pour mieux fonder cette hypothèse et tenter d'apporter 

une explication plus plausible et incontestable du phénomène, il est opportun 

de réaliser des mesures complémentaires de conductivité transitoire sur la 

forme bleue de la bactériorhodopsine, dont le maximum d'absorption se situe 

aux alentours de 610 nm [132], et de les comparer par après à celles effectuées 

sur la bR480. En effet, il est aujourd'hui clairement établi que le pigment bleu, 

habituellement induit par dé ionisation de la membrane pourpre selon un 

mécanisme moléculaire encore mal déterminé, ne possède aucune activité de 

transport net de protons et constitue ainsi une pompe totalement 
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TABLEAU 4 

Temps de relaxation des trois phases constitutives des signaux 
de conductivité présentés sur les figures 34, 35 et 36. 

PARTIE DU SIGNAL 

Phase 1 Phase 2 Phase 3 
Conditions de mesure (rapide) (lente) (très lente) 

Eau pure -2ms 20.4 ms 380 ms 

1 mM NaCl 558 JlS 20 ms 220.75 ms 

Tampon Tris-HCI 
1 mM/pH8 454.7 JlS 15.87 ms 270 ms 

+ 
1 mM NaCl 
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inefficace [133] (non déprotonation du rétinal durant le photocycle). Pour ce 

faire, le pigment bleu a d'abord été préparé en proportion significative (-90%) 

par dé-ionisation d'un échantillon de membranes pourpres non orientées et 

fixées dans un gel de polyacrylamide au moyen d'un champ électrique 

continu d'intensité élevée. Ensuite, des mesures de variation de la 

conductivité ont été effectuées en suivant le même protocole expérimental 

précédemment utilisé. Les données expérimentales présentées sur la 

figure 37 révèlent une absence complète du signal de conductivité et confirme 

ainsi, et selon toute attente, que la bactériorhodopsine bleue est un pigment 

qui est totalement inactif. De ce fait, et en combinant les résultats de 

conductivité précédents relatifs aux pigments rouge et bleu, il est donc facile 

de conclure que l'activité de pompage de protons de la forme bR480 se trouve 

considérablement réduite, et de là pratiquement inexistante, par rapport à 

celle de la forme naturelle bRs70. Ce phénomène est également réversible 

puisque l'évaporation de l'enflurane, à l'air libre par exemple, régénère 

progressivement la forme originale de la bactériorhodopsine et restaure le 

profil initial du signal de conductivité. Aussi, la suspension du pigment bleu 

dans une solution saline de CaCl2 régénère la forme pourpre de la bR ainsi 

que la forme normale du signal de conductivité (figure 37). La figure 36 

montre aussi les profils du signal de conductivité enregistrés, sur le même 

échantillon, après 20, 50, 90 et 120 minutes d'évaporation. 

5.4.2 Discussion 

Comme nous venons de le voir, l'inhibition de la translocation des 

protons du pigment modifié de même que l'hypothèse précédemment émise 
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pour l'expliquer (5.3.3) sont de nouveau confirmées par les mesures de 

conductivité. En effet, la variation transitoire de la conductivité électrique de 

la solution reflète les perturbations de charges causées, au sein de la double 

couche électrique, par l'expulsion transitoire de protons en dehors de la 

membrane. Quand l'espèce bR480 est formée, il y a disparition totale du 

signal de conductivité indiquant que la déprotonation du rétinal n'est pas 

suivie par l'apparition d'un proton à la surface de la membrane (figures 34 à 

36). En fait, l'argumentation microscopique que nous avons proposée pour 

expliquer le profil général du signal de conductivité (quand il est détectable) 

repose en grande partie sur les travaux récemment effectués par le groupe 

d'Oesterhelt [50] et consiste en trois phénomènes ioniques différents. 

Brièvement, la libération rapide d'un proton33 par la protéine entraine une 

accumulation subséquente d'ions extérieurs à l'intérieur de la couche diffuse 

afin de contrebalancer l'excédent de charges positives; ce processus 

d'interface régit la première variation négative du signal de conductivité 

(première phase). Par la suite, une fois que le proton expulsé a développé sa 

propre couche d'hydratation (i.e., formation d'une entité globalement 

électroneutre), il devient apte à diffuser librement vers le centre de la solution 

aqueuse; ceci constitue une interprétation potentielle de l'augmentation 

progressive du signal de conductivité vers sa valeur positive (deuxième 

phase). Enfin, la reprotonation lente du rétinal entraîne une diminution 

substantielle de la concentration de protons du côté cytoplasmique. Bien 

entendu, ce déficit de charge déclenche la migration de protons de 

remplacement de la solution extérieure vers le voisinage de la membrane; ce 

Tout d'abord, il est digne de préciser ici que les J'rotons éjectés sont d'une part soumis à une forte force 
de rappel exercée par re champ électrique local regnant à proximité de la membrane (couche compacte) et 
d'autre part ils subissent une série de transferts consécutifs tout au long de la surface memoranaire 
(réactions d'ionisation de groupements polaires) ; ce qui donne lieu à un autre phénomène d'interface: la 
diffusion surfacique de protons [50,98]. 
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phénomène correspond à la descente exponentielle du signal vers sa valeur 

initiale. La figure 38 illustre de façon schématique le modèle suggéré pour 

interpréter, au niveau microscopique, les variations de conductivité électrique 

mesurées. Enfin, la combinaison de l'argumentation précédente et des 

résultats en conductivité obtenus sur le pigment bleu permet de conclure que 

l'absence totale de signal de conductivité dans le cas du pigment rouge reflète 

bel et bien une inhibition considérable dans son activité de pompage de 

protons. 



II] H+ Solution 

Solution 

Figure 38 Illustration schématique du modèle proposé pour décrire les trois phases constitutives du signal de 
variation de la conductivité électrique du milieu. Couche compacte == couche formée par les ions adsorbés 
à la mp; couche diffuse == couche électrique formée par les ions hydratés. ....... 

t;l 



CHAPITRE VI 

DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 

6.1 Discussion générale 

En dépit des nombreuses constatations expérimentales et des argumentations 

attrayantes qui leurs ont été attribuées, il est encore impossible de définir de façon 

univoque le mécanisme moléculaire régissant l'interaction des molécules 

d'anesthésique avec la membrane pourpre. Il se pourrait que l'anesthésique volatil 

agisse surtout au niveau de la surface membranaire, à caractère polaire, pour 

réduire sa densité superficielle de charge, augmenter l'adsorption des contre ions 

voisins et ainsi éliminer sa couche de compensation ionique [134]. Un tel effet 

déshydratant des anesthésiques généraux pourrait être en accord avec certaines de 

nos données expérimentales, car il a déjà été démontré que la déshydratation 

directe de la membrane pourpre provoque une accélération du photocourant B2 et 

une inhibition concomitante de l'activité de pompage de protons [86]. Cependant, 

en considérant le deuxième point de cette explication potentielle suggérée pour 

l'action des anesthésiques (Le., augmentation du nombre de cations associés à la 

membrane), il devient impossible de rendre compte de la réduction importante du 

signal B2 mesuré dans une solution 5 mM CaCI2. D'autre part, la facilité des 

anesthésiques à rompre des liens hydrogène [135] ne peut pas non plus être 

considérée comme étant à l'origine de l'altération considérable que subit la pompe 

à protons du pigment bR480. En effet, l'existence d'une telle réaction exigerait une 

intervention directe de l'anesthésique à l'intérieur du canal à protons tout près du 

rétinal; or, la préservation d'interactions normales entre le rétinal et, au moins, les 
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acides aminés aromatiques avoisinants lors de la transition spectrale bRs70~ b~o 

[136] exclut totalement la présence d'un tel phénomène. 

Enfin, il est essentiel de noter ici que l'occurrence de l'équilibre acido-basique 

entre les deux formes de la bactériorhodopsine (bRS70Ç::>bR480) peut être également 

catalysée par d'autres facteurs biochimiques tels que la délipidation complète de la 

membrane pourpre [63], la reconstitution de la bactériorhodopsine native dans des 

membranes modèles [48,64] ainsi que le traitement par des solvants organiques34 

[67]. De plus, il existe des différences mineures entre les structures tertiaires des 

formes bR480 induites par délipidation et par traitement à l'anesthésique [70,71] . 

D'autre part, les anesthésiques généraux dissous ont tendance à s'accumuler au 

voisinage de la surface membranaire et à pénétrer ensuite à l'intérieur de la phase 

lipidique (domaine des hydrocarbones) [68,137]. Dans ces conditions, il est donc 

facile de percevoir que la perturbation réversible de l'anesthésique, se traduisant 

par une conversion spectrale du pigment pourpre en pigment rouge ainsi que par 

une réduction très remarquable de l'efficacité de pompage normale, est en fait due 

à une destabilisation moléculaire qui prend essentiellement naissance au niveau du 

domaine hydrophobe de la membrane. 

6.2 Conclusion 

La bactériorhodopsine native, contenue dans la membrane pourpre, est une 

protéine photosensible qui sert à convertir l'énergie électromagnétique du 

rayonnement lumineux en énergie électrochimique sous forme d'un gradient de 

34 Le traitement des membranes pourpres par des anesthésiques ou par d 'autres solvants organiques 
(alcanes, alcools, acétone, etc.) est un phénomène qui respecte bien la rè~le de solubilité des lipiaes, et ce 
de manière indépendante de l'orientation des fragments membranaires [67,74]. 
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protons et d'un potentiel électrique transmembranaires. Lorsque le rétinal absorbe 

un photon visible, il déclenche une réaction photochimique cyclique qui se 

manifeste par l'apparition séquentielle de plusieurs états intermédiaires 

spectralement discernables. Ce photocycle réactionnel est normalement couplé à la 

translocation vectorielle d'un proton de l'intérieur vers l'extérieur de la membrane 

pourpre. L'ajout d'anesthésiques volatils comme l'enflurane ou l'halothane à des 

échantillons de membranes pourpres engendre l'établissement d'un équilibre 

acido-basique entre les formes bRs70 et bR480 de la bactériorhodopsine. Cette 

transition spectrale est complètement réversible. 

Tout au long de ce travail, on nous avons constaté que l'action d'un agent 

anesthésiant (enflurane ou halothane) sur la membrane pourpre se traduit par une 

modulation réversible des propriétés optiques et électriques de la 

bactériorhodopsine native. Plus précisément, il a été clairement démontré que le 

pigment modifié bR480 présente une activité photochimique complète comparable 

à celle du pigment naturel avec toutefois des particularités cinétiques et spectrales 

très spécifiques. Il possède également une activité photoélectrique propre qui est 

essentiellement marquée par une accélération du photocourant B2' avec apparition 

d'une nouvelle composante rapide de -0.6 ilS, et un ralentissement très significatif 

du photocourant B3. Par comparaison au photocycle normal, la vitesse de 

déprotonation du rétinal absorbant à 480 nm subit une accélération très notable 

Ct < 6 ilS), tandis que la réaction de reprotonation a été extrêmement ralentie et 

peut même s'effectuer sur une échelle de temps de plusieurs centaines de 

millisecondes. Cependant, notre constatation expérimentale la plus remarquable 

révèle que l'induction de la forme bR480 par addition d'anesthésique produit une 

inhibition considérable de l'activité de pompage de protons. Ce résultat 

surprenant, établi à partir de mesures de photocourant et de photoconductivité 
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électrique, exprime donc que la conversion spectrale bRs70-7bR480 s'accompagne 

au niveau moléculaire par un découplage entre l'activité photochimique du 

pigment et sa fonction de pomper efficacement des protons: inactivité de la 

pompe. 

À partir des connaissances actuelles, il est encore très difficile de concevoir un 

mécanisme précis et définitif régissant l'effet perturbateur des anesthésiques. 

Cependant, étant donné leur grande affinité à se dissoudre dans la partie 

hydrophobe de la membrane biologique, l'argumentation qui nous paraît la plus 

raisonnable et la plus vraisemblable pour expliquer les résultats obtenus repose 

principalement sur l'idée de la destabilisation des interactions lipides-protéine. En 

effet, nous pensons bien que la solubilisation de l'anesthésique dans la membrane 

augmente sensiblement sa fluidité causant ainsi une diminution substantielle de la 

pression latérale exercée sur la protéine par les lipides endogènes environnants. 

Ce phénomène conduit à un affaiblissement des interactions lipides-protéine et 

provoque ainsi une relaxation de la structure tertiaire de la bactériorhodopsine 

[64,71]. Cette décontraction de la protéine favoriserait la titration des acides 

aminés enfouis dans le canal à protons et entraînerait de ce fait la déprotonation de 

certains groupements stratégiques localisés à proximité du rétinal : formation de 

nouveaux sites négatifs ou électroneutres, et ce, dans un domaine de pH s'étendant 

du neutre aux valeurs modérément alcalines. Cette altération des propriétés 

spécifiques du canal à protons se traduit, d'une part, par un glissement du spectre 

d'absorption de la bactériorhodopsine vers le domaine ultra-violet (i.e., 

570-7480 nm) et, d'autre part, par une déprotonation encore plus rapide du rétinal 

(accélération des composantes BI et Bv. 
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Par ailleurs, l'infrastructure protéique nécessaire au bon fonctionnement de la 

pompe à protons étant maintenant très altérée, nous observons une grande 

inhibition de la mobilité des protons libres susceptibles de se déplacer à travers la 

membrane. En conséquence, nous assistons à une accélération de la réaction de 

déprotonation ainsi qu'à une atténuation de la charge électrique nette transportée 

dans le sens positif de la pompe (diminution très significative des aires relatives 

des photosignaux B2 et B3). En fin de compte, ces altérations mécanistiques sont à 

l'origine de la réduction considérable de l'activité de pompage de protons qui 

devient donc complètement découplée de l'activité photochimique associée. Vue 

sous cet aspect, la forme bR480 apparaît comme un pigment inactif en terme de 

pompage de protons mais possèdant toutefois une activité électrique propre. Cette 

dernière propriété ouvre ainsi la voie à son application dans des domaines comme 

la reconnaissance artificielle des couleurs, le filtrage ou la modulation optique 

bichromatique. Elle offre également de nouvelles perspectives pour tenter 

d'explorer le mécanisme moléculaire de pompage de protons. 
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