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RESUME

Contenue dans ¢a membrane native, la bactériorhodopsine (bR) montre
un maximum d’absorption & Sé&0nm. La solubilisation de la membrane pourpre
dans le lauryl sucrose provoque un léger déplacement <(10nm) hypsochrome
vers 3550nm. Lorsque 1la bR est délipidée dans le lauryl sucrose, la
position du maximum d”absorption de 1a préparation dépend alors d’un
équilibre acido-basigque entre deux formes spectrales du pigment(540 et
480nm) selon 1“équilibre suivant: bRS40 % bR480 et le pKa de 1la
réaction est de 4,8, Aprés dialyse du détergent, le méme équilibre a un
pKa apparent de 2,5, L“ajout de chaines hydrocarbonnées saturées de plus
en plus longues QEE a EIE) a la bR purifiée déplace le pKa de 17équilibre
de telle sorte que sa valeur augmente avec la longueur de 1a chatne
hydrophobe <(de 3,5 & 7,5 pour les Cga CLyp sucroses). Lorsque nous
ajoutons du Triton X-100 & la bR délipidée, la position du maximum
d’absorption revient prés de sa valeur originale, soit 540nm. Le pKa de
1“équilibre entre les formes spectrales est déplacé & 11, wune wvaleur
comparable a celle qui est observée dans 1les membranes pourpres
csolubilisées. Ces résultats indiguent que des interactions enire les
lipides membranaires ou certains détergents et la bactériorhodopsine sont

responsables du maintien de la Forme spectrale pourpre{540-540nm) du

pigment.

D‘autre part, les spectres Raman de résonance de ces pigments(3540 et
480nm) montrent qu’ils possédent tous deux une base de Schiff protonée.
De plus, nous présentons plusieurs évidences que le déplacement spectral
observé lors de la délipidation est une conséquence d’une diminution des

interactions du chromophore avec la bactériocopsine causée par un



changement structural de la protéine lorsqu’elle n'est plus en présence
de ses lipides membranaires. MNous proposons donc que les interactions
lipides-protéines dans la MP native sont responsables de 1la modulation
des interactions spécifiques entre le rétinal et 1z protéine et gue,
conséquemment, 1“intégrité structurale et Ffonctionneile de 1a bR est

maintenue et protégée par des interactions lipidiques.
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CHAPITRE 1

INTRODUCT 1 ON

1.1 Récepteur d’énergie

La wvie sur la terre serait impossible sans le soleil., La capacité
d’emmagasiner et d'utiliser cette énergie lumineuse solaire est le
privilége des organismes photosynthétiques. Annuellement, 1’énergie
emmagasinée par ces organismes équivaut & wune puissance de 2 «x 107
Kilowatts, soit environ 1013 Kilocalories <(Rabinovitch et Govindjee
19467, Parmi- les systémes biologiques capables de piéger 17énergie
lumineuse, on retrouve certaines souches de bactéries halophiles qui,
contrairement aux organismes photosynthétiques chlorophylliens, utilisent
la vitamine A comme pidge & énergie., Ce pigment est situé dans une partie
spécialisée de la membrane cellulaire des halobactéries. L’absorption
d’un photon par ce groupement prosthétique déclenche un cycle réactionnel
au cours duquel il ¥ a pompage de protons au travers de 1a membrane, In
vivo, le gradient électrochimique créé sert & la synthése d’ATP; in
vitro, ce processus pourrait é&tre utilisé pour convertir 17énergie
solaire en une différence de potentiel électrique ( Sportelli et Martino,

19825 .

1.2 Les bactéries halophiles extrémes

Les bactéries halophiles extrémes sont des microorganismes dont e
max imum de croissance est atteint & des concentrations de NaCl entre 20

et 304 (Larsen 1742 et 1947, Kushner 1948). Ce sont des organismes de



pigmentation rouge (caroténoides) qui s’étendent largement dans les eaux
naturelles trés salines comme la Mer morte et aussi dans les endroits ob
le sel est obtenu par 17évaporation solaire de 1eau de mer. Ainsi, leur
habitat naturel est d”intense soleil et de concentration basse en oxygéne
(Bayley et Morton 1978), d0 & la faible solubilité de 1‘oxygine dans les

solutions salines,

Les espéces principales de bactéries halophiles sont regroupées en
deux genres! Halobacterjum et Halococcus dans la +famille des
Halobacteriaceae (Gibbons 1974). Ce sont les Halobacterium qui ont +fait
1“objet d’études plus poussées parce qu'elles sont particulidérement
sensibles aux basses concentrations de sel dans Jlesquelles elles se
lysent <(Abram et Gibbons 1940); i1 est donc plus facile d’en étudier les

constituants cellulaires,

Un trait inhabituel de 1‘enveloppe des espéces appartenant au genre
Halobacterium est 1°absence d’acide diaminopimélique, d’acide muramique,
de D-aminoacide et d“acide teicholTque; elles ne contiennent pas de
peptidoglycan rigide normalement présent chez les bactéries
non-halophiles (Brown et Shorey 1943, Kushner et coll. 1944, Kushner et
Onishi 194B). Néanmoins, elles possédent wune 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 coll. 1967), Cette enveloppe <cellulaire est extrémement
sensible & la force ionigque du milieu. Lorsgque 1les cellules sont
suspendues dans 1“eau distillée, les enveloppes = désintégrent

rapidement en fragments membranaires de grandeurs variables (Kushner et



coll., 1944).

Les fragments de membranes cellulaires peuvent &tre séparés, par
centrifugation différentielle et par gradients de densité, en deux
fractions principales: la membrane rouge (MR contenant la

bactériorubérine {(un caroténoide avant 50 carbones, C..) et 1a membrane

=41
pourpre (MP) composée essentia1{ement d’une seule protéine: la
bactériorhodopsine(bR) (Stoeckenius et Rowen 1947, Stoeckenius et Kunau
1948). La MR prédomine lorsque les bactéries sont cultivées en aérobiose.
Par contre, dans des conditions de lumiére intense et de basse
concentration d’oxrgéne, elles développent des feuillets ﬁe MP d'environ

0,5 am de diamétre <(Oesterhelt et Stoeckenius 1971) dans la MR, La MP

peut ainsi occuper plus de S50¥ de la surface de la cellule,

1.3 Le pigment photochimigue: la bactériorhodopsine

La membrane pourpre contient seulement une protéine: la
bactériorhodopsine. Celle-ci est responsable de la couleur pourpre de la
membrane qui est attribuable a 1a liaison covalente entre Te rétinal et
un résidu l¥sine de la bactériocopsine. Ce lien de base de Schiff résulte
de la condensation du groupement aldéhyde du rétinal avec 17amine de la

lysine {voir figure 1), (Oesterhelt et Stoeckenius 1%71).,

La bR est & la base du systéme de phosphorylation des bactéries
halophiles  extrémes. Contrairement aux processus  régissant la
photosynthése et 1la respiration, 1la fonction de la bactériorhodopsine
n‘est pas bacée sur le transport d’électrons mais repose plutdt sur Je

transport wvectoriel de protons au travers 1la membrane cellulaire.



Rétinal

Lysine

Figure 1:

® Carbone
© Azote
O Oxygéne
\ K- e Hydrogene \
/ / Base de
| Schiff

Formation de la base de Schi4¥f entre le chromophore de la
bactériorhodopsine, le rétinal et un résidu Tysine de la
bactérioopsine, Lorsqu’ils se combinent, il ¥ a Timination

‘d“une molécule d'eau et 1a base de Schiff est formée entre les

atomes de carbone et d“azote. La base de Schiff perd et
regagne un proton dans la photoréaction, alternant entre les
deux formes suivantes: protonée (1) et déprotonée (2).



L’énergie nécessaire & la translocation de protons est fournie par la
lumiére, laquelle est absorbée par le chromophore de la bR: le rétinal.
Elle fonctionne ainsi comme une pompe a protons wunidirectionnelle,
convertissant 1“énergie Tumineuse en wun potentiel électrochimique
membranaire (Desterhelt et StoecKenius 1773, Danon et Stoeckenius 1774,
Racker et GStoeckenius 1%74). 4Ainsi, 1‘oxydation des substrats par
1“oxygéne de méme que la photorédaction de la bR peuvent tous deux
contribuer & créer un gradient électrochimique membranaire. Dans les deux
cas, le retour des protons via 1“ATPacse membranaire est responsable de la
synthése d’ATF (Racker et GStoeckenius 1974) et 4ournit 17énergie
nécessaire aux différents processus métaboliques se produisant dans la

cellule,

Ces bactéries possédent ainsi deux sources bioénergétiques
indépendantes: une chalne respiratoire et la MP. Lorsque le taux de
synthése d’ATP wvia 1la phosphorylation oxvdative ne suffit plus aux
besoins énergétiques de la cellule, la MP se met en opération et

rééquilibre la réserve d’énergie sous forme d’ATP.

1.4 Photochimie de la bactériorhodopsine

Un cycle photochimique est relié au transport vectoriel de protons a
travers la membrane. La photorédaction de 1a bR constitue wun cycle
impliquant la photoisomérisation, 1'iscmérisation thermique du rétinal,
la déprotonation et 1a reprotonation de 1la base de Schiff et des
changements concomitants dans 1la conformation de 1la protéine. Ces
différents événements résultent en des changements  du spectre

d’absorption et peuvent &tre reconnus par plusieurs intermédiaires



métastables différents tout au long des changements successifs de

1“interaction rétinal-protéine (Callender 1782).

La bR existe en deux formes stables: une forme adaptée & la lumidre
(bRS70) avec une bande d”absorption & environ 567nm, et une forme adaptée
& 1’obscurité (bRS&0) absorbant & environ 559nm., Ces deux formes sont
interconvertibles selon la réaction suivante: hREéﬂ-.hL—‘bHS?ﬁ. La
réaction directe demande wune courte exposition & une source lumineuse
intense de longueur d’onde entre S00 et 400nm tandis que la conversion &
la forme d’obscurité est une réaction lente ayant une demie-vie d’environ
20 minutes & 35°C (Oesterhelt et coll, 1973). Le passage de bR540 & BbRS70
implique wune isomérisation du 13-cis en tout=trans rétinal. bRS40 est un
mélange équimolaire des isoméres tout-trans tt.la-:is (Pettei et coll.
1977 & pH neutre tandis que DbR370 contient seulement du tout=-trans
rétinal (Oesterhelt et coll., 1973), La lumiére change donc Je rapport
molaire vers wune prédominance de tout=trans rétinal et i“équilibre est

retrouvé par une réaction thermique & la noirceur.

Lorsque la bR adaptée & la lumiére (bRS70) absorbe un photon, elle
se convertit en batho-bactériorhodopsine (batho-trans bR ou bKS%0) dont
la bande d“absorption subit un déplacement bathochrome comparativement a
celle de bRS70. Elle est formé trés rapidement (10_12 secondes) et est
stable seulement & basse température entre -190" et ~-120°C <(StoecKenius
et Lozier 1974, ToKunaga et coll, 1974). Seules la formation de ce
premier intermédiaire et la transformation inverse (bK390===2bRS70)
impliquent 1“absorption d’un photon; les autres intermédiaires résultent

de réactions thermiques (voir figure 2).



Figure 2:
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Au cours de la photoréaction de la bactériorhodopsine, un
proton est reliché dans le milieu et un proton est repris.



Lorsqu’on réchauffe le batho-intermédiaire, le cycle photochimique
est initié (Stoeckenius et Lozier 1974, Litvin et coll. 1975), produisant
une lumi-bactériorhodopsine (bLS50 ou lumi-bRt) <(lwasa et coll. 1980)
stable & des températures inférieures & =-95°C. Si en ahgmente davantage
la température, bLSS0 se transforme en méta-bactériorhodopsine (bM412 ou
méta-bRt) et ce métaproduit est stable entre -90° et -50°C. Au dessus de
cette température, la méta-bR se +transforme en son pigment original,
bRS70, wvia wun ou deux autres intermédiaires, N et 0O, absorbant vers 520
et 440nm respectivement. Cette derni&re partie du photocycle n’est pas

trés bien résolue.

&

Par spectroscopie & basse température, Iwasa n’a pas observé
d’autres intermédiaires dans 1le cheminement de méta-bRt & trans-bR
(bRS70}, correspondant aux intermédiaires N et O, qui ont été détectés
par photolyse éclair (Dencher et Wilms 1973). Selon Iwasa, il ¥y a deux
raisons possibles pour lesquelles les intermédiaires N et 0O ne sont pas
détectés par spectroscopie & basse température. Premidérement, la wvitesse
de réaction de méta-bRt & N qui est de 17ordre de Ta milliseconde peut
étre plus lente que celle de N a 0. Dans ces conditions, le temps de wvie
de N devient trés court; il se convertit donc trés rapidement au prochain
intermédiaire et il devient _impnsaible a détecter avec un
spectrophotométre conventionnel. Ceci peut &tre aussi vrai pour le cas de
0. L'autre raison est que la réaction thermique de méta-bRt peut avoir au
moins deux wvoies de désactivation thermigue. Ceci signifie que N et D

seraient sur un chemin paralléle & celui du cycle réactionnel prin:ipal.



De plus, lumi-bRt semble &tre relié non seulement & 1a méta-bRt mais
aussi & la trans-bR (lwasa et coll. 19807 Le rapport entre lumi-bRt &

méta-bRt ou trans-bR pourrait dépendre de 1a température de la réaction.

Lors de 1a formation photochimique de bM412 (ou méta-bRt>, un proton
est relaché dans le milieu et lors de la disparition de bM412, un proton
est repris. Ceci suggére donc que le transport vectoriel de protons est
couplé & une réaction de protonation—-déprotonation de 1a base de Schiff
(Lewic et coll. 19742, 17intermédiaire bM412 correspondant & la Forme

déprotonée.

Le temps du photocycle entier est de 10 millisecondes a une
température d’environ 33"C. Le cycle de photoréaction de bR peut etre
affecté par les solvants, ﬁar le pH et par la concentration de sel
tDencher et Wilms 1975); conséquemment la géométrie du chromophore peut

étre changée.

1.5 Biochimie de 1a membrane pourpre

Pour comprendre wun systiéme membranaire au niveau moléculaire, la
structure et la fonction de ses parties constituantes, les protéines et
les lipides, aussi bien que leurs interactions mutuelles doivent &tre

CONNues., _
1.5.1 Structure de 1a membrane pourpre

La membrane pourpre a wune épaisseur de 48 B. Elle a une
structure en réseau cristallin conférée par un arrangement ordonné

de trim&res de bR en disposition hexagonale <(Unwin et Henderson
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1975) dans le plan de 1a membrane. Ceci donne & la MP une structure
extrémement rigide et immobilise presqu’entitrement les lipides., On
croit que cette structure cristalline contribue en quelque sorte &
maintenir 17intégrité de la protéine (Ebrey et coll. 1977, Peters et
Peters 1978). De plus, des analyses par diffraction des rayvons X et
par microscopie électronique suggeérent que 1les protéines et les
lipides sont distribués asymétriquement & travers la MP, (Blaurock

et King 1977).

1.5.2 Organisation membranaire de la bactériorhodopsine

Le monomére de bR est une protéine globulaire compacte de 26 000
daltons dont 1la structure est formée par la juxtaposition de 7
hélices of aryant chacune 35 & 40 R ﬁe long, perpendiculaires au plan
de la membrane et qui s’étendent sur la presque totalité de la

bicouche (voir figure 3).

La chatne polypeptidique de 1a bR est constituée de 248 acides
aminés (Khorana et coll. 1979, Ovchinnikov et coll. 1979), ne
contient pas d’histidine ni de cystéine et 704 de ses acides aminés
sont hydrophobes. Le ctté N-terminal est exposé & 1la surface
extracellulaire et le ctté C-terminal est & la surface cyrtoplasmique
(Wallace 1%82). La position du chromophore dans le membrane semble
ttre 4 environ 10 & de 1z face cytoplasmique (Thomas et Stryer 1980)
ol le rétinal est 1ié 3 la 1lysine 216 de 1la bactérioopsine

(StoecKenius 1980}.
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1.5.3 Les lipi membranair ctéries halophiles

Les lipides membranaires remplissent les espaces entre les
molécules de protéines (Stoeckenius 1980). D’aprés 1“emplacement des
triméres de bR dans la membrane pourpre native, il est évident qu’il
ne peut ¥ avoir que des contacts protéine-lipide-protéine et qu’il
n“y a donc pas d’interactions directes protéine-protéine entre les
triméres (Glaeser et coll. 1985). Les molécules lipidiques doivent
donc adopter des positions relativement précises par rapport aux
molécules de protéines.Les modéles proposés supposent que les
triméres de protéines sont complétement entourés par une couche
limitante de lipides ayant une épaisseur maximale d’une molécule de

lipide (Jost et coll. 1978, Glaeser et coll. 1985).

La membrane pourpre contient prés de B0X de bR et 204 de
lipides, ce qui correspond & 7 molécules de lipides par molécule de
protéine (Kates et coll. 1982). La plupart des lipides de 1a MP ont
une charge négative et on leur attribue une fonction de régulation
de 1“activité de pompage de protons consécutive & 1“absorption de la

lumiére par la bR.

En plus des phospholipides qui constituent 1a majeure partie
des lipides membranaires, les halobactéries contiennent un sulfate
d’un glycolipide <(inhabituel dans la nature) ne se retrouvant que
dans la membrane pourpre. Kates (1972) et Kates et Kushwaha (1974)
ont démontré que les lipides polaires constituent environ 90X des

lipides totaux. Une propriété inhabituelle de la membrane cellulaire
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est qu’ils sont tous dérfués d’un diéther de glycérol dans lequel
les chafnes hydrocarbonnées sont des groupements phytanyles: 2,3~
di~O-phytanyle-sn-glycérol, tandis qu’on retrouve communément au
point de vue biologique des esters d‘acide gras et de glycérol
(Kates 1972). Le groupement phytanyle est une chafne saturée
composée de quatre unités isoprénes. Les phospholipides majeurs
(voir figure 4) sont des analogues du diphytanyl glycérol éther de
phosphatidyl glycérophosphate (1), phosphatidyl glycérol (11> et
phospﬁatidyl glycérosulfate (111), ce dernier n’étant pas présent

dans la membrane rouge.

Les 1lipides neutres sont constitués principalement de
squalénes, dihydro et tétrahydrosqualéne, vitamine MK-8, diphytanyle
glycérol éther et de pigments variés. Ces derniers  sont
caractéristiques des halophiles extrémes (Kushwaha et cdll. 1974) ou
17on retrouve les caroténoides contenant S0 carbones
(bactériorubérine) seulement dans 1la membrane rouge (Kushwaha et

coll. 1975b) tandis que le rétinal n’est présent que dans la MP,

1.5.4 Monomérisation de 1a bactériorhodopsine

Particuliérement dans 1le cas de 1la membrane pourpre des
halobactéries, 17/étude des interactions protéine-protéine et
protéine-lipide semble &tre d’une importance considérable pour au
moins deux raisons. En premier lieu, nous avons vu que les lipides
sont quelques peu inhabituels puisque leurs chatnes hydrocarbonnées
ne sont pas des esters d’acides gras et de glvcérol mais plutdt des

chatnes isoprénes saturées ayant 20 «carbones 1lides & la moitié
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glycérol par des liens éther (Kates et Kushwaha 197&4). Deuxiémement,
nous savons que la bR est 1’unique protéine de 1a MP et qu‘elle a
une organisation particulidre en triméres formant un réseau
hexagonal & deux dimensions (Blaurock et Stoeckenius 1971, Henderson
et Unwin 1975). DO & cet arrangement unique des molécules de bR, la
question & savoir quelle est 17unité <fonctionnelie de base s’est
posée: Est-ce le trimére ou le monomére? La connaissance de 17unité
fonctionneile est requise pour 17élaboration d“un modéle du systéme
et n’importe quelle différence observée entre 17efficacité de 1a bR
monomérique et la bR agrégée dans 1la MP peut aider & comprendre

cette pompe & protons au niveau moléculaire.

La premiére approche pour répondre & cette question a été de
solubiliser le réseau cristallin de bR par des traitements avec
certains détergents afin de désagréger la MP et d’obtenir de 1a bR
sous forme de monoméres pour ensuite pouvoir examiner les propriétés
de cette derniére par une variété de méthodes biochimiques et
biophysiques (Heyn et coll. 1975, Reynolds et Stoeckenius 1977,

Dencher et Heyn 1978, Casadio et coll. 1980).

Cependant , 1le probléme qui s’est posé aQec la bR est que,
contrairement au pigment visuel de la rhodopsine, cette protéine
posséde une stabilité relativement Ffaible dans 1a plupart des
détergents commerciaux disponibles lorsque ceux-ci sont wutilisés a

des concentrations suffisantes pour effectuer la solubilisation.

Jusqu’ici, l1a plupart des travaux concernant cet aspect se sont

heurtés a deux obstacles majeurs soient: 1la difficulté de
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solubiliser 1a MP afin de délipider 1a bR et 1“instabilité de 1a bR
dans beaucoup de détergents. En effet, la bR est une protéine tris
stable dans une vaste gamme de température et de pH lorsgqu’elle est
contenue dans la membrane pourpre mais elle devient une protéine
trés fragile lorsqu‘on solubilise celle-ci. La wvitesse & Jlaquelle
les processus de Sulubiliaatiqp et de dégradation de la bR se
produisent varie énormément d’un détergent i 1‘autre, quoique 1la
vitesse de solubilisation de 1a MP varie proportionnellement avec le
degré de dénaturation de la bR dans 1les différents détergents;
c’esf-i-dir! que les détergents qui solubilisent bien la MP

dénaturent aussi bien la bR.

Quelques détergents anioniques ont été wutilisés (Padros et
coll. 1984), mais les meilleurs résultats ont cependant été obtenus
avec les détergents non-ioniques,lesquels simulent le milieu
hydrophobe de 1la bicouche 1lipidique <(Helenius et Simons {973,
Tanford et Reynolds 1978), comme le Triton X-100 <(Heyn et coll.
1975, Becher et Ebrey 1976, Rerynolds et Stoeckenius 1977, Dencher et
Heyn 1978, Casadio et coll. 1980, Lam et Packer 1983), 17o0ctyl
glucoside <(Dencher et Heyn 1978, Lam et Packer 1983) et le lauryl

sucrose (Maito et coll, 1981, Baribeau et Boucher 19B3).

L’état d’agrégation de 1a bR dans les détergents peut e&tre
vérifié par la mesure des spectres de dichrolsme circulaire (Heyn et
coll, 1975, Becher et Ebrey 1974). En effet, dans 1a MP native, les
molécules de protéines sont regroupées en triméres de bR et il

semble qu’il vy ait des interactions entre les différents
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chromophores. Ces interactions rétinal=-rétinal C(exciton) entre les
chromophores dans 1“état trimérique donne naissance & wun couplage
excitonique, dans 1la région wvisible du spectre de dichroisme
circulaire (DC) de 1a MP, consistant en une bande positive ayvant un
maximum & environ S535nm et une bande négative ayant un extremum a
environ &é00nm. La disparition de ce couplage excitonique est
considérée comme une évidence de Jla dissociation du trimére en
monoméres de bR et a été observée dans le Triton X=100 <(Hwang et
Stoeckenius 1977, Dencher et Heyn 1982) , dans 1’octy] glucoside
(Dencher et Heyn 1978) et également dans le lauryl sucrose (figure
5). L‘’état monomérique est également caractérisé par une bande OC
positive centrée au maximum d’absorptiont cette bande DC intrinséque
est le résultat de 1’interaction du rétinal avec la bactérioopsine
(Heyn et al 197S5), De plus, ces observations sur 17état d’agrégation
peuvent é&tre vérifides par des expériences de centrifugation puisque
la bR monomérique dans les détergents ne sédimente pas Jlorsquielle
est soumise & une force de 200 000g pendant 45 minutes (Dencher et

Heyn 1982).

En plus de monomériser la protéine, ces détergents affectent
les interactions rétinal-protéine de telle sorte qu’ils induisent
des changements dans les spectres d’absorption. En effet, les
détergents non-ioniques induisent tous un déplacement hypsochrome
d’environ 10-20nm de 1’absorption du rétinal dans la bR <(Huang et
coll. 1980, Dencher et Heyn 1978, Lam et Packer 1783, Naito et coll.
1981). Des études effectuées par Lam et Packer (1983) suggérent

tortement que ce déplacement résulte d’altérations dans les
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interactions rétinal-apoprotéine en présence des détergents. En
effet, dans le but de caractériser les interactions existant entre
les détergents et 1a bR, Lam et PacKer ont traité 1les MP avec du
glutaraldéhyde avant lTeur solubilisation dans les différents
détergents non-ioniques. Le oglutaraldéhyde {(un agent pontant)
préserve la structure trimérique native de la MP, méme lorsqu’elle
est en présence des détergents et cet effet est remargué par la
conservation de la bande excitonique du spectre de dichroisme
circulaire. Malgré la différence de 17état d’agrégation des
molécules de bR dans les échantillons de MP non traités (monoméres)
ou traités au glutaraldéhyde (triméres), ces chercheurs ont observé
un déplacement hypsochrome de la bande d’absorption comparable dans
les deux cas. Ainsi, la monomérisation ne semble pas étre
responsable des changements observés dans les Carictéri&tiQUEE
spectroscopiques de la bR. Les effets se manifestant aprés 1la
solubilisation des MP par les détergents non-ioniques ont donc été
attribués & des interactions avant lieu enfre le détergent et la

bR.

Toutefois, ces modifications de 1“état d‘agrégation et des
interactions rétinal-protéine ne privent pas la bR de sa capacité
d’adaptation & 1la lumidre, quoique celle-ci semble &tre légérement
affectée par la monomérisation (Dencher et Heyn 1978, Casadio et
coll., 1980). De méme, le cycle photochimique de 1a bR différe trés
peu dans 1“état solubilisé et 17état natif, ce qui indique que les
interactions protéine-protéine affectent trés peu ces propriétés

{Dencher et coll. 1983). Les mémes intermédiaires sont observés pour
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les deux systémes de bR monoméres et agrégées; cependant les
cinétiques de réactions sont altérées. Aprés le traitement de la bR
avec les détergents, la +formation de 1’intermédiaire bM412 est
beaucoup plus rapide que dans la membrane native (trois fois plus
rapide) tandis gque la vitesse de disparition de bM412 est environ la
méme ou plus rapide dans le Triton X-100 et 17cctyl glucoside
respectivement <(Dencher et Hewyn 1%78); 1le photocycle est donc

accéléré,

La solubilisation ne provogue pas de changements majeurs dans
la structure secondaire de 1la bR. De méme gque dans la MP native
{Henderson et Unwin 19733, la bR sclubilisée contient environ 704
d“hélices oL dans le Triton X=-100 {Reynolds et Stoeckenius 1%77) et

1“octyl glucoside {Dencher et Heyn 1978).

La bR monomérique est capable d’effectuer 1a translocation de
protons tDencher et Heyn 197%) et également de ogénérer une
différence de potentiel électrochimique du méme ordre de grandeur

gue la bR dans 1a MP {(Casadio et Dencher 19813,

1.5.59 Délipidation de 1a bactériorhodopsine

Les investigations sur la 4Jonction et les propriétés des
protéines membranaires intégrales comme la bR  reguigrent
généralement leur isolation et leur purification. La procédure de
purification est habituellement accompagnée par une délipidation de
la protéine membranaire avec 1’aide de détergents. Parmi toutes les

méthodes gqui ont été expérimentées dans 1le but de séparer les
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lipides membranaires de la bR, le meilleur degré de délipidation a
été obtenu par la procédure mise auv point par Huang et coll,(1780),
11 s’agit d’une technique chromatographique permettant d’enlever 99%
des lipides endogénes., La méthode consiste & solubiliser la MP dans
le Triton X-100 pour ensuite la déposer sur un tamis moléculaire sur
lequel 1a purification s’effectue., L'élution de la bR est réalisée
avec wune solution d’un autre détergent: le desoxycholate (DOC). La
bR résultant de cette filtration sur gel d’agarose est ainsi en
solution dans 1le DOC, Le maximum d’absorption de 1a bR est déplacé
vers le bleu & partir de 545nm dans la MP intacte &4 S38nm dans la
forme délipidée dans le DOC (Hulﬁg et al 1980, Bayley ef coll, 1982,

Pabst et coll, 1984),

Il est également pnssiﬁ]e d’obtenir des échantillons de bR
délipidée en solution dans wun autre détergent, le lauryl sucrose
(Baribeau et Boucher 1985).Celui-ci est un ester d’acide laurique et
de sucrose <(figure &) et n‘est malheureusement pas disponible en
tant que produit pur; il contient principalement des moncesters mais
aussi des di- et tri-esters et peut &tre rédvélé en 5 & B8 "taches"
par chromatographie sur couche mince (DeGrip 1982). Cependant, ce
détergent semble trés doux, efficace pour disperser les membranes
photoréceptrices (Nashima et coll. 1978) et mime guelques propriétés
des phospholipides <(MNashima et coll., 1980).Les échantillons de bR
purifiée dans le lauryl sucrose peuvent &tre obtenus en ajoutant, &
la méthode de délipidation de Huang et coll. jusqu’ici incontestée,
une autre technigue nous permettant d“échanger les détergents

utilisés lorsqu‘on a des préparations de bR. Cette méthode consiste
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Figure &: Structure du lauryl sucrose (L-1490) .
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a substituer 1le DOC par 1le lauryl sucrose par chromatographie
hydrophobe sur gel de phényl Sépharose, puisque la bR interagit avec
ce support hydrophobe. La bR éluée dans 1le lauryl sucrose ne
contient pas de quantité détectable de 1lipides membranaires
(Baribeau, 1984) et est trés stable: elle ne montre pas de
dégradation sur une période de quelques mois lorsqu’‘elle est gardée
4 4'C sous des conditions de pH modéré. Comme la bR délipidée dans
le DOC, 1a bR purifiée dans le lauryl sucrose montre une bande
d’absorption centrée vers 340nm & pH & et la propriété d’adaptation

a la lumiére dans cette forme de bR est toujours existante,

Cependant, tandis que dans la membrane pourpre 1a bR a une
bande d’absorption toujours située & 35é0nm indépendemment de la
valeur du pH entre 5 et 10, 1a bR purifiée dispersée dans le lauryl
sucrose posséde une caractéristique particulitre, & savoir un effet
trés marqué du pH sur la position de sa bande d’absorption. A pH 7,
la bR délipidée montre toujours une bande d’absorption large et mal
résolue dans la région de S00nm, laquelle est rapidement déplacée
vers 480nm ou 540nm selon 1’alcalinisation ou 17acidification du
milieu, respectivement. Le pKa apparent de 17équilibre entre ces
deux formes spectrales est d’environ 4,8 (figure 7). Cette réaction
de titration est réversible d‘une forme spectrale a 1 autre a
1“obscurité, Dans cette étendue de pH, un tel changement spectral
n‘a jamais été cité pour les MP solubilisées et ce phénoméne n”a pas
non plus été observé dans les préparations de bR qui ne sont pas

complétement délipidées (Baribeau et Boucher 1983).
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Rapport des absorbances & 480nm et 540nm {(o-o=0) et position
du max {(=——) en fonction du pH des échantillons de
bactériorhodopsine purifiée dans le lauryl sucrose, acidifiée
ou alcalinisée par 1”’addition graduelle de 0,1 N de HCl ou
NHaOH.
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1.4 Photochimie de 1a bR délipidée dans le lauryl sucrose

La bR purifiée peut exister sous deux formes spectrales distinctes:
bR480 et bRS40. L’analyse des propriétés photochimiques de ces formes
spectrales a été effectuée afin de mieux caractériser la bR48B0 par
rapport & la bR540 (Baribeau et Boucher 1985), Par irrad}atinn de bRS40
et bDR480 {au moyen de deux +iltres interférentiels ayant une bande
passante étroite & 550 et 450nm) & la température de 1“azote liquide, on
forme deux batho-intermédiaires différents: la batho-bRé40S et la
batho-bR335 respectivement (figure B), Ces deux formes de bR ainsi que
leurs batho=-produits ne <semblent pas interconvertibles entre eux, du
moins & 77"K. Et ces deux batho-intermédiaires se reconvertissent & leur
pioment initial respectif par irraqiatiun des échantillons & 77"K. Les
déplacements spectraux sont semblables & ceux qui se produisent lors de
la formation du batho-produit de la bR contenue dans sa membrane native.
Cependant, par 1’irradiation des deux formes, DbR540 et bR4B0, & une
température de -50°C ou bien en réchauffant Jles deux différents
batho-intermédiaires on obtient un méme méta-intermédiaire absorbant a
385nm comparativement & wune wvaleur de 410nm pour la MP native ou
solubilisée dans le lauryl sucrose. En revenant & la température de la
pitce, on retrouve le mélange original de bR540 et/ou bR4EB0 dépendant du

pH des échantillons.
1.7 4 h hore déprotoné ?

Récemment, Druckmann et coll.¢(1982) ont rapporté I1“existence d’un
équilibre acido-basique entre deux formes spectrales de bR dans la MP.

Dans ce cas, la bR native adaptée 2 1‘obscurité (bR340) pouvait é&tre
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dans 0,24 (p/v) de laury] sucrose.
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titrée réversiblement en une bR440 désignée d’aprés 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 impligqué
dans le site de titration entre les deux formes de bR, une comparaison
entre les spectres Raman de résonance de ces deux formes spectrales
indique que la formation de bR440 correspond & 1a déprotonation du lien

de base de Schiff entre le rétinal et 1a bactérioopsine.

Une interprétation <csimilaire pourrait &tre suggérée dans le cas de
la bR480 mais nous n“avons présentement aucune évidence expérimentale
directe nous permettant d’identifier la nature réelle du groupement
titrable en cause dans 1la bR purifiée qui posséde un pKa de &,8.
Cependant, 17équilibre acido-basique entre bREéD et bR4BO existe a un
intervalle de pH considérablement plus alcalin (figure %) dans la
membrane pourpre native (pKa=13,3) ou solubilisée (pKax12y,
comparativement au méme équilibre dans la bR délipidée. Ces wvaleurs de
pKa sont trés éloignées et i1 semble que 13,3 soit une valeur de pH trés
élevée pour la déprotonation de la base de Bchi¥f;'nn imagine mal comment
une protéine puisse garder toute son intéorité structurelle & une telle
valeur de pH. Particuliérement si on considére que le pKa d’une base de
Schiff d’un chromophore modéle en solution est autour de 6,5 {(Favrot et
coll. 1978}, 1a valeur de 6,8 obtenue pour l1a bR délipidée apparait
beaucoup plus réaliste pour 1la déprotonation de la BS dans la
bactériorhodopsine. I1 pourrait &tre logique de penser que, dans la bR
purifiée, la position de 1la bande d’absorption soit contrblée par un
groupement qui est accessible & la titration acido-basique lorsque les

lipides sont absents.Ce groupement pourrait étre beaucoup plus difficile
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Effet de 1“alcalinisation de la bactériorhodopsine solubilisée
dans Z{ de L-1470 <A-A-A> par comparaisonavec la membrane
pourpre native <(o-o-o). Cette derniére 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 bR solubilisée
a é¢té normalisée & celle de Druckmann et al.; elle montre un
pKa  apparent de 12,5. L‘ordonnée (rendement relatif)
correspond & la concentration relative de bR4E0D,
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a4 atteindre dans les MP natives ou solubilisées, c’est-a dire lorsque les
lipides sont présents dans 1‘environnement de la protéine puisqu’il faut
des valeurs de pH autour de 13 pour réaliser la transition entre les deux

formes spectrales.

L apparition de bR48B0 & des valeurs de pH prés de la neutralité peut
s’expliquer par deux sortes de processus: en premier lieu, il pourrait
s’agir de la titration d’un groupement dans 1’environnement du
chromophore, ou deuxidmement, ce pourrait &tre 1le chromophore 1lui-méme
qui soit titré., Si on se référe au modéle de charge ponctuelle externe
.généralement accepté pour la bR (Makanishi et coll. 1PBD), le maximum
d’absorption du chromophore peut s”expliquer en considérant que la base
de Schiff entre le rétinal et la bactérioopsine est protonée, que Ila
charge positive de 17azote est stabilisée par un contre-ion négatif situé
3 environ 3 & de 17atome d’azote et qu‘une charge négative additionnelle
est située & environ 3,5 & de 17anneau @G—ionone du rétinal, ces deux
charges négatives responsables du déplacement spectral étant fournies par
le squelette polypeptidique de 1la bactérioopsine <(figure 10). Le
déplacement spectral avant lieu quand bR480 est formé & partir de bR340 a
une wvaleur de 2 315 cmt , ce qui correspond environ 4 la moitié du
déplacement total observé lorsqu‘on lie le rétinal & la bactérioopsine
(4 870 cmi ) (Nakanishi et coll., 1980). Si on se fie au modéle de charges
ponctuelles externes, cette valeur de 2 315 cml pourrait correspondre &
la neutralisation d’une des deux charges négatives. Cependant, on peut
difficilement concevoir qu’un acide aminé chargé négativement puisse
perdre <sa charge lors de 1‘alcalinisation. L’alternative <cerait de

considérer que bR480 est un chromophore dont la base de OSchiff est
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Modéle original de charge ponctuelle externe proposé par
Nakanishi (1980) pour la bactériorhodopsine. 11 y & un angle
de 45" entre 1‘anneau fi-ionone et la chatlne du polyéne. Deux
charges négatives sont situées 3 2 A de 1‘azote protoné et i
3,9 A du carbone 5 de 1“anneau respectivement.

Ce modéle a été revisé par Lugtenburg et al. en 1?83. Ces

auteurs proposent gu‘une charge positive act également
présente prés du carbone 7.
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déprotonée.

On pourrait donc supposer qu’une interaction lipide-protéine a lieu,
protégeant le site de la titration, donc protégeant le chromophore de bR
dans la membrane pourpre native, de telle sorte qu’il faut atteindre des
valeurs de pH trés alcalin causant ainsi la dénaturation de 1la protéine
et rendant 1le site de la titration accessible pour observer 17équilibre

entre les deux formes spectrales de bR.

1.8 But du travail

A long terme, les travaux de notre laboratoire visent & caractériser
les interactions moléculaires qui président & 1la transformation de
1“énergie par les pigments biologiques. 11 ne fait aucun doute que
1“analyse photochimique et biochimique ﬁt la bR purifiée permettra de
mieux comprendre 1”aspect moléculaire de la transduction énergétique par

cette protéine.

Dans la membrane pourpre, la bR est fortement associée & son
environnement lipidique. Nous venons de poser 1‘hypothése selon laguelle
le site de 1la titration dans la bR purifide est le Tien de 1a base de
Schiff et que ce site de réaction est protégé par les lipides
membranaires. L‘objet de ce travail est donc de déterminer la nature du
site de la titration qui est responsable de 1“apparition de 17équilibre
entre les deux formes spectrales (bR4BD et bRS40) et quelles sont les
propriétés de 1’lﬁuirunntm!nt lipidique de 1la bR native qui sont
impliquées dans la production des comportements spectraux altérés qui

sont observés lors de la délipidation de la bactériorhodopsine.
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afin de préciser 1/ importance que pourraient avoir ces associations
lipide-protéine dans le maintien de 1 activité et de 17 intégrité de la
protéine, nous présentons une étude de caractérisation de la
bactériorhodopsine délipidée ainsi que de son incorporation dans
différents détergents., L analyse des propriétés biochimiques et
photochimiques de «cette forme purifiée de bR et de 1a bR reconstituée
permettra de connaftre 17effet de la délipidation sur 1a bR et de woir
17 importance éventuelle du rble que jouent les lipides dans le contrble

de 17état de la bactériorhodopsine.



2.1

CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES

Culture et récolte des bactéries

2.1.1 Souche bactérienne

Ce travail a été possible grace & i‘a:quiaitiun d’une souche
bactérienne appartenant a 1la Ffamille des Halobacteriaceae plus
précisément au genre Halobacterium (Gibbons N.E. 1%74): 1la souche

mutante Sg de Halobacterium halobium provenant du Dr Walther

StoecKenius (Université de la Californie & Sar Francisco).
2.1.2 Milieu de culture

La technique utilisée pour 1& préparation du milieu de culture
ainsi que pour la culture méme des bactéries est celle de Kushwaha
et coll., (1973a). La culture de ces bactéries nécessite un milieu de
composition wun peu particuliére. Pour obtenir 1 litre de ce milieu,
les produits suivants sont dissous dans de 17eau distillée par ordre

d‘apparition:

1> NaCl 230g
2) KO 29
37 Na3E6HED?'2 HED (Na citrate) 3g
4) MgS0,.7 H.0 20g
a9} 1 m! d’une solution contenant 0,59 de FESDq.? HZD’ dans

10m1 de HED qu‘on acidifie avec 3 gouttes de HCI IN,

Le pH du mélange est ajusté & pH 4,5-4,7 et cette solution
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est stérilisée par autoclavage.

é) Oxoid peptone (bacteriological peptone) 10g. Les peptones

sont ajoutées aprds la stérilisation.

2.1,3 Pré-inoculation

La premiére étape de croissance bactérienne s’effectue de la

maniére suivante:

a) Deux boucles pleines de bactéries provenant de la souche de
départ (gélose ensemencée) sont inoculées dans 100m]l de
milieu de culture contenu dans un Erlenmeyer de S00ml.
Deux aliquots de ce type sont préparés,

b) La croissance est d’environ trois & quatre Jjours et
s‘effectue dans un incubateur muni d‘un plateau
d’agitation rotatoire (New Brunswick Scientific Co., Inc.)
4 une vitesse d’agitation de 180 r.p.m. et & température
contrélée soit de 37°C jusqu’i 1“obtention d‘une densité
optique lue a 440nm d’environ 1. A ce moment, la fin de la
phase exponentielle de croissance est atteinte pour ce

volume de culture.

2.1.4 Inoculation

Afin d’augmenter la population de bactéries, nous procédons
maintenant & la phase d’inoculation qui consiste & accroftre peu &
peu le wolume du milieu de culture pour permettre aux bactéries
d‘avoir un environnement frais, toujours rempli des nutriments

nécessaires a leur croissance. Cette étape s'effectue comme suit:
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a) Deux Erlenmeyers de 4 000ml contenant 1 200m] de milieu
sont ensemencés, chacun avec 1’inoculum de 100m! obtenu en
2.1.3 (b).

b) La croissance dure environ trois jours jusqu’a ce que la
densité optique & &40nm (D.0,440) soit environ égale a 1,
dans les mémes conditions qu‘en 2.1.3 (b,

c) Par 1a suite, on inocule six Erlenmeyers de 4 000ml
contenant chacun 1 &00m1 de milieu avec  400ml de
1“inoculum obtenu en 2.1.4 (b).

d) Les microorganismes <ce reproduisent et croissent pendant
trois Jours toujours dans les mémes 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, lorsque
le nombre de bactéries est maximal, nous entreprenons 1'étape de 1la
culture, oG par des changements de conditions expérimentales, nous
faisons induire la synthése de 1la membrane pourpre par les

bactéries.

En premier lieu, on diminue 1“agitation des fioles & culture de
180 a2 ?0 r.p.m. afin de minimiser 1‘aération des ensemencements et
par la suite la culture est exposée & un ogroupe de 8 tubes
fluorescents (254 watts au total) pendant trois jours. Le milieu est

agité légérement pour garder les bactéries en suspension.

Trois Jjours plus tard, la membrane pourpre est présente en
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gquantité suffisante et on récolte les bactéries.

2.,1.4 Récolte des bactéries

Ce =stade consiste & séparer les bactéries de leur milieu de
croissance. La suspension bactérienne est donc centrifugée dans un
appareil Sorvall RC-SB (10 000g pendant 10 minutes) & 4°C. Par 1la
suite, 1les bactéries sont lavées deux fois dans une solution basale
de sels pour enlever le milieuv de culture restant. La solution

basale de sels est composée des produits suivants:

NaCl 250g
KC1 29
MgS0, .7 Hy0 209

pour un volume final de 1 litre de solution,

Le pH est ajusté & pH=7 avec du MaOH.

Leur poids Frais est mesuré et elles sont alors déposées dans
un bécher (400ml1) ol 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 10mg d’ADNase <(Sigma Chemicals Co,
St-Louis) ¥ sont rajoutés. L agitation s’effectue pendant une heure
4 1“obscurité et on obtient un mélange pateux. Cette suspension est
alors dialysée pendant 14 heures & 4°C contre de 17eau distillée
avec un changement d‘eau aprés 1:30 heure. C’est & ce moment qu’a
lTieu 1a lyse des cellules résultant en des fragments de membranes de

grandeurs variables,
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2.1.7 Conservation des souches bactériennes

Les souches bactériennes peuvent se conserver trés longtemps =i
on repique les bactéries & partir des géloses déjia ensemencées. Ce
repiquage permet aux bactéries de garder un milieu toujours frais et

avant tous les nutriments nécessaires & leur survie.

Pour fabriquer les géloses, 3g d'Oxoid peptone et 3g de Bacto
Agar (Difco Laboratories, Détroit U.S5.A.) sont dissous dans 200m] de
miliev de culture {sans peptone). Cette solution est chauffée sous
agitation mécanique continuelle jusqu’d ce qu‘elle s’éclaircisse
puis elle est stérilicée & 17avtoclave, Elle est ensuite coulée dans
des plats de Petri (environ 10 plate de Petri). Les milieux  se
gélifient et sont conservés dans un sac de plastique pour éwviter
qu’ils ne s’asséchent. Les géloses sont repiguées environ tous les
trois mois et la croissance des bactéries c’effectue dans un
incubateur (Fisher Scientific Co, modéle Isotemp) & 37"C durant 10

jours, Elles sont ensuite conservées 4 4°C,

Préparation de la membrane pourpre

2.2.1 Séparation de la membrane pourpre des débris cellulaires

La membrane pourpre est préparée selon 1a méthode d’Desterhelt
et Stoeckeniue (1971). Afin d’obtenir seulement 1a membrane pourpre
libérée des constituants cellulaires, le dialysat obtenu en 2.1.4
est centrifugé & 10 000g pendant 20-25 minutes. Le culot contient
des débris cellulaires tandis que le surnageant est constitué de la

fraction membranaire des cellules. Ce surnageant est alors
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centrifugé a G50 000g pendant 1:30 heure. A ce moment, le culot
contient 1a membrane pourpre en majorité tandis que 1le surnageant
est constitué de membranes rouges. Le culot (membrane pourpre) est
resuspendu dans 17eau distillée et recentrifugé pendant 1:30 heure.
Cette étape est répétée deux & trois fois Jjusqu’i ce gque le

surnageant =oit presque incolore.

2.2.2 Purification de la membrane pourpre

A la membrane pourpre obtenue en 2.2.1 est accolée wune partie
de membranes rouges contaminantes, Cette é&tape permettra une
séparation de :ea. deux types de membranes. Le culot <{(membrane
pourpre) est déposé sur un gradient discontinu de sucrose: 7ml (1,5
M)~ 2iml (1,3 M). On prnféde ensuite & une ultracentrifugation de 48
heures dans le rotoer SB-110 de 17appareil IEC (modile B-40) a
240 000g. La membrane pourpre sera a 1”interface 1,3 et 1,5 M tandis
gue Jla membrane rouge se retrouvera au-dessus de la portion
contenant 1,3 M de sucrose. La bande pourpre est recueillie et

dialysée contre de 17eau distillée pendant 14 heures avec un
changement d‘eau afin d“éliminer le sucrose. Le dialysat est
centrifugé & S0 000g dams 17 appareil Sorvall RC-S5SB pendant 1:30
heure. La membrane pourpre obtenue est alors resuspendue dans la
csolution basale de sels pour la conservation (0-2 ans). Le rendement
en membrane pourpre est évalué d’apriée le spectre d’absorption en
utilisant un coefficient d’extinction ¢ E S40nm) de 5S4 000 1

mol-t mn4, tel que sugaéré par Oesterhelt et StoecKenius (15712,
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2,3 Purification de la bactériorhodopsine de la membrane pourpre

2.3.1 pDélipidation de 1a bactériorhodopsine

La méthode de délipidation utilisée est celle décrite par Huang
et coll, (19B0). La MP (20 D.0.) est solubilisée dans 0,5cc d’une
solution & 54 de Triton X-100 dans un tampon acétate 100mM (pH S,0)
et soumise & une agitation périodique pendant deux jours & 20°C par
1“utilisation d’un Yortex. Toutes Jles opérations s’effectuent 2
1“obscurité., Le mélange est sédimenté & S0 000g pendant 1:30 heure
et le surnageant est chargé sur une colonne de Biogel A-0,5 M (1,3 x
100 cm)l prééquilibrée avec un tampon Tris-HC1 10mM, NaCl 150mM,
acide déoxycholique 0,254 et NaNB 0,025% & pH 8,0 et & 4°C,
L‘élution s’effectue avec ce méme tampon. Les fractions contenant la
bactériorhodopsine sont recueillies et mesurées par spectroscopie

d’absorption.

2.3.2 Echange de détergents

2,3.2.1 Principe de la méthode

Lz méthode d’échange de détergents choisie est la
chromatographie par interaction hydrophobe. Elle est basée sur
le fait que les protéines possédant des résidus superficiels
non-polaires s’adsorbent & des groupements non-polaires fixés a
un ligand. La bR est une protéine trés hydrophobe et s‘adsorbe

fortement 4 ce type de support.
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2:,3.,2.2 Méthode expérimentale

Les échantillons de bR recueillis du tamis moléculaire en
2.3.1 sont ensuite chargés sur une colonne de Phényl Sépharose
CL-4E tchromatographie par interaction hydrophobe)
préalablement équilibrée avec le méme tampon utilisé lors du
tamic moléculaire. Le gel est lavé avec 10-20 fois le volume de
la colonne de tampon phosphate SO0mM {(pH 7,0) et 17élution est
amorcée par 1’7introduction d“un gradient de lauryl sucrose
{0,2-0,5 %) dans le tampon phosphate. On procéde ensuite & une
ultrafiltration sur Filtre PM 10 Amicon (Amicon Corp.,
Lexington, Massachusetts) des Ffractions de bR recueillies et
mesurées spectralement afin de concentrer 17échantillon de
protéine. L évaluation du rendement se fait par la

spectroscopie d’absorption.

2.3.3 Préparation de 1a bR délipidee exempte de détergents

Les échantillons de bR délipidée sur le tamis moléculaire en
2.3.1, adsorbés sur le gel de Phényl Sépharose et lavés avec le
tampon phosphate (voir 2.3.2.2) peuvent également &tre é&lués &
1“aide d“autres détergents. Cependant, il pourrait e&tre avantageux
de choisir wun détergent possédant wune concentration micellaire
critique (CMC) suffisamment #élevée pour permettre une dizlryse

ultérieure rapide de 17échantillon.

Mous avons donc effectué cette chromatographie en présence

d“octyl oglucoside suivie par une dialyse extensive contre de 17eau
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ou du tampon. Le dialysat de bR délipidée maintenant exempte du
détergent est ensuite centrifugé & S0 000g pendant deux heures & 4°C

et elle se retrouve dans le culot,

2.4 Reconstitutions bR-détergents

Dans le Eut de connalttre & quel degré les paramétres spectraux de la
bactériorhodopsine pourraient &tre modulés par des interactions avec des
molécules amphiphiles, nous avons dispersé le pigment purifié libéré des

détergents dans différents milieux.

Ainsi la bactériorhodopsine délipidée et dialysée est remise en
suspension dans quelques détergents dans lesquels elle est relativement
stable, notamment 1le Triton X-100 et wune série d’esters de sucrose

comportant différentes longueurs de chalnes hydrophobes.

2.5 Techniques spectroscopiques

2.5.1 Absorption

Les spectres d’absorption ont été mesurés- par 17utilisation
d‘un spectrophotomeétre enregistreur W-visible Pre Unicam SP 8-100
(Canlab, Montréal) muni d’un accessoire porte-échantillons pour
échantillons turbides permettant d’enregistrer les spectres sans
qu’ils ne soient faussés & cause de la lumiére diffusée par
17échantillon. Ce <spectrophotométre a été modifié de telle sorte
qu’on peut y adapter des accessoires servant 3 17analyse des
échantillons & basse température, Il est aussi muni d’une fendtre

latérale permettant d“éclairer 17échantillon.
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2.5.2 Accessoires de basse température

La fenttre latérale du spectrophotométre d“absorption permet
17installation d’un filtre interférentiel (3 450 ou & S50nm)
dépendant de 1“intermédiaire de la bR qu’‘on désire exciter. Pour
17excitation, on utilise un projecteur & diapositives (Ditric Optics
Inc. modéle 4400 JPJ C3) dont le faisceau est concentré le plus

possible sur le +iltre choisi.

Un cryostat (Oxford Inctruments, Oxford, Angleterre) peut &tre
installé au niveau du compartiment de 1“échantillon du Pye-Unicam SP
B-100. Le cryostat se joint & une unité de contrdle de température
et & un débitmétre contrdlant le pompage de 1“azote liquide.
L échantillon est déposé dans le porte-échantillons lui-méme inséré
dans le cryostat. L'échantillon est aligné de maniére & donner wune
absorbance minimale & 700nm et le zéro est ajusté par une

suppression d’absorbance.

2.9.2.1 MHMéthode expérimentale

Le cryostat est évacué par pompage quelgues heures avant
1“expérimentation pour permettre d”atteindre plus facilement de
basses températures. L échantillon de bR est en solution dans
1e glycérol (30-70%) pour obtenir la Formation d’un verre
transparent aux basses  températures. Un spectre de
1“échantillon & la température ambiante (298°K) est enregistré
puis 1“échantilion est refroidi jusgqu‘i la température désirée

(298 & 77°K) par 1‘ouverture du débit d’azote. On enregistre de
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nouveau un spectre a 1a température obtenue. Puis on procéde &
1“excitation de 17échantillon par illumination durant 10-15
minutes avec le filtre adéquat & 1’analyse effectuée. Lors des
excitations lumineuses, le spectrophotomttre est fermé. Aprés
ilTumination, wun spectre est mesuré afin d’observer les
transitions s‘étant effectuées. On peut ensuite réchauffer
1“échantillon et 17analyser & une auvtre température si on le

désire.

2.9.3 Raman de résonance

2.5.3.1 Préparation des échantillons

Les culots de bR purifiée ont été suspendus dans 30Ul de
tampon phosphate SOmM{pH 7), La bR deutériée a été préparée par
des centrifugations répétées de la bR dans 99,84 de
DZD{Sigma}. _Les suspensions aqueuses de bR(335pl) ont été
déposées dans une deépression concave sur une tige de cuivre
reliée & wun wvase Dewar d“azote liguide et immédiatement
refroidie . La température a été maintenue & BB 'K et la

diffusion Raman a été mesurée & angle droit du point

d“incidence du ravon laser sur 1“échantillon.

2.5.3.2 Méthode expérimentale

L“échantillon de bR délipidée exempte de détergents a été
excité & 4746,5nm et l1a bR purifide dans le lauryl sucrose &
S514,5nm & 17aide d'un laser a 17argon ionisé {(Spectra Physics,

modéle 145). La puissance du laser était inférieure a & mW pour
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éviter 1la photodégradation. Un monochromateur(Spex, modeéle
1877) et un réseau de diodes refroidies(P.A.R., modéle 1420-2)
avec un contrdleur a multicanaux(P.A.R., modéle 12i18) ont été
utilisés pour obtenir les spectres Raman. Ce <cystéme Raman &
multicanaux est relié a un ordinateur(D.E.C., modéle LSI-11) et
peut recevoir des données <cimultanément dans environ 700
points. Ceci permet wune fenétre de 800-1800cm™! de large &
476 ,9nm d‘excitation, dépendant du réseau utilisé., La

1

résolution est ainsi de 7cm~. L’échelle des longueurs d‘onde a

été calibrée contre des bandes Raman de toludne,

2.5.4 Spectroscopie d‘émission

Les spectres d’émission - ont été mesurés avec un
spectrofluorimétre Spex Fluoroclog, modéle lli (Spex Industries Inc.,
N.J.>. Ce spectrofluorimétre est relié & un enregistreur X-Y
(Houston Instrument) afin de permettre 17enregistrement des spectres

d’émission ou d’excitation.

2.5.5 Photolyse éclair

Dans les expériences de photolyse éclair, 17éclair actinique
est obténu par déclenchement d’un laser Neodynium/YAG (raie 332nm,
fréquence doublée; impulsion 10ns "QG-switched"; énergie 30mW/éclair)
(Laser System 2000, JK Lasers, Rugby, Angleterre). Le faisceau de
lumiére actinique est diffusé par une paroi givrée (opal qglass)
avant d’atteindre un systéme porte-échantillon/échantillon

thermostaté lequel est analysé & 90" du point d“incidence du
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faisceau actinique avec wune lumiére monochromatique obtenue d’un
systéeme d’illumination composé d’une lampe au Xénon de 150 W et d’un
monochromateur & réseau (Photon Technology Int., Princeton, N.J.).
Un obturateur électronique synchronisé est situé entre ce systéme et
le porte—échantillon. I1 peut &tre ouvert pour une période de temps
variant de 0,5 & 25 s, permettant suffisamment de temps pour
17analyse spectrale et évitant ainsi la surexposition de
1“échantillon. A la sortie du porte-échantillon, le faisceau
d’analyse entre dans un second monochromateur (Spex, 0,5m,
0,3nm/mm). Une photodiode et un amplificateur de courant <(temps de
montée: SOns) sont reliés & la sortie du second monochromateur et le
signal est acheminé & un oscilloscope digital (Micolet 40%4, Nicolet

Instruments Corp., Mississauga, Ont.).

2.4 Effet du pH sur la bR délipidée

Cette expérience permet de connaftre la stabilité, la résistance et
la nature de la bR purifiée pour des valeurs de pH connues. Les
échantillons de DR délipidée ou reconstituée dans les différents
. détergents <sont soumis & une wvaste gamme de pH et Tles spectres
d’absorption <sont mesurés pour chaque valeur de pH obtenue. Le pH est
déterminé par 1‘utilisation d’un pH métre (Corning modéle 10, Medfield,
Massachusetts), L’étendue des mesures varie entre pH 1,5 et 12, Le pH est
ajusté avec du MaDH ou du HC1 ¢~0,1 N). & 17analyce spectrale, le ou les
maximums d‘absorption ainsi que les rapports entre ceux-ci sont

calculés,
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2.7 Effet de 1’hydroxylamine et du borohydrure de sodium

2.7.1 Principe

Sous illumination, le chromophore de 1a bR contenue dans la MF
réagit normalement avec 1°“hydroxylamine qui attague le lien de BS
entre le rétinal et la bactérioopsine, convertissant le rétinal en
rétinaloxime par la réaction du rétinal avec le résidu aminé de
1“hydroxylamine. Le borohydrure de sodium agit également & la
lumiére sur la bR native en réduisant la double liaison de la base

de Schiff formant ainsi une rétinilidyl opsine,

Ces deux produits réagissent normalement avec 1a MP seulement
lorsqu’on illumine les échantillons de bR native: c’est seulement au
cours des changements qui ont lieu lors du photocycle normal que le
chromophore devient accessible & 17action de 1“hydroxylamine et du
borohydrure de sodium. L’effet de ces produits & 1‘obscurité sur la
bR purifiée pourrait donc nous fournir des informations au niveau
conformationnel, & savoir si la prntéiﬁe conserve la méme structure

lorsqu’elle n‘est plus en présence des lipides membranaires,

2.,7.2 Méthode expérimentale

A la bR délipidée est ajoutée de 1’hydroxylamine nevtralisée (1
M) dans un excés molaire de | 000 fois par rapport au pigment ou du
borohydrure de sodium (3-4% p/v) et 1“effet de ces produits sur la
bR est mesuré par la spectroscopie d‘absorption en comparant la
bande & 480nm caractéristique de la bR délipidée avec la bande a

340nm caractéristique au rétinal libre. Toutes ces opérations sont
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réalisées & 1“obscurité.
2.8 i himi

Voici la liste des produits utilisés:
- Les produits chimiques usuvels: Fisher Scientific Co. Montréal,

grade Reagent.

= Le NaCl (gros sel crystal séché Windsor): Ritchie Feed and Sced

Co. Ontario.
- L’‘ADNase (grade 1): Sigma Chemical Co. St-Louis.
- Les esters d‘acides gras et de sucrose: Ryoto Co. Ltd Tokyo.
- L‘acide desoxycholique: Sigma Chemical Co. St-Louis.

= Le Phényl Sépharose CL-4B: Pharmacia Fine Chemicals, Upsala,

Sudde.

- Le Biogel A-0,5 M (200-400 mesh): Biorad Laboratory Richmond,

Californie.
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CHAPITRE 111

RESULTATS ET DISCUSSION

Préparation de la membrane pourpre

3:1.1 Rendement de membranes pourpres

La culture des bactéries nécessite un environnement stable
tenant compte des conditions physico-chimiques propres a la
croissance de 17esptce bactérienne étudiéde. L‘uniformité des
conditions de «culture est primordiale & 1a synthése de membranes
pourpres et les conditions optimales de croissance sont réalisées
puisque 1”incubateur wutilisé permet d’agiter et d'éclairer les
ensemencements en milieu +ermé. tout en ayant une température

contré&lée,

Le rendement de 1la culture est d’environ de 30-40mg de
membranes pourpres par litre de milieu, ce gqui est comparable a
celui obtenu par d’autres chercheurs (20-50 mg litret ) (Oesterhelt

et Stoeckenius, 19712,

3.1.2 Analyse spectrale de la membrane pourpre

La figure ¢11) montre le spectre d’absorption de 1la membrane
pourpre. Ce spectre est caractériéé par wune bande d’absorption
centrée & S5460nm (forme adaptée & 1‘obscurité) caractéristique du
complexe rétinal-opsine, la bactériorhodopsine, en plus de la bande
4 2B0nm spécifique aux acides aminés aromatiques. La pureté

spectrale, c’est-i-dire le rapport des absorbances & 280 et Sé0nm
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Fiqure 11: Spectre d’abgorption dé la membrane pourpre -adaptée a

l’obscurité,.)pax=560nm.
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pour les échantillons obtenus est d’environ 1,7 par comparaison &
des wvaleurs autour de 2,0 obtenues par Qesterhelt et StoecKenius

(1971).
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3.2 Préparation de la bactériorhodopsine dé]igidée

3.2.1 Délipidation de la bR dans le désoxycholate

Cette méthode de délipidation est une technique
chromatographique permettant d’'enlever 794 des lipides endogénes; ce
qui a été vérifié par le radio-dosage des lipides (Huang et coll.
1980). La membrane pourpre est ainsi solubilisée dans le Triton
X=100 puic déposée sur un gel d'agarose et la bactériorhodopsine est

éluée avec un tampon Tris-désoxycholate,

3.2.,1.1 Rendement de bR délipidée dans le DOC

Aprés la scolubilisation de la MP (20 D.0.) pendant deux
Jours & 20°C, la suspension est Eentri#ugée atin de sédimenter
la portion de bR dans les membranes qui ne s'est pas
monomérisée par 1“action du détergent. En effet, tandis que la
bR agrégée sédimente facilement a 50 000q, une des
caractéristiques de la bR solubilisée sous forme de monoméres
est qu‘elle ne <édimente pas lorsqu’eile est soumise a une
force de 200 000g pendant 45 minutes {(Dencher et Hevyn, 1%¥82).
11 est donc possible de séparer la bR monomérique de la bR

trimérique par centrifugation.

Ainsi, des 20 D.0. de MP scoumis & 1 action du Triton
¥=-100, environ 18 D.0. de bR sont monomérisés, desquels, aprés
avoir traversé le tamis moléculaire, i1 ne reste qu’environ I5

D.0. de bBR.
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3.2.1.2 Analyse spectrale de la bR délipidée dans le poc

Dans la MP native, la bR absorbe & 540nm. Suvite & la
délipidation dans le DOC, la bR purifiée montre un spectre
d“absorption centré & 538nm, comme rapporté par Huang et coll,
(1980). Le maximum d‘absorption de 1la bR subit donc un
déplacement hypsochrome de 22nm dans la forme délipidée dans le
DOC (Huang et coll. 1980, Bayley et coll. 1982, Pabst et coll.

1984).

3.2.1.3 Discussion

Le choix du Triton X-100 pour effectuer la solubilisation
est d0 au fait que ce détergent posséde la propriété de
monomér iser efficacement en un temps convenable 1a MP (Dencher
et Heyn, 1982). C’est d’ailleurs 1le seul détergent wutilisé,
Jusqu’a maintenant, qui réussit & délipider complétement la bR,
ce qui laisse croire que les interactions 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. L’échange de détergent pour le DOC
s‘explique par la stabilité relativement meilleure de 1la bR
dans ce second détergent et surtout par le fait que le DOC
change la composition Tlipidique tout en préservant la
morphologie des feuillets de MP (Hwang et Stoeckenius 1977);
les lipides de 1a membrane sont ainsi remplacés par du DOC. Le

temps requis pour cette chromatographie est d’environ 10 heures
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Une méthode similaire de purification a été envisagée par

Pabst et coll. (1984), Celle-ci emploie les mémes détergents

pour effectuer la solubilisation et la délipidation, cependant

elle s’avére beaucoup plus rapide par 1‘utilisation

de la

chromatographie liquide & haute performance (HPLC) sous des

conditions d‘élution qui préservent la conformation nat
la protéine. L7échange de détergents par HPLC est

complété aprés environ une heure et les fractions de pro

ive de
ainsi

téines

éluées ne montrent pas de dénaturation du chromophore.

Cependant cette méthode posséde Te désavantage de restr
la gquantité de bR pouvant é&tre délipidée. Le m
d’absorption est toujours vers 538Bnm comme dans la méth

Huang.

3.2.2 Echange de détergent

La bR est une protéine possédant un caractére particulié

eindre
ax imum

ode de

rement

hydrophobe en raison de sa composition en acides aminés. Lorsque la

bR délipidée dans le DOC est introduite sur un gel de

Phény)

Sépharose préalablement équilibrée avec du DOC, la bR s’adsorbe

fortement au tiers supérieur du gel et lors de 17élution, la

protéine se détache lentement, ce qui confirme qu'elle

se lie

réellement 4 ce type de support. Dépendant du protil du gradient de

détergent wutilisé, le wvolume d‘élution peut varier énormément

(70-400 ml).

Puisque nous désirons échanger de détergent, le gel est

lavé
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avec environ 20 fois le volume de la colonne de tampon phosphate
{90mM, pH V) puis la protéine est éluée dans le détergent de notre

choix.

Lorsque 1la bR délipidée est éluée dans le lauryl sucrose, le
max imum d”absorption ressemble & la superposition d’au moins deux
bandes et selon 17acidification ou 17alcalinisation du milieu, le
max imum d‘absorption est centrée soit & 540, soit a  4B0nm

respectivement (figure 12).

3.2.3 Préparation de 1a bR délipidée exempte de détergents

Atin d’'établir la dépendance environnementale de 17équilibre
acido-basique entre les deux formes spectrales du pigment retrouvées
dans le lauryl sucrose, nous pouvons choisir un autre détergent pour
éluer 1a bR de la colonne de phényl Sépharose comme cité plus haut.
Cependant, i1 s’est avéré plus rapide d’effectuer cette élution en
présence d’octyl glucoside, un détergent possédant la propridté de
se dialyser facilement, et d“éliminer ce dernier par une dialyse
extensive de la protéine contre de 1“eau ou du tampon.

3.2.3.1 Analyse spectrale de la bR délipidée
exempte de déternents

Lorsque la bactériorhodopsine est é&lude dans 17octyl
glucoside, <son maximum d’absorption est touljours vers 540nm.
Par contre suite a la dialyse du détergent, les
caractéristiques d‘absorption de 1a bR sont perturbées. La

figure ¢13) nous montre le spectre d“absorption de la bR



ABSORBANCE

o,0

Figure 12:

35

- | | ] | I I
380 460 540 620 700

LONGUEUR D'ONDE (nm)

] l
300

E+fet du pH sur le spectre de la bactériorhodopsine purifiée
dans le lauryl sucrose.

Les epectres  ont gté enregistrés &  22°C et la
bactériorhodopsine est contenue dans une <colution & 0,24
(psv) de lauryl sucrose ¢(...) dane un tampon phosphate 3S0mM
(pH=7,0); aprés alcalinisation & pH=8,0 par addition d’une
petite guantité de MaOH 0,1 N (---) et apris acidification &
pH=64,0 par 1“addition de HC1 0,1 N (=),
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delipidée suite & la dialyse de 17octy] glucoside. Ce spectre
montre une bande d’absorption centrée & 480nm accompagnée d‘un

lTéger épaulement vers S40nm.
3.2.2.2 Discussion

En présence d’octy]l glucoside, 1a bR est moins stable que
dans les esters de sucrose, dans le Triton X-=100 et dans le
DOC, cependant 1a procédure est suffisamment rapide pour éviter
une dénaturation significative du pigment. De plus, la dialyse
(30m1 d’échantillon/ 2 1litres d“eau durant 34 heures avec 2
changements d“eau) nous donne T’au;ntage de pouvoir concentrer
(sédimenter) les échantillons de bR maintenant dépourvue de
lipides et de détergents, et qui peuvent .par la suite é&tre
ré-associés avec les molécules amphiphiles désirées, facilement
et rapidement. 11 est & noter qu’a& notre connaissance, c’est la
premiére fois qu’on réussit & préparer des échantillons de
bactériorhodopsine purifiée, sans détergent et sans lipides,
qu’on peut facilement concentrer par sédimentation et conserver

sur une période de temps considérable.
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Figure 13: GSpectre d’absorption de la bactériorhodopsine - délipidée suite
2 la dialyse de 17octyl g1ucnsidt.}Apa:-4BOnm.
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3.3 Reconstitutions bR-détergents

Dans le but de déterminer 1“effet de 1“environnement hydrophobe sur
la réaction de protonation-déprotonation (bRS40=== bR480), nous avons
préparé des reconstitutions de bR délipidée sans détergents avec une
série de molécules amphiphiles de compositions définies. Nous avons ainsi
dispersé le pigment purifié dans quelques détergents dans lesquels il est
stable, notamment le Triton X-100 et une série d’esters de sucrose
comportant différentes longueurs de chatnes hydrophobes, afin de voir 1la
stabilité du pioment en fonction de l1a longueur et de 1a composition
chimique des chalnes hydrophobes et déterminer quel est le milieu qui
offre une meilleure corrélation avec les valeurs spectrales de la MP.
Simultanément, nous avons effectué wune éEtude comparative du maximum
d’absorption dans ces différents détergents et nous avons mesuré 1‘effet
du pH en fonction des différentes compositions chimiques des constituants
utilisés dans les reconstitutions. Les courbes de titrations ont par la
suite été établies et nous avons comparé les valeurs de pKa obtenues pour

la bR dispersée dans ces différents milieux.
3.3.1 Résultats

Les courbes de titration de 1a bR purifiée dispersée dans les
différents milieux sont données dans la figure (14). La courbe (1)
correspond & la bR agrégée dans 1°eau. Ce pigment a un maximum
d’absorption & 480nm dans 1’étendue de pH de légérement acide a trés
alcalin., A des valeurs de pH inférieure a 3,5, Enn,lmax se déplace

graduellement vers les plus hautes Jlongueurs d’onde Jjusque vers
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Figure 14: Courbes de titration de .17équilibre acido-basique observé

entre les chromophores absorbant & S40nm et & 480nm de la
bactériorhodopsine purifiée lorsquielle est dispersée
préalablement dans différents milieux,

La courbe ¢1) correspond & la titration de la bR agrégée sans
détergent. Les courbes (2-4) ont été obtenues  aprés
solubilisation des agrégats de bR délipidée dans 0,4% (p/v)
d“octyl sucrose (2), d’oleyl sucrose (3), de laury! sucrose
(4), de stéaryl sucrose (35) et de Triton X-100 (é). La courbe
(7) a été obtenue lorsque les membranes pourpres ont été
solubilisées dans 2Z{ (p/v) de Triton X=100 ou de lauryl
sucrose.
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520nm & pH 2,5. Si on abaisse davantage le pH, ceci résulte en la
dénaturation du pigment et on wvoit 1‘apparition de 1la bande

d”absorption caractéristique au rétinal vers 347nm.

La dispersion de ces agrégats de bR dans les détergents déplace
la courbe de titration vers des valeurs de pH plus élevées. Dans
1“ester d‘octy]l sucrose {(courbe 2), le point milieu de 1a titration
est & pH 3,5, 11 augmente davantage Jjusqu’a pH 4,8 et 7 'dans les
esters de lauryl et de stéary]l sucrose respectivement (courbe 4 et
5). Les esters de myristyl et palmityl sucrose donnent des courbes
qui =e situent entre les courbes (4) et (5). I1 est intéressant de
noter que 17introduction d‘une double liaison dans 1la chalne
hydrophobe du détergent raméne la courbe de titration & des valeurs
plus basses de pH, comme démontré par la courbe (3), laquelle a é&té
obtenue dans 1“ester d’oleyl sucrose (Ci18:1). 11 faut toutefois
souligner que les pK de ces courbes de titration dans les différents
détergents dépendent 1légérement de 1la concentration du détergent
utilisée pour effectuer la dispersion de 1a bR agrégée. Les courbes
de titration (1-4) présentées & la figure (14) ont été mesurées a

des concentrations de détergents de 0,44 (p/v).

Lorsque la bR est dispersée dans le Triton X-100, 1le pigment
montre une courbe de titration dans 1“étendue de pH alcalin avec un
pKa & environ pH 10,5 {(courbe é). Lorsque 1les membranes pourpres
sont seulement solubilisées dans le Triton X-100 ou dans le lauryl
eycrose (2% p/v), 17équilibre des chromophores absorbant 4 480 et

540 nm a un point milieu de titration & pH 12 (courbe 7).
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3.3.2 Discussion

Sauf pour ceux qui ont été dispersés dans 1‘ester d’octyl
sucrose, tous les échantillons de bactériorhodopsine purifide sont
demeurés stables pendant plusieurs semaines & 4°C et leur titration
peut &tre répétée aller-retour plusieurs fois, & condition aque les
conditions extrémes de pH soient évitées. De plus, ils peuvent étre
réversiblement déplacés d’une ﬁuurbe de titration & wune autre
simplement en changeant le milieu wutilisé pour effectuer la
dispersion de la bR agrégée. Par exemple, & pH 7, 1a solubilisation
du pigment 1libéré des détergents dans 1le Triton X-100 déplace
immédiatement son maximum d’absorbance de 480nm & S540nm {(voir figure
15), tandis que 1la solubilisation avec 17octy] sucrose (0,44) ou

17octy]l glucoside (25mM) n’a pas d’effet sur le 2max du pigment.

Des Formes spectrales déplacées wvers le bleu de la
bactériorhodopsine peuvent étre obtenues sous des conditions
variées, Notamment, sous des conditions modérément alcalines, le
maximum d’absorption de la bactériorhodopsine se situe entre 440 et
S500nm dans les membranes pourpres auxguelles on a ajouté du diméthyl
sulfoxide <{(DMS0) <(Oesterhelt et coll., 1973; Pande et coll., 1984
ou du diethyl ether (Schreckenback et coll., 1%77), dans les
membranes pourpres immobilisées dans le polvacrylamidei{Fischer et
Oesterhelt, 1979) et dans les reconstitutions de bactériorhodopsine
avec des lécithines <{Lozier et <coll., 1978). A pH neutre, des
chromophores ayant des maxima d’absorption comparables sont formés

par 1“incorporation d“anesthésiques wvolatils dans 1la membrane
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Effet du milieuv uvtilisé pour disperser les agrégats de bR
délipidée sur son maximum d”absorption.

La courbe (1) montre le spectre d’absopption des agrégats de
bR purifiée en absence de détergent max=480nm, pH 35,4).
Aprés 1“addition de 0,24 (p/v) de Triton X-100 {courbe 2),
les agrégats sont solubilisés; ils diffusent moins Ta
lumiére, comme on peut le constater par la diminution de
1“absorbance dans 1a région entre 350 et 450nm et le maximum
d’absorption est simultanément déplacé & S40nm.
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pourpre <(Nishimura et coll., 19835 ou en solubilisant et
refroidissant les échantillons a -30°C dans le Triton X-100 (lwasa
et coll., 1985). Toutes ces conditions expérimentales correspondent
4 des perturbations avancées de 1‘organisation membranaire et
déstabilisent la structure native de la bactériorhodopsine, donnant
lieu & la transition de poupre & rouge. Lorsque les MP sont traitées
avec du DMSOD, le pK de 1“équilibre entre les deux formes spectrales
dépend alors de la concentration de DMSO utilisée et cet équilibre
est influencé par le pH du milieu, ce qui comporte wune certaine
analogie avec la bR délipidée dont 17équilibre est déplacé vers
1“une ou 1“autre forme :ptctrlfe dépendant du pH, de lﬁ longueur de
la chatne hydrophobe et de la concentration du détergent utilisé
pour disperser la protéine agrégée. Les résultats présentés montrent
qu‘a 17état purifié, la bactériorhodopsine adopte spontanément la
forme spectrale absorbant 4 480nm. En absence de lipides et de
détergents, le pigment a un maximum d’absorbance & 480nm & des
valeurs de pH plus hautes que 3,5. L’association de ce pigment avec
les détergents regénére le pigment original & S40nm et sa stabilité
lors de 1“alcalinisation augmente lorsque la chatne hydrophobe du
détergent devient plus longue, le pioment pourpre délipidé le plus

stable étant obtenu dans le Triton X-=100.

Dans la bactériorhodopsine libre de lipides et de détergents,
le pKa apparent du groupement qui contrble 17équilibre acido-basique
est environ 2,5, Ceci pourrait étre la valeur du pKa du groupement
lorsqu’il est librement accessible a partir de la phase aqueuse.

Lorsque le pioment est associé avec des détergents ayant des chalnes
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hydrophobes de plus en plus longues, le groupement titrable pourrait
progressivement devenir de moins en moins accessible & la titration

et, de ce fait, son pKa apparent augmenterait considérablement.

Dans la membrane pourpre, le site de la titration est
probablement trés isolé de la phase aqueuse de telle sorte que
1“équilibre acido-basique n’est pas facilement observé. Cependant,
il semble que non seulement la structure membranaire, mais aussi les
interactions lipides-protéines contribuent & 1la stabilisation du
chromophore natif. En fait, dans les membranes pourpres solubilisées
(voir courbe 7 de la figure 14), la bactériorhodopsine monomérique
{Dencher et Heyn, 1978; Naito et coll., 1981) n“est pas séparée des
lipides, et sous ces conditions, 1le pigment absorbant a 480nm
apparalt seulement a pH plus haut que 11,5. Nous proposons donc que
les interactions de 1la bactériorhodopsine avec les composants
lipidiques membranaires peuvent &tre, du moins partiellement,

responsables du maintien de la couleur pourpre du pigment,

La wvaleur du pKa pourrait ainsi réfléter la Jorce des
interactions de la bR avec les molécules amphiphiles de telle sorte
que dans certains environnements lipidiques, les inttri:t?nni
lipides-protéines pourraient prévenir la formation de 1“espéce bR4BO

comme il semble &tre le cas dans la MP native.

Les changements spectraux observés lors de la délipidation de
la bactériorhodopsine pourraient &tre le résultat de la destruction
d’interactions spécifiques existant dans la membrane pourpre native

entre la protéine et les lipides dans lesquels elle est encastrée.
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Une étude ultérieure sur les interactions lipides-protéines dans des
reconstitutions de bR480 avec différents lipides, en particulier les
lipides endogénes pourrait sans doute éclaicir la signification
phrsiologique de |1‘absence d’autres unités hydrocarbonnées dans les
lipides de ces membranes bactériennes. En d’autres mots, il serait
possible que la fonction de la bR soit dépendante de la présence de

chatnes lipidiques branchées.
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3.4 Spectroscopie Raman de résonance

Lorsque 1a bR est délipidée, il y a formation d“un équilibre
entre deux formes spectrales: bR4ED%bR54ﬂ, et Ta nature du site
de la titration est pour le moment inconnue. Cependant, un équilibrﬁ
semblable existe dans la membrane pourpre native(Druckmann et al,
1982), ayant dans ce cas-ci un pKa de 13,5, entre la forme bRS40 et
une espéce bR44D, désignée d’aprés le maximum du spectre de
différence observé 1lors de 1la titration et 1‘espiéce bR440D a été
alors identifiée & la forme déprotonée de la liaison aldimine aqui
relie le rétinal & la bactérioopsineibO). Dans le but de connaftre
si le site de la réaction dans la bR purifiée est aussi le lien de
base de SchifffBS), une étude de bR4B0 par spectroscopie Raman de.
résonance {RR) a été effectuée. Cette méthode pouvait éventuellement
nous informer sur le r&le que jouent les lipides dans le contréle du

max imum d‘absorption de l1a bactériorhodopsine.

Un des avantagec de la diffusion RR, vu 1a forte augmentation
d'intensité, est de ﬁﬁuunir obtenir des spectres a partir de trés
faibles :nnEEntr;tiuns d“échantillons ou d’utiliser une puissance
plus faible du laser ce qui est important lorsqu’on travaille avec
des pigments photosensibles. De plus 1‘effet de résonance permet
d’étudier une partie particulidre d‘une macromolécule puisque la
diffusion de celle-ci peut étre sélectivement augmentée en utilisant

une longueur d’onde d’excitation ol seulement cette partie absorbe.
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La spectroscopie de RR pourra donc nous informer sur les
interactions moléculaires et la structure & 17état fondamental du
chromophore, lesquelles sont responsables des propriétés

spectroscopiques qui sont observées dans la bactériorhodopsine.

3.4.1 Région C=C

32.4.1.1 Résultats

Les figures ¢(14) et ¢(17) nous montrent les spectres de
résonance Raman des  échantillons de bR agrégée dans
1“eau{bR480) et de bR délipidée dispersée dans le Tlauryl
sucrose respectivement, Lorsque la bR délipidée est dispersée
dans le lauryl sucrose{(LS5) & pH neutre, il s7établit un
équilibre entre deux formes spectrales bR480 et bBRS40
tbRT480/5401L5). Dans la régiﬁn entre 1500 et léﬂﬂnﬁi, nous
apercevons wune bande intense positionnée a lﬁﬁacﬁi dans le cas
de bR480 et deux bandes intenses & 1533 et 1552:&4 pour

1“échantillon de bRI4B0/540JLS.
3.4,1.2 Discussion

La bande a 1533:m4 correspond & un piogment dont la
longueur d“onde maximale d’absorption est de S40nm tandis que
la bande & 1552cm4 5‘iﬁentifie & un pigment ayant un maximum
d’absorption & 480nm. Des bandes comparables apparaissent dans
les spectres des différents intermédiaires de 1a bR dont bRS70
EY 152‘?‘1::r|'|""l {figure 1B), DbDR&03 <(3-dEhydrorétinal) & 1509cm

{Massig et coll., 1982) et aussi des chromophores modéles
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Figure 1é&: GSpectres Raman de résonance de la bactériorhodopsine

délipidée (bR4BOD.
{a): bDR480 dans H;0

{b): bR480 dans Do0

L*excitation s'est effectude a 474 ,5nm.
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Figure 17: Spectres Raman de résonance de la bactériorhodopsine
délipidée dispersée dans 0,44 <(p/v) de lauryl sucrose

(bR480/540)LS.
{a): pH=é (tampon phosphate, SO0mM)
(b): pH=B <(tampon phosphate, S0mM)

L*excitation s'est effectuée & S1ldnm.
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protonés en 5nlutian(kmax=44ﬂnm} a 155?‘1:111-:l (figure 1%) (Pande
et coll., 1981). Cette bande est la plus intense des spectres
de RR des pigments contenant un rétinal et elle correspond aux
mouvements d‘élongation C=C. Nous remarquons que la fréquence
de ce mode est inversement proportionnelle au  maximum
d’absorption de la transition éiectrnnique{Tf—ﬂfﬁ des
chromophores (Heyde et ' coll., 1971), Tequel dépend
essentiellement du degré de délocalisation des électrons TT dans
le polyéne (Honig et coll,, 1974). La +4réquence du mode C=C
dépendra donc essentiellement de la densité des électrons
dans les liaisons C=C. L augmentation de la délocalisation des
¢lectrons résulte en une diminution de la densité électronique
dans les doubles liaisons et une augmentation dans les liens
simples essentiels. Ainsi, la position de la bande
correspondant au mode d“élongation éthylénique(C=C) est une
indication sensible de la délocalisation des électrons
puisgu”avec une augmentation de la délocalisation, 1 ordre de
fa liaison est diminuée ce qui résulte en un déplacement vers
les plus basses fréquences de la bande C=C <{Aton et coll.,

1977) .

Les modéles de charges ponctuelles externes expliquent les
interactions entre ie chromophore(rétinal) et la
protéine{opsine) qui déterminent la longueur d‘onde maximale
des pigments formés: entre autres la bR ou 1la rhodopsine
visuelle <(MNakanichi et coll,, 1%B0), Dans le cas de 1la

bR{figure 10, introduction), le modéle implique une paire de
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Fiqure 18: Specires Raman de résonance de la
membranes
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pourpres. L’excitation s’est effectuée & S14nm.

(I>: bRS70 dans H,0
(II): bRS70 dans_020

Massig et coll. (1982)
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Spectres Raman de résonance de chromophores modéles arant
des bases de Schiff protonées,

(a et c)1 Bases de Schiff protonées de tout=trans et 13-cis
rétinal, respectivement, dans 1“éthanol.

fb et d): Bases de Schiff deutériéesde tout-trans et 13-cis
rétinal, respectivement, dans le |“H méthanol {CngzH}.

L’excitation s‘est effectude & 474,2nm et la résolution est
de Bcm-%, Pande et coll. (181D,
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charges(provenant de la protéine: bactérioopsine) en contact
avec 1‘anneau ionone & 3,58 du CE et prés de C, et une autre
charge négative cette fois prés de 17azote du lien de base de
Schiff(BS) formé entre le résidu lysine de la bactérioopsine et
le groupement aldéhyde du rétinal, L’effet de délocalisation
est, comme prévu, plus fort pour les BS protonées. Les charges
externes augmentent considérablement la délocalisation et son
effet se fait sentir dans toute 1la chatne ol toutes les
liaisons semblent subir des changements de géométrie
comparables lors de |1’excitation de la bR tandis que dans la
rhodopsine{ol la charge externe est située & 38 du Elz}, le
lien EII-EIZ subit le plus grand changement (KaKitani et coll.,
1983). Le diagramme de corrélation{(figure 20) (Aton et coll.,
1977; Smith et coll,, 1984) suggére donc que les différences
entre une BS protonée en solution et la bR native(bRS70)
résultent d‘une augmentation de la délocalisation du systéme
d’électrons 71 conjugués lors de la liaison du rétinal & la

protéine,

Comparons maintenant les fréquences du mode C=C pour bR4B0
et DbRI4BO/540ILS par rapport & celles de DbRS70 et des
chromophores modéles. Sachant que bR4BO est délipidée et que sa
fréquence est augmentée par rapport & celle du pigment bRS70
contenue danes sa membrane lipidique native, nous pouvons
assumer que , lors de la délipidation, il se produit un
changement, c‘est-ia-dire une diminution dans les interactions

entre 1“opsine et le rétinal et que, par conséquent, les
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HAXIMUM D’ABSORPTION (nm)

FREQUENCE D“ELONGATION ETHYLENIQUE (cm-4)

Figqure 20: Diagramme de corrélation entre les fréquences d'élongation
éthyléniques (C=C) des pigments a base de rétinal avec Tleur
max imum d”absorption. (P.5.B.= base de Schiff protonée). Aton

et al. (1977).
@ bR4SO

O bRS540
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électrons deviennent plus localisés dans les liens C=C. Cette
atfirmation est soutenue par le fait que la fréquence du mode
C=C dans bR480 est approximativement 1la méme que celle des
chromophores modéles BN solution, lesquels n‘ont pas
d’interactions électrostatiquesiprovenant de 1"opsine’ au
niveau de 17anneau ionone du rétinal. Far conire lorsque le
lauryl sucrose est ajouté & la bR délipidée {(bRI480/540ILS), i1
semble que le détergent mime 1’environnement lipidique; la
fréquence d’élongation C=C diminue et sa valeur se rapproche de
celie de DbBRS70, ainsi dans ces conditions, il semble que 1‘on

retrouve les interactions natives rétinal-bactérioopsine.

3-4-2 Rﬁginn [ﬁq

3.4.2.1 Résultats

Les bandes spectrales entre 1400 et 1670em1 sont
attribuées 2 des mouvements d“élongations provenant du
groupement terminal du rétinal. Dans le spectre de bR4B0
(figure 164), wune bande faible apparatt & 115&3\:11:'1 et est
attribuée aux mouvements d’élongations C=N. Si on procéde a2 la
deutériation de 17échantilion, par la substitution isotopique
du proton de 1‘azote, la bande C=N se déplace d’environ 30emt

vers les plus basses fréguences pour se positionner a 1633cmil,
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Ce mode d'élongation C=N a été tres utilisé afin
d’identifier 17état de protonation de 1z base de Schiff
(Oseroff et Callender, 1974). 11 a été démontré que lorsqu‘on
suspend des membranes pourpres (bRS70) dans le Qzﬂ, le proton
de la base de Schiff est échangé pour un deutéron, causant un
déplacement caractéristique de 1a +Fréquence de la wvibration
d’élongation C=N-H de 1la BS {(Lewis et coll., 1974). Ce
déplacement est d’environ 17em pour la bR {(ses intermédiaires

et ses analogues aussi) dans le D0 et ceci est accepté comme

2
évidence spectroscopique de la protonation de 1a BS des
chromophores de bR. MNous pouvons donc affirmer que dans la
bR480, 1la BS5 est protonée. Les spectres obtenus de la
bRI480/540ILS <(+figure 17) montrent aussi une bande faible mais
a 1633:m{. Cette bande est caractéristique d‘une BS protonée

d‘un pigment absorbant & 5S40nm ou ayant une fréquence

d’élongation C=C a 1533cmi.

Mous avons vu qu’il existe une relation entre 1a longueur
d’onde maximale d‘absorption d’un pioment et sa frégquence
d’élongation C=C. Cependant, il n’existe pas de relation
similaire entre la frégquence d’élongation C=N et le maximum
d’absorption pour les bases de Schiff protonées. Puisque le
lien C=N dans 1les BS protonées est aussi conjugué avec la
chalne du polyeéne, 17absence de cette corrélation est

intrigante <{(Marcus et Lewis, 1978; KaKitani et coll., 1983).
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Des considérations simples basées sur la délocalisation des
électrons prédiraient que ces deux Fréquences d’élongation
seraient inversement correlées avec le maximum d’absorption,
lequel en aqénéral aucgmente avec 17augmentation de la
délocalisation. De plus, il est surprenant que 1’élongation C=N
prntanéé(E=N+H} ait une fréquence plus élévée que T17élongation
C=N non-protonée(C=M}, en dépit du fait ﬁue dans le premier
cas, on ait une masse effective plus grande et un plus petit
ordre de liaison <{Aton et coll., 19780 Kakitani et coll.,
1983). Cette absence de corrélation semble &tre causée par le
couplage avec le pliementi(bending} C=N-H qui appnrtérait une
contribution importante & 17élongation C=N dans 1les bases de
Schiff protonées et déplacerait ainsi ce mode de vibration vers
des plus hautes {réquencéi, tel oqu‘observé expérimentalement;

ce couplage est évidemment absent dans les BS non-protonées.

Pour des bases de Schiff protonées dans différents
solvants et différentes protéines, 17intensité de ce couplage
peut warier beauvcoup. 11 en résulte alors des variations
concomitantes de 1la +fréquence d’élongation C=N observée,
lesquelles seront indépendantes de la constante de force C=N

(Kakitani et coll., 1983).

Une indication ' complé&tement indépendante, de
1’/importance de la vibration de pliement C=N-H sur la position
de 1°élongation C=N est fournie par 1’effet isotopique du

deutérium, Il est plutdt étonnant que le déplacement des
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fréquences observé par la deutériation de la BS soit
significativement plus petit pour la bR native (Lewis et coll.,
19743 Terner et coll., 1979) que pour 1la rhodopsine wvisuelle

(Oseroff et Callender, 1974)(17 et Encﬁ{

respectivement). Ceci
n‘est pas seulement une colncidence., Tous les analogues de la
BR qui ont é&té étudiés ont de plus petit déplacements par la
deutériation que la rhodopsine. Ceci est une bonne indication
que la waleur de ces déplacements réflizte 1'environnement

immédiat de la BS, leguel varie selon les protéines impliquées

(KaKitani et coll., 1783).

Ces observations sugoérent gue les effets environnementaux
sur le pliement C=MN-H ménent aux anomalies observées dans les
fréquences d’'élongation C=N et aux effets isotopiques du
deutérium, En fait, pour les rétinal aldéhydes et 1les BS
non-protonées, ol le pliement C=N-H est absent, la corrélation
entre la longueur d’onde maximale d’absorption et la +réquence

d’élongation C=N{ou C=0) est observée (Heyde et coll., 1771).

La +réquence d‘élongation C=N est donc principalement
déterminée par deux facteurs: la constante de = force
dfélnngatlnn C=N et le degré de couplage avec le mouvement de
pliement. Cependant, le déplacement isotopique du deutérium est
déterminé presqu’exclusivement par le degré de couplage, lequel
est principalement une propriété de 1‘environnement de 1la BS
dans lelﬁite de liaison du chromophore. Les déplacements causeés

par la deutériation de la bR native et de ses analogues sont
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d’environ la moitié de ceux de la rhodopsine qui posséde une
protéine différente. 11 ¥y a tout 1lieu de croire qu’un
groupement de la protéine, 1ié de fagon non-covalente dans le
voisinage de la liaison de la BS, interagit avec la BS protonée
mais pas avec la BS non-protonée (Marcus et Lewis, 1978;
Kakitani et coll., 1983). Une telle interaction faisant
intervenir le proton de la BS peut expliguer les deux effets
observés sur la vibration C=N+H et 1’absence de ces effets sur
la wibration C=N. Ainsi, il est clair que, quoique la protéine
ne procure pas de bandes dans le spectre RR, 1‘environnement de
la protéine influence fortement le caractére du spectre
vibrationnel des chromophores. Ceci est appuyé par le modéle de
charge ponctuelle externe pour 1la bR native selon lequel le
maximum d‘absorption du chromophore est modulé par des

interactions électrostatiques provenant de la protéine.

Dans le cas de 1a bR4B0, la deutériation induit un
déplacement de 3&:&1, comparativement & celui de 1la bR native
gui est de l?cdq. Etant donné que le déplacement provoqué par
la deutériation est seulement causé par le degré de couplage
avec la wvibration C=N-H et que ce dernier est influencé par
1“environnement de la protéine, nous pouvons penser que la
différence entre les déplacements causés par la deutériation
dans la bR48B0 et 1a bRS70 est une indication d’un changement
des interactions BS-protéine lors de la délipidation de la bR
native. Le couplage entre le pliement C=N-H et 1’élongation

C=N+H est ainsi plus fort dans la bR480 ce qui suggére que
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1“interaction du chromophore avec 1la protéine est diminuée,
donc que 1le contre—-ion se serait éloigné de la BS et que,
conséquemment, la BS dans la bR480 serait plus protonée qu‘elle

17est dans 1la bR native.

3.4.3 Région du "fingerprint®*(empreinte) du chromophore

3.4.3.1 Résultats

Par la comparaison des +igures (1&) et (17), il est
évident que les spectres RR de bR480 et de bR délipidée
dispersée dans le laury]l sucrose(bRI4B0/5400LS) comportent des
différences substantielles dans la région entre 1100 et 1250cmt

Cette dtendue spectrale fait partie de la région appelée
1“empreinte de 1’ iscmére, et elle est affectée par quelques
attributs structuraux du chromophore: le groupement terminal et
la forme isomérique du rétinal <(Callender et .Honig, 1977;
Mathies et <coll., 1977} DouKas et coll., 1978; EBraiman et

Mathies, 1980; Pande et coll., 1%98B1).
3.4.3.2 Discussion

Puisque nous savons maintenant que bR4B0 posséde wune BS
protonée, tout comme BbBRS70, comme groupement terminal, il
serait tentant de croire que différents isoméres soient
présents. Cependant, des interactions entre le chromophore et
la protéine environnante pourrait aussi modifier de fagon
concevable le spectre des chromophores "in situ”

comparativement aux chromophores modeéles en solution, mis &
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part les effets des formes isomériques du rétinal (Pande et
coll., 1981)., En effet, dans la bR native, 1le chromophore
montre des bandes vibrationnelles caractéristiques qui ne sont
pas  obserwvées dans les  spectres références des BS
correspondantes de rétinal avec des alkylamines en solution,
Ceci implique donc que chague chromophore est modulé de facon
caractéristique par des interactions avec la protéine (Massig
et coll., 1¥B2). Ainsi, la bR480 dans 1“eau montre des bandes &
1164 et 1zns:m* tandis que la bRI480/540JLS montre des bandes 2
1140, 1173, 1200 et lzﬂ?:mi. Si nous comparons les spectres de
bR480 et bRI4BD/5401LS aux spectres de BbRS70 et de chromophores
modéles en solution(figure 18 et 19), nous nous apercevons que
la région IEntre 1100 et 1250cm™ t(fingerprint, C-C, C-C-H)
dans le spectre de bR48B0 s’apparente de trés prés & celle du
spectredc) des chromophores modeles en solution(lléd et 1198crit
) tandis que le spectre de bRI4AB0/540]LS coincide de prés avec
celui de DbR570 (1170, 1201 et 1214cmd ., Ainsi, lors de la
délipidation(bR480), les interactions rétinal-protéine semblent
ttre diminuées ce qui nous porte & croire que les interactions
lipides—protéines ant impliquées dans la modulation  des
interactions rétinal-protéine, c’est-a-dire que la structure
native de 1la protéine est maintenue par des interactions
lipidiques. Ainsi, les chromophores liés aux protéines semblent
étre de bonnes  sondes spectroscopiques sensibles  aux
changements qui prennent place dans 17environnement des

protéines au cours de leur fonction.,
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Des études effectuédes par Sheves et coll.{1984) sur les
pigments artificiels, dans lesquels la portion rétinal des
pigments natifs a été substituéde par des analogues synthétigues
ont fourni un outil précieux dans 1“étude du site de liaison de
la bR, 11 a été montré que les spectres des pioments de. bR sont
sensibles aux modifications ayant lieu dans la région de
17anneau de la molécule de rétinal{Umadevi et coll., 1983).
AInsi, une étude systématique des effets causés par
17introduction d’encombrement stérique dans le wvoisinage de
1"anneay a été effectuée par la préparation de rétinals
modifiés, substitués & la position 24 de 17anneau par des
groupements de différents aqrosseurs ou encombrements: 1.R=H,

3 4.E=(EH2}3EH3 et 5.R=N(CH3)2. Les spectres

d’absorption des pigments 3 et 4 montrent que 1la bande

2.R=0H, 3.R=CH

d’absorption principale est déplacée vers le bleu 2 443nm avec
un petit épaulement de la bande rouge & 350nm tandis que Te
pingnt'E n‘absorbe qu’a 445nm et les spectres de RR de ces
échantillons ont .cnn{irmé que ces pioments possédent une BS
protonée. 11 est donc éuidegt que les changements de 1 a 5 sont
causés par wune réduction graduelle de 1’intensité de la bande
rouge et une augmentation paralléle de celle de 1a bande bleue.
Ces observations nous indigquent alors la présence de deux
ecpéces de pigments caractérisés par des interactions
rétinal-protéine différentes. Ainsi, dans ce cas, le rétinal
pourrait adopter au moins deux configurations différentes

lorsqu”’il occupe le site de liaison de 1“opsine. Seulement une
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conformation est observée dans la bR(1), dans laquelle l1a bande
d’absorption rouge indigque une trés grande proximité entre
1”anneau et une charge de 1“opsine(Nakanishi et coll,, 1980) et
la seconde conformation, favorisée par 1“augmentation
d’encombrement stérique dans la région du E4 de 17anneau, est
associée a un dépiacement hypsochrome important de
1“absorption, L7effet a été attribué 3 une augmentation de 1la
séparation entre 17anneau du polyeéne et la charge ou la paire
de charges de 1‘opsine. Cette ecspdce absorbant dans e
bleu(445nm)> a wun maximum d‘absorption qui est tréc pris de
celui de la bR délipidée(d480nm) et des chromophores en
solution(440nm), ces derniers n'avant évidemment pas de charges
voisines 3 1l7anneau. Ceci nous donne  une indication
supplémentaire qu’il se produit un éloignement des charges
électrostatiques de la bactérioopsine dans la bR délipidée,
causé par une diminution des interactions chromophore-protéine
lorsque les lipides sont absents.

Une-preuue que les interactions qui modulent le maximum
d’absorption dans la bR48BD s’apparentent de trés prés a celles
des pigments artificiels(bR445) réside dans 1‘étude de leur
photocycle respectif. Sheves et coll.(1984) ont démontré que
les photocycles des pigments 3 et 4 sont dépendant de la
longueur d’ onde d'excitation, tout comme nous |‘avons
antérieurement démontré pour la bR délipidée. Ainsi dans les

deux cast(bR480 et bDR445), 17excitation & S80nm méne & une

batho-bR aryant 1les caractéristiques de la bR native et
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absorbant & &10nm tandis que 1“excitation & 440nm méne & un

bathoproduit avant deux maximum dans le rouge: 520 et 4Z0nm.

Il est donc pertinent de croire que cette charge de
1“opsine se serait éloignée de 1“anneau du rétinal, et donc que
bR480 se rapproche structuralement d‘un chromophore modéle en
solution{(440nm). Dans 1la discussion de 1la région C=N, nous
avons conclu que le contre-ion de 1“azote s“est aussi éloigné.
Nous savons que lorsque 1°on éloigne ce contre-ion, nous devons
nous attendre & un déplacement bathochrome de la bandé
d’absorption du pigment puisgue la charge positive de 17azote
est moins neutralisée. C’est ce qui se produit par exemple dans
1“intermédiaire bKé&éi0 <(batho-bR} lors de 1la séparation de
charge qui est associée & 1la transition DbBRS70&=——= bKéll.
Ainsi, en considérant que nous n‘avons plus ou presque plus de
charge en interaction avec 1“anneau, la wvaleur du maximum
d’absorption de la bR délipidée devrait se déplacer vers le
rouge par rapport aux chromophores modéles en solution et c’est
exactement ce qui se produity nous obtenons un déplacement
bathochrome de 40nm pour 1z bR4B0, ce qui est en accord avec

1“éloignement du contre-ion de 1’azote.

3.4.,4 Discussion générale

Plusieurs évidences expérimentales nous permettent d”affirmer

qu’il =1 produit des changements dans I“interaction
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chromophore-protéine lors de la délipidation de la

bactériorhodopsine:

1) La fréquence du mode d‘élongation C=C dans 1la bR4BO est
approximativement 1a méme que celle des chromophores modéles en
solution, lesguels n‘ont pas d’interactions
électrostatiquesiprovenant de 1‘opsine) au niveau de |1“anneau
ionone du rétinal. Par conséquent, il semble que les électrons
sont moins délocalisés dans 1a bR480 que dans la bR native, ce
qui suggére une diminution dans les interactions
rétinal-protéine si on se référe au modéle de charge ponctuelle

externe pour la bactériorhodopsine.

2) Dans 1a bR480, 1a base de Schiff est protonée, tout comme dans
le chromophore natif puisque nous observons un déplacement de

30cm® & la deutériation du proton de 1’azote de la BS.

3) Ce déplacement isotopique de 1“élongation C=N+H est déterminé
presqu’exclusivement par le degré de couplage avec le mouvement
de pliement. L’ importance de cette contribution est
principalement une propriété de 1’environnement créé par la
protéine autour du site de liaison du chromophore; i1 ¥ a donc
des variations dans les valeurs des déplacements induits par la

deutériation dépendant des protéines impliquées.

4) Ainsi, la différence entre les déplacements causés par la
deutériation dans la bR4BD(3&cM1) et la hRﬁ?Ddi?:m*; est une

indication d’un changement des interactions ES-protéine se
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produisant lors de 1a délipidation de 1a bR native. Ce couplage
plus fort entre le pliement et 17élongation C=N+H pour bR480D
suggere que le contre-ion est éloigné de 17azote et que
conséquemment, la BS dans la bR480 est plus protonée que dans

la bR native.

La région du "fingerprint“(1100-1250cm40 du spectre de bR480
s’ apparente de trés prés & celle des chromophores modéles en

solution.

Les spectres d’absorption et 1le photocycle des pigments
artificiels sont comparables & ceux de bR480 1lorsque sont
introduits des groupements provoquant de 1’encombrement
stérique dans la région de 17anneau ionone du rétinal, ce gqui
supporte les autres argumenté en ce qui concerne 17augmentation
de la séparation entre la protéine et le rétinal dans 1la

bR480 .

En admettant que 1a charge négative de 17anneau se soit

7 éloignée, le déplacement bathochrome de 40nm dans 1a bR480 par

rapport aux chromophores modéles en solution(d440nm) est causé

par la séparation plus grande du contre-ion de 17azote.

Lorsque la bR délipidée est dispersée dans Te Tauryl
sucrose{bRI480/5401LS), nous apercevons un changement dans le
maximum d’absorption de 480 & S40nm {(dépendant du pH) ainsi que
des différences caractéristiques dans 1les spectres RR par

rapport & 1a bR480. Le spectre RR ressemble alors beaucoup plus



87

a2 celui de la bR570. 11 semble donc que le lauryl sucrose mime
quelques propriétés des lipides et redonne & la bR les

interactions rétinal-protéine nativesqui la gouvernent.

Ces résultats nous suggérent qu’un résidu quelconque de la
protéine, possédant un pK qui est sensible aux interactions
lipides-protéimes, est responsable de la transition observée. Les
changements de pK sont présumément reliés aux changements
structuraux de la protéine lesquels peuvent résulter de 1la perte
d’interactions lipides-protéines lors de la délipidation. Ces
changements semblent affecter en particulier la région de la base de
Schi$$, causant ainsi des perturbations électroniques au niveau du
chromophore, ce qui donne lieu au déplacement hypsochrome observé
dans le maximum d’absorption.

De plus, dans la DbR440 obtenue du traitement des membranes
pourpres avec du diméthyl sulfoxide, les spectres Raman de résonance
montrent que 1le chromophore est 1ié & la protéine par un lien de
base de Schiff protonée (Pande et coll., 1984) tout comme dans la
bR480 obtenue par la délipidation de 1a bR. De méme, la fréquence du
mode vibrationnel de la base de Schiff, et la grandeur de son
déplacement & la deutériation, sont quelques peu différents de ceux
reportés pour la bRS&0 native, et sont en fait, semblables a ceux
observés pour les bases de Schiff protonées des chromophores modéles
en solution., Ceci suggeére une fois de plus que les interactions
protéine-chromophore sont minimales prés de la base de Schiff dans
1a bR440(DMS0)( Pande et coll., 1984) donc  aussi dans la

bR48B0O(délipidée)., De plus, une comparaison des spectres infrarouges



de bR540 et bR440 suggére que la formation de bR44D est associée 2
des changements structuraux de la protéine. Ces changements ont été
attribués <(Pande et coll. 1984) & 1‘ouverture de la structure de la
bactérioopsine, causant un déplacement du ou des contre-ion(s) de la
protéine responsables de la position du Amax observé dans la bRSé40

native ("opsin shift"),

Les interactions lipides=protéines semblent donc gtre
impliquées  dans la modulation des interactiors spécifiques
rétinal-protéine, ce gqui nous porte & croire que 17intégrité
structurale et fonctionnelle de la bactériorhodopsine est maintenue

et protégée par des interactions lipidigues.
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3.9 Spectroscopie d’émission

3.5.1 Principe

Lorsque 1a bR purifiée est dispersée dans 1‘octyl glucoside
S0mM  (pH 7>, son maximum d‘absorption subit un déplabement pour se
situer entre 480 & 540nm. Par contre, 1lorsque nous ajoutons une
concentration moindre d‘octyl glucoside, i.e. 12mM <(ce qui est
en—-dessous de la CMC de ce détergent), le maximum d‘absorption de la

bR demeure identique & celui obtenu sans détergent, i.e. 480nm).

Nous avons donc mesuré 1‘émission de fluorescence, dans
1‘ultra-violet, de ces di;+érents échantillons lorsque 1‘excitation
s’effectue dans 1a bande d’absorption des acides aminés aromatiques
tyrosine (Tyr) et tr?ptophane (Try), c’egt-a—dire a 280nm, afin de
voir si les spectres d’émission présentent des différences
significatives causées par un changement structural de 1a protéine,
puisque les changements conformationnels des protéines peuvent

affecter leur fluorescence intrinséque,
3.5.2 Résultats

Les échantillons de bR délipidée dispersée dans les détergents
ont ¢été ‘excités dans la bande d’absorption & 280nm et les spectres
d’émission sont montrés & la figure (21). Ces spectres résultent de
la différence obtenue entre les spectres d’émission de la bRA8B0 en
solution dans 17octyl glucoside <(S50mM et 12mM) et 1les spectres

d’émission de chacun de ces détergents. Le spectre d’émission de la
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Figure 21:
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Spectres d'émission de la bR délipidée dispersée dans 1 octyl
glucoside:

(1):  12mM (Amax=480nm)

(2):  S0mM glmix 540nm)
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bR480/octy]l glucoside (SO0mM) est montré par la courbe (2). Ce
spectire montre un maximum d‘émission qui se situe & 330nm.
Cependant, en ce qui concerne le spectre d’émission de 1la bR480
(izmM 0.6.) on s’apergoit par la courbe (1) que le maximum
d’émission subit un déplacement bathochrome pour se positionner a

350nm,

3.59.3 Discussion

Dans la MP native, le maximum d’émission, lorsque 17excitation
se produit entre 240 et 300nm, est caractérisé par une bande large
avtour de 330nm (QOesterhelt et Hess, 1973} Schreckenback et
Oesterhelt, 1977; Bogomolni et coll., 1978; Sherman, 1981). Cette
bande d‘émission correspond & la fluorescence provenant de fagon
prédominante des Try, avec des contributions indirectes provenant du
transfert d’énergie des Tyr au Try. La bande d’émission des Try est
sensible au microenvironnement de ce résidu (Burstein et coll.,
1972) et peut nous donner des informations importantes concernant la
structure tertiaire de la protéine. En effet, lorsque 1a MP est mise
en présence de chlorhydrate de guanidine (un agent dénaturant), la
bande d’‘émission subit wun déplacement wvers les plus longues
longueurs d‘onde, c‘est-&-dire wvers 337nm (Sherman, 1981), ce qui
est prés de la wvaleur attendue pour une protéine complétement
dénaturée dans laguelle tous les résidus Try sont exposés (355nm)
{(Burstein et coll., 1973). Ce déplacement a été attribué soit a des
changements de conformations de la protéine et/ou soit & des

interactions lipides-protéines. De plus, 1“excitation d'une solution
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de L-Try dans 17eau & pH neutre donne une bande d’émission & 330nm
tSherman, 1981)., Selon une analyse effectuée par Burstein et coll,
(1973), i1 semble que le maximum d'émission a 330nm observé dans la
MF native :nrréspund a des résidus Try situés dans des sites trés
hydrophobes de 1la membrane tandis que 17émission vers 350nm serait
typique des Try exposés & un environnement agueux. Ainsi, i1 scerait
raisonnable de croire gque dans la bR480 glmax d’émission=350nm) les
changements de fluorescence observés par rapport & la bRS70 dams la
MP  native glmax d'émission=330nm) proviennent d’un changement
conformationnel de cette protéine lors de la délipidation, modifiant
ainsi la dispdaitinn spatiale des résidus Try, les exposant alors &
un environnement aqueux par opposition & un environnement trés

hydrophobe lorsque la bR est contenue dans la MP.

En ce qui concerne la largeur de bande & mi-hauteur, la bande
d’émission obtenue de la bR/0.G. SOmM {lmax d’abseorption vers 540nm)
est de wvaleur comparable & celle obtenue de 1a bR dans 1a MP (34nm
et 40nm respectivement). Cependant, la bR480 (max
d’absorption=480nm) montre une bande d’émission beaucoup plus
étendue, ce qui pourrait s’expligquer par 17état d’agrégation de la
bR48B0 et aussi par le fait que ce paramétre de {\uureﬁcence augmente
lorsque les Try sont plue exposée & un environnement polaire

(Sherman, 1981; Andley et Chakrabarti, 1982,
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ffet de |“hydroxylamine et du borohydrure de i

3.6.1 Principe

Le blanchiment de la membrane pourpre & la lumiére en présence
d’hydroxylamine impligque 1a perte du lien de base de Schiff entre le
rétinal et 1’apoprotéine et la conversion du rétinal en rétinaloxime
causée par la réaction entre le rétinal et 1le résidu aminé de
1“hydroxylamine., Ce processus résulte en la diminution de la bande
d’absorption & 570nm et en 1“apparition simultanée d‘une bande &
364nm :iractériitique du rétinaloxime, Il se produit  donc des
changements significatifs dans 1“organisation moléculaire et dans la
conformation de la bR dans 1a MP & 1’illumination, ﬁ’lutrt part, le
borohydrure de sodium agit en Eéduigant la double liaison de la base
de Schif+ résultant en la diminution progressive de la bande & S570nm
et en la formation d’une bande autour de 3&0nm avant plusieurs
épaulements caractéristiques de la réduction du lien aldimine entre
le rétinal et la bactérioopsine. L’hydroxylamine et 1le borohydrure
réagissent avec la bR seulement lorsqu’on illumine les échantillons
de bR adaptée & la lumiére. Au cours du photocycle normal de la MP,
il y a déprotonation de la base de Schiff, isomérisation du rétinal
et des changements concomitants de la conformation de 1la protéine.
C’est alors que le site de liaison de la base de Schiff devient
accessible & la réaction avec 1’hydroxylamine ou & la réduction par

le borohydrure de sodium. Nous avons donc utilisé ces produits pour
déterminer <i la bR délipidée a une conformation différente au point

ol elle pourrait réagir, c’est-a~-dire au point ol la base de Schitff
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pourrait &tre accessible et réagir & 17obscurité avec ces produits.

3.46.2 Réaction au borohydrure

3.8.2.1 Résultats

L analyse spectrale de 1la bR délipidée traitée avec
environ 44 (p/v) de NaBH4 a2 17obscurité est montrée 3 la
figure (22). HNous pouvons observer qu’il ¥y a disparition
graduelle de la bande d‘absorption correspondant au chromophore
et apparition simultanée d“une nouvelle bande wvers 335nm
correspondant & la réduction de 1a double liaison de 1a BS dans
ce pigment. Cette réaction se produit assez rapidement de telle

sorte qu’aprés 1:30 heure la moitié de Ta bR est dénaturée.
J.6.2.2 Discussion

Lorsque la bR contenue dans la MP est traitée au
borohydrure de sodium <(vignette, +igure 22y, la bande
d’absorption & S70nm disparait et i1 se <forme un spectre
d”“absorption avant 4 maxima dans la région entre 320 et 380nm
(327, 343, 341 et 382nm). Cette structure fine de la bande
d’absorption obtenue lorsque les MP réagissent avec le NaEH4 '
disparatt lorsque la membrane pourpre subit =so0it wune
prédénaturation glmax est alors & 3BO0nm) avec certains
détergents ou soit wune hydrolyse alcaline et alors la bande
d’absorption est positionnée & 330nm (Peters et coll., 1974;
SchrecKenback et Oesterhelt,1977; BSchreckenback et coll.,

1977). Le déplacement de la bande jusqu’i 330nm ainsi que la
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Evolution de 1a bactériorhodopsine délipidée <(bR4BO) en
présence de .~~~ 44 (p/v) de borohydrure de sodium a
1 “obscurité,

Le spectre (1) correspond & 1a bR4BO dans un tampon phosphate
SOmM, pH=7. Les spectres (2-4)° sont enregistrés &: (2) 1
minute, (3) 10 minutes, (4) 30 minutes, (3) 1 heure, (&) -1:30
heure aprés 1“addition de NaBH4.

Vignette: changements spectraux observés lors de la réaction
du NaBH4 avec la membrane pourpre native.
(1)t membrane pourpre native
(2): 4:;30 heures aprés 1‘addition de MaBHg sous
irradiation continue des MP natives.
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perte de 1a structure +Fine de 1a bande ont été attribués
(Schreckenback et Oesterhelt, 1977; Schreckenback et coll.,
1977) & des modifications des interactions rétinal-protéine se
prodvisant dans 1a bR dans les cas ci-haut mentionnés. On
pourrait donc penser que le méme phénoméne se produit dans la
bR délipidée puisque la pocition de la bande d’absorption aprés
1“attague au borohydrure, dans ce cas-ci, est aussi a 330nm et
gu‘elle ne montre pas de structure fine comme celle que 17on

retrouve lors de la réduction de 1a MP native.

3.6.,3 Reaction & 1"hydroxylamine

3.6.3.1 Résultats

La figure (23) nous mnntre. 1“évolution de la
bactériorhodopsine délipidée en présence d’hydroxylamine &
17obscurité. Mous  observons que 1‘une des deux +ormes
spectrales de la bR purifiée réagit beaucoup plus rapidement
que 17autre au traitement & 1“hydroxylamine. En effet, 1a forme
spectrale absorbant & 480nm réagit spontanément et ceci peut
édtre observé par la diminution de la bande d“absorption & 480nm
et 1“augmentation simultanée de la  bande a 340nm
caractéristigue de la formation de rétinaloxime. Dépendant de
la concentration d"hydroxylamine utilisée, cette réaction est
plus ou moins rapide et en utilisant une concentration plus
faible nous sommes en mesure de voir disparaltire peu & peu la
bande & 480nm. En effet, 1:30 heure aprés 17ajout de 3 gouttes

d’hydroxylamine (1 M) & 1“échantillon, la bande & 480nm a
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Figure 23: Evolution de 1la bactériorhodopsine délipidée .(bR4ED} en

présence d’'hydroxylamine a 1“obscurité.

Le spectre (1) correspond & 1a bR48B0 dans un tampon phosphate

S0mM, pH=7. Les spectres (2-4) sont enregistrés a: (2) 20
secondes, (3) 20 minutes, (4) 45 minutes, (5) 1:30 heure, (&)
3 heures aprés 1“addition de 3 gouttes d’hydroxylamine (1 M)

4 la bR480.
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complétement disparu. En ce qui concerne le pigment absorbant &
540nm, i1 semble qu’il soit plus résistant a 1“action de ce
produit, cependant il +finit par disparattre 2 son tour mais
beaucoup plus tardivement que 1a DbDR4B0. Alors gque toute 1la
brR480 a disparu, il faut quelques heures & la bR340 avant

qu’‘elle ne se dénature,

Lorsque 1a bR purifiée est dispersée dans le lauryl
suUcrose ou le Triton X-100 préalablement & 17attaquzs &
1”hydroxylamine (figure 24 et 25 respectivement), nous
apercevons deux comportements différents. Dans le lauryl
sucrose, la bR délipidée semble réagir beaucoup plus rapidement
que dans 17état agrégé et aprés 1:20 heure, lés deux formes
spectrales & 480 et 540nm ont presque complétement disparu.
Cependant, lorsque 1a bR est dispersée dans le Triton X-100, il
y a transition de la forme bR480nm & la forme bRS40, et dans ce
cas i1 faut plus de 4:30 heures pour observer la dénaturation

compléte du pigment,

3.6.3.2 Discussion

Lorsque 1a bR délipidée est soumise & 17action de
1“hydroxylamine, 1la forme spectrale a 480nm disparalt beaucoup
plus rapidement que la forme absorbant a 3540mm. L7ajout du
lauryl sucrose & la protéine purifiée augmente la vitesse avec
laquelle 1“hydroxylamine peut agir sur le lien de BS et ceci
peut s’expliquer par la plus grande facilité pour le réactif

d’accéder au site de réaction puisque la bR n’est plus agrégée
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Figure'zﬂ: Changements spectraux observés lors  de 1“addition

d’hydroxylamine & la bactériorhodopsine délipidée dispersée
dans 0,44 (p/v) de laury]l sucrose & |“ocbscurité.

Le spectre (1) représente la bR purifiée dispersée dans le
lauryl sucrose. Les spectres (2-5) sont enregistrés a: (2) 20
secondes, (3) 10 minutes, (4) 30 minutes, (5) 1:20 heure
aprés |1“addition de 3 gouttes de NH,OH (1 M),
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Figure 2%: Changements spectraux observés lors de 1“addition

d’hydroxylamine a la bR délipidée disperséde dans 0,4 de
Triton X-100.

Le spectre (1) représente la bR4B0O dispersée dans le Triton
X-100 glpaxiﬁdﬂnn). Les spectres (2-5) sont enregistrés a:
{2) 20 secondes, (3) 1 heure, (4) 2:30 heures (35) 4:30 heures
aprés 1“addition de 3 gouttes de NHpOH (1 M) & 1obscurité.
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mais dispersée dans les micelles de détergents. Par contre,
dans le Triton X-100, 1la réaction est moins rapide et ce
phénoméne est attendu puisque 1la forme bR340 s’y retrouvant
réagit beaucoup plus lentement dans le cas de 17échantillon de
bR sans détergent CUnax= 480nm) . Nous entrevoyons donc deux
possibilités afin d’expliquer les deux cinétiques de réaction &
1’hydroxylamine sur le couple bR480 et bR540. Premiérement, il
pourrait y avoir des différences dans 1‘accessibilité du site
de réaction des pigments de telle sorte que 1’hydroxylamine
pourrait atteindre plus facilement le lien de BS dans la bR480
que dans la bRSéO, ainsi 17attaque s’effectuerait sur une plus
longue période de temps dans la bR540 par rapport &8 1la DbR480.
Deuxiémement, ceci pourrait &tre 1le résultat d’un équilibre
s’établissant entre les concentrations relatives de bR480 et
bR540: pendant que 1a bR480 se dénature, 17équilibre se
déplacerait lentement vers la formation de bR4BD & partir de
bR540 et seulement alors la bR540 pourrait disparattre puisqu’a

pR 72 la forme absorbant 2 480 est privilégiée.

I1 est intéressant de noter que toutes les espéces de bR
dont le maximum d’absorption est déplacé vers le bleu (soit par
1“addition de solvant ou autres) réagissent & 1’attaque de
1“hydroxylamine et du borohydure de sodium & 1‘obscurité alors
que dans les mémes conditions, dans 1la membrane native, 1le
pigment est insensible & ce produit. Oesterhelt ef coll, (1923
ont aussi observé une cinétique de réaction biphasique lorsque

de 1‘hydroxylamine est ajoutée 3 des échantillions de bR/MP mis
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en présence de DMSO. Ces auteurs ont alors suggéré que ce
phénoméne pourrait étre attribué au fait que seulement 1a forme
de bR absorbant a 4é0nm pouvait étre attaguée par ce réactif a
1“obscurité, et qu’il y aurait ensuite conversion de bRS&0 en
bR440, processus durant lequel 1le lien de BS devient plus
exposé donc plus susceptible de réagir & 17attaque de
1“hydroxylamine. Cependant, la différence d’accessibilité de la
BS entre 1les deux formes bDR440 et DR5S40 dans ce cas-ci,
pourrait tout aussi bien expliquer 1la cinétique biphasique

qu’ils ont obtenue.

Quoiqu’il en soit, 1a disparition du pigment & 1‘obscurité
nous donne une bonne indication que la prntéint dans la forme
absorbant & 480nm aurait subi des changements conformationnels
suffisamment importants pour que le chromophore réagisse avec
1“hydroxylamine et 1le borohydrure. La protéine doit ainsi se
retrouver dans une conformation beaucoup plus ouverte pour
qu“elle rende accessible le site de la réaction c’est-a-dire la
base de Schif4 qui n‘est normalement pas accessible dans 1la
membrane native. La position de la bande d’absorption & 480nm
pourrait donc étre la conséquence d’un changement
conformationnel se produisant lorsque la protéine n’est plus en
présence de sSes lipides membranaires. Ce changement
conformationnel pourrait ainsi rendre accessible un groupement
de la protéine qui est normalement enfoui dans 1la structure
protéique et protégé du milieu extérieur, lequel pourrait jouer

un r&le dans le contrble du maximum d”absorption de la bR.
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3.7 Photochimie de la bR délipidée

L’étude du photocycle de 1a bR délipidée libérée decs détergents =z
été effectuée par photolyse éclair, tout d’abord pour vérifier qu’il ¥
avait toujours présence et activité photochimigque dans cette forme
purifiée de bR et pour comparer les cinétiques d”apparition et de
disparition des intermédiaires. La spectroscopie & basse température a
été wutilicéde par la suite afin de déterminer la position exacte du
max imum d’absorption des différents photo-intermédiaires. 11 sera donc
possible d’établir une comparaison du photocycle de bR48D s/i1 v a lieu

avec le photocvcle de la bR contenue dans sa membrane native.

3.7.1 Photolyse éclair

La photolyse éclair permet d’étudier les changements chimiques
ou physiques rapides induits par la lumiére. La réaction chimique ou
physique est déclenchée & 17aide d'un faisceau actinigue de trés
courte durée et les changements induites par Ta lumidgre sont suivis
par un systéme d’analyse trés rapide., En ce qui nous concerne, nous
observons les changements d”absorption induits par 1“apparition de
nouvelles espéces ou par la disparition dec espiéces présentes lors

de la réaction photochimique dans les pigments de bR.
3.7.1.1 PRésultats

Dans le but de déclencher le cycle réactionnel impliqué
dans le photocycle de la bR délipidée, nous avons wutilisé une

impulsion laser ()=5232nm) et 1’effet produit par le faisceau
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actinique est suivi par un spectrophotométre. Immédiatement
aprés 1’excitation par 1‘impulsion laser, les changements de
transmittance se produisant sont caractéristiques de la
formation ou de la disparition de 1“intermédiaire que 1”on
é¢tudie. Les cinétiques de bR sont ainsi représentées par la
variation de 1la transmittance en fonction du temps. La figure
(24) représente la formation de 1“intermédiaire
méta-bactériorhodopsine de 1a bR purifiée par rapport & celle
de la bR contenue dans la MP native. Dans cette expérience, la
longueur d’onde du faisceau d’analyse a été fixde & 400nm dans
le cas de la bR purifide et & 410nm pour la bR dans 1a MP. Ces
deux cinétiques semblent &tre du méme ordre de grandeur quant a
1“apparition du méta-produit de ces deux différents pigments
(demie-vie apparente de 18Bus pour la bR4B0 et 32us pour la bR
native) quoique légérement plus rapide dans le cas de la bR480.
Cependant, Va cinétique de formation du méta-intermédiaire dans
la MP native semble biphasique par comparaison & la méta-bR
formée & partir de la bDR48BD qui paralt monophasique. Cette
cinétique eﬁ deux phases a plusieurs fois été décrites pour la

bR dans la membrane pourpre native (Lozier et coll,, 1978).

La disparition des méta—intermédiaires respectifs de la
bR480 et de 1a DbR/MP est montrée & la figure (27).
Contrairement & 1‘apparition de ce photoproduit, qui est du
méme ordre de grandeur, sa disparition semble étre trés lente
dans la bR délipidée par rapport & celle du méta-intermédiaire

de la bR native. Alors que le méta-produit a complétement
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Figure 24: Cinétiques d’apparition du méta=-intermédiaire de 1la DR
délipidée (bR4BO) par comparaison & celle de Ta bR native
(bRS70) .

La courbe ¢(1) est mesurée & 400nm et cnrrespnnd-au changement
spectral se produisant dans 1“échantilion de bR480.

La courbe (2) est mesurée & 410nm et correspond au changement
spectral se produisant dans la bRS70.
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Cinétiques de disparition des méta—-intermédiaires de la bR
délipidée par comparaison & la membrane pourpre native,

Les courbes (1) et (2) sont mesurées & 400nm et correspondent
aux changements spectraux se produisant dans les échantillons
de bR480 et bRS70 respectivement.
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disparu dans les 50 ms dans la MP, la cinétique de disparition
est trés lente dans la bR480 et i1 y a toujours présence de cet
intermédiaire aprés 150ms dans la bR délipidée, Ce retard
pourrait é&tre causé par 1°état d‘agrégation de la bR
lorsqu’elle n“est plus en présence de ses lipides natifs. Selon
Beece et coll, (1981), une augmentation de viscosité du solvant
pourrait retarder les étapes lentes du photocycle (M—D,
O=—+bR). Comme la bR est agrégée, il ¥ a lieu de croire gue ce
ralentissement est d0 & la grande wviscosité du milieu qui

entoure bR4BOD.

Quoiqu“il en soit, ces résultats démontrent qu’il ¥y a
toujours une activité photochimique de ce pigment, laquelle est
quelque peu retardée comparativement & la bR dans la MP

native.

3.7.2 Spectroscopie & basse température

Considérant la grandeur du déplacement spectral induit par
la délipidation de la bactériorhodopsine, il nous est apparu
intéressant, sachant que cette protéine conservait une activité
photochimique, de regarder & quel degré les propriétés
spectrales des intermédiaires retrouvés au cours du photocycle

pouvaient é¢tre simultanément modifiées.



joe

3.7.2.1 Résultats

La figure <(28) représente les spectres de différence
enregistrés aprés irradiation des échantillons de bR purifiée a
1“aide de filtres interférentiels ayant une étroite bande
passante & 450 et S5S50nm & une température de BO0"K. Le cycle
photochimique est ainsi initié et & cette température, Ile
batho=intermédiaire est stable: il ne peut pas se transformer
thermiquement en 1“intermédiaire successif et il peut donc étre
observé., Lorsque 17échantillon est irradié avec une lumiére &
S50nm, on observe un minimum vers S520nm et un maximum & &10nm,
ce qui correspond a la formation de la batho-bR. Par contre,
1“irradiation & 450nm nous donne la formation de deux espéces
de batho-produits avec des maxima vers 3535 et 410nm et la
disparition du pigment est associée avec le minimum situé &
environ 450nm. Afin de déterminer quelle est la contribution de
la bR480 dans la formation de ces photoproduits, nous avons
soustrait le spectre de différence obtenu & une )\d’irradiatinn
de SS50nm A celui obtenu A wune A\=450nm. Le premier de ces
spectres de différence a été normalisé dans 1a région entre 400
et 700nm avec le deuxiéme spectre. Le résultat est donc un
spectre de différence obtenu de la soustraction entre deux
spectres de différence., Celui=-ci (figure 2%) nous montre
clairement que 1la forme spectrale absorbant a 480nm forme un
batho-intermédiaire absorbant vers 530nm, tandis que la bRS40 a

un intermédiaire bathochrome dont le maximum d’absorption est
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Formation des batho-intermédiaires de la bactériorhodopsine
délipidée, Spectres de différence enregistrésaprés 10 minutes
d’irradiation de la bR délipidée & 77"K,

{ —)

(===)

L“échantillon est contenu dans 40¥ de glycérol dans un
tampon phosphate SO0mM (pH=7) et irradié au travers
d’un filtre interférentiel Baird Atomic & 450nm (bande
passante S0nm).

L’échantillon est contenu dans 40/ de glycérol dans un
tampon phosphate S0mM (pH=7) et irradié¢ au travers
d’un filtre interférentiel Baird Atomic & S50nm (bande
passante 30nm).
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Figure 29: Formation du batho-intermédiaire de la bR480. Spectre de

différence résultant de 1la soustraction du spectre de
différence obtenu & une )~d’irradiatiun de S50nm (normalisé
entre 400 et 700nm) de celui obtenu & une A d’irradiation de
450nm (voir figure 28).
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situé & &10nm.

L’analyse spectrale du méta-intermédiaire peut s’effectuer
de deux manigres différentes. En premier lieu, nous pouvons
réchauvffer les différents batho-intermédiaires & une
température de 220"K. La {figure (30} représente les spectres de
différence obtenus aprés soustraction des spectres d’absorption
obtenus a BO"K aprés irradiation des échantillons soit & 450,
soit & 550nm, des spectres d’absorption mesSuUrés aprés
réchauffement des échantillons & 220"K. La batho-bR formée par
irradiation & 550nm disparalt (minimum vers &400nm} pour former
une méta-bR  autour de 410nm, tandis que lorsque le
batho-intermédiaire est formé & une ) d’irradiation de 450nm,
le spectre de différence nous montre une bande large dans la
région entre S00 et &00nm qui disparalt pour former encore un

méta=-produit vers 410nm.

Le méta-intermédiaire peut cependant &tre étudié d’une
autre maniére, plus directe, c’est-a-dire par irradiation (soit
a2 450 ou & 3S50nm) des échantillons de bR délipidée, & une
température de 220"K Ctempérature a laquelle le
méta-intermédiaire est stable), De cette facon (figure 31),
nous observons un minimum autour de S540nm et wun maximum vers
4i0nm lorsque la bR délipidée est irradiéde & une )Eﬁﬁﬂnm.
Cependant, lorsque 1’irradiation s’effectue & 450nm, le minimum
est situé & 480nm et le méta-intermédiaire qui apparatt a une

bande d‘absorption qui est alors positionnée & 3BOnm,
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Formation des méta-intermédiaires de la bR délipidée & partir
des batho-intermédiaires. Spectres de différences enregistrés
lorsque les échantillons sont réchauffés & une température de
220°K.

{(—=) Méta-intermédiaire formé Y partir du
batho-intermédiaire obtenu par irradiation & 450nm,

{===) Méta-intermédiaire formé & partir du
batho-intermédiaire obtenu par drradiation & S50nm.
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Formation des méta-intermédiaires de 1la bR délipidée,
Spectres de différences enregistrés aprés irradiation des
échantillons & 220"K. Ceux-ci sont contenus dans &0 de
glycérol dans un tampon phosphate SO0mM (pH=7).

(=) Spectre enregistré aprés 10 minutes d’irradiation au
travers d'um filtre interférentiel & 450nm.

(===) GSpectre enregistré aprés 10 minutes d’irradiation au
travers d’un filtre interférentiel & 550nm.
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Si, par la suite, les échantillons sont réchauffés jusqu’a
la température initiale, soit 2%98"K (4igure 32), les deux
formes  spectrales correspondant aux méta-intermédiaires
spécifiques M-bR3B0 et M~bR410 se convertissent en leur pigment

initial respectif soit bR480 et bR540.

3.7.2.2 Discussion

Lorsqu‘on excite 1a bR délipidée & 450 et S50nm, nous
observons la formation de deux bathointermédiaires différents
possédant dts'lma: a2 530 et &10nm respectivement, La figure
(29> nous montre clairement que 1la batho-bRS30 provient du
pigment absorbant a 480nm et non de la bRS40 éue 1“on  retrouve
aussi dans 1“échantillon. On retrouve également deux
batho-intermédiaires différents lorsque 1a bR délipidée est _en
solution dans le Jlauryl sucrose (voir introduction, section
1.4, Le maximum d”absorption a &410nm est comparable & celui
obtenu pour 1la batho-bR a partir de Ia. MP native. Les
déplacements spectraux induits lors de 1a formation de chacun
de ces batho-produits sont +tous du méme ordre de grandeur
soient 1938 (bR native), 1983 (bRS5S40) et 2141em®  (bR48D)
indiquant que des changements semblables se produisent dans ces
trois espéces au niveau de |1’ isomérisation du rétinal et du

réarrangement des interactions rétinal-protéine (Lewis, 1982).

Lorsqu‘on irradie les échantillons de DR délipidée a

220K, on apergoit aussi la présence de deux



115

0,06-

0,044

0,024
< 0,00
<]
=-0,02-
-u ,04'
T a T T L] I | T LB
380 440 540 420 700
LONGUEUR D“ONDE (nm)
Figure 32: Conversion des méta=-intermédiaires en leur pigment initial

respectif, Spectres de
température de la piéce.
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{—) GSpectre enregistré  suite au
1“échantillon de 220"<qui a été
figure 31) a 278"K.

{=-=) Spectre enregistré suite au

1“échantillon de 220%{qui a
figure 31) & 298"K.
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enregistrés a la

réchavffement de
irradié & 450nm:

réchauffement de
irradié a 550nm:



114

méta-intermédiaires différents absorbant & 380nm (bR4B0O) et &
410nm ¢(bR340), Ainsi le méta-produit de 1la bR480 subit wun
déplacement hypsochrome de son spectre d’absorption
cémparatiuemnnt au méta-intermédiaire de 1a MP native. Dans le
spectre de différence, le méta-produit montre un maximum
d’absorption & 380nm au lieu de 410nm dans 1a MP native. De
plus, 1le méme spectre de différence montre un minimum & 480nm,
indiquant que 1a méta-bR origine du pigment absorbant & 480nm
pilutbt que du pigment ayant un‘}max a S40nm qui est présent en

petite guantité dane 17échantillon.

Ce déplacement vers le bleu du spectre d“absorption du
méta-intermédiaire se produit aussi lorsqu‘on irradie des
échantillons de bR délipidée en solution dans le lauryl sucrose
et lorsque la MP est soumise & 1“action d“anesthésiques
volatils comme 17enflurane (méta-bR=380nm). Dans ces conditions
expérimentales, 1la bRS70 est en équilibre avec une autre forme
spectrale glmax=4ﬂﬂnm) qui s’apparente de prés avec la bR48B0
formée par la délipidation de la bR, et cet équilibre est
réversible par 1‘évaporation de 17enflurane <(Henry et coll.

1987).

Ainsi, malgré le fait qué la bR délipidée ait pu subir des
changements conformationnels, ceux—-ci ne semblent pas empécher
le chromophore de posséder un cycle photoréactionnel. Donc, les
changements structuraux se produisant lores de 1l1a délipidation

de la bR <semblent & la fois impliquer des groupements de la
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protéine jouant un rdle dans Te contréle du  maximum
d’absorption des chromophores de bR sans toutefois enlever au
pigment délipidé ses propriédtés photochimiques. Ceci nous
indique que le groupement responsable du déplacement spectral
(5340nm=—>480nm) n‘a pas de relation t{du moins) directe avec les

évenements se produisant lors de la photoréaction de 1a bR,
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Adaptation & l1a lumidre de bR480

3.8.1 Principe

Une des facons de wvérifier 17intégrité Fonctionnelle et
structurale de la bR consiste & mesurer sa capacité d’adaptation a
la lumiére. La bR native existe sous deux formes stables et
interconvertibles: une forme adaptée a 17obscurité constituée d’un
mélange équimolaire de tout-trans et de 13-cis rétinal avant un
max imum d‘absorption centré autour de 540nm. Ce mélange se convertit
suite & une courte exposition & une source lumineuse intense en une
bR adaptée 2 la lumiére, ne contenant que du tout-trans rétinal et
absorbant & S70nm <(Oesterhelt et coll. 1%73). Cette réaction
implique une isomérisation du 13-cis en tout-trans rétinal. Nous
savons que des modifications de 1“état d’agrégation
{triméres-monoméres) de la bR dans la MP native ainsi que des
intéractions rétinal-protéine ne orivent pas la bR de sa capacité
d’adaptation a la lumiére, quoiqu’elle semble é&tre Ilégkrement
diminuée. 11 serait donc intéressant de savoir si les interactions
lipides-protéines sont essentielles & cette adaptation. Dans ce but,
la capacité d’adaptation & la lumiére a été étudiéde pour la bR
purifiée sans détergent afin de déterminer si cette forme de bR

délipidée concserve les propriétés de la MP native.

Lorsque la bR délipidée exempte de détergents est éclairée par

la Tumiére d’un projecteur muni d‘un filtre interférentiel arant une
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bande passante étroite & 450nm, le spectre d‘absorption de 1a bR
semble se modifier dans la région des plus longues longueurs d“onde
(figure 33). La figure (34) nous montre le spectre de différence
obtenu aprés soustraction du spectre de bR48B0 avant illumination de
celui obtenu aprés illumination. Ce spectre de différence nous
indique que 1la bR480 disparalt pour former une autre espéce
absorbant & environ 575nm. On retrouve aussi dans l1a figure (34) les
spectres de différences de 1°adaptation &4 1a lumiére de 1la bR/MP
native et aussi de 1a bR délipidée excitée & 550nm. Ces spectres
présentent tous la méme situation: la disparition de 17espice
excitée et 17apparition d’une nouvelle forme spectrale entre 575 et
&00nm. Ainsi, i1 semble que 1a'bR délipidée pocsctde certaines des
caractéristigues gu’on observe lors de 1‘adaptation & la lumidtre de
la MP native malgré le fait qu’elle ;it pu subir des changements
conformationnels au cours de la délipidatinn..tependant, au cours de
1“illumination, 1“absorbance a 480nm diminue au lieu d’augmenter
comme dans la MP native <(figure 33). Et lors de 1“adaptation &
1“obscurité, le maximum d’absorption & 480nm revient & sa position
originale sur la meéme période de temps que dans le cas de la bR dans
la MP native qui voit son maximum d‘absorption réitérer sa position
initiale & S5&0nm. 11 serait intéressant de noter que le phénoméne
d”adaptation & la lumiére n‘est pas parfaitement élucidé, et qu’on
ne peut tirer gque des conclusions trés arbitraires sur ce qui se
passe lors de 1“adaptation & la lumigre dans les chromophores de bR.
Toutefois, il semble improbable qu’il ne s‘agisse que d‘une

icomérisation avant lieu du {3-cis au tout-trans rétinal. Ceci est
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Adaptation a la lumiere de la bactériorhodopsine délipidée en
absence de détergent.
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(O-0-Q

(X=X=X)

Spectre d’absorption de la bactériorhodopsine
délipidée dans sa forme adaptée & 17obscurité,

Spectre d“absorption de la bactériorhodopsine
délipidée dans sa forme adaptée & la lumiére,

Spectre d’absorption de la bactériorhodopsine
délipidée gardée & 1‘obscurité pendant 45 minutes
aprés 1‘adaptation & la lumidre.
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Figure 34: Spectres de dif+érences enregistrés lors de 1”adaptation & la
Tumidre:

A-A-V) De la bR délipidée irradiée & 450nm.

-o-c De la bR délipidée irradiée avec une lumiére
blanche.

@-o-® De la bR native contenue dans '|a membrane pourpre,
irradiée avec une lumiére blanche.
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Adaptation & la lumié¢re de 1la bactériorhodopsine contenue
dans =a membrane pourpre native,

(@-s-®) GSpectre d’absorption de la bR dans sa forme adaptée
a 1'obscurité,

{o-o-0o Spectre d’absorption de la bR dans sa forme adaptée
2 la Tumidre,

(X=-%X-%) Gpectre d’absorption de la bR gardée & 1’ obscurité
pendant 45 minutes aprés 1‘adaptation a la lumiédre.




123

suggéré par le fait que les anesthésiques volatils (Henry et coll,
1987)) et le DMS0 {(Pande et coll. 1984) agissent en particulier sur
une seule des deux formes isomérigques, c’est-&-dire le tout-trans

rétinal, et n"aient pas d'effet sur 1a forme 13-cis du pioment.

Mous avons montré jusgqu’a maintenant que 1la bR480 posséde
plusieurs caractéristiques d’un chromophore modéle en solution,
lequel n“est pas influencé par un environnement protéique.
LYirradiation du rétinal en solution méne & 1la +nrmat}nn de
plusieurs isoméres du rétinal: tout-trans, i13-cis, 9-cis, l1-cis et
?,13-dicis rétinal <(Sperling et coll. 1%77), cnntfairemant au
pigment de la membrane pourpre dont la protéine se lie sélectivement
avec des isoméres particuliers du rétinal, Dancs la bR native, le
rétinal est isomérisé seulement en des  formes isomériques
spécifiques & la lumidre{forme tout-trans) et & 1‘ocbscurité(forme
13=cis). Nous avons amorcé des études de composition isomérique de
la bR48B0 et nous avons observé plusieurs taches, par chromatoaraphie
sur couche mince, qui ne sont pas observées dans les échantillons de
bR native. Nous n’avons pas identifié & quelle forme isomérigue ces
taches sont reliées, cependant on pourrait s’attendre & ce que
1“irradiation de 1a bR480 puisse aussi donner naissance & la
formation de plusieurs formes isomérigues du rétinal, comme pour les
chromophores en eolution, puisque la bR4BD =emble &tre un pigment
résultant de la perte d’'interactions avec la bactérioopsine Tlorsque

les lipides sont absents.
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CHAPITRE IV
DISCUSSION GENERALE

La délipidation de la bR a été effectuée selon une méthode standard
en utilisant le Triton X-100 comme détergent. 11 est & remarquer que seul
ce détergent réussit a délipider complétement 1a bR, ce gui nous porte &
croire que les interactions gqui existent entre les lipides et la protéine
de la membrane pourpre ne sont pas facilement détruites avec la plupart
des détergents. Aprés 17échange de détergents par chromatographie
hydrophobe, des monoméres de bR dans le lauryl sucrose ont été obtenus,
Ces échantillons de bactériorhodopsine ne contiennent pas de gquantité
détectable de lipides membranaires et possédent une caractéristigue tout
& fait particuliére, c’est-a-dire une dépendance du spectre d’absorption
en fonction du pH de 17échantillon. En effet, contrairement & la MP
native et solubilisée qui montrent une bande d’absorption toujours située
a la méme longueur d’onde indépendamment du pH entre 5 et 10, la bR
délipidée dans le lauryl sucrose montre un équilibre entre deux formes

*
spectrales distinctes: bR4BORbRSA0,

Aafin d'établir la dépendance enu{runnementale de 17équilibre
acido-basique retrouvé dans le lauryl sucrose, nous avons élué la bR avec
un autre détergent, 17octyl glucoside, lors de la chromatographie par
interaction hydrophobe. Ce détergent possiéde la propriété de se dialyser
facilement et il nous a permis d’obtenir des échantillons de bR purifiée
dépourvue de lipides et de détergents. Dispersée dans 17octy¥]l glucoside,
la bR est moins stable que dans les ecters de sucrose ou dans le Triton

%=100, cependant la procédure gue nous avons établie est suffisamment
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rapide pour éviter une dénaturation significative du pigment. Suite a la
dialyse de 17octy] glucoside, le maximum d’absorption du pigment se situe
a 480nm, accompagné d’un léger épaulement & S540nm. A notre connaissance,
c’est la premiére foie qu’on réussit & préparer des échantillons de BbBR
purifiée sans détergents et sans lipides, qu‘on peut facilement
concentrer par sédimentation et conserver sur une période de temps
considérable. En plus de nous permettre de concentrer la bR purifiée,
cette méthode donne 1“avantage de rendre possible, par la suite, la
réassociation de la bR dépourvue de lipides et de détergents avec les
molécules amphiphiles désirées, facilement et rapidement, ce qui nous a
permis d’étudier 1’effet de 1’environnement hydrophobe sur 17équilibre
entre les deux formes spectrales de la bactériorhodopsine (480 et

540nm) .

Le pigment purifié a ainsi été dispersé dans quelques détergents
dans lesquels il est stable, comme le Triton X-100 et une série d’esters
de sucrose comportant différentes longueurs de chalnes hydrophobes.
Lorsque la bR est agrégée dans 1‘eau(bR480), 1la wvaleur du pKa du
groupement qui contrtle 1‘équilibre acido-basique des deux formes
spectrales est de 2,5 et ceci pourrait &tre la wvaleur du pKa du
groupement titrable lorsqu’il est directement accessible & partir de la
phase aqueuse. Les courbes de titration obtenues 1lorsque 1la bR est
dispersée dans les différents détergents sont déplacées vers des valeurs
de pH plus élevées, L association du pigment purifié avec les détergents
favorise 1la régénération du pigment original absorbant & 540nm et sa
stabilité lors de 1“alcalinisation augmente lorsgue 1a chaine hydrophobe

du détergent devient plus longue, le pigment pourpre délipidé le plus
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stable étant obtenu dans le Triton X-100., Lorsque le pigment est associé
avec des détergents ayant des chalnes hydrophobes de plus en plus
longues, 1le groupement titrable <cemble devenir de moins en moins
accessible a la titration et de ce fait, son pKa apparent augmente
considérablement, Dans 1a MP native ou solubilisée, le site de titration
semble trés isolé de la phase agqueuse et 17équilibre acido-basique n’est
pas facilement observé. Cependant, il est man}*este que non seulement la
structure membranaire mais aussi les interactions lipides-protéines
contribuent & la stabilisation du chromophore natif. En effet, dans les
membranes pourpres solubilisées, la bactériorhodopsine monomérique n’est
pas séparée des lipides membranaires, et dans ces conditions, le pigment
absorbant & 480nm apparalt seulement & des valeurs de pH plus élevées que
11,5, Nous proposons donc que 17interaction que la hactérinrhudnpaine-
entretient avec ses lipides membranaires est responsable du maintien de
la couleur pourpre du pigment. D’autre part, les valeurs de pKa obtenues
dans les différents détergents réfléterait 1a force des interactions de

la bR avec ces molécules amphiphiles.

Afin de préciser la nature du chromophore de bDR480, nous 17avons
comparé a la bactériorhodopsine native en utilisant 1a spectroscopie de
résonnance Raman. Ces expériences nous ont rapidement permis de conclure
que le site de titration responsable de 17équilibre entre les deux formes
spectrales de la bactériorhodopsine N’EST PAS 1 azote du lien aldimine
gui relie le rétinal a la bactérioopsine puisque, dans les deux tormes,

la base de Schiff est protonée.
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Parcontre, les spectres vibrationnels obtenus par RR et d‘autres
mesures citées ci-aprés nous permettent d’affirmer que la formation de
bR480 correspond & des changements de 1‘interaction chromophore-protéine
liés a des changements structuraux de 1la protéine lors de sa

délipidation. L”argumentation qui soutient cette affirmation est:

1) Selon les expériences en Raman de résonance:

a) La fréquence du mode d’élongation C=C dans la bR480 est environ du
méme ordre de grandeur que celle des chromophores modéles en
solution, lesquels n‘ont pas d“interactions
électrostatiques{provenant de 1’opsine) au niveau de 17anneauv
ionone du rétinal, ce qui suggére une diminution des interactions
rétinal-protéine. De méme, la région du "fingerprint® du spectre de
bR480 s’apparente de trés prés a celle des chromophores modéles en
solution,

b) Les wariations dans les valeurs des déplacements induits par la
deutériation de l1a bR purifiée par rapport & d‘autres protéines
t{rhodopsine, bR/MP, BS en solution) sont principalement reliés &
1“environnement créé par la protéine autour du site de Tliaison du
chromophore, Ceci nous suggére encore que suite & la purification,
il se produit une diminution des interactions rétinal-protéine et
ausei que le contre-ion de 17azote s’éloigne de 1“atome d’azote et
que conséquemment la base de Schiff dans la bR480 est plus protonée
que dans la bR native,

c) Lorsque la bR délipidée est dispersée dans le lauryl sucrose, nous

apercevons un changement dans le maximum d“absorption de 4B0 i
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540nm <{(dépendant du pH) ainsi que des différences caractéristiques
dans les specires RR par rapport & 1la bR4B0. Le spectre RR
ressemble alors beaucoup plus & celui de 1a bR native. 11 semble
donc que le détergent mime quelques propriétés des lipides et
redonne & la bR les interactions rétinal-protéine gqui la gouvernent

dans la MP.

Les spectres d’absorption et le photocycle des pigments artificiels
sont comparables & ceux de DbR4BD Jlorsque <sont introduits des
groupements provoquant de 1‘encombrement stérique dans la région de
1“anneau ionone du rétinal; ceci supporte les autres arguments en ce
qui concerne 1’augmentation de la séparation entre la protéine et le
rétinal dans la bR4B0. En admettant que l1a ou les charges de 1‘anneau
se soient éloignées, le déplacement bathochrome de 40nm dans la bR4B0
par rapport aux chromophores modéles en solution (440nm) devient

explicable par la séparation plus grande du contre-ion de 1“azote.

Le spectre d’'émission de fluorescence intrinséque de la bR4BO présente
des différences significatives dans la position de la bande d’émission
des tryptophanes par rapport & la bR native., La position de la bande
d’émission du Try est sensible au microenvironnement et subit des
déplacements bathochromes lorsque ce résidu passe d‘un environnement
hydrophobe & un environnement plus aqueux. C’est précisément cet effet
que 1“on observe dans bR4BD et i1 suggére que les changements de
fluorescence observés par comparaison & la MP native proviennent d’un
changement conformationnel de la protéine lors de 1la délipidation,

conduisant & 1‘exposition des résidus Try & un environnement plus
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aqueux par comparaison & un environnement plus hydrophobe dans 1la MP

native.

4) Lorsque la bR480 est soumise a 17action de 1“hydroxylamine et du
borohydrure de sodium & 1“obscurité, la bande d’absorption
correspondant au chromophore disparatt pour former une nouvelle espéce
avec un kmax entre 330 et 340nm. Ces produits réagissent normalement
avec la BS dans la MP seulement lorsqu‘on illumine les échantillons de
bR, au cours des changements qui ont lieu lors du photocycle de la bR
native. Or, le chromophore de la bR purifiée réagit & 1‘obscurité avec
ces produits, ce qui nous indique que la protéine posséde alors une
conformation beaucoup plus .ouuerte pour qu‘elle rende accessible le
site de la réaction,. 1a BS, qui n‘est normalement pas accessible a
1’obscurité dans l1a MP native. De plus, 1a structure fine de la bande
d’absorption retrouvée 1lors de 1la réduction de 1la BS par le
borohydrure dans 1la MP n‘’est pas observée lorsque la bR purifiée
réagit avec ce produit. Cette perte de structure fine est, elle aussi,

attribuable 3 des modifications des interactions rétinal-protéine.

Tous ces résultats vont dans 1le sens d’un déploiement de la
structure de 1a bR accompagné d‘une diminution sensible des interactions
que la protéine entretient avec 1le chromophore. De plus, cette
interprétation est en accord avec les résuitats obtenus par des mesures
semblables effectuées par le groupe de Robert Callender{(New York) ou Qne
forme spectrale absorbant aussi a 480nm provenant de 17introduction de

diméthyl sulfoxide dans les MP natives a été analysée.
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Malgré ces modifications de la structure de la bactériocopsine, la bR
purifiée posséde tout de méme une activité photochimique, qui est quelgue
peu ralentie comparativement & la bR dans la MP native. Par irradiation
sélective de DbR4B0 et DbR540, nous observons la Fformation de deux
batho-intermédiaires différents & 530 et 410nm respectivement. Le maximum
d’absorption & &410nm est comparable & celui de la batho-bR des MP
natives. Les déplacements spectraux induits 1lors de la formation de
chacun de ces batho-produits sont tous du méme ordre de grandeur, ce qui
indique que des changements semblables se produisent dans ces espéces au
niveau de 1’isomérisation du rétinal et de son réarrangement a
17intérieur de la protéine. On a aussi la présence de deux
méta=intermédiaires différents a 380nm pour 1a bR4EB0 et & 410nm pour la
bR540, par rapport & une méta-bR a 410nm pour 1a bR native. Ainsi le
méta-produit de 1a bR480 subit un déplacement hypsochrome de son spectre
d’absorption comparativement a celui de 1a MP native. Ce déplacement vers
le bleu du spectre d“absorption du méta-intermédiaire se produit aussi
lorsque les interactions lipides-protéines dans 1a membrane pourpre sont

perturbées par des anesthésigques {Henry et coll. 1%¥87).

Ainsi, les changements structuraux se produisant lors de la
délipidation de la bR semblent & la fois impliquer des groupements de la
protéine jouant un ré&le dans le contrble du maximum d”absorption des
chromophores de bR sans toutefois enlever au pioment délipidée ses
propriétés photochimigues, ce gui indigue que le ogroupement responsable
du déplacement spectral n‘a pas de relation directe avec les événements

se produisant lors de 1a photorédaction de 1a bR.



131

De méme, la bR délipidée semble posséder certaines des
caractéristiques qu“on observe lors de 17adaptation & Ta lumiére de la MP
native. Cependant, lors de 17illumination, le‘lmax a4 480nm diminue alors
gu’on observe wune augmentation du maximum d’absorption de la bR dans la
MP native. Ce phénoméne d”adaptation n“est pas parfaitement compris et il
pourrait se produire plus quiune isomérisation du 13-cis en tout-trans
rétinal lors de ce phénoméne. Ainsi on pourrait imaginer que 17adaptation
implique des réarrangements au niveau des interactions lipides-protéines,
Un indice de ceci est que 1les anesthésiques wolatils, des molécules
liposolubles, ne réussissent & réagir qu’avec la forme tout-trans de la
bactériorhodopsine., Toutefois on ne peut pas non plus éliminer la
possibilité que 17irradiation de 1la bR4B0 conduicse & la formation de
plusieurs formes isomérigques du rétinaf, comme c‘est le cas pour les
chromophores en solution. Dans la bR native cette possibilité serait

éliminée par des interactions plus fortes avec la cavité protéique.

On peut donc conclure que, dans la bactériorhodopsine délipidée, la
base de Schiff est protonéde tout comme dans la bR native. Ceci nous
suggere alors qu’un résidu quelconque de la protéine, possédant un pKa
qui est sensible a 1la présence des 1lipides, est responsable de la
transition observée.lLes changements de pKa sont identifiables & des
changements structuraux de la protéine résultant de la perte
d’interactions lipides-protéines lors de la délipidation. Ces changements
conformationnels exposent, en plus de la base de Schiff, un groupement de
la protéine qui est normalement enfoui dans la structure protéigue et

protégé du milieu extérieur, Jlequel contrdle directement le maximum
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d’absorption de la bactériorhodopsine. Les interactions lipides-protéines
modulent donc les interactions spécifiques entre le rétinal et 1la
protéine et 1“intégrité structurale et fonctionnelle est maintenue et

protégée par des interactions lipidiques.

Enfin, ces résultats montrent bien, dans leur ensemble, 1“amplitude
de 17effet modulateur que 1lec 1lipides peuvent avoir sur une protéine

membranaire.
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