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Le cours de cette année a porté sur I’étude des processus de collection de
I’énergie lumineuse chez les organismes photosynthétiques.

La premiere partie du cours a été consacrée a un rappel historique mon-
trant comment le concept d’appareil collecteur d’énergie lumineuse s’est pro-
gressivement imposé. Emerson et Arnold, étudiant I’émission d’oxygéne par
des algues unicellulaires illuminées par des éclairs répétitifs de courte durée,
ont démontré qu’'une enzyme présente a concentration beaucoup plus faible
que la chlorophylle limite la quantité d’oxygéne émise par éclairs. Gaffron et
Wohl ont. alors supposé que la majorité des pigments chlorophylliens ne jouait
que le role de collecteur d’énergie lumineuse. L’énergie d’excitation apparais-
sant au niveau de ces pigments collecteurs est rapidement transférée vers des
centres photochimiques, environ 200 fois moins concentrés. Gaffron et Wohl
se sont appuyés sur les travaux de Jean Perrin et de Francis Perrin, puis de
Forster qui avaient analysé sur le plan théorique les processus de transfert
d’excitation par résonance intervenant entre molécules de propriétés spec-
troscopiques voisines. L’hypothese des transferts d’excitation fut définitivement
établie lorsque, grace a I'amélioration de la sensibilité des méthodes spectro-
photométriques, il a été possible de mesurer les changements d’absorption
photoinduits de la chlorophylle in vivo. Il est apparu qu’une trés faible
fraction de la chlorophylle (environ 1/200°) était susceptible de réagir photo-
chimiquement. Par contre, la section efficace de capture de ces chlorophylles
photochimiques est environ 200 fois plus élevée que celle d’'une seule molécule
de chlorophylle, ce qui démontre que I’énergie absorbée par la majorité des
pigments est rapidement transférée au centre photochimique. L’existence
d’'une antenne collectrice de lumiére représente une remarquable adaptation
aux conditions d’illumination solaire a la surface du globe. En effet, une
molécule de chlorophylle absorbe environ 1 photon par seconde dans des
conditions d’illumination solaire moyenne. Les chaines de transfert d’électrons
associées aux centres photochimiques sont susceptibles d’évacuer environ 100
charges positives et négatives par seconde. En multipliant la section de
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capture des centres photochimiques par 200, I’antenne collectrice permet donc
d’utiliser dans des conditions optimales les capacités d’évacuation de charges
des chaines de transfert d’électrons photosynthétiques.

La totalit¢é des pigments collecteurs d’énergie est associée d’une maniere
non covalente a des protéines qui, dans la majorité des cas, sont intégrées
dans les membranes photosynthétiques. Bien qu’une fraction importante de la
surface membranaire soit occupée par les protéines portant les pigments
collecteurs d’énergie, et que la densité de ces pigments par unité de surface
soit élevée (environ 1 pigment pour 4nm?), la fraction d’énergie incidente
absorbée par une seule membrane photosynthétique reste faible. La presque
totalité des organismes photosynthétiques a développé des structures cellu-
laires permettant de multiplier la surface membranaire. Les chloroplastes de
plantes supérieures comportent ainsi des empilements de plus d’une centaine
de membranes internes qui absorbent une fraction importante de I’énergie
solaire incidente, tout particuliérement dans les bandes bleues et rouges de la
chlorophylle. Dans le cas des feuilles de plantes supérieures, la superposition
de plusieurs couches de chloroplastes permet d’intercepter la majeure partie
du spectre solaire entre 400 et 700 nm. Dans un certain nombre de cas
(bactéries vertes, cyanobactéries, algues a pigments accessoires), une partie
importante de l’appareil collecteur d’énergie se trouve localisée dans des
structures extramembranaires, tels que les chlorosomes ou les phycobilisomes.
Ces structures extramembranaires sont en étroite interaction avec les protéines
membranaires portant les pigments chlorophylliens et les centres photochimi-
ques. L’énergie d’excitation apparaissant au niveau de ces pigments extramem-
branaires est transférée avec une trés haute efficacité aux centres photochimi-
ques.

La seconde partie du cours a été consacrée a I’analyse sur le plan thermo-
dynamique des processus de transfert d’excitation et de conversion de I’éner-
gie d’excitation en énergie chimique. L’appareil photosynthétique peut étre
considéré comme une machine thermique dont on peut définir le rendement
de Carnot. La température de la source chaude correspond a celle d’un corps
noir émettant des photons absorbés par la chlorophylle, la température de la
source froide est celle du milieu dans lequel est plongé I'appareil photosynthé-
tique. Le rendement maximum d’une telle machine thermique est donc fonc-
tion de la différence entre la température du corps noir, et la température de
la source froide. Dans des conditions d’illumination solaire moyenne, le
rendement maximum théorique de la photosynthése est de l'ordre de 70 a
80 %, ce qui correspond a la fraction de I’énergie lumineuse qui peut étre
convertie en énergie libre sous forme chimique. Dans ces conditions de
rendement maximum, les seules pertes d’énergie correspondent aux réactions
de désexcitation radiative de la chlorophylle. L’adjonction d’un appareil col-
lecteur d’énergie accroissant la section de capture des chlorophylles photochi-
miques ne modifie pas le rendement maximum du processus. Expérimentale-
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ment, les rendements énergétiques mesurés dans le cas d’un centre réactionnel
isolé sont nettement moins élevés et généralement compris entre 40 et 50 %.
Cette baisse de rendement traduit 'intervention de réactions de désexcitation
non radiative (conversion interne) ou de réactions de recombinaison entre les
charges positives et négatives séparées lors de la réaction photochimique
primaire. On peut démontrer que ce sont les réactions de recombinaison de
charges, et non les pertes d’excitation non radiatives, qui limitent le rende-
ment du processus photosynthétique. Dans ce cas, I’existence d’une antenne
collectrice qui concentre I’énergie d’excitation sur les centres photochimiques
se traduit par une amélioration du rendement énergétique qui peut atteindre 5
a 10 %.

Le cours a ensuite porté sur I’analyse des propriétés spectroscopiques de la
chlorophylle et sur I'importance des couplages entre transition électronique et
transition vibrationnelle dans la définition des spectres d’absorption des pig-
ments photosynthétiques. Les processus de transfert d’excitation entre pig-
ments ont ensuite été analysés sur le plan théorique. Les paramétres essentiels
définissant I'efficacité de transfert d’excitation entre deux molécules sont la
distance, 'orientation relative des moments de transition des deux molécules
et le recouvrement entre le spectre d’émission de la molécule donneur et le
spectre d’absorption de la molécule accepteur. La distance entre les molécules
joue un role prépondérant dans la mesure ou les vitesses de transfert varient
comme l'inverse de la puissance sixieme de cette distance. La probabilité de
transfert peut étre définie comme le rapport entre la constante de vitesse de
transfert de la molécule donneur vers la molécule accepteur et I'inverse de la
durée de vie de I’excitation présente sur la molécule donneur isolée. Pour des
pigments de propriétés spectrales voisines, les probabilités de transfert d’exci-
tation de 50 % sont atteintes pour des distances de I'ordre de 4 2 5 nm. Une
multiplication par un facteur 2 de cette distance se traduira par une diminu-
tion d’'un facteur 64 de la probabilité de transfert. La position relative des
molécules de pigments joue également un réle important dans la mesure ou la
probabilité de transfert d’excitation dépend de Iorientation relative des
moments de transition électronique des molécules donneurs et accepteurs. Un
calcul théorique des probabilités de transfert implique que soient connues avec
précision la structure des protéines membranaires et la position exacte des
chromophores.

On distingue d’une mani¢re qualitative deux modes de couplage entre
molécules de pigments. Le couplage fort correspond au cas ou les distances
intermoléculaires sont tres faibles et les orientations relatives des moments de
transition favorables. Dans ce cas, les propriétés d’absorption des molécules
fortement couplées sont perturbées, et pendant des durées de I'ordre de 0,1
picoseconde, I’excitation électronique apparait comme une propriété collective
des molécules couplées. Les spectres d’absorption sont fortement perturbés et
il apparait deux bandes excitoniques situées en position symétrique par rap-
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port a la bande d’absorption de la molécule isolée. Un certain nombre de
complexes chlorophylle-protéine de I'antenne collectrice d’énergie présente de
telles bandes excitoniques. Des informations structurales ont pu étre atteintes
par une analyse théorique de ces bandes excitoniques. Le cas le plus général
correspond au mode de couplage faible qui s’observe lorsque les distances
entre pigments sont de l'ordre de quelques nanomeétres. Dans ce cas, les
propriétés spectrales des molécules ne sont que peu modifiées par la présence
des pigments voisins, et I’excitation peut étre considérée comme localisée a un
instant donné sur une seule molécule.

La derniere partie du cours a porté sur 'analyse des processus de transfert
d’excitation dans les membranes photosynthétiques. Les caractéristiques des
tres nombreuses protéines membranaires portant les pigments collecteurs
d’énergie ont été analysées en détail. Il s’agit la plupart du temps d’édifices
moléculaires de grandes dimensions formés par I’association non covalente de
polypeptides de faible poids moléculaire (souvent de I'ordre de 20 000 kD).
Le nombre de pigments associés a chacun de ces polypeptides reste un sujet
de controverse. Les estimations les plus récentes conduisent a supposer que
des monomeres de I'ordre de 20 000 kD pourraient fixer plus de 12 molécules
de chlorophylle. Ceci pose un probleme sur le plan structural dans la mesure
ou les résidus d’acides aminés susceptibles de fixer des molécules de chloro-
phylle, tels que par exemple les résidus histidine, sont en nombre insuffisant
dans ces structures. Ces polypeptides comportent probablement de 3 a 4
hélices a transmembranaires. Qu’il s’agisse des chromoprotéines collectrices
d’énergie provenant de bactéries photosynthétiques ou de plantes supérieures,
on observe que les positions des bandes d’absorption d’'un méme pigment
peuvent varier dans de trés larges proportions. Ainsi, dans le cas des bactéries
photosynthétiques pourpres, la position des bandes d’absorption de la bacté-
riochlorophylle a peut varier de 800 & 880 nm. Les propriétés d’absorption des
pigments dépendent de I’environnement local et du mode de fixation des
pigments sur les protéines collectrices d’énergie lumineuse. Ces effets d’envi-
ronnement élargissent les domaines spectraux dans lesquels la lumiere solaire
est absorbée et par conséquent améliorent sensiblement I'efficacité de collec-
tion de I’énergie lumineuse.

D’une maniére générale, on peut distinguer deux types d’édifices molécu-
laires formés chacun par I’association de plusieurs polypeptides porteurs de
pigments chlorophylliens. Un premier type d’édifices porte les centres réac-
tionnels associés a un certain nombre de chlorophylles collectrices (50 a 100).
Ce type de structure souvent dénommé « cceur » est présent dans la totalité
des organismes photosynthétiques. Les protéines constituant les antennes cceur
ainsi que les centres photochimiques sont toujours intégrés aux membranes
photosynthétiques. Une seconde catégorie d’édifices protéiques ne comporte
que des molécules collectrices d’énergie. Ces édifices protéiques constituent

I’antenne collectrice périphérique. Les caractéristiques biochimiques et structu-
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rales de ces antennes périphériques sont beaucoup plus variées que celles des
antennes cceur. Il s’agit le plus souvent de protéines membranaires. Cepen-
dant, certaines antennes périphériques forment des structures extra-membra-
naires et sont constituées de protéines hydrophiles. D’une maniére générale,
les pigments de I'antenne périphérique absorbent a plus courte longueur
d’onde que les pigments proches des centres photochimiques. Les transferts
d’excitation depuis I’antenne périphérique vers les centres photochimiques
s’accompagnent donc d’une certaine perte d’énergie a laquelle correspond un
certain degré d’irréversibilité. Il y a donc concentration de I’énergie d’excita-
tion sur les pigments proches des centres photochimiques, ce qui améliore
Iefficacité de la collection de I’énergie lumineuse.

Nos connaissances actuelles sur les mécanismes de transfert d’excitation
mesurés sur des membranes photosynthétiques intactes reposent en grande
partie sur la mesure de la fluorescence des pigments photosynthétiques. La
fluorescence est une voie de dissipation de I'énergie d’excitation qui est en
compétition avec la conversion photochimique. La fluorescence apporte donc
des informations précieuses sur la vitesse des processus de piégeage de
I’excitation par les centres photochimiques. L’analyse des cinétiques de varia-
tion du rendement de la fluorescence ainsi que celle des cinétiques des
réactions photochimiques a pemis d’établir que I’énergie d’excitation peut
circuler dans des domaines membranaires comportant plusieurs centres photo-
chimiques. On observe en effet que, dans des conditions d’illumination cons-
tante, la probabilité de capture de I’excitation par un centre photochimique
augmente lorsque le nombre de centres photochimiques diminue. On peut en
conclure que plusieurs centres photochimiques sont en compétition pour la
capture de I’énergie d’excitation. Les domaines membranaires dans lesquels
I'oxydation électronique peut circuler librement comportent probablement plu-
sieurs milliers de molécules de pigments et 3 a 4 centres photochimiques.

Des informations précieuses peuvent également étre obtenues en analysant
les spectres d’excitation et d’émission de la fluorescence. Les spectres d’excita-
tion apportent des renseignements sur la nature des pigments absorbant la
lumiére, alors que les spectres d’émission apportent des informations sur la
nature des pigments ou s’accumule de maniére préférentielle I’énergie d’excita-
tion, pigments qui, comme nous l’avons vu, sont généralement proches des
centres photochimiques. La mesure des durées de vie de fluorescence apporte
également des données sur les mécanismes de transfert de I’énergie d’excita-
tion a lintérieur des complexes protéiques collecteurs d’énergie ou entre ces
complexes.

Les données fonctionnelles obtenues par une grande variété de techniques
physiques sont intéressantes a confronter aux données structurales obtenues
analysant par microscopie électronique la structure des membranes photosyn-
thétiques. Les méthodes de cryofracture qui permettent de séparer les deux



202 PIERRE JOLIOT

feuillets lipidiques dans une membrane se sont révélées particulierement
adaptées a I’étude des membranes photosynthétiques. Ces méthodes ont
permis de localiser les complexes protéiques portant les centres photochimi-
ques II impliqués dans le mécanisme de photolyse de I’eau. Ces complexes
sont répartis dans la membrane d’une maniére relativement aléatoire, les
distances moyennes entre complexes étant de I'ordre de 20 a 30 nm. Une
partie des antennes périphériques est associée directement aux centres photo-
chimiques, ’ensemble formant des édifices dont le diameétre est de I'ordre de
12 nm. Le reste de I’antenne périphérique est plus difficile a localiser dans la
mesure ou les protéines correspondantes se retrouvent dans une face de
fracture différente de celle ou se trouvent les centres photochimiques. La
distance bord a bord entre les édifices supra-moléculaires portant les centres
réactionnels étant de I'ordre de 10 nm, la probabilité de transfert d’excitation
directe de centre a centre est relativement faible. Il est donc probable que
certaines protéines de I'antenne périphérique jouent le role d’un relais facili-
tant le transfert de I’excitation. La structure de I’appareil pigmentaire conduit
donc a distinguer deux types de transfert d’excitation. Une premiére catégorie
de transfert se déroule entre pigments appartenant a un méme polypeptide ou
a lintérieur d’'un complexe formé par plusieurs de ces polypeptides. Dans ce
cas, les distances entre molécules de pigments sont inférieures a 5 nm, et la
vitesse de transfert d’excitation doit étre rapide. L’énergie peut visiter ’en-
semble des molécules du complexe en un temps trés inférieur a la durée de
vie de l’excitation (200 picosecondes). Une seconde catégorie de transferts se
produit entre les complexes. Cette fois-ci, les distances bord a bord sont
généralement supérieures a 5 nanometres. Dans ce cas, la vitesse des trans-
ferts d’excitation est un facteur limitant et les pertes par désexcitation radia-
tive ou non radiative ne peuvent plus étre négligées.

Il m’apparait important de souligner que la détermination des facteurs
limitant P'efficacité des processus de collection de I’énergie lumineuse repose
sur une meilleure connaissance de l'implantation relative des différents com-
plexes implantés dans la membrane photosynthétique. De telles études ne
nécessitent pas une résolution supérieure a quelques nanomeétres, qui peut
facilement étre atteinte en faisant appel a la microscopie électronique classi-
que. Des progreés dans ce domaine peuvent étre espérés en étudiant des
mutants perturbés au niveau de I’appareil pigmentaire. Une analyse fonction-
nelle et structurale de ces membranes photosynthétiques perturbées devrait
conduire a des progres décisifs quant a notre compréhension des mécanismes
de collection d’énergie par les plantes.

P.J.
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SEMINAIRES

Les séminaires suivants ont été organisés en liaison étroite avec le théme du
cours.

M. Marc Lutz (C.E.N., Saclay), Conformations et environnements locaux
des pigments photosynthétiques dans les complexes collecteurs de Ilumiére ;
approches par spectroscopie Raman.

M. Guy PAILLOTIN (I.N.R.A.), Mécanismes de transfert de I’énergie d’excita-
tion.

M. Ismaél Moya (L.U.R.E.), Durée de vie et rendement de fluorescence des
complexes collecteurs de lumiére, isolés ou intégrés dans la membrane photo-
synthétique.

M. Jean Deprez (C.E.N., Saclay), Annihilation de [lexciton durant la
migration de I'énergie dans la membrane photosynthétique.

M. Francis-André WOLLMAN (Institut de Biologie Physico-Chimique), Bases
moléculaires de la régulation de la distribution de I'énergie lumineuse entre les
deux photosystémes.

M. Pierre TaPiE (C.E.N., Cadarache), Les pigments du complexe-antenne
des plantes supérieures : caractérisation et aspects fonctionnels.

M. Jean-Claude THOMAS (Ecole Normale Supérieure), Antennes extrinséques
chez les cyanobactéries.

M. John F. ALLEN.(Université de Leeds, Grande-Bretagne), Control by
protein phosphorylation of photosynthetic unit function : a general model.

RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

Au cours de I'année 1986-1987, les recherches du groupe de Bioénergétique
ont porté essentiellement sur I’analyse structurale et fonctionnelle de 1’appareil
photosynthétique. ‘

Jean-Luc PopoT a poursuivi ses recherches sur la caractérisation et la
structure de la bactériorhodopsine.
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[. — Mécanisme de photolyse de l'eau et de dégagement d’oxygene
(J. LAVERGNE)

Les centres photochimiques du Photosystéme II directement impliqués dans
le mécanisme de photolyse de I'eau comportent des chaines de transfert
d’électrons permettant I’évacuation des charges positives (donneurs d’élec-
trons) et négatives (accepteurs d’électrons) formées lors de la réaction photo-
chimique primaire. Les charges positives sont finalement transférées a un
ensemble de transporteurs (Systéme S). La chaine des accepteurs comporte
deux molécules de plastoquinone, Q4 et Qg. La molécule Qp est réduite par
un processus impliquant le transfert séquentiel de deux électrons.

L’élucidation du mécanisme d’oxydation photosynthétique de I’eau recouvre
des enjeux importants a beaucoup d’égards, tant du point de vue du réle de
cette réaction dans la biosphere et de son importance dans I’évolution, que du
point de vue purement mécanistique. Le systeme de dégagement d’oxygéne
(SDO) est une machine enzymatique aux performances exceptionnelles, met-
tant en ceuvre quatre intermédiaires de potentiel rédox trés élevé (proches de
+ 1000 mV) accumulés séquentiellement, dans une réaction de haut rende-
ment quantique et énergétique. Le schéma général de la réaction (modele de
Kok) est connu depuis longtemps :

e” + HF e e + HY e + 2H

Sy Ly s, 2, S, Z, S, s S,
L
[ N\
0O,

2H,0

Les « états-S » représentent cinq degrés d’oxydation successifs du systeme, la
re-réduction de S, s’effectuant spontanément avec libération d’une molécule
d’oxygene. Les étapes d’oxydation (dont certaines s’accompagnent d’une libé-
ration de protons) sont déclenchées par la rotation photochimique du Photo-
systeme II dont le SDO est le donneur terminal d’électrons. Les états S, et S,
sont stables a 'obscurité, alors que S, et S; se désactivent lentement (plusieurs
dizaines de secondes) vers S,.

Le probleme de l'identification en termes biochimiques des mécanismes
d’oxydation intervenant dans le cycle S est I'objet du travail de nombreuses
équipes. Une question importante est de déterminer si certaines étapes corres-
pondent a des oxydations intermédiaires de I’eau ou si Iaccumulation des
quatre équivalents oxydés est entierement prise en charge par des centres
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rédox spécifiques, auquel cas I’oxydation des deux molécules d’eau n’intervien-
drait que dans une réaction finale concertée a quatre électrons. On sait que
quatre atomes de manganése sont nécessaires a l'intégrité fonctionnelle du
SDO, et l'interprétation d'un signal RPE spécifique de I’état S, suggere que
I’étape S; — S, consiste en une oxydation Mn (III) — Mn (IV). Plusieurs
groupes, dont le nétre, ont entrepris d’établir les spectres des changements
d’absorption dans I'ultraviolet qui permettent de suivre les changements de
I’état d’oxydoréduction du manganése. Ce travail est difficile, en raison
notamment des contributions spectrales étrangeres au systéme S, et tout
particulierement celles d’un autre systéme cyclique (de période deux, celui-la),
correspondant a la formation et disparition successives de la forme semiqui-
none de I’accepteur secondaire Qg. Pour éliminer ce signal, J. Lavergne a mis
au point une méthode basée sur I'utilisation d’une préillumination en présence
de FCCP, une substance qui accelere la re-réduction des états S, et S; sans
affecter I’état redox des accepteurs Qg. En utilisant divers protocoles de
préillumination (lumieére continue et éclairs), on peut faire varier I’état initial
du systeme S entre les situations initiales ou les centres sont en majorité en S,
(prés de 100 %) ou en Sy (60 % Sy — 40 % S;). Les séquences de changement
d’absorption obtenues lors d’une série d’éclairs a partir de ces deux types de
conditions initiales sont beaucoup plus riches en informations exploitables que
lorsque l'on part de la seule situation de mélange 25 % Sy — 75 % S;
généralement rencontrées sur du matériel non préilluminé. On peut alors
effectuer dans de bonnes conditions la déconvolution des spectres de diffé-
rence des transitions Sy— S;, S, — S, et S, — S; (la transition S; — Sy
échappant encore a I'analyse pour des raisons cinétiques). Les résultats obte-
nus par J. Lavergne peuvent se résumer ainsi : 1) La transition Sy — S; ne
s’accompagne d’aucun changement d’absorption significatif dans la région
spectrale étudiée (290-570 nm). 2) La transition S; — S, fait apparaitre une
bande d’absorption autour de 310 nm et une oscillation dans la région bleue
qui s’interpréte comme une perturbation électrochromique du spectre de la
Chla. 3) Cette perturbation est absente du spectre de S, — S; qui en revanche
comporte une bande d’absorption dans P’ultraviolet, quoique significativement
différente, de celle associée a S; — S,.

Ces résultats rendent peu plausibles le modele proposé par Dekker et Van
Gorkom selon lequel chacune des étapes S — S;, S; — S;, S; — S3 correspon-
drait 3 une méme oxydation Mn (III) - Mn (IV) successivement sur trois
atomes de Mn. Les spectres de différence observés dans I'U-V pour S; — S,
et S, —> S; peuvent étre associés a des bandes de transfert de charge
ligand — Mn. Malheureusement, la position de telles bandes ne dépend pas
uniquement du degré d’oxydation du métal, mais aussi du potentiel d’ionisa-
tion des ligands (inconnus). Si 'on accepte la conclusion des études RPE du
signal associé a S,, la transition S; — S, devrait correspondre a Mn

(I1I) - Mn (IV).
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II. — Etude du complexe transmembranaire du cytochrome b6/f
(P. Joriot, A. JoLIOT)

Le mécanisme de transfert d’électrons et de pompage de protons interve-
nant au niveau du complexe transmembranaire cytochrome b6/f reste certaine-
ment I'un des problemes majeurs non résolus de la bioénergétique membra-
naire. Ce complexe présent, aussi bien dans les chloroplastes que dans les
membranes mitochondriales bactériennes, joue un role central en réalisant
’oxydation de molécules solubles dans la phase lipidique (plastoquinones ou
ubiquinones) et la réduction de molécules hydro-solubles (plastocyanine ou
cytochrome c). A ce transfert d’électrons est associé le pompage d’un proton
a travers la membrane. Les résultats récents obtenus dans notre laboratoire
ont montré que les processus de pompage de protons observés lorsque le
complexe est placé dans des conditions trés réductrices ne pouvaient étre
interprétés de maniere satisfaisante par les modeles classiques de boucle
électrogénique proposés par Mitchell. Deux types de mécanismes peuvent
rendre compte de nos expériences. Dans tous les cas, la réaction est initiée
par le transfert d’'une charge positive depuis les donneurs du Systeme photo-
chimique I vers le cytochrome f, transporteur localisé a proximité de la face
interne du thylakoide. Cette charge positive induit ’oxydation d’une plastoqui-
none en semiquinone chargée au niveau d’un site qui est également proche de
la face interne de la membrane (site Z). Dans des conditions trés réductrices,
les deux molécules de cytochrome b sont présentes a I’état réduit. Un électron
va étre transféré depuis I'une des molécules de cytochrome b vers la semiqui-
none qui sera alors réduite en dihydroquinone. Deux classes de modéles
permettent de rendre compte du processus de réduction de la semiquinone
formée lors de la premiére étape réactionnelle. Dans un premier modéle
(schéma 1), on suppose que la semiquinone reste fixée sur le site Z proche de
la face interne de la membrane.

Schéma 1 Schéma 2
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La réduction de la semiquinone en dihydroquinone s’accompagne de la fixa-
tion de deux protons qui sont prélevés sur la face externe de la membrane.
Un tel modele suppose donc l'existence d’un canal a protons mettant en
communication le site interne de fixation de la quinone avec la face externe.
Dans un second modele, on suppose que la semiquinone chargée peut traver-
ser la membrane et venir se fixer sur un site C localisé a proximité de la face
externe de la membrane (voir schéma 2). Dans ce modéle, la semiquinone est
réduite par le cytochrome b haut potentiel et fixe 2 protons provenant de la
face la plus proche du site considéré, c’est-a-dire de la face externe. Dans ces
deux modeles, il est nécessaire de supposer que des especes chargées, protons
ou semiquinones, peuvent traverser les zones hydrophobes de la membrane.
Pour des raisons énergétiques évidentes, ces modeles supposent donc I’exis-
tence de structures protéiques spécialisées réalisant des canaux transmembra-
naires. Ces structures comportent obligatoirement des acides aminés hydro-
philes. La structure primaire des polypeptides constituant dans le complexe
cytochrome b6/f étant maintenant connue, nous rechercherons en collabora-
tion avec Jean-Luc Popot quelle pourrait étre la nature de ces zones trans-
membranaires permettant le mouvement de protons ou de semiquinones.

Les données expérimentales actuellement connues ne nous permettant
d’opérer un choix parmi les différents modeles fonctionnels possibles, il nous a
paru nécessaire de mieux caractériser les propriétés spectroscopiques et les
propriétés redox des différents transporteurs d’électrons associés au complexe
cytochrome b6/f. De nombreuses controverses se sont développées quant aux
valeurs des potentiels d’oxydo-réduction des deux cytochromes b. D’autre
part, des travaux antérieurs de Jérome Lavergne effectués dans notre labora-
toire avaient conduit celui-ci a supposer I'existence d’un cinqui€éme transpor-
teur d’électrons, G, qui serait associé au complexe cytochrome b6/f. J.
Lavergne avait conclu que ce transporteur hypothétique G était localisé sur la
face externe de la membrane et pouvait échanger des électrons avec 'un des
cytochromes b situé au milieu de la membrane.

L’analyse détaillée des variations spectrales induites par illumination d’une
algue vivante placée en condition d’anaérobiose nous a permis de déterminer
les spectres des deux cytochromes b, ainsi que le spectre du transporteur G.
L’intermédiaire G présente un spectre trés voisin de celui des cytochromes c'.
Il s’agit d’une classe de cytochromes présents dans différentes bactéries dont
le spectre est particuliecrement aisé a distinguer des autres cytochromes de la
chaine photosynthétique, mais dont la fonction est totalement inconnue. Ces
résultats peuvent suggérer que le transporteur G (comme les autres cyto-
chromes c') est une molécule soluble localisée dans la phase aqueuse externe
au thylakoide qui pourrait s’associer par une réaction réversible au complexe
b6/f. Le transporteur G apparait comme un élément essentiel d’une nouvelle
chaine de transporteurs d’électrons établissant un lien entre les transporteurs
redox de bas potentiel tel que la nicotinamide-adénide-dinucléotide phosphate
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et le cytochrome b. Cette chaine de transporteurs d’électrons permettrait la
réduction directe du cytochrome b par une voie n'impliquant pas les sites Z
ou C fixant la quinone. Cette chaine de transporteurs jouerait un role capital
en catalysant d’une maniére spécifique les réactions de transfert cyclique
autour du systéme photochimique I.

III. — Etude de I'ATPase des thylakoides de C. reinhardtii — Le cas d'un
mutant dépourvu du complexe qui survit en conditions phototrophes

Le processus de conversion d'un gradient électrochimique de protons en
énergie chimique par formation d’adénosine triphosphate ou ATP s’effectue
au niveau d’une enzyme membranaire, I’ATPase. Cette enzyme est formée
par l'association de polypeptides transmembranaires (CF0) et extramembra-
naires (CF1).

C. Lemaire et F.A. Wollman ont identifi€é toutes les sous-unités du com-
plexe CF1-CF0 des thylakoides de C. reinhardtii par le double critere de la
présence de ces sous-unités dans le complexe purifié et de leur absence dans
des mutants dépourvus d’activité ATPasique. Le site de synthese, chloroplasti-
que ou nucléaire, de chaque sous-unité a été identifié par I'usage d’inhibiteur
spécifique de la traduction chloroplastique ou cytoplasmique. Quelques infor-
mations sur la mise en place du complexe ont été obtenues a. partir de I’étude
de différents mutants. Il y a attachement solidaire des sous-unités du CF1 a la
membrane des thylakoides, sans doute par pré-assemblage puis fixation. En
I’absence du CF1, les sous-unités du CFO s’insérent dans la membrane mais ne
peuvent pas s’accumuler.

F.A. Wollman et C. Lemaire ont mis en évidence un polypeptide extrinsé-
que de 60kDa qui possede des sites antigéniques communs avec l'une des
sous-unités (B) du CF1 ou du F1 de différents organismes non photosynthéti-
ques. Ce polypeptide n’a pas d’équivalent dans les thylakoides de plantes
supérieures. Nous avons montré qu’il ne permet pas d’utiliser le potentiel de
membrane en I'absence de CF1-CF0. Sa fonction reste donc a déterminer.

Une mutagénese a I'azide, réalisée sur un mutant dépourvu d’ATPase et ne
poussant donc qu’en condition hétérotrophe, a permis a P. Bennoun d’isoler
un clone, FUD50su, poussant en condition phototrophe, donc capable de fixer
le dioxyde de carbone atmosphérique. Par une analyse biochimique des
thylakoides de ce double mutant, F.A. Wollman et C. Lemaire ont pu exclure
une restauration de I’ATPase par réversion génétique ou par transfert d’infor-
mation entre les génomes nucléaires et chloroplastiques. De plus, le potentiel
électrochimique de protons ne peut induire la synthése d’ATP comme dans le
mutant d’origine. F.A. Wollman et C. Lemaire ont démontré que la source de
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production d’ATP, utilisée pour la photosynthese de ce mutant, provenait des
mitochondries dont le fonctionnement était lui-méme tributaire des réducteurs
produits dans le chloroplaste. En effet, la souche FUDS50Osu, cultivée en
condition phototrophe, est sensible a I'antimycine et au myxothiazol, inhibi-
teurs de la respiration, alors que la souche sauvage ne I’est pas. De plus, ces
mémes inhibiteurs bloquent I’émission d’oxygene dans le mutant seulement,
indiquant que I’absence de production d’ATP par les mitochondries bloque le
fonctionnement du cycle de Calvin interrompant alors le flux d’électrons
photosynthétiques en forte lumiére continue. Ces observations se heurtent au
fait que les chloroplastes n’ont en principe pas la propriété d’importer de
I’ATP. L’hypothése serait donc que la mutation produite dans le FUD50su a
permis d’implanter un échangeur ATP/ADP, semblable a celui qui se trouve
dans la membrane mitochondriale, dans ’enveloppe chloroplastique du mu-
tant.

IV. — Etude de la structure et du repliement des protéines membranaires
intégrales (J.L. Popot)

Cette ligne de recherche est en cours de développement dans le laboratoire.
Son objectif est, a travers I'étude de quelques cas particuliers, de comprendre
comment la séquence des protéines membranaires se traduit en une structure
tridimensionnelle. L’étude structurale des complexes photosynthétiques PSII et
b6/f sera développée dans cet esprit. Dans un premier temps, leur composi-
tion et leur manipulation en solution sont en cours d’examen. Deux autres
systtmes modeles ont été étudiés, une protéine bactérienne qui effectue une
forme primitive de photosynthése, la bactériorhodopsine, et une protéine
formant un canal transmembranaire, le récepteur de I’acétylcholine. Ces
expériences suggerent un modéle de repliement a deux étapes que conforte
I’examen des données structurales disponibles dans la littérature concernant
d’autres systemes, tels que les centres réactionnels de Rhodobacter viridis.

Etude sur la bactériorhodopsine

La bactériorhodopsine (BR) est une photo-pompe a protons, composée
d’une seule chaine polypeptidique courte (248 acides aminés) a laquelle est
liée covalemment une molécule de rétinal. La séquence est connue. Données
cristallographiques, spectroscopiques, biochimiques et énergétiques indiquent
que le domaine transmembranaire, qui représente environ 75 % de la masse
protéique, est constitué de sept hélices a, dont la position dans la séquence
peut étre inférée avec une relative précision. La structure tridimensionnelle est

connue a une résolution d’environ 6,5 A grice a I’étude par diffraction
électronique de cristaux bidimensionnels. Cette résolution ne permet ni de
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visualiser les boucles connectant les hélices, ni d’identifier la séquence de ces
dernieres. En conséquence, la disposition des groupes chimiques dans la
molécule et le mécanisme de pompage des protons restent inconnus.

Les techniques de renaturation/reconstitution que J.L. Popot a mises au
point lors d’un séjour a I'Université Yale ont été appliquées a deux pro-
bleémes, I’élucidation du trajet de la chaine polypeptidique dans la structure
tridimensionnelle et I’étude de son mode de repliement.

N

Le premier projet consiste a localiser par diffraction des neutrons les
segments de séquence correspondant aux sept a-hélices transmembranaires qui
composent la structure. Des échantillons de BR native sont préparés, dans
lesquels certains résidus d’acides aminés ont été biosynthétiquement deutérés.
La BR est clivée chymotryptiquement entre la deuxiéme et la troisieme hélice,
et les deux fragments résultants sont purifiés (a I’état dénaturé). Le protocole
de renaturation/reconstitution permet de réassocier chaque fragment au frag-
ment complémentaire non marqué et de reformer des cristaux bidimension-
nels. L’étude de ces derniers par diffraction des rayons X et des neutrons
indique que la structure BR renaturée est indistingable de celle de la BR
native. La position du deutérium dans la structure, déterminée par diffraction
des neutrons, doit permettre de localiser les segments de séquence marqués.
Les premiers résultats obtenus par cette technique ont été récemment publiés
(Porpot et coll., 1986, TREWHELLA et coll., 1986). Ce travail de cartographie
se poursuit en collaboration avec G. Zaccai (Institut Laue-Langevin, Greno-
ble) et D.M. Engelman (Université Yale, USA).

Le second projet vise a mieux comprendre les forces qui stabilisent la BR
et la fagon dont elle se structure lors de sa biosynthése. Ce probleme est
abordé par le biais d’'une étude des modalités de renaturation et de réassocia-
tion des fragments chymotryptiques de BR. Nous avons démontré que la
structure correcte peut étre régénérée a partir de fragments séparément
renaturés et réinsérés dans des vésicules lipidiques distinctes, lesquelles sont
ensuite fusionnées (PopoT et coll., 1987). Cette série d’expériences est en
faveur d’'un modéle de repliement en deux étapes thermodynamiquement
contr6lées ; dans une premiére étape, des interactions locales du polypeptide
avec les phases aqueuse et membranaire détermineraient le nombre et la
position des hélices o transmembranaires. Celles-ci s’assembleraient dans une
seconde étape, sans changement de leur nombre, ni essentiellement, de leurs
limites dans la séquence.

Le modele de repliement en deux étapes est cohérent avec les seules
structures connues a haute résolution, celles des trois protéines intégrales des
centres réactionnels de Rhodobacter viridis. 11 est en principe applicable a
celles des protéines membranaires qui ne comportent que des segments
transmembranaires hydrophobes.
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