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Le cours de cette année a porté sur I’analyse cinétique et thermodynamique
des réactions de transfert d’électrons se produisant dans les différents types
d’appareil photosynthétique.

De nombreux complexes protéiques transmembranaires inclus dans les mem-
branes photosynthétiques des bactéries, algues ou plantes supérieures, partici-
pent aux processus de collection de I’énergie lumineuse et de transfert d’élec-
trons.

La chaine de transfert d’électrons photosynthétique est essentiellement cons-
tituée de deux (bactéries) ou trois (algues ou plantes supérieures) complexes
majeurs comportant chacun de nombreux transporteurs. Les échanges d’élec-
trons entre ces complexes impliquent de petites molécules susceptibles de
diffuser, soit dans la phase lipidique de la membrane (quinone), soit dans la
phase aqueuse (cytochrome, plastocyanine). Les processus de transfert d’élec-
trons entre transporteurs inclus dans un méme complexe transmembranaire
n’impliquent généralement aucun déplacement atomique important et a for-
tiori, aucun phénomene de diffusion de molécules. Les sauts d’électrons de
transporteur a transporteur s’effectuent par effet tunnel, et les vitesses réac-
tionnelles sont tres fortement dépendantes des distances entre transporteurs.
Ces distances étant généralement faibles (< a 2nm), les vitesses de transfert
d’électrons sont le plus souvent trés rapides. Lors d’une illumination continue,
les différents transporteurs présents dans I’ensemble confiné que représente un
complexe membranaire sont généralement proches de I’équilibre thermodyna-
mique. Dans le cas des réactions de transfert d’électrons intervenant entre
complexes membranaires différents, réactions qui impliquent la diffusion ou le
déplacement de petites molécules liposolubles ou hydrosolubles, la situation
est plus complexe. Il est généralement admis que la vitesse de diffusion de ces
molécules est rapide et devrait étre en mesure d’établir un équilibre thermo-
dynamique entre des transporteurs implantés dans des domaines membranaires
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de dimensions importantes. Si de telles conditions étaient remplies, le méca-
nisme des réactions de transfert d’électrons devrait, en premiere approxima-
tion, étre indépendant de la position respective occupée par les différents
complexes transporteurs d’électrons au sein de la membrane photosynthétique.

Les propriétés thermodynamiques des transporteurs d’électrons sont définies
par la valeur des potentiels d’oxydo-réduction qui peuvent étre déterminés par
titration rédox. Il faut rappeler que toute titration rédox implique I'utilisation
de médiateurs présents a basse concentration, médiateurs qui permettent
d’établir un équilibre thermodynamique entre I’électrode de platine, la solu-
tion et les transporteurs. Les titrations d’oxydo-réduction de transporteurs
implantés dans un appareil membranaire posent des problemes techniques
difficiles liés en grande partie a la lenteur des mises en équilibration thermo-
dynamique d’un tel systeme. Les temps d’équilibration, qui dépassent souvent
plusieurs minutes, sont considérablement plus lents que les temps d’équilibra-
tion a lintérieur de la chaine photosynthétique qui ne dépassent pas quelques
dizaines de millisecondes. Les techniques de titration ont cependant permis de
déterminer avec une précision acceptable les potentiels d’oxydo-réduction de

la plupart des composants de la chaine photosynthétique.

La détermination des potentiels d’oxydo-réduction des transporteurs solubles
susceptibles de s’associer a des complexes protéiques membranaires pose des
problémes particuliers. Une modification de I’état d’oxydo-réduction d’un
transporteur s’accompagne généralement d’une variation de la charge nette de
la molécule. Par suite, les interactions électrostatiques entre protéines mem-
branaires et molécules solubles jouant le role de substrat dépendent le plus
souvent de I'état d’oxydo-réduction des deux partenaires. Pour des raisons
thermodynamiques évidentes, le potentiel rédox des formes fixées ou libres
d’'un méme transporteur soluble dépend directement des affinités relatives des
formes oxydées et réduites. Il s’agit la d’'un premier exemple démontrant les
relations étroites existant entre les propriétés thermodynamiques et les carac-
téristiques structurales d’un systeme intégré tel que I’appareil photosynthéti-
que. Les constantes d’équilibre des différentes réactions rédox impliquées dans
la chaine photosynthétique peuvent étre calculées a partir des valeurs des
potentiels rédox mesurés par titration. Les valeurs de ces mémes constantes
d’équilibre peuvent étre mesurées, in situ, sur des chloroplastes isolés ou sur
des algues vivantes en ’absence de médiateurs en déterminant I’état rédox des
différents transporteurs par spectrophotométrie d’absorption. Ces mesures
doivent étre effectuées dans des conditions ou les flux d’électrons sont
suffisamment faibles pour que la vitesse du processus photosynthétique soit
exclusivement limitée par les étapes photochimiques.

Des expériences déja anciennes réalisées dans notre laboratoire et dans le
laboratoire de Bessel Kok ont montré que dans la plupart des cas, des
résultats paradoxaux étaient obtenus, les constantes d’équilibre apparentes
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déterminées, in situ, sont généralement beaucoup plus faibles que celles
déduites dans la mesure des potentiels d’oxydo-réduction standard des diffé-
rents transporteurs. Ces nombreuses contradictions nous ont conduit & suppo-
ser que contrairement aux idées généralement admises, I’équilibre thermody-
namique a longue distance n’est généralement pas réalisé dans les appareils
membranaires convertisseurs d’énergie. L’'interprétation la plus simple consiste
a supposer que plusieurs complexes transmembranaires et molécules diffu-
santes sont confinés dans des domaines de petites dimensions au sein desquels
I’équilibre thermodynamique est rapidement réalis€. Au contraire, les
échanges d’électrons, et par suite la vitesse d’équilibration entre ces différents
domaines seraient un processus lent ne jouant pas le rdle significatif dans les
flux d’électrons photosynthétiques.

I. — Chaines de transporteurs d’électrons des bactéries photosynthétiques pour-
pres

La chaine des donneurs d’électrons intervenant dans les bactéries pourpres
ne comporte que quatre éléments : le donneur primaire, (chlorophylle P870),
partie incluse dans le centre photochimique, le cytochrome c2, petite molécule
soluble présente dans I’espace périplasmique susceptible de réduire le donneur
primaire, le cytochrome cl et une protéine fer-soufre incluse dans le complexe
cytochrome b/c. Dans la vision classique de la membrane photosynthétique
bactérienne, centres réactionnels et complexes cytochrome b/c sont isolés les
uns des autres, le cytochrome c2 opérant la navette entre ces deux édifices
protéiques qui peuvent étre éloignés 'un de 'autre. En analysant la cinétique
d’oxydation de ces donneurs primaires et secondaires lorsque des bactéries
sont soumises a une faible illumination, on peut observer que ces différents
transporteurs d’électrons ne sont pas en équilibre thermodynamique. Les
constantes d’équilibre apparentes mesurées sont environ 10 fois plus faibles
que les constantes d’équilibre théoriques. Ces résultats ont été interprétés en
admettant que deux centres réactionnels, une molécule de cytochrome c2 et
un complexe cytochrome b/c, sont groupés en formant un « supercomplexe ».
A Tlintérieur de cet édifice, les échanges d’électrons sont rapides, et un
équilibre thermodynamique est réalis¢ en moins de 1 milliseconde. Au con-
traire, I’équilibration entre les différents supercomplexes ne se produit que
dans des domaines de temps tres supérieurs a la seconde, c’est-a-dire environ
10 000 fois plus lentement, ce qui implique que les processus de transfert
d’électrons correspondants ne jouent qu’un role mineur dans le fonctionne-
ment de 'appareil photosynthétique. Cette hypothése a pu étre confirmée en
analysant les cinétiques de transfert d’électrons induites par des éclairs de
courte durée. Le supercomplexe possede trois sites susceptibles de fixer la
molécule de cytochrome c2 soluble, sites correspondant aux trois protéines
membranaires constituant le supercomplexe. Pour des raisons structurales non
élucidées, la probabilité pour la molécule de cytochrome c2 de s’échapper de
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ce domaine est extrémement faible. Il est important de constater que 1’occupa-
tion d’un seul des trois sites par le cytochrome c2 interdit, pour des raisons
stériques ou électrostatiques, I’occupation des autres sites par une seconde
molécule de cytochrome c2. Cette anti-coopérativité entre les trois sites
suggere que les distances entre les différents partenaires membranaires d’un
méme supercomplexe sont trés faibles. Il apparait que dans certaines condi-
tions physiologiques, ’ensemble des transporteurs constituant la chaine photo-
synthétique de ces bactéries est inclus dans un ensemble parfaitement struc-
turé ou les phénomenes de diffusion intéressant les molécules solubles sont
confinés dans des domaines membranaires inférieurs a 1000 nm®>. Un tel
confinement rendrait compte de la remarquable efficacité sur le plan cinétique
de I’ensemble des processus de transfert d’électrons cycliques, caractéristique
de la photosynthese bactérienne.

II. — Appareil photosynthétique des algues unicellulaires et des plantes supé-
rieures

De nombreuses informations ont été obtenues concernant la thermodynami-
que et la cinétique des réactions de transfert d’électrons intervenant dans
’appareil photosynthétique des algues unicellulaires et des plantes supérieures.
Comme dans le cas des bactéries photosynthétiques, les mesures de constantes
d’équilibre apparentes conduisent a supposer que les transporteurs d’électrons
implantés dans la membrane photosynthétique ne sont pas en équilibre
thermodynamique. Ainsi, la constante d’équilibre apparente des réactions de
tranfert d’électrons intervenant entre I’accepteur quinonique primaire du pho-
tosysteme II et les molécules de plastoquinones supposées diffuser librement
dans la phase lipidique de la membrane est proche de 1, alors que les valeurs
théoriques déduites des mesures de potentiel d’oxydo-réduction sont proches
de 100. Ces résultats paradoxaux ne peuvent étre interprétés qu’en admettant
que le rapport entre le nombre de molécules de plastoquinones libres et le
nombre de centres photochimiques varie treés largement d’une région a I'autre
de la membrane photosynthétique. Une telle hétérogénéité implique que les
molécules de plastoquinones ne peuvent diffuser rapidement que dans des
domaines membranaires de dimensions limitées et isolés les uns des autres.

Les constantes d’équilibre entre accepteur primaire d’électrons du photosys-
ttme II (Q) et donneur primaire des centres photochimiques I (P700) ont
également été déterminées, in situ, sur des algues unicellulaires ou des
chloroplastes isolés de plantes supérieures. Dans ce cas encore, les constantes
d’équilibre apparentes sont de I'ordre de 6, alors que les constantes d’équili-
bre théoriques déduites des valeurs de potentiel d’oxydo-réduction sont de
lordre de 10°. Ces anomalies peuvent étre interprétées en supposant que les
concentrations relatives des centres photochimiques I et II varient largement
d’une région membranaire a 'autre. D’une maniére générale, il apparait donc
que des parameétres structuraux limitent les domaines de diffusion des trans-
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porteurs solubles et que la membrane photosynthétique présente un large
degré d’hétérogénéité.

IIl. — Organisation de la membrane photosynthétique

L’analyse cinétique et thermodynamique des réactions de transfert d’élec-
trons montre que le fonctionnement de la chaine photosynthétique ne peut
étre compris qu'en s’intéressant a la localisation respective des différents
transporteurs «u sein de la membrane. Il devient alors indispensable de
confronter les informations fonctionnelles avec les nombreuses données struc-
turales portant sur la localisation des différents complexes protéiques membra-
naires. L’essentiel des informations a été obtenu en analysant par microscopie
électronique des coupes de chloroplastes ou des surfaces membranaires obte-
nues par cryofracture. L’étude comparative de différents mutants présentant
des déficiences bien caractérisées sur le plan biochimique a été I'un des outils
les plus puissants ayant permis de localiser les principaux complexes protéi-
ques membranaires. L’immunocytochimie qui permet le marquage de certains
des complexes a l'aide de micro-billes d’or associées a des anticorps est
également une technique de choix dont la spécificité est tout-a-fait remarqua-
ble. Différentes méthodes biochimiques permettent de séparer des fragments
membranaires appartenant a différentes régions du chloroplaste. Apres sépara-
tion, il est alors possible de caractériser les polypeptides associés a ces
différentes fractions membranaires. L’ensemble des méthodes d’analyse struc-
turale et biochimique conduit a une image cohérente de la membrane photo-
synthétique. L’observation de coupes de chloroplastes permet de distinguer
aisément des régions ou les thylakoides sont empilés les uns sur les autres
(régions granaires), et d’autres régions ou ces sacs membranaires sont isolés
les uns des autres (régions non accolées ou agranaires). Il existe une conver-
gence remarquable entre les résultats obtenus par les différentes méthodes
structurales ou biochimiques permettant d’analyser la composition des mem-
branes photosynthétiques. En ce qui concerne les transporteurs d’électrons, il
existe une trés forte ségrégation des différents complexes protéiques membra-
naires entre les deux zones membranaires ainsi définies. Les régions granaires
comportent la presque totalité du systeme photochimique II, alors que les
régions non accolées comportent la presque totalité du syst¢tme photochimique
[. Par contre, le complexe cytochrome b6/f est réparti d’'une maniere égale
entre les deux zones membranaires.

En confrontant les données structurales et fonctionnelles, il est possible de
proposer un modele cohérent, bien qu’hypothétique, de I'organisation fonc-
tionnelle de la membrane photosynthétique. Il est important de distinguer
deux modes de fonctionnement de I'appareil photosynthétique. Dans un pre-
mier mode (linéaire), les électrons issus de la décomposition de I’eau interve-
nant au niveau du systeme photochimique II sont transférés au systéme
photochimique I, les réducteurs ainsi formés permettent ultérieurement la
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réduction du gaz carbonique en glucides. Dans un second mode, les électrons
apparaissant au niveau des accepteurs du photosyst¢éme I sont immédiatement
réinjectés au niveau des donneurs d’électrons du méme systetme photochimi-
que. Ce fonctionnement cyclique de I’appareil photosynthétique conduit a la
formation d’un gradient électrochimique de protons apparaissant entre les
faces aqueuses interne et externe du thylakoide. L’énergie correspondante
permet ultérieurement la syntheése d’adénosine triphosphate au niveau d’une
enzyme membranaire spécialisée. En régime linéaire, le transfert d’électrons
entre les deux photosystémes implique le déplacement de molécules solubles
depuis les régions granaires vers les régions agranaires sur des distances
moyennes de plusieurs centaines de nanometres. L’analyse fonctionnelle mon-
tre que la plastoquinone, dont les domaines de diffusion sont limités, ne peut
étre impliquée dans ce processus. La plastocyanine, molécule soluble présente
dans la phase aqueuse interne du thylakoide, serait essentiellement responsa-
ble de ces transferts d’électrons a longue distance. Dans le mode de fonction-
nement linéaire, les électrons apparaissant au niveau des accepteurs du photo-
systtme II seraient tout d’abord transférés a la plastoquinone, puis au com-
plexe cytochrome b6/f localisé a proximité. Les molécules de plastocyanine
effectueraient alors une navette entre le cytochrome b6/f situé dans les zones
granaires et le photosysttme I situé dans les zones agranaires. En régime
cyclique, les électrons apparaissant au niveau des accepteurs du PSI seraient
transférés aux transporteurs associés au cytochrome b6/f localisé dans les
régions agranaires. Il semble probable que le photosystéme I et le cytochrome
b6/f forment des supercomplexes auxquels seraient associ€ées une ou deux
molécules de plastocyanine. Comme dans le cas des bactéries photosynthéti-
ques, le fonctionnement cyclique de la chaine de transfert d’électrons n’impli-
querait pas de mouvements importants de molécules solubles.

La distribution des complexes cytochrome b6/f entre les zones granaires et
agranaires serait soumise a des processus de régulation qui favoriseraient le
fonctionnement de la chaine photosynthétique suivant un régime linéaire ou
cyclique.

P.J.
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RAPPORT D’ACTIVITE DU LABORATOIRE

I. — Structure et fonction des chaines de transfert d’électrons des bactéries
photosynthétiques pourpres
(P. JoLioT, A. JOLIOT, J. LAVERGNE, en collaboration avec A. VERMEGLIO)

En collaboration avec A. Verméglio du Centre d’Etudes Nucléaires de
Cadarache, P. Joliot et A. Joliot ont entrepris une étude des réactions de
transfert d’électrons dans les chaines photosynthétiques de différentes especes
de bactéries pourpres. Les processus de transfert d’électrons intervenant entre
le donneur primaire des centres réactionnels (P) et les donneurs secondaires
(cytochrome ¢2, cytochrome cl et protéine fer-soufre) sont analysés sur des
bactéries entiéres ayant conservé leur membrane externe périplasmique, et
dont la structure membranaire n’a pas été perturbée. Dans le cas de Rhodo-
bacter sphaeroides (voir précédent rapport), des structures complexes incluant
deux centres réactionnels, une molécule de cytochrome c2 soluble et un
complexe cytochrome b/cl ont été mises en évidence. Dans ce cas particulier,
la diffusion d’'une molécule de cytochrome c2 est limitée au domaine membra-
naire correspondant aux supercomplexes. Les processus de transfert d’élec-
trons ont été analysés sur une autre espéce de bactérie pourpre, Rhodospiril-
lum rubrum, en mettant en ceuvre une méthodologie identique a celle mise au
point dans le cas de Rb. sphaeroides. Les résultats obtenus suggérent que
'organisation fonctionnelle des transporteurs d’électrons est notablement diffé-
rente chez ces deux espéces bactériennes. En premier lieu, il apparait que la
forme réduite du cytochrome c2 soluble ne peut former de complexes stables
avec les centres réactionnels. D’autre part, a la suite d’'un éclair de courte
durée, on observe que les réactions de réduction du donneur primaire et
d’oxydation du cytochrome c2 suivent une cinétique du second ordre. Ces
résultats impliquent que le cytochrome c2 peut librement diffuser dans
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I'espace périplasmique dans des domaines membranaires de dimensions impor-
tantes incluant de nombreux centres photochimiques. L’ensemble des données
cinétiques ne peut étre interprété d’'une manicre satisfaisante dans un modele
simple ou centres photochimiques et cytochrome c2 sont répartis aléatoirement
dans la membrane. Il apparait en effet qu’a la suite d’un éclair saturant, la
réduction du donneur primaire P suit une cinétique biphasique. Une premiere
phase intéressant 50 % des centres photochimiques est terminée en moins de
1 milliseconde. La seconde phase, considérablement plus lente, suit une
cinétique complexe et variable, la réduction totale du donneur primaire
n’étant atteinte qu’aprés des périodes d’obscurité de plusieurs secondes. Un
modele structural intégrant certaines caractéristiques du modele déja proposé
dans le cas de Rb. sphaeroides rend compte d’une maniére satisfaisante de
I’ensemble des résultats expérimentaux. Chez les deux espéces bactériennes,
les centres réactionnels seraient toujours associés sous forme de dimeres
comportant donc deux sites susceptibles de fixer une molécule de cytochrome
c2. La forme réduite du cytochrome c2 présente une faible affinité pour ces
sites, alors que la forme oxydée présente une affinité trés élevée. Lorsque I'un
des deux sites du dimére est occupé par I'une des molécules de cytochrome c2
oxydé, l'autre site n’est plus accessible par suite d’interactions d’ordre stérique
ou électrostatique. A la suite d’un éclair saturant, les donneurs du centre
réactionnel sont portés dans un état doublement oxydé (P* P*) : la séquence
des réactions est alors la suivante :

P* < Ims P* > 1s P 5
p+ + cyt ¢, P oyt ¢ + cyt ¢ ——’P + 2 cyt ¢,

La moitié des donneurs primaires est réduite en moins de 1ms, le cyto-
chrome ¢2 oxydé joue le role d’inhibiteur qui ralentit la réduction de la
seconde moitié des donneurs primaires.

Dans le cas d’un éclair de trés faible énergie, la majorité des donneurs
primaires oxydés sont inclus dans des diméres dans 1’état (P* P) : la réduction
de P suit alors une cinétique du pseudo premier ordre, dans la mesure ou la
concentration du cytochrome c2 soluble est beaucoup plus élevée que celle des
donneurs oxydés formés par un éclair de faible énergie.

+

P

+ eyt ¢, — St
P

Jérome Lavergne a développé un programme sur ordinateur permettant de
simuler les cinétiques de réduction de P* et d’oxydation du cytochrome c.
L’accord entre résultats expérimentaux et calculs théoriques est excellent dans
toute la gamme des conditions expérimentales analysées. Le modele théorique
décrit en particulier d’une maniére trés satisfaisante la dépendance des cinéti-
ques de réduction du donneur primaire en fonction de I’énergie des éclairs.
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II. — Mécanisme de formation d’oxygéne. Spectre des états S.
(J. LAVERGNE)

Le mécanisme et la structure du systeme de dégagement de I’oxygene sont
actuellement étudiés par de nombreuses équipes, a partir de multiples techni-
ques. On sait que le c6té donneur du PSII gére I'accumulation des quatre
équivalents oxydés (résultant d’autant de rotations photochimiques du centre),
mis en jeu dans 'oxydation de deux molécules d’eau et la libération d’oxy-
gene moléculaire. La nature de ces états d’oxydo-réduction intermédiaires
(« états S » du modele de Kok) n’est pas clairement établie : il est toutefois
admis qu’une oxydation d’un « cluster » de 4 atomes de manganése intervient
sur certaines de ces étapes. J. Lavergne a entrepris depuis quelques années
d’établir les spectres des changements d’absorption (UV et visible) associés a
ces transitions. Il a mis au point a cette fin des protocoles permettant, d’une
part d’éliminer la contamination des mesures par des signaux provenant des
accepteurs PSII, et d’autre part d’effectuer de fagon fiable la déconvolution
des spectres individuels a partir des données expérimentales. Les résultats
recoupent ceux obtenus par une équipe hollandaise en ce qui concerne les
transitions S1 — S2 et S2 — S3, avec une bande autour de 300 nm probable-
ment associée a une oxydation MnlIl — MnIV. En revanche, les spectres
obtenus par J. Lavergne révelent ’absence d’une telle bande pour la transition
S0 — S1, ce qui suggere pour cette étape une réaction de nature différente.
La controverse avec d’autres équipes sur ce dernier point a conduit J.
Lavergne a rechercher une méthode indépendante, permettant de comparer
les changements d’absorption dus a SO — S1 et S1 — S2 sans calculs de
déconvolution, ni estimation des parametres du modele de Kok. La méthode
fait intervenir une mesure du changement d’absorption intervenant entre deux
états complétement désactivés et ne différant que par leur composition relative
en SO et S1 (les deux états stables). Les résultats, confirmant la petitesse
relative du spectre SO-S1, sont décrits dans un article publié dans Photoche-
mistry & Photobiology, associés a une discussion critique des résultats contra-
dictoires de la littérature.

III. — Libération des protons par le systeme de dégagement d’oxygeéne (SDO)
(J. LAVERGNE)

Quatre protons sont libérés dans I'espace interne du thylakoide (lumen) a
chaque cycle de SDO. Selon le concensus actuel, deux d’entre eux seraient
émis en méme temps que la réaction de dégagement d’oxygene (étape
S3 — S4 — S0), un sur I’étape SO — S1, et un sur 'étape S2 — S3 (modele
1,0,1,2), toutes ces réactions intervenant de fagon rapide (en quelques ms
pour la plus lente). J. Lavergne a repris ’étude de ce probléme, en utilisant
les techniques classiques de mesure de changements d’absorption d’indicateurs
sensibles au pH, soit dans I’espace interne (rouge neutre en présence d’un
tampon non perméant), soit dans I’espace externe (rouge de crésol). Les
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résultats font apparaitre une situation plus complexe que celle couramment
admise : on retrouve en effet la composante rapide associée a la stoechiomé-
trie 1,2,1,2, mais celle-ci ne rend compte que de la moitié environ des protons
associés a I'oxydation de l’eau, I'autre moitié correspondant a une libération
sensiblement constante a chacune des transitions. On est donc conduit a une
stoechiométrie non entiére : 1, 1/2, 1, 3/2, qui impose un remaniement

notable de l'interprétation mécanistique de ces réactions.

IV. — Réponses mitochondriales a I'émission d’oxygéne photosynthétique
(J. LAVERGNE)

En plagant des algues vertes unicellulaires en conditions anaérobiques,
J. Lavergne a mis en évidence des changements d’absorption mitochondriaux
déclenchés par I’émission d’oxygene photosynthétique. A partir d’une impul-
sion d’oxygene induite par un éclair court, on observe une oxydation transi-
toire de ’héme a3 de la cytochrome oxydase (culminant vers 3.5 ms), suivie
d’une oxydation de I’héme a et du cytochrome c (t1/2 = 3 ms). Les cinétiques
obtenues imposent un pi¢geage direct de I'oxygeéne émis du chloroplaste par
les mitochondries d’'une méme cellule. La fraction de ’oxygéne photosynthéti-
que ainsi recyclé de fagon intracellulaire est évaluée par J. Lavergne a plus de
30 %, et devrait avoir des conséquences physiologiques significatives. D’autre
part, cette technique s’annonce prometteuse pour I’étude des réactions de la
cytochrome oxydase in vivo, en réponse a une impulsion d’oxygéne induisant
une rotation unique de I’enzyme. Une autre retombée est de fournir une
méthode alternative a la détection polarographique de I’oxygéne : on a pu
ainsi confirmer I’estimation (Joliot, 1966) d’une constante de vitesse de I’ordre
de la milliseconde pour la réaction de libération de 'oxygéne, en contradiction
avec la valeur 10 a 100 fois plus lente récemment proposée par une équipe
hollandaise.

V. — Echange de quinones au site Q4 du centre réactionnel du photosystéme
Il de Chlamydomonas reinhardtii

[C. de VITRY et J.-L. PoPOT, en collaboration avec B.A. DINER (Wil-
mington)]

Le centre réactionnel du photosysteme II (PSII) effectue la séparation de
charges primaire dans la photosynthése des plantes vertes et des cyanophy-
cées. Associé aux protéines extrinseéques du site de production de 'oxygéne, il
réalise 'oxydation de I’eau. Cette structure trés complexe comporte au moins
six polypeptides et une cinquantaine de cofacteurs (voir de Vitry et al., 1987).
Le nombre exact de polypeptides de petit poids moléculaire (<10 Kd) n’est
pas connu avec précision. Les peptides D; et D, sont homologues des peptides
L et M du centre réactionnel de bactérie pourpre (Rhodobacter viridis).
Comme L, D, peut effectivement étre marqué par des analogues d’herbicides
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qui entrent en compétition avec la plastoquinone pour le site de liaison de
I’accepteur quinonique secondaire Qg. Ceci conduit a penser que D; et D,
jouent dans les centres PSII le rdle joué par L et M dans les centres de R.
viridis, et notamment portent les chlorophylles de la paire spéciale et les sites
de liaison des phéophytines et des quinones et effectuent la séparation de
charge. Cette hypothese a été récemment confirmée par I'étude de prépara-
tions simplifiées, débarrassées des polypeptides les plus lourds, a I’exclusion
de D, et D,. L’accepteur primaire d’électron, une plastoquinone, est fixée sur
un site appelé Q,, vraisemblablement porté par D,. Chez les bactéries
pourpres, la quinone qui joue ce rdle peut étre échangée et remplacée par de
nombreux analogues, ce qui a permis d’étudier la stéréospécificité du site Qu
et I'énergétique du transfert d’électrons. Dans le centre réactionnel du PSII,
cette substitution n’avait jamais pu étre réalisée.

La stabilité de préparations solubilisées de centres réactionnels PSII de
Chlamydomonas reinhardtii dépend de la concentration de détergent (Triton
X-100). Lorsque celle-ci augmente, le transfert d’électrons au site Q4 disparait
plus rapidement. Ceci suggérait que la plastoquinone liée a ce site était
susceptible de diffuser dans les micelles de Triton. B. Diner, C. de Vitry et
J.-L. Popot ont établi que telle est bien la cause de l'inactivation observée.
Celle-ci peut étre fortement ralentie si les micelles de détergent contiennent
de la plastoquinone. L’affinité de celles-ci pour le site Q4 a pu étre estimée.
De plus, la plastoquinone peut étre remplacée par une ubiquinone si les
centres sont incubés en présence de micelles de Triton contenant un exces
d’ubiquinone.

Ces expériences ouvrent des perspectives intéressantes pour I’étude du site
Qa et pour l'obtention de préparations de centres purifiés stables sur une
longue période, un préalabe indispensable aux tentatives de cristallisation.

V1. — Détermination du trajet de la chaine polypeptidique de la bactériorho-
dopsine dans la structure tridimensionnelle par diffraction des neutrons

[J.-L. PopPOT en collaboration avec G. ZAcCAi (Institut Laue Langevin,
Grenoble) et D.M. Engelman (Université Yale)].

La structure tridimensionnelle de la bactériorhodopsine (BR) 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 visualiser les
boucles extramembranaires connectant les sept hélices o transmembranaires,
ni d’identifier la séquence de ces derniéres. En conséquence, la disposition des
groupes chimiques dans la molécule et le mécanisme de pompage des protons
restent inconnus. L’étude structurale a jusqu’a présent buté sur 1) I’absence
de cristaux tridimensionnels de bonne qualité et 2) I'extréme difficulté a
pousser au-dela de 6-7 A I'étude de cristaux plans par diffraction des élec-
trons. Depuis que la séquence de la BR est connue (1979), de nombreuses
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tentatives ont été faites pour placer cette séquence dans la structure, sans que
la position d’aucun des sept segments hydrophobes qu’elle contient ait jamais
pu étre établie de fagon non ambigué.

Les techniques de renaturation/reconstitution/cristallisation mises au point
au cours des années précédentes ont été appliquées a I’élucidation du trajet de
la chaine polypeptidique dans la structure tridimensionnelle. L’approche choi-
sie consiste a introduire du deutérium dans 'un ou l'autre de deux fragments

chymotryptiques et a localiser le deutérium dans la structure renaturée par
diffraction des neutrons.

Dans un premier temps, cette méthode a permis d’identifier les régions de
la structure occupées par chacun des deux fragments (Popot et al., 1986 ;
Trewhella et al., 1986). Plus récemment, griace a I’amélioration des procédures
de marquage et d’analyse des résultats, il a été possible d’identifier sans
ambiguité deux segments et de proposer une position probable pour un
troisieme : les deux premiers segments hydrophobes dans la séquence (A et
B) correspondent respectivement aux hélices 1 et 7 de la carte structurale, le
troisitme (C) correspond vraisemblablement a I'hélice 6 (Popot et al., 1989).
Ces résultats contraignent si fortement les modéeles de repliement possibles
qu’il devient faisable, en s’appuyant sur d’autres données de la littérature,
d’identifier le modele le plus vraisemblable. Dans celui-ci, les sept hélices
transmembranaires se suivent dans la structure, sans s’intercaler. Cette situa-
tion ressemble a celle rencontrée dans les protéines du centre réactionnel
bactérien ou chez les protéines solubles constituées d’assemblages d’hélices a.
Elle est facile a réconcilier avec un modele de repliement en deux étapes
(Popot et al., 1987) selon lequel les hélices transmembranaires se forment,
puis s’assemblent. Une autre conclusion intéressante de ce travail est la
présence vers le milieu de I'hélice 7 d’un résidu proline. Or, cette hélice
n’apparait pas coudée dans la carte de densité électronique. Ceci suggére que
la présence du cycle de la proline est accommodée non par un coudage de
I’hélice, comme c’est généralement le cas chez les protéines solubles, mais par
une dislocation locale sans changement de direction, comme observé dans
I'une des formes cristallines de 1’alaméthycine.

Les données de diffraction des neutrons permettent par ailleurs de détermi-
ner approximativement l’orientation des hélices par rapport a la molécule de
BR (Popot et al., 1989). Cette orientation est cohérente avec I'idée que la
bactériorhodopsine tend a tourner vers la phase lipidique les surfaces hélicoi-
dales les plus hydrophobes. Ces conclusions sont en bon accord avec les
résultats des expériences de mutagenese dirigée récemment décrites par Kho-
rana et collaborateurs, dont elles permettent de préciser, voire corriger,
quelques interprétations. Ainsi, les quatre résidus tyrosine présents dans les
hélices A et B apparaissent tous situés trop loin de la base de Schiff et du
rétinal pour interagir directement avec eux. L’effet sur la stabilité de la BR
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du remplacement de la tyrosine 57 par une phénylalanine pourrait résulter de
la perte de liaisons hydrogéne stabilisant I’association des hélices 1 et 7.

Analyse comparative de la structure des protéines membranaires intégrales
(J.-L. PoroT & C. de VITRY).

Les résultats expérimentaux obtenus antérieurement (Popot et al., 1987)
suggerent que la région transmembranaire des protéines intégrales résulte de
I'assemblage d’hélices a qui se comportent comme autant de domaines de
repliement autonomes. L’examen de l'impact possible de ce mécanisme de
repliement sur la structure des protéines intégrales ou des complexes de
protéines intégrales a été entrepris. Une base de données a été constituée, qui
comporte actuellement environ 200 séquences de protéines membranaires
intégrales. Des programmes ont été écrits pour la recherche et I’évaluation des
segments susceptibles de former des hélices a hydrophobes. Les résultats ont
été systématiquement confrontés aux modéles de repliement proposés dans la
littérature.

De cette étude encore en cours, quelques conclusions se dégagent. D’une
part, il existe un grand nombre de protéines intégrales trés petites, ne
comprenant parfois guére plus qu’une simple hélice hydrophobe (par exemple
les deux sous-unités du cytochrome bssg). La capacité de ces petits peptides a
s’assembler en complexes constitue une indication supplémentaire de 1’autono-
mie de repliement des hélices transmembranaires. D’autre part, des diffé-
rences de structure remarquables apparaissent entre les protéines intégrales
selon la membrane a laquelle elles appartiennent (membrane plasmique,
membranes internes des organites, membrane externe des bactéries Gram-) et
selon que leur biosynthése implique ou non leur transport a travers une
membrane. Par exemple, il semble que des restrictions existent quant au
nombre d’hélices hydrophobes que peuvent comporter les protéines synthéti-
sées dans le cytoplasme, puis importées dans les mitochondries ou les chloro-
plastes. Cette restriction peut tenir au mécanisme d’importation lui-méme, ou
a une étape antérieure ou postérieure (dépliement, interaction avec des
chaperonines). L’identification de son mécanisme permettrait sans doute de
mieux comprendre la biosynthése de ces protéines, ainsi que les facteurs qui
ont influencé, au cours de I’évolution, la répartition des génes entre les
génomes nucléaires, chloroplastiques et mitochondriaux.
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