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RESUME

Etude de PPasymétric transversale des phosphelipides et de leurs fonctions
dans les membranes et Jes vésicules « inside-out » et « right side-out » issues
de thylacoides

L’asymétrie transversale et la fonction du phosphatidylglycérol (PG) dans les
thylacoides entiers ont été étudiées précédemment par le groupe de Siegenthaler
(Siegenthaler et 2., 1989a). Dans cette partie, nous avons vérifié cette asymétrie
et son rdéle dans la fonction photosynthétique & 1’aide de vésicules
subthylacoidales. Deux types de vésicules ont été obtenus par fractionnement
meécanique (presse de Yeda) des thylacoides : des vésicules « right side-out »,
issues des lamelles stromatiques et des vésicules « inside-out » issues des grana.
Ces vésicules sont séparées 4 I’aide d’un systéme biphasique aqueux constitué
de dextrane T500 (5.7%) et de polyéthyiéne-glycol 4000 (5.7%). L'intéressante
inversion des vésicules granaires nous permet de vérifier, d’une part, que la
distribution transmembranaire du PG dans ces vésicules est bien I’inverse de
celle déterminée dans les thylacoides entiers ou les végicules stromatiques et,
d’autre part, que la population de phosphelipides de 1a monocouche interne des
membranes thylacoidales est essentielle dans le soutien du flux d’électrons
linéaire découplé.

Ces expériences ont montré que la distribution transmembranaire du PG dans les
vésicules granaires inside-out (40/60 + 3 mol%, extemefinterne; n=5) est
I'inverse de celle que 1'on observe dans les vésicules stromatiques right side-out
(70/30 % 5, externefinterne ; n=5) ou dans les thylacoides non-fractionnés (59/41
+ 5, externefinterne ; n=5). Ces valeurs nous permettent également de constater
que les grana et les lamelles stromatiques ont une asymétrie transversale du PG
différente. Finalement, par I'usage des vésicules inside-out, nous avons confirmé
que ce sont principalement les populations de PG de la monocouche interne des
membranes thylacoidales qui sous-tendent 1*activité du flux d’électrons non-
cyclique & travers le photosystéme I1.

Etude de la distribution latérale des lipides dans les différents domaines de
la membrane photosynthétique’

1l est clairement établi que les complexes pigments-protéines sont distribués de
fagon hétérogéne dans les domaines granaires ou stromatiques des membranes
thylacoidales (Murphy, 1986). Le but de cette partie était de déterminer si les
glycérolipides présentent une hétérogénéité latérale comparable a celle des
protéines de la membrane thylacoidale. Pour répondre 4 ceite question, nous
avons fractionné mécaniquement {3 1'aide d*ultrasons) les thylacoides en
vésicules issues, (a) des lamelles stromatigues, (b) du corps central des grana et
(¢} des marges des grana (selon la méthode du groupe d’Albertsson ; voir une
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revue par Albertsson, 1995). La composition en lipides et acides gras des
différents domaines du thylacmde a été analysée par chromatographie en phasc
gazeuse.

Cette étude a mis en évidence que les « lipides structurels » (« bulk lipids ») sont
répartis uniformément dang les divers domaines des membranes thylacoidales,
contrairemment a ce que la piupart des auteurs affirment.

Fonctions ~des galactolipides, - sulfolipides et phospholipides dans les
metmbranes thylacoidales : mveshgahons a I'aide des cyclodextrines

Les fonctlons des glycérolipides dans les membranes thylacoidales peuvent étre
étudiées par diverses méthodes. Cependant, la plupart des techniques font appel
4 des solvants (voir par exemple, Krupa et Baszynski, 1975 ou Costes et al,,
1978) qui ont le désavantage de ne solubiliser que les lipides trés pen polaires,
ou & des détergents (Eichenberger et al., 1977 ; Eckert et al., 1987 ; Siefermann-
Harms et al., 1987 ; Murata et al., 1990) qui dissolvent non seulement les lipides
mais aussi les protéines et les pigments des membranes. C’est pourquoi Rawyler
et Siegenthaler (1996) ont cherché une nouvelle méthode évitant ces
inconvénients et ont porté leur choix sur les cyclodextrines (CD), des composés
utilisés en pharmacologie et chromatographie. Ces molécules sont des
oligosaccharides cycliques et forment un anneau dont la cavité est hydrophobe.
Elles ont la propriété de former des complexes d’inclusion avec des molécules
solubles dans I’eau. Il a été démontré (voir par exemple Okada et al, 1989)
qu’elles peuvent méme complexer une grande variéié de lipides, tels que le
cholestérol ou les glycérolipides. C’est ainsi que notre équipe a utilisé avec
succés les cyclodextrines pour délipider les membranes thylacoidales.

Nous avons testé la capacité de délipidation de plusieurs dérivés des
cycledextrines. Aprés avoir effectwé de nombreux essais préliminaires, nous
avons amrété notre choix sur I’a-cyciodextrine perméthyiée. En effet, cette CD a
la propriété intéressante de complexer, dans une gamme de concentration de 0 4
5mM, uniquement les sulfolipides et phospholipides Ainsi, en "utilisant les
connaissances que nous avions déji de I’influence d’une délipidation du
phosphatidylglycérol (PG) sur le flux d’électrons (en présence de phospholipase
As), nous avons pu estimer le réle que joue le sulfoquinovosyldiacylglycérol
(8QDG) et les galactolipides dans la fenction photochimique et confirmer le rdle
essentiel du PG. .

Le PG est essentiel dans le soutien du flux d*électrons linéaire découplé. Nous
avons étudié séparément le flux d’électrons 4 travers les photosystémes I ou Il et
avons observé, que le flux d’électrons 4 travers le PSII est principalement
soutenu par le PG de la monocouche inteme des MT mais que, par contre, en ce
qui conceme le flux a travers le PSI, c’est le PG de Ja monocouche exteme qui
joue un réle important. 1l semblerait donc qu’il existe, latéralement , des sous-
populations de PG, que I’on peut considérer comme faisant partie des « lipides
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stratégiques », qui ont des influences diverses sur le flux d’électrons
photosynthétique dans les membranes thylacoidales. Les galactolipides, quant a
eux, auraient pour fonction de maintenir une conformation spatiale adéquate des
complexes pigments-protéines. Finalement, nous ne sommes pas parvenus a
mettre en évidence un rdle spécifique des populations de sulfolipides (SQDG)
dans les thylacoides car, les tétes polaires du PG et du SQDG ayant la méme
charge électrique, les cyclodextrines n’ont pas de spécificité pour I'un ou 'autre
de ces deux lipides. Néanmoins, il serait peut-étre possihle d*étudier la fonction
du SQDG en utilisant d’autres cyclodextrines dérivées ou des approches
différentes,
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION GENERALE
A, Les chloroplastes : sidge de la photosynthése

Les réactions photosynthétiques ont leur sidge dans des organites spécialisés
des cellules végétales, les chloroplastes (Sachs, 1864). Ces chloroplastes, qui
mesurent quelques micrométres, renferment un empilement de membranes
allongées closes, les thylacoides (voir figures L1 et 12). Ces derniers
contiennent les protéines, les pigments et les llp:des necessalres aux premiéres
étapes de la photosynthése,

E { l-wl_d:éiﬂ space

FIG. 1.1: Schéma d'un chloroplaste (d'aprés Wolfe, S.L. (1972) In : Biology of the
Cell, p. 130, Wadsworth Publishing Company, Inc., adapté par Stryer, L.
(1988) In: Blochemlstry. P. 513 Freaman W.H.. and Company, New
York.)

Fondamentalement, la photosynthése consiste en deux ensembles de réactions
(Hill, 1937} :

- 1a photolyse de I’eau (sous 1’action de 1a lumiére visible), qui conduit 2 un
dégagement d’oxygéne et 3 la libération de quatre protons ‘et quatre
électrons [2H,O — O; + 4H' + 4 électrons). Cette réaction a lieu dans les
thylacoides.

- laréduction du gaz carbonique par ces quatre protons et quatre électrons qui

" permet la production de glucides [CO, + 4H' + 4 ¢électrons » (CHOH),).
Cette phase se passe dans le stroma des chloroplastes.



FIG, 1.2: Photographie au microscope électroniqgue d'un chloroplaste entier
d'une feuille d'Epinard (par le Dr, Kenneth Miller, publiée par Stryer, L
{1988} In : Biochemistry, p. 283, Freeman W.H. and Company, New
York.). Les vésicules noires sont des grains d'amidon.

B. Organisation structurelle des membranes photosynthétiques de
PEpinard

Les membranes thylacoidales des chloroplastes de I’Epinard, ou membranes
photosynthétiques, sont un assemblage complexe de protéines, pigments et
lipides acylés. Elles sont le site de la réaction primordiale de la conversion
photosynthétique de la lumiére en énergie chimique.

La structure de ces membranes est hautement asymétrique. On peut distinguer
non seulement une asymétrie transversale des divers composés (protéines,
pigments [Murphy, 1986], lipides [Rawyler et Siegenthaler, 1985 ; Siegenthaler



et al., 1989a]) mais aussi vne asymétrie latérale, c’est-i-dire des domaines
membranaires différenciés et spécialisés,

Les membranes photosynthétiques se trouvent 4 I’intérieur des chloroplastes,
dans le stroma (figures 1.1 et 1.2). Elles consistent en un empilement de
membranes appariées closes en forme de saccules allongés, les thylacoides. La
membrane des thylacoides délimite un espace inteme, appelé lumen.,

Les membranes thylacoidales peuvent &tre divisées en deux compartiments
principaux : les grana (lamelles accolées) et les lamelles stromatiques {non-
accolées). On distingue trois domaines dans les grana : le corps central fait de
saccules fortement accolés les uns aux autres, un domaine périphérique, les
marges des saccules, et les membranes de fin, parties supérieures et inférieures
de I'empilement, faisant face au stroma. Les lamelles stromatiques sont des
saccules qui dépassent de ’empilement des grana et baignent dans le stroma ;
elles conststent en un domaine de connection avec les grana, en un saccule non-
accolé et en un d9maine périphérique, marges des lamelles.

La composition en lipides, protéines et pigments est bien différente selon que
I’on considére les grana ou les lamelles stromatiques. Les grana contiennent
environ 86% de protéines et pigments associés et 14% de lipides acylés (rapport
massique) tandis que les lamelles stromatiques sont constituées de seulement
61% de protéines et pigments et 39% de lipides acylés. Il faut noter que I’aire
relative occupée par les lipides est un peu plus grande que leur masse relative
dans la membrane du fait de leur densité assez faible (par rapport aux
protéines). Ainsi, dans les grana, cetre aire lipidique est de 24% contre 51%
dans les lamelies stromatiques (voir revue par Murphy, 1986).

La composition des complexes de protéines associées 4 des pigments
{principalement des chlorophylles mais aussi, de fagon libre ou associée, des
caroténes, de la lutéine, violaxanthine et néoxanthine) est maintenant bien
connue {(voir par exemple la revue de Staehelin, 1986). Leur disposition spatiale
dans les différents domaines thylacoidaux et les diverses fonctions
photosynthétiques remplies par ces complexes ont été récemment décrits en
détail par Albertsson (1995). ‘

Les grana sont le siége du transport photosynthétique d’électron linéaire (ou
non cyclique) qui s’effectue grice a la coopération du photosystéme Tla, des
cytochromes b et f, des plastoquinones et plastocyanines localisés dans le corps
centra] des grana ainsi que du photosystéme I dans les marges granaires, Les
marges contiennent aussi le complexe protéinique ATP-synthétase. '
Le transport cyclique d’électrons se fait, quant 4 lui, uniquement dans les
lamelles stromatiques ot I’on trouve principalement le photosystéme If, de plus
petite taille que le PSlia, les cytochromes b et f, le complexe ATP-synthétase et



un peu de PSIIB, plus petit que le complexe PSIla (voir la revue d’Albertsson,
1995 et les figures 1.3 et [.4).

Ces complexes chlorophylle-protéines sont maintenus en place par une
bicouche de lipides acylés, les seconds composants majeurs des thylacoides.
Comme les protéines, ils montrent une trés grande hétérogénéité et semblent
interargir avec les complexes protéiniques. Ils pourraient jouer un rodle
dynamique, et non pas seulement structurel, dans la fonction photosynthétique
(Siegenthaler et Trémoliéres, 1998).

1L
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FIGS. 1.3et1.4: Modéles en trois dimensions de l'organisation spatiale. des
complexes protémiques dans la membrane thylacoidale {d'aprés
Stefansson, H. (1996) The molecular architecture of the
chloroplast thylakoid membrane, Thése, pp. 5 &t 38, Département
de Biochimie, Université de Lund, Suéde)



C. Organisation fonctionnelle des membranes thylacoidales

Deux ensembles moléculaires trés complexes, les photosystémes | et I, sont
impliqués dans les réactions lumineuses de la photosynthése, réactions qui ont
liew dans les membranes thylacoidales. Chaque photosystéme: est- constitué (a)
d’une antenne collectrice de lumiére qui consiste en divers .pigments
(chlorophylles et caroténoides) liés & des polypeptides et {b) d’un complexe
central qui porte le centre réactionnel. Ce dernier est composé d’une paire de
molécules de chlorophylle a lides, elles aussi, & des polypeptides. Le centre
réactionnel du photosystéme II (PSII) est appelé P680 tandis que celui du PSI se
nomme P700. En effet, les chlorophylles a spéciales qui les composent
absorbent la lumiére respectwement & 680 nm et 700 nm.

Les pigments accessoires des antennes des photosystémes collectent les photons
et conduisent 1’énergie lumineuse au centre réactionnel ce qui provoque
Pexcitation électronique des chlorophylles P680 et P700 et déclenche un
transfert d’électrons et de protons qui génére la formation de NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, sous forme réduite} et d’ATP
(adénosine triphosphate),

Le transport d’électrons d’un systéme rédox 4:1’autre peut se faife selon deux
voies : non cyclique ou cyclique. Le chemin des électrons est dicté par le
potentiel rédox des systémes transporteurs membranaires: La représentation du
trajet des électrons est figurée par le schéma-en zigzag ou schéma Z (FIG. L5).
L’organisation spatiale des complexes-qui participent aux réactions rédox est
représentée par le modéle de la figure 1.6,
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FIG. L5 : Schéma Z du transporf phologynihétique de I'eau av NADP ; les systdmes rédox sont ordonnés
I selon leur polentiel moyen dexydo-réduction ; oyl : qﬂochrorne. Fq : fervédoxine, FeS : cenire fer-
soufre, PO : plesloquinone, PG ; plaslocyanine Phéao . phéophytine {d'aprés Richter, G. {1993) In:
Métabolisme deg wégélaux, p.109, Presses Polylechnigues el Universlialres Romandes),



Au cours du transport non-cyclique des électrons, la lumiére, absorbée par les
pigments accessoires (chlorophylles a, b et caroténoides) de I'antenne
collectrice du photosystéme II, est acheminée vers le centre réactionnel P680.
L'énergie lumineuse provoque I’excitation électronique du centre P680 ce qui
engendre une séparation de charge. Un électron est alors transféré de P680 a
une phéophytine (chlorophylle sans magnésiom). Le P680* photo-oxydé est
réduit par Z, un systéme rédox au potentiel positif élevé (Eo= +1.0V). La
réduction de P680" par Z déclenche une chaine de réactions du complexe
producteur d’oxygéne qui est li€ au centre réactionnel. Ces réactions libérent
des électrons et des protons et conduisent 3 1a formation d’oxygéne moléculaire
a partir de I’ean. Les électrons sont acceptés par Z tandis que les protons sont
libérés dans |'espace intrathylacoidal.

FIG.1.6: Modéle représentanl fa topologie des complexes pigments-protéines de 1a membrane
thylacoldala, Les chiffres donnent les masses rnoléculzires apparenles des polypeplides
{d'aprés Richier, G, (1993) In: Métabolisme des végétaux, p.112, Presses Polytechniques
el Universitaires Rornandes). :

De la phéophiytine, les électrons sont transférés 4 des plastoquinones primaire et
secondaire, Q4 et Qp puis 4 un collectif de plastoquinones et, de 13, 4 un
complexe protéinique, le cytochrome bg/f pour passer ensuite par des
plastocyanines avant d'arriver dans le photosystéme I. De méme que dans le
PSII, I’énergie lumineuse est collectée par I’antenne du PSI et acheminée vers le
centre réactionnel P700. L’excitation électronique provoque une séparation de
charge et P700" photo-oxydé est en mesure d'accepter les électrons libérés par
les plastocyanines. De P700, les électrons sont acceptés par Ag (une forme
spéciale de chlorophylle) puis A, (vitamine K) puis transitent par des centres
fer-sonfre pour arriver a la ferredoxine qui est un puissant réducteur.
Finalement, une enzyme située du cbté stromatique de la membrane



thylacoidale (le stroma est le milieu dans lequel se trouvent les thylacoides), la
ferredoxine - NADPH réductase, catalyse la formation du NADPH.

Tandis que les €lectrons passent de 'eau au NADP via les divers complexes
pigments-protéines, des protons {provenant de la photalyse de I'eau)
s’accumulent dans le lumen thylacoidal, Ceci engendre une force proton-
motrice qui permet la synthése d’ATP via un complexe protéinique appelé ATP-
synthétase. Cette production d'ATP au cours du transport non cyclique
d'électrons est nommée photophosphorylation non cyclique,

Le transport cyclique d’élecirons, quant & lui, ne fait intervenir que le
photosystéme 1 et le complexe cyt bg/f et n’engendre que de I'ATP
{photophosphorylation cyclique) ; il ne produit ni NADPH ni oxygéne (voir le
schéma Z représenté dans la figure 1.5). Cette voie a pour départ la ferrédoxine,
Au lieu d’étre transmis au NADP, les électrons aboutissent au complexe
cytochrome bg/f puis retournent vers le photosystéme L. Ce transport d*électrons
a pour résultat le transfert transmembranaire de protons vers |’espace
intrathylacoidal via le collectif de plastoquinones qui est 4 proximité du
complexe cytochromique. La synthése de I'ATP se fait grice & cette
accumulation de protons.

L’ATP et le NADPH, formés lors de la phase lumineuse des réactions de la
photosynthése, sont utilisés pour convertir le CO; en hexoses et autres
composés organiques. La formation des hexoses constitue la phase obscure de
la photosynthése, appelée cycle de Calvin. Ce cycle se déroule dans le stroma
des chloroplastes.

Finalement, on peut se demander pourquoi la membrane thylacoidale a recours
a deux flux d'électrons. Lz raison en est que le ¢ycle de Calvin nécessite plus
d’ATP que de NADPH. Or, le transport non cyclique d'électrans produit des
quantités & peu prés égales d'ATP et de NADPH ; la photaphosphorylation
cyclique comble la différence en produisant de I' ATP mais pas de NADPH.

D. Les lipides thylacoidaux : quelques caractéristiques uniques

Le rdle le plus évident de Ja bicouche lipidique dans les membranes
photosynthétiques est de maintenir en place les complexes de protéines tout en
leur permettant une certaine diffusion et des changements de conformation,
mais en empéchant des agrégations non-spécifiques entre les complexes
protéiniques. 1l semble que n’importe quel lipide pourrait jower ce rble et
pourtant, les thylacoides, au contraire des autres types de membranes, ont une
composition en lipides extrémement diversifiée. Ces lipides présentent en outre



certaines caractéristiques uniques {(Gounaris et al., 1986 ;Siegenthaler, Chap.7,
1998). Communément, les membranes contiennent principalement des
phospholipides. Au contraire, les thylacoides contiennent une majorité de
galactolipides ; ils _sont non-chargés et de deux types: -50% de
monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et 30% de digalactosyldiacylglycérol
(DGDG) (Block et al, 1983). Les thylacoides contiennent, en outre, un
sulfolipide (~8%), le sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG), lipide acylé qui
semble étre présent principalement dans les membranes photosynthétiques.
Finalement, le seu! phospholipide des thylacoides est le phosphatidylglycérol
(PG) (~12%) (voir figure 1.7).
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Les deux galactolipides sont caractérisés par une teneur exceptionnellement
élevée en acide a-linoléique (C18: 3). On peut trouver jusqu’a 95% de cet
acide gras dans le MGDG. De plus, dans certaines plantes (comme 1’Epinard),
appelées plantes en 16 : 3, on trouve également ledit acide gras dans le MGDG.
Le sulfolipide (SQDG) et le phospholipide (PG) sont également riches en acide
linolénique (CI18 : 3) mais le SQDG contient aussi 35% d’acide paimitique
{C16 :0) tandis que le PG contient non seulement du palmitate mais aussi un
acide gras trés spécial que ’on ne trouve que dans le PG des membranes
thylacoidales, 1’acide trans-A’-hexadécénoique (C16: 1(3t)) (Dubacqu et
Trémoliéres, 1983 ; Xu et Siegenthaler, 1996b). Ainsi, la composition en acides
gras des lipides thylacoidaux est unique et donne lieu & un grand nombre
d’espéces moléculaires (Nishiara et al., 1980 ; Xu et Siegenthaler, 1996a). -

Du point de vue de arrangement spatial des lipides, il est probable que la haute
teneur en MGDG dans les thylacoides peut modifier la configuration en
bicouche des membranes. En effet, ce galactolipide peut adapier, dans certaines
conditions, une configurarion de type hexagonal I au lieu d'une structure
lamellaire (Quinn et Williams, 1983). Finalement, nous l'avons dit, la
composition en lipides des thylacoides est dominée par les galactolipides (80%)
et il semblerait (Bishop et al., 1980) qu’un mélange de MGDG et DGDG forme
des monocouches beaucoup plus condensées que celles formées par des
phospholipides contenant des acides gras du méme type. Les trés fortes
interactions qui existent entre les groupes galactoses de ces molécules
augmentent probablement la stabilité et 1'imperméabilité des membranes.
Cependant, la membrane garderait sa fluidité grice a la teneur trés élevée en
acide linolénique (acide gras insaturé) de ces galactolipides (Ford et Barber,
1983). :

E. Distribution {ransmembranaire des lipides dans les membranes
thylacoidales

La détermination de la distribution transmembranaire des lipides n’est pas aussi
aisée que celle des protéines & cause de la taille relativement petite des lipides
acylés ; ainsi, les techniques utilisées pour cette détermination altérent
considérablement les propriétés des lipides cibiés et, par conséquent, toute
Iorganisation de la membrane ; ceci expliquerait 'obtention de résultats parfois
contradictoires selon la méthode employée (Siegenthaler, Chap.7, 1998).

Il existe trois techniques principales pour étudier ’asymétrie lipidique
transversale : le marquage des lipides par des anticorps, leur digestion par des
lipases spécifiques (galactolipases et phospholipases) ‘ou une modification
chimique des lipides (oxydation par exemple).
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Les études menées 3 I’aide d’anticarps spécifiques (Radunz et Berzborn, 1870
Radunz, 1971, 1972 et 1976) ont fait ressortir une prépondérance du
phosphatidylglycérol dans la monocouche externe de la membrane thylacoidale
et une teneur supérieure en maonogalactosyldiacylglycérol et en
sulfoquinovosyldiacylglycérol dans la monocouche interne. Cependant, étant
donneé que les anticorps ne reconnaissent qu'une petite partie du lipide, la téte
polaire, il peut y avoir un probléme d’accessibilité des lipides qui empécherait
une détermination exacte de leur distribution transmembranaire.

Utilisant la méthode lipolytique, le pgroupe de Siegenthaler (Rawyler et
Siegenthaler, 1984 et 19835 , Siegenthaler et al., 1988; Siegenthaler et al.,
1989a) a mis en évidence que la plupart du phosphatidylglycérol (70%) et du
monogalactosyldiacylglycérol (65%) se trouve dans la monocouche externe
tandis que la plus grande part du digalactosyldiacyfglycérol (85%) est localisé
dans la monocouche interne. La distribution transmembranaire des
galactolipides a été vérifide et confirmée par I"utilisation de vésicules inversées
dans lesquelles I'asymétrie transversale est 'opposée de celle rencontrée dans
les thylacoides entiers (Siegenthaler et al., 1988). Siegenthaler et al. (1989b) ont
aussi déterminé que 1"activité de flux d’électrons non-cyclique est soutenue par
une population de phospholipides localisée dans la monocouche interne. Unitt
et Harwood (1985) ont rapporté que la plupart du phosphatidylglycérol se
trouve dans la monocouche externe (66% dans le pois et 75% dans ['orge et la
~ laitue).

La procédure de modification chimique (par une oxydation) des galactolipides
accessibles, dans les thylacoides et les vésicules inside-out dérivées de ceux-ci,
a permis de déduire que 60% des galactolipides se trouvent dans la monocouche
externe (Sundby et Larsson, [985). Cependant, cette technique est sujette &
controverse du fait que seuls 0.2-0.5% des galactolipides accessibles sont
marqués.

En résumé, on peut dire que I’asymétrie transversale des lipides est maintenant
largement reconnue comme étant un phénoméne commun i toutes les
membranes biologiques (Israelachvili et al.,1977).

F. Hétérogénéité latérale des lipides acylés dans les différents domaines
des membranes thylacoidales

L’étude de I'organisation spatiale des complexes pigments-protéines dans les
membranes thylacoidales a permis d’établir de fagon indiscutable que ces
composés présentent une distribution latérale hétérogéne. Par contre, Ia
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disposition des lipides acylés dans |’axe longitudinal des thylacaides est le sujet

de nombreuses controverses.

Les glycérolipides thylacoidaux peuvent &tre séparés en deux catégories: les

lipides stratégiques, c’est-a-dire les lipides accolés aux complexes pigments-
~ protéines, et les lipides structurels qui constituent Ja majorité des glycérolipides.

Les lipides stratégiques ont été étudiés par le biais de diverses méthodes telles
{a) une extraction de certains complexes membranaires 3 |’aide de solvants
(Costes et al., 1972, 1978), (b) 'isolement & 1’aide de détergents de particules
subchloroplastiques enrichies en PSIT ou PSI (Eichenberger et al., 1977 ; Henry
et al, 1983 ; Bednarz et al., 1988 ; Quijja et al., 1988), (c) la purification de
certains complexes protéiniques des membranes thylacoidales (Rawyler et al,,
1980 ; Heinz et Siefermann-Harms, 1981 ; Trémoliéres et al,, 1981 ; Rémy et al,
1982 ; Doyle et Yu, 1985 ; Gounaris et Barber, 1985 ; Pick et al., 1985 ; Sigrist
et al., 1988 ; Murata et al., 1990 ; Trémoliéres et al., 1994), (d) la détection des
- lipides & I’aide d’anticorps spécifiques (Radunz, 1981 ; Voss et al., 1992 ; Kruse
et Schmid, 1995 ; Makewicz et al., 1995). Ces travaux ont mis en évidence une
disposition trés spécifique des lipides accolés aux complexes pigments-
protéines.

Les lipides structurels ont été étudiés en fractionnant les membranes
thylacoidales en domaines d’origine spatiale différente (Tuquet et al.,, 1977;
Gounaris et al, 1983; Henry et al, 1983; Murphy et Woodrow, 1983;
Chapman et al., 1984 ; Bednarz et al., 1988). Or, les résultats de ces divers
travaux é&tant contradictoires, il est difficile de savoir s’il existe une
hétérogénéité latérale des lipides structurels.

G. Rile des lipides acylés dans les membranes thylacoidales

Indiscutablement, la fonction premiére des lipides thylacoidaux est d’assurer
Pimperméabilité de la membrane. D’avtre part, les lipides acylés forment une
sorte de tapis dans lequel sont insérés les complexes de pigments et de
potypeptides, Cetie matrice est considérée comme trés fluide car les acides gras
des glycérolipides sont hautement insaturés. Ainsi, les galactolipides, qui
représentent 70 & 80 % des lipides totaux, contiennent 80-90 % de P’acide gras
Ci8:3. Ce demier compte trois doubles liaisons qui provoquent des courbures
de la chaine carbonée ce qui entraine que cet acide gras occupe plus d’espace
dans la membrane qu’une chaine saturée rectiligne. Cela implique que la
membrane n’est pas trop compacte ce qui permet aux complexes chiotophylie-
protéines de diffuser Iégérement dans i’ axe langitudinal.
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Cependant, les lipides n’ont pas qu’nn réle structurel. 1 existe des interactions
entre les lipides et les protéines. Mattoo et al. {1987) ont démontré que, chez
Spirodela (une plante aquatique), la protéine DI, qui fait partie du centre
réactionnel du PSII, doit impérativement étre liée covalamment a [’acide
palmitique (C16 :0; sous forme d'acide gras libre) pour pouvoir s'insérer 4 la
bonne place dans le photosystéme. D’autres interactions, plus faibles, jouent
néanmoins un réle crucial, Par exemple, la présence du PG, qui contient I’acide
trans-A’-hexadécénoique (C16 :1(3t)), est nécessaire 4 P'organisation correcte
de P'antenne collectrice de lumiére du PSIH (Dubacqu et Trémolicres, 1983 ;
Nussberger et al, 1993 ; Hobe et al, 1994, 1995 ; Trémoliéres et Siegenthaler,
Chap.9,-1998). En résumé, les lipides permettent de maintenir les complexes
chlorophylle-protéines dans une conformation appropriée afin que ces derniers
puissent fonctionner normalement.

H. Les cyclodexirines : généralités

Nous présentons ici les cyclodextrines car ces molécules ont constitué, au cours
de notre thése, un moyen irés original de complexer les lipides thylacoidaux et
d*étudier 'influence d’une telle délipidation sur la fonction photosynthétique,

Historique

Villiers fut le premier, en 1891, 4 isoler une substance cristalline & partir d’un
milieu de culture de Bacillus amylobacter, milieu qui contenait de ’amidon. Il
nomma cette substance cristalline « cellulosine » 3 cause de sa ressemblance
avec Ia cellulose. Un pen plus tard, Schardinger (1903 et 1911) progressa dans
la chimie des cyclodextrines {CD) en caractérisant la substance cristalline
comme un mélange de deux oligosaccharides qu’il nomma dextrines cristallines
« et B. Il publia aussi les premiéres descriptions détaillées de la préparation et
de I'isolement de ces oligosaccharides cycliques. Ainsi, les CD sont aussi
connues sous les noms de dextrines de Schardinger, cycloamyloses ou
cycloglucanes, ' '

Production des cyclodextrines

Les CD sont formées par dégradation de I’amidont par une enzyme, la
cyclodextrine-trans-glycosidase (CTG) ou cyclodextrine- glycosyltransférase
(Bergsma et al., 1988; Szejtli, 1988). Les molécules d’amidon ayant une
structure en hélice constituée d’unités c-(1,4)-glucose, les composés formés
lors du processus enzymatique sont aussi des produits cycliques faits d’unités
a-1,4- de glucopyranose. Les CD sont désignées par une letire grecque qui
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indique le nombre d’unités de glucopyranose : & pour 6 unités, - pour 7, y-
pour 8 unités et ainsi de suite {voir figure 1.8). Les homologues de 9 unités ou
plus existent mais il est difficile de les purifier et leur capacité & complexer des
substances est pauvre (Clarke et al.,- 1988). Pour des raisons stériques, on ne
peut former des CD de moins de 6 unités. .

FIG.1.8 : Structure de la B-cyclodextrine (les cercles blancs rebrésentent les
o groupes hydroxyles primaires, les noirs les secondaires ; d’aprés Bekers
etal. (1991)).

La source de I’enzyme CTG est usuellement Bacillus macerans mais on peut
aussi utiliser Klebsiella pneumoniae’ et Alkalophilic bacterium n° 38-2. Le
rapport entre les formes a-, B- et y~ dépend du type de bactérie. La proportion
des différentes formes de CD dépend aussi du temps d’incubation de ’enzyme
dans Je milieu contenant 'amidon. En effet, la plupart des enzymes CTG
forment d’abord des a-CD puis, beaucoup plus lentement, des CD contenant un
nombre plus élevé d’unités,
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Structure et propriéiés physiques des cyclodextrines

Du fait de Ja conformation du carbone 1 et de celle des résidus o-D-
glucopyranosyl ainsi que de 1’impossibilité d™une rotation libre autour des
liaisons glycosidiques, les CD ne sont pas des molécules parfaitement
cylindriques mais ont plutdt une forme légérement cdnique. Il ¥ a trois groupes
hydroxyis par glucopyranose (sur les carbones 2, 3 et 6), dirigés vers I"extérieur
de I’anneau. Les hydroxyls primaires (sur le C6) sont sur une des faces de
’anneau tandis que Jes secondaires (sur Jes C2 et C3) sont sur [*autre face (voir
figures 1.8 et 1.9). Ces groupes rendent 'extérieur de la CD hydrophile (Clarke
et al., 1988 ; Brewster et al., 1989). La cavité de I’anneau consiste en groupes
CH et en oxygénes (liens entre les glucopyranoses); cette cavité est pat
conséquent relativement peu polaire. Le diamétre de la cavité, en angsirdm, est
de 5 pour I’'0-CD, 6 pour la B- et 8 pour Ia y. La hauteur du cdne est i2 méme
pour toutes : 7.9A. Le diamétre interne de I’anneau conditionne la capacité de
complexation des CD (Bender et Komiyama, 1978). C'est pourquoi cette
capacité est différente d’une cyclodextrine 4 |’ autre.
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FIG.19: Représentation schématique d'un anneau de CD (daprés Szejtli, J.
(1990) The ecyclodextrins and their applications in Biotechnology.
Carbohydrate Polymers, 12, 375-392)

La solubilité des CD varie aussi de 'une & I"autre ; ia §-CD est peu soluble
(1.85g/100m] d’eau) en comparaison de I’a-CD (14.5) ou de la y-CD (23.2)
(Bekers et al., 1991). Ii semble que la basse solubilité de la B-CD s’expliquerait
par le fait qu'il existe de nombreuses liaisons hydrogéne intramoléculaires entre
les groupes hydroxyles secondaires ce qui stabiliserait et rigidifierait ia
sttucture de la CD, empéchant son hydratation (Szejtli, 1988 ; Uekama et
Otagisi, 1987 ; Brewster et al.,, 1989). La y-CD 2 une structure plus flexible, ce
qui Ja rend plus soluble. Les principales caractéristiques et propriétés des
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cyclodexirines o, P et ¥ sont présentées dans le tableau [.1 (les valeurs sont
issues du travail de Bekers et al., 1991).

Il est possible de modifier les CD pour améliorer leur solubilité, diminver lewr
toxicité ou modifier leur sélectivité, Les groupes hydroxyles sont dérivables,
¢’est pourquoi des groupes fonctionnels trés variés ont été incorporés dans les
CD. On a préparé, par exemple, des CD méthylées, alkylées ou hydroxyalkylées
mais aussi des CD ramifiées ou polymérisées (pour une revue plus compléte, on
se référera au travail de Bekers et al, (1991)). Cependant, il faut &tre attentif av
fait que les dérivés de cyclodextrines commercialisés sont souvent instables, la
dérivation n'étant pas compléte. C'est pourquoi nous avons employé, pour ce
travail, des dérivés qui avaient été synthétisés spécialement pour nous par le
laboratoire de Chimie Organique de I'Université de Neuchitel (Suisse).

TABLEAU 1.1 ; Caractéristiques de quelques cyclodextrines

R Solubilité Poids
Type da 00 |G UCCM | couts Intorme (hy | 2Gueuse | molécuiir
«-CD 8 5 14.5 973
p-CD 7 6 1 .85 1135
y-CD 8 8 . 23.2 1287
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CHAPITRE I1

PROBLEMATIQUE GENERALE

La photosynthése est un phénoméne aussi crucial que complexe. Elle a pour
siége les chloroplastes qui contiennent eux-mémes des membranes empilées, les
thylacoides, dans lequels ont lieu les premiéres étapes (dépendantes de la
lumiére) de la photosynthése. Ces membranes sont formées d’une bicouche
lipidique dans laquelle sont insérés des complexes protéiniques associés 3 des
pigments. Ce sont ces complexes qui captent la lumiére, permettant ainsi la
photolyse de I’eau et la formation d’un gradient de protons et d'un flux
d’électrons associés & la production d’ATP et de NADPH. Ces premiers
phénoménes induisent la synthése de glucides 4 partir du CO; atmosphérique qui
est capté par les stomates des feuilles de la plante.

Les réactions dépendantes de 1a lumiére requiérent un haut degré d’organisation
des complexes pigments-protéines. Leur distribution transversale et latérale
asymetnques leur confére des proprletes vectorielles nécessaires 4 la conversion
del’ energ|e

Quant aux lipides acylés, ils ont, eux aussi, un réle trés 1mportant 4 jouer dans le
maintien de la perméabilité sélective des membranes et de la conformation
spatiale correcte des complexes protéiniques, Cependant, une question se pose :
si les lipides thylaccﬁ'daux n’ont qu'un rdle deé maintien, pourquoi leur
composition est-elle si différente de celle des autres mémbranes cellulaires. Av
lieu d’étre composées pnnclpalement de phospholipides, les’ membranes
thylacoidales sont constituées d’une majorité ‘de galactolipides et contiennent
deux lipides plutét rares dans les membranes, le sulfoquinovosyldiacylglycérol
(SQDG) et le phosphatidylglycérol (PG) contenant un acide gras inhabituel,
I’acide trans- A’-hexadécénoique (C16 : 1 (3t)). Des études ont montré qu’aussi
bien les galactolipides que les phospholipides sont distribués asymétriquement
de part et d’autre de la bicouche lipidique (Rawyler et Siegenthaler, 1985 ;
Siegenthaler et al, 198%a). Nous savons également qu'il existe certaines
interactions entre les lipides et les protéines. Mattoo et al. (1987) ont démontré
dans des plantes de Spirodela que la protéine Dy, un des premiers accepteurs du
photosystéme 11, doit étre acylée de facon covalente 3 I’acide palmitique pour
trouver sa place correcte dans le complexe du photosystéme II. Quant au PG, il
joue un réle important dans la biogenése de la membrane photosynthétique,
permettant 1’organisation spatiale de ’antenne collectrice de lumiére (LHCIN)
(Dubacq et Trémoliéres, 1983 ; Nussberger et al, 1993 ; Hobe et al., 1994,
1995 ; Trémoliéres et Siegenthaler, Chap.9, 1998).
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Dans le présent travail, nous tenterons de répondre aux questions suivantes ;

(1) L’asymétrie transversale du PG est-elle identique dans les différents
domaines thylacoidaux ?

(2) Y-a-t-il une asymétrie latérale des giycérolipides dans les membranes
- thylacoidales?

(3) Quels sont les fonctions des galactolipides, du phosphatidylglycero! et du
sulfolipide dans les membranes thylacoidales ?

Pour répondre 2 ces questions, nous avons eu recours 4 des méthodes nouvelles
et originales. Pour résoudre les deux premiers problémes, nous avons, d’une
part, fractionné meécaniquement (par une presse de Yeds ou par des ultrasons)
des membranes thylacoidales et, d’avtre part, isolé les vésicules engendrées par
le fractionnement (ces wvésicules sont issues de domaines thylacoidaux
différents) ey moyen de systémes biphasiques aqueux. Cette méthode a le grand
avantage de ne pas exposer les membranes 3 des détergents qui pourraient
déplacer les lipides. Pour répondre 4 la troisiéme question, nous avons délipidé
les membranes thylacoideles a 1'side de cyclodextrines, des oligosaccharides
cycliques, qui ont la propriété d'encapsuler des molécules hydrophobes dans la
cavité délimitée par leur anneau. Ces molécules n'avaient jamais été utilisées
comme agent délipidant. Les cyclodextrines sont généralement employées
comme transporteurs de médicaments 4 travers les membranes. Elles permetrent
une meilleure solubilisation des composants 4 usage pharmeceutique et
réduisent leur toxicité. Elles sont aussi utilises dans les colonnes de
chromatographie notamment parce qu'ellés ont la capacité de séparer des
moléeules chirales.
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CHAPITRE III
MATERIEL ET METHODES

MATERIEL

Les feuilles d’Epinard (Spinacia oleracea L.) proviennent du marché local. Le
Dextran T500 et le Percoll sont distribués par Pharmacia Diotech (Diibendorf,
Suisse), le polyéthyléne glycol 4'000 (Carbowax PEG 3350) par Christ Cheimie
{Aesch, Suisse). La phospholipase A; de pancréas de porce et la phospholipase C
de Bacillus cereus som fournies par Sigma (Bale, Suisse} ou Dochringer
Mannheim (Rotkreuz, Suisse). L’albumine de sérum de boeuf (BSA) vient de
chez Fluka (Buchs, Suisse). Quatre cyclodextrines dérivées (B-carboxylée, B-
quaternaire, B-amphotére, B-sulfatée) proviennent de Supelco (Buchs, Suisse).
Les autres cyclodextrines dérivées (o-perméthylée, P-perméthylée, B-
peracétylée) ont été produites et fournies gracieusement par le Dr. 5. Claude, du
départetrnent de Chimie Organique de I’Université de Neuchéte] (Suisse).

METHODES
A.PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL I

Nous n*avons pas utilisé la méme méthode de préparation des thylacoides et
vésicules pour toutes les parties expérimentales. La méthode relatée ci-dessous
fait référence au chapitre I'V.

1) Isolement des membranes thylacoidales (fragmentation par la presse de
Yeda)

Les opérations d’isolement des thylacoides sont effectuées & 4°C.'Nous avons
utilisé une méthode proche de celle décrite par Andreasson et al. (1988).

Les feuvilles d’BEpinard (environ 300g), achetées la veille dans les marchés
locaux, sont entreposées a |’obscurité & 4°C afin d’épuiser leurs réserves
d’anidon. Elles sont « dénervurées » et broyées dans un mélangeur de type
Waring-Blender pendant 10 secondes (4 vitesse maximale) dans 750 m] de
milieu de broyage (300 mM saccharose, 50 mM tampon sodium-phosphate (pH
7,4), 5 mM MgCl;, 0,1% BSA). L’homogénat est filtré & travers quatre couches
de gaze et deux couches de toile 4 bluter et centrifugé 2 3'000 x g pendant 10
minutes (4'500 rpm, rotor GSA). Le culot est resuspendu dans du milieu de
broyage et centrifugé 4 1'500 x g pendant 5 ininutes (3'500 rpm, rotor SS-34).
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Le culot de chloroplastes est remis en suspension et lysé osmotiquement dans
un miliex hypotonique contenant 5 mM MgCl; puis centrifugé a 1'500 x g
pendant 5 minutes (3'500 rpm, rotor -55-34). Les culots de membranes
thylacoidales sont lavés deux fois dans un milieu composé de 300 mM
saccharose, 10 mM tricine (pH 7,4}, 5 mM MgCl,. Les thylacoides sont ensuite
lavés (1'500 x g, 5 minutes, rotor S5-34) une fois dans un milieu constitué de
300 mM saccharose, 10 mM tampon sodium-phosphate (pH 7,4), 5 mM NaCi et
remis en suspension dans un milieu composé de 100 mM saccharose, 10 mM
tampon sodium-phosphate (pH 7,4), 5 mM NaCi, 5 mM MgCl, a une
concentration de 4 mg Chl/ml. :

2) Fragmentation mécaniqne des thylacoides (presse Yeda)

Ces opérations sont_effectuées selon la méthode déerite par Akerlund et
Andersson (1983).

Les thylacoides isolés (4 mg Chl/ml) sont désintégrés par un doublc passage &
travers une presse Yeda 4 une pression de gaz de 100 kg/em®. Aprés addition de
Na-EDTA (concentration finale de 5mM) pour chélater le magnésium afin de
désaccoler les membranes encore intactes, les thylacoides sont passés deux fois
a travers la presse Yeda. L'amidon et le matériel non-fragmenté sont éliminés
par une centrifugation a 1'000 x g pendant 10 minutes (3'000 rpm, rotor S5-34).

3) Séparation ct lavage des vésicules thylacoidales

Le mélange de vésicules inside-out et right-side-out qui constitue le surnageant
est séparé 4 I’aide d'un systéme biphasique aqueux de la maniére suivante : 1 ml
de vésicules (4 mg Chl/ml) est ajouté & 24g d'un mélange de polyméres de
fagon 4 obtenir un systéme de phases de la composition suivante : 5.7 % (g/g)
de dextrane T500, 5.7 % (g/g) de polyéthyléene-glycol 4000, 10 mM de tampon
sodium-phosphate {(pH 7.4), 5 mM NaCl et 20 mM saccharose. Ce mélange est
préparé a l'avance en mélangeant 7.13g de 20 % (g/g) dextrane, 3.56g de 40 %
(g/p) PEG 3'350, 1.2g de 0.1M NaCl, 1.2g de 0.2M tampon sodium-phosphate
{pH 7.4), 4g de 0.1M saccharose et H,O déionisée jusqu'a 24p,

Il est crucial que le systéme de phases soit a 2-3°C durant la séparation des
vésicules.

Aprés ['addition des vésicules thylacoidales, le systéme de phases est
soigneusement mélangé par inversion et centrifugé & 1'500 x g pendant 3
minutes dans un rotor swinging-bucket. La phase supérieure (T1), constituée
des vésicules right-side-out, et la phase inférieure (B1), faite des vésicules
inside-out, sont collectées et lavées séparédment (1’500 x g, 3 min., rotor
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swinging-bucket) avec, respectivement, des phases inférieure (BO ; 10ml) et
supérieure (TO ; 10ml) pures de fagon & obtenir des fractions T2 et B2. Celles-ci
sont 4 nouveau lavées avec'les phases B0 et TO de maniére a obtenir des
fractions T3 et B3. Les figures III.1 et I11.2 {partic supérieure de la figure)
représentent les différents domaines thylacmdaux et la méthode de preparanon
des fractions subthylacoidales.

Les phases TO et BO sont issues d’un systéme de phase de 500g préparé en
mélangeant dans une bouteille & double entrée 142.5g de 20 % dextrane T500,
71.2g de 40 % polyéthyléne-glycol 4'000, 25g de 0.1M NaCl, 25g de 0.2M
tampon sodium-phosphate (pH 7.4), 100g de 0.1M saccharose et H;Q détonisée
jusqu’a 500g. Le mélange froid (4°C) est secoué vigoureusement et on le laisse
se séparer toute une nuit & 4°C, La phase supérieure (TO) et la phase inférieure
(BO) sont collectées et stockées séparément jusqu’a leur utilisation.

La concentration de polymére requise pour une séparation optimale peut varier.
en fonction de fluctuations des ‘poids moléculaires des différents lots
commerciaux de polyméres; il est donc judicieux de I'ajuster par un test visvel
préalable : on doit obtenir idéalement 40 % de T1 et 60 % de Bl si la
concentration de polymére est correcte. _

Les vésicules thylacoidales sont extraites des polyméres par une dilution de 4 a
5x dans une solution de 10mM NaCl ou 40mM KCl (si 'on veut testér la
pompe protorique) ou dans un milieu d’incubation composé de’ 300mM
sorbitol, 25mM tricine (pH 7.8), 10mM NaCl, 5mM MgCl, et ImM CaCl, (pour
les délipidations avec la phospholipase A;). Eltes sont ultracentrifugées deux
fois-a 100000 x g pendant 30 min. (rétor Ti 70). Les culots sont remis €n
suspension dans le milieu requis pour les tests d'activité.

B. PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL 11
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre V.
1) Isolement des'membranes thylacoidales (fragmentation par ultrasouns)

Les opérations d’isolement des thylacoides sont effectuées a 4°C. Nous avons
utilisé la méthode décrite par Andreasson et al. (1988).

Les feuilles d’Epinard (environ 70-100g) sont achetées la veille dans les
marchés locaux et entreposées A ’obscurité & 4°C afin d’épuiser leurs réserves
d’amidon. Elles sont dénervurées et broyées dans un mélangeur de type Waring-
Blender pendant 10 secondes (3 vitesse maximale) dans 250 m! de miliev de
broyage (300 mM saccharose, 50 mM tampon sodivm-phosphate (pH 7.4), §
mM MgCl,, 0,1% BSA). L’homogénat est filtré a travers quatre couches de
gaze et deux couches de toile & bluter et centrifugé a 3000 x g pendant 10
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minutes (4'500 rpm, rotor GSA). Le culot est remis en suspension dans du
milieu de broyage et centrifugé & 1'5S00 x g pendant 5 minutes (3'500 rpm, rotor
$S-34). Le culot de chloroplastes est remis en suspension et lysé
osmotiquement dans un milieu hypotonique fait de 5 mM MgCl, puis centrifugé
a 1'500 x g pendant 5 minutes (3'500 rpm, rotor SS-34). Les culots de
membranes thylacoidales sont lavés deux fois dans un milien composé de 300
mM saccharose, 10 mM tricine (pH 7,4), 5 mM MgCl,. Les thylacoides sont
ensuite lavés (1'500 x g, 5 minutes, rotor $5-34) une fois dans un milieu
contenant 100 mM saccharose, 10 mM tampon sodium-phosphate {(pH 7,4), 5
mM NaCl et et 1 mM MgCly. Les membranes sont remises en suspension dans
le méme milieu 4 une concentration en chiorophylles de 4 mg/mt.

2) Fragmcnltation des thylacoides par ultrasons, préparation des marges
de grana ) :

Les thylacoides sont incubés 45 minutes en présence du MgCl, (ImM) contenu
dans le milieu de suspension afin de permettre aux membranes d’étre
correctement accolées ce qui garantit une bonne fragmentation. Aprés ce temps
d’incubation, 2g de thylacoides (8 mg de chiorophylle) sont ajoutés & 9.66g
d'un mélange de polyméres de fagon & obtenir un systéme de phases de la
composition suivante : 5.6 % (g/g) de dextrane T500, 5.6 % (g/g) de
polyéthylénc-glycol 4'000, 10 mM de tampon sodium-phosphate (pH 74), 3 -
mM NaCl, 1 mM MgCl, et 20 mM saccharaose. Ce mélange est préparé
"avance en mélangeant 3.26g de 20 % (g/g) dextrane T 500, 1.63g de 40 %
(g/g} PEG 4'000, 0.48g de 0.2 M tampon sodiwm-phosphate (pH 7.4), 0.25g de
0.1 M NaCl, 0.33g de 0.1 M saccharose, 69 pi de 0.141 M MgCl, et HO
déionisée jusqu’a 9.66g.

Le mélange est transféré dans un récipient en aluminium entouré de glace (les
figures I11.1 et 1112 illustrent la méthode décrite ci-dessous). Le systéme est
soumis aux ultrasons (soniqué) 6 x 30 secondes (avec des améts d'l minute
entre 2 sonications) 4 une amplitude de 52 % 4 'aide d’un sonicateur Vibra-
Cell, modéle VC 400W, équipé d’unc sonde d'un demi-pouce de diamétre. Au
systéme « soniqué » sant ajoutés 6.5 ml de phase inférieure pure et 5 mt de
phase supérieure pure. Les phases inférieures (B1) et supérieures (T1) sont
lavées 3x de fagon 4 abtenir des fractions T3 et B3 (pour la préparation de ces
systémes de phases et la technique de séparation des vésicules, se référer au
paragraphe A.3 « Séparation et lavage des vésicules thylacoidales »).

Les fractions T3 et B3 constituent respectivernent les vésicules right-side-out et
les vésicules inside-out. Pour obtenir des marges de grana (Wollenberger et al.,
1994), 1 ml de TO est ajouté aux B3 qui sont alors « soniquées» 14 x 30
secondes & une amplitude de 40 %. 9 ml de TO sont ajontés au systéme
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« soniqué » qui est lave’. 3x. La nouvelle phase T3 (M} constitue les marges des
grana et la nouvelle B3 (BS), le corps central des grana (voir figures IILI et
11.2). ' '

Eng Membrane PSia

Frat Ragion

GRANA Stroms Lomallae

Senication and Pariitlon

10 RO -
Bolom Phase(B3)Grana  Top Phase{T3):Siroma Lametae
50nicaion and Pastiion ’

fotiom Phase (BS) Top PhasetMarg:Mangins

FIG.9I.1:  Diagramme illustrant fes différenls domaines thylacoidaux et la méthode de
préparation des vésicutes subthylacoidales (d'aprées Woilenberger L,
Slefansson H, Yu S-G and Albertsson P-A [1894] BBA 1184, 93-102). La
fraction 1O est aussi appelée B3 parce que les vésicules issues des grana
sont lavées 3x et se trouvent dans la phase inférieure {« Bollom phase »}. Il .
on est de méme pour la fraclion RO également appelée T3 car les vésicules
issues des lamelles siromaliques soni lavées 3x et se trouvenl dans ja phase
supérieure {« Top phase »).
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Les vésicules thylacoidales (T3, M el BS) sont extraites des polymeéres par une
dilution de 4 & 5x dans un milieu contenant 100 mM saccharose, 10 mM tampon
 sodium-phosphate (pH 7.4), S mM NaCl et 1 mM MgCl,. Les vésicules sont
ultracentrifugées 2x 4 100°000 x g pendant 30 minutes (rotor Ti 70). Les culots
sont remis en suspension dans le méme milicu et la concentration en
chlorophylles est ajustée 4 1 mg/m.

FIG. lIL.2:  Mustration de la méthode de préparation des vésicules thylacoidales
{d'aprés Stefansson H. (1996) Thése, p.22, Département de Biochimie,
Université de Lund, Suéde). Les symboles des différentes fractions
oblenues sont données dans ia figure lIl.1. M1, M2 et M3 = Marges
lavées 1, 2 ou 3 fois.

C.PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL Iil

La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre VI.
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Isolement de membranes thylacoidales purifi¢es (pour les traitements par
les cyclodextrines)

Les opérations d’isolement des thylacoides sont effectuées 4 4°C. Nous avons
utilisé la méthode décrite par Rawyler et Siegenthaler (1989).

Les feuilles d’Epinard (100-150g) , achetées la veille dans les marchés locaux
sont entreposées. & 1"obscurité & 4°C afin d’épuiser leurs réserves d’amidon.
Elles sont dénervurées et broyées dans un mélangeur de type Waring Blender
pendant 10 secondes (A vitesse maximale} dans 250-375 ml de milieu de
broyage (330 mM sorbitol, 30 mM MOPS (pH 7.8 avec KOH), 2 mM EDTA-
Na,, 0.15% BSA). L’homogénat est filtré A travers quatre couches de gaze et
deux coaches de toile 4 btuter et centrifugé 4 1'500 x g pendant 2 minutes (3'000
rpm, rotor GSA). Le culot de chloroplastes est remis en suspension dans 20 m}
de milieu de broyage et 2 x 10 ml! de la suspension sont déposés sur une couche
de 20 ml de milieu Percoll 40 (40% Percoll, 330 mM sorbitol, 30 mM MOPS
{pH 7.8 avec KOH)). Les tubes sont centrifugés 10 minutes a 2'500 x g (3'500
rpm avec accélération lente, rotor HL-4 «swinging-bucket », centrifogevse
Sorvalt GLC-1) et les culots de chtoroplastes intacts sont remis en suspension et
lysés osmotiquement 1-2 minutes dans 36 ml d’on milien hypotonique
contenant 10 mM tricine (pH 7.8 avec KOH) et 2 mM EDTA-Na,. L’isotonicité
est restaurée par 'ajout de 4 ml de 3 M sorbitol. Les tubes sont centrifugés &
13'400 x g pendant 5 minutes (9'000 rpm, rotor HB-4) et les culots de
membranes thylacoidales sont remis en suspension dans du milieu de lavage
(300 mM sorbitol et 10 mM tricine (pH 7.8 avec KOH)). Quinze millilitres de
milieu Percoll 5 (5% Percoll, 300 mM sorbitol, 10 mM tricine (pH 7.8 avec
KOH)} sont injectés lentement sous la suspension (20 ml) et les tubes sont
centrifugés 4 20'000 x g pendant 10 minutes (11'000 rpm, rotor HB-4 avec
accélération lente). Les culots de thylacoides sont lavés dans le milieu de lavage
4 13'500 x g pendant 5 minutes (9'000 rpm, rotor HB-4) et remis en suspension
dans le méme miliev 4 une concentration de 2 mg Chl/ml.

D. ANALYSE DU MATERIEL VEGETAL

1) Dosage des chlorophylles

L_a méthode relatée ci-dessous fait référence aux chapitres IV, V et V1.

Les chlorophylies totales sont estitnées par la méthode de Bruinsma (1961).

A 5 ml d’une solution d’acétone 80 % sont ajoutés 25 pt de la suspension de

thylacoides ou de vésicules sub-thylacoidales. La solution est vigoureusement
agitée et centrifugée 1 min. a 3'000 x g (centrifugeuse de table). L’absorbance
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du sumageant (le culot est fait de protéines dénaturdes) est lue 4 647, 652 et 663
nm par comparaison avec une référence faite &’acétone 80 %.

La concentration totale en chlorophylles totales (mg/ml) est obtenue en
multipliant ’absorbance 4 652 nm par un facteur de 5.55. Les concentrations en
chlorophylles a et b sont estimées par la méthode de Lichtenthaler (]98?) et
exprimées en pg/ml :

[Chla} = (12.25 x Agg - 2.79 X Agay) X facteur de dilution
[ChIb} =(-5.10 x Ag + 21.5 x Agy7) x factenr de dilution

2) Traitements enzymatiques
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre IV.

Préalablement i ces trailements enzymatiques, les vésicules sont lavées (par
vltracentrifugation) et les thylacoides remis en suspension dans un milien
d’incubation (300 mM sorbitol, 25 mM tricine (pH 7.8}, 10 mM NaCl, 5 mM
MgCl, et | mM CaCly) 4 une concentration de 1 mg de Chl/ml.

Les thylacoides et les vésicules thylacoidales sont mis a incuber en présence ou
en absence (contréle sans enzyme) de phospholipase A, (4 unitésfing Chl) a
I"obscurité et 4 2°C (dans Ja glace) pendant 80 min., puis elles sont placées 4
20°C pendant 40 min. Des parties aliquotes du mélange (240 pl) sont prélevées
4 des temps prédéterminés. On ajoute a ces prélévements de ’'EGTA (2 mM, pH
7.8), afin d’arrBter la réaction enzymatique (par chélatage du calcium
indispensable a la phospholipase), et de I’albumine de sérum de boeuf (20
mg/ml), afin de lier les acides gras libres et les lysophospholipides formés au
cours de la délipidation. Les écbantillons sont laissés 10 min. dans la glace (afin
de permettve Parrét de la réaction de la PLA; et 1a liaison des produits de 1a
délipidation) avant d’étre dilués dans 5 ml de milieu de lavage (300 mM
sorbitol, 25 mM ftricine (pH 7.8), 5 mM MgCl; et 2 mM EGTA pour les
thylacoides ; 100 mM saccharose, 10 mM tampon sodinm-phosphate (pH 7.4) et
5 mM NaCl pour les vésicules) et centrifugés a 10°000 x g pendant 6 min. Le
culot est remis en suspension dans 240 pl de milieu (100 mM KCI, 10 mM
tricine (pH 7.8), | mM EGTA pour les thylacoides ; 100 mM saccharose, 5 mM
NaCl pour les vésicules) et utilisé pour la détermination de Dactivité de
transport d’électrons et du contenu en phospholipides.

3) Traitemnents par les cyclodextrines

La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre V1.
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Les membranes thylacoidales (75 pg Chl/ml dans le milieu de lavage, cf
paragraphe C «lsolement des membranes thylacoidales purifides») sont
incubées pendant 20 minutes & 0°C en présence d’'une cyclodextrine en
suspension dans du milieu de lavage (4 diverses concentrations : 0-10 mM) et
centrifugées & 14'500 x g pendant 10 minutes pour arréter la réaction (les
complexes de CD et de lipides restent dans le surnageant). Les culots de
membranes sont lavés dang le milieu de lavage et remis en suspension a la
concentration requise pour la suite des expériences (1-2 mg Chl/ml).

4) Détermination de activité de flux d’é&lectrons
La méthode relatée ci-dessous fait référence aux chapitres 1V et VI

L’activité du flux d’électrons basal oo découplé non-cyclique dans un ou
I’autre des photosystémes est mesurée a 20°C a l'aide d'une électrode a
oxygéne de type Clark. L’intensité de la lmniére actinique aprés filtration
travers un filtre anti-chaleur (Calflex) et un filtre rouge (DT-red) est d’environ
29 mW/cm? av niveau de la cuvette.

Le transport d’électrons & travers le photosystéme I, du DCPIP réduit (par
’ascorbate) jusqu'au méthylviologéne/Q,, est mesuré dans un miliew contenant
40 mM tampon sodium-phosphate (pH 7.4), 1 mM NaCl, 0.6 mM NaNj, 0.12
inM inéthylviologéne, 0,3 mM DCPIP, 32 mM ascorbate, 10 uM DCMU, 2 mM
NH,CI et des thylacoides ou vésicules & une concentration en chlorophylles de
20 pg/ml. Par cette méthode, nous mesurons une consommation d’oxygene. Le
transport d'électrons A travers le photosystéme 11 de H,O & PpBQ est mesuré en
présence de 30 mM tampon sodium-phophate (pH 6.5), 3 mM NaCl, 6¢ mM
saccharose, 0.2 mM PpBQ, 2 mM NH,Ci et des thylacoides ou vésicules a une
concentration en chlorophylles de 20 ug/ml. En revanche, par cette méthode,
nous mesurens un dégagement d’oxygéne.

5) Mise en évidence de 1a pompe protonique
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre I'V,

L’activité de pompage des protons est mesurde 3 Paide d'on pH-méire
(électrode de verre combinée) dans une mini-cuvette (0.5 ml} contenant 10 mM
NaCl, 20 mM PMS et des thylacoides ou vésicules & une concentration de
chlorophylles de 100 pg/ml (pour un volume final de 333 pl). Le pH est ajusté &
I’obscurité entre 6.5 et 7.0 puis la lampe (équipée d'un filtre anti-chalevr
Calflex et d’un filire rouge DT-red) est allumée et le nouveau pH est mesoré; le
pH est titré en retour par I’adjonction de 1 mM HCI. L’augmentation ou la
diminution du pH duv milien externe aux membranes permet de déduire
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I’orientation du flux de protons & travers la membrane des thylacaides et leur
degré de diffusion membranaire.

6) Spectres de fluorescence des chlorophylles 4 basse température (77K)
La méthode refatée ci-dessous fait référence aux chapitres IV, Vet VI,

L’absorption spectroscopique & 77°K est mesurée sur un spectrofluorimétre
fabriqué dans le labaratoire et équipé d’un dispositif refroidi par [’azote liquide
et de fibres optiques. La lurniére d’excitation, réglée par un monochromateur
(Bausch and Lomb), est de 480 nin £ 10 nm; la lumiére d’émission est mesurée
entre 630 et 780 nm + 5 nm (monochromateur Bausch and Lomb).

L’échantillon (50 pl) de thylacoides ou de vésicules, ajusté a | mg Chl/ml, est
difué 10 x dans du glycérol 8¢ % (450 pl). De ce mélange, sont prélevés 50 ul
{correspondant a 5 ug Chl) qui sont déposés sur un filtre en ceflulose dans un
cylindre en acier que l'on plonge dans I’azote liquide. La [umiére de
fluorescence de {’échantillon est 1ecue1111e par une fibre optique et envoyée vers
un monochromateur.

7) Cinétiques d*induction de fluorescence (test du JIP)
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre V1.

Ces. expériences ont été conduites dans le laboratoire de Bloenergenque de
"Université de Genéve (dirigé par le Professeur R. Strasser).

Les cinétiques d’induction de fluorescence sont enregistrées par une boite de
coniréle appelée « Plant Efficiency Analyser » (PEA, Hansatech Ltd., King’s
Lynn, Norfolk, Grande-Bretagne). Une lumiére rouge, servant de lumiére
actinique et de-lumiére d’excitation (650 £ 50 nm), issue de 6 diodes (LED,
modéle LH-36), iltumine le flacon qui contient [a solution de thylacoides. La
fluorescence des chlorophylles, issue uniquement des chlorophylles a du PS1I (2
20°C), passe a travers un filtre (730 nm, 50 % de transmission} et est recueillie
par un détecteur (PIN phatocell). La fluorescence est mesurée dans un flacon de
4 ml contenant 400 mM saccharose, 5 mM MgCl,, 15 mM NaCl, 20 mM MOPS
(pH 7.6} et des membranes thylacoidales (40 ug Chl/mi).

La lumiére des diodes, pilotée par la boite de contrdle PEA, est allumée (100%
d’irradiance) et le sighal de fluarescence est enregisiré durant I seconde. La
fluarescence est enregistide tovtes les 10 ps, Le cinquidme point (50 ps)
représente une valeur stire qui est désignée comme I’intensité de fluorescence
initiale, Fyq.
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8) Mesure de Pintégrité des membranes
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre VI.

L’intégrité des membranes thylacoidales au cours de la délipidation par les
cyclodextrines est évaluée par un test d'osmolarité (Siegenthaler et al., 1989).
Le volume des membranes est mesuré avant et aprés adjonction de saccharose a
diverses concentrations. Si la membrane est integre, I’adjonction ‘de sucre
provoque une extrusion d’eau qui se manifeste par une diminution du volume
des thylacoides.

Les membranes thylacoidales sont lavées et mises en suspension a une
concentration de 2 mg Chl/ml dans un milieu sans osmoticumn (40 mM tricine
(pi1 8), 3 mM MgCl,). Des parties aliquotes de cette suspension sont mélangées
4 une solution de 200 mM saccharose de maniére & oblenir diverses
concentrations de saccharose (40, 51 et 60 mM). On permet 3 ja réaction
d’équilibre osmotique de se produire pendant 5 minutes avant de transférer la
suspension. dans des tubes capillaires (volume : 75 ul). Les capillaires sont
centrifugés 5 minutes a 23'000 x g (microcentrifugeuse Christ) puis le volume
des thylacoides est estimé par le calcu! du rapport de la hauteur du sédiment de
thylacoides et de la hauteur totale de la solution dans le tube capillairve.

9) Dosage des protéines par Ila méthode de Lowry
La méthode relatée ci-dessous fait référence aux chapitres 1V, V et VI,

Afin d’éviter toute interférence entre les pigments chlorophylliens et le colorant
utilisé pour le dosage, 1] est préférable d’estimer la concentration en protéines
membranaires avec la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951) modifiée par
Markwell et al. (1981), plutét qu'avec la méthode de Bradford (Spector, 1978).
La BSA est utilisée comme protéine de référence. Un échantillon contenant
moins de 100 pg de protéines membranaires est ajusté a 1 m! avec de I’eav. Un
réactif (3 mli) constitué de 100 volumes de la solution A (2 % Na,CO;, 0.4 %
NaOH, 0.16 % tartrate de sodium et 1 % (p/v) SDS) et d’un volume de la
solution B (4% CuSO4 x 5H,0) est ajouté a Péchantillon. Aprés agitation et
incubation pendant 10 min., 0.3 mi de réactif de Folin dilué 2x avec de I'eau
sont ajoutés. Aprés 45 min. a ’obscurité, I’absorbance est lue 4 500, 660 et 750
nm par comparaison avec un contrdle constitué par ’ensemble des réactifs a
I’exception des protéines.

I0) Electrophorése en présence de SDS (SDS-PAGE)

I.a méthode relatée ci-dessous fait référence aux chapitres IV, V et VI
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Les échantillons protéiques, contenant 15 pg de protéines, sont dilués dans un
rapport 1:1 avec du tampon pour échantillon SDS-PAGE ( 0.125 M Tris-HCI
{(pH 6.8), 0.01 % (p/v) bleu de bromophénol, 4 % (p/v) SDS, 12.5 % (v/v)
alycérol et 10 % (viv) mercaptoéthanol) et sont ensuite dénaturés a 100°C
pendant 3 min. Les polypeptides sont séparés par électraphorése par la méthode
de Laemmli (1970). Le gel de concentration (0.8 ou 1.5 mm d’épaisseur)
contient 5 % (p/v) d’acrylamide (le rapport acrylamide/bisacrylamide est de
30:0.8), 0.125 M Tris-HC! (pH 6.8), 0.1 % (p/v) SDS, 0.5 % (v/v) TEMED et
0.025 % (pfv} de persulfate d’ammonium. Le gel de séparation contient 13 %
(p/v) d’acrylamide (acrylamide/bisacrylamide 30:0.8), 0.375 M Tris-HCI (pH
8.8), 0.1 % (p/v) SDS, 0.04 % (v/v) TEMED et 0.015 % (p/v) de persulfate
d’ammonivm. Certains gels sont constitués par un gradient linéaire de 13 4 17
% d’acrylamide. Le tampon d’électrophorése est fait de 25 mM Tris-HCI (pH
8.3), 192 mM glycine et 0.1 % (p/v) SDS. Aprés la migration des protéines, les
gels sont fixés pendant 15 min. dans une solution contenant 25 % d’alcool
dénaturé et 8 % d’acide acétique, colorés-au bleu de Coomassie R-250 (Weber
et Oshorn, 1969) environ 1 heure et décolorés dans la solution de fixation,

Les poids moléculaires apparents sont estimés en calculant la mobilité relative
des polypeptides par rapport aux protéines de référence suivantes
phospharylase b (94 kDa), albumine sérique de boeuf (67 kDa), ovalbumine (43
kDa), anhydrase carbonique (30 kDa), inhibiteur trypsique du sgja (20,1 kDa) et
o-albumine do lait (14.4 kDa).

11) Qaantification relative des protéines par Bioimage
La méthode relatée ci-dessous fait référence au chapitre V.

La quantification relative des protéines sur un gel d’électrophorése non-séché se
fait grice au systéme BIOIMAGE {Millipore, Le Mont-sut-Lausanne, Suisse)
qui est constitué d'un scanner et d*un ordinateur pour le traitement de " image.
Le gel, coloré mais non-séché, est scanné et la densité optique de chaque bande
de polypeptides est mesurée.

12) Analyse lipidigue par chromatographie en phase gazeuse (GC) on en
phase liquide (HPL.C)

La méthode relatée ci-dessous fait référence aux chapitres 1V, V et V1.

Pour les points a et b, nous avons employé la méthode décrite, notamment, dans
les travaux de Siegenthaler et al. (1989a), Rawyler et Siegenthaler {1996), Xu et
Siegenthaler (1996b).
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a. Extraction et séparation des lipides

Les lipides sont extraits de la suspension de thylacoides ou de vésicules (200 pg
de Chl pour les études d’asymétrie transversale et 150-300 pg de Chl pour
étudier I"asymétrie latérale) dans un systéme biphasique constitué de 4 mi de
chloroforme/méthanol (53:37) et de 2 ml de 0.5 M KCl. Le mélange est
vigoureusement agité et cenirifugé 5 min. & 3'000 x g. La phase inférieure est
filtrée A travers de la fibre de verre et le chloroforme est évaporé sous flux
d’azote. L’'extrait lipidique est remis en suspension dans 300 pl de
chloroforme/méthancl (dans un rapport de 8:2, v/v) et déposé sur une plaque de
verre (20 x 10 cm pour un développement en une senle dimension afin de
séparer les phospholipides ; 20 x 20 cm pour un développement en deux
dimensions et une séparation de tous les lipides des vésicules issnes des marges
des grana, des lamelles stromatiques et du corps central des grana) recouverte
d'une couche mince de gel de silice (Silicagel type 60 sans indicateur
fluorescent, MERCK). L application se fait sous forme d'une mince bande (30 x
2 mm pour un développement en une dimension; 10 x 2 mm pour deux
dimensions) 4 I'aide d’une seringue par un appareil congu pour le dépdt
avtomatique, le Linomat 1V (CAMAG, Mutenz, Suisse). La plague est placée
dans une cuve de développement horizontal (une dimension) ou vertical (deux
dimensions) et développée dans le mélange acétone/tolugnefeau (91:30:8) pour
une dimension. Pour séparer tous les lipides en deux dimensions, le systéme de
solvants varie en fonction de la quantité de chlorophylle déposée sur la plaque :

- Pour une quantité de chlorophylle inférieure & 150 pg, on utilise un mélange
constitué¢ de chloreforme/ méthanol/ eau (65:25:4) puis dv chleroforme/
méthanel/ acide acétique/ eau (85:15:10:3).

- Pour une quantité de chlorophylle comprise entre 250 et 300 pg, on ufilise un
mélange de chloroforme/ méthanol/ ammoniac 25%/ ean (65:35:3:2) puis du
chloroforme/ méthanol/ ean {65:25:4).

Aprés le développement, la plaque est séchée et les lipides sont identifiés par

pulvérisation d'une solution de primuline (0.1 % dans acétone/eau, 80:20, v/v;

Wright, 1971) qui permet I’identification des lipides sous UV (323 nm). Les

zones de silices contenant les lipides sont grattées 4 1’aide d’une lame de rasoir.

b. Analyse des lipides par GC

La silice contenant les lipides a analyser par GC (dans notre cas PG pour 1'étude
de I"asymétrie transversale et MGDG, DGDG, SQDG et PG pour 'étude de
I'agymétrie latérale) est récupérée dans un tube contenant vne quantité connue
(30 & 50pg) d’acide arachidique (C20:0} qui sert de standard interne. Du
méthanol contenant 5 % d’acide sulfurique {1 ml) est ajouté et le tube est fermé
sous azote et placé 1h dans un bloc chauffant 4 85°C,
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Aprés refroidissement, 2 mi de pentane et | ml d’eau sont ajoutés; Jes tubes sont
agités 30 secondes et centrifugés 5 minutes & 3'000 x g pour séparer les deux
phases. L’ épiphase contenant les méthylesters est prélevée et séchée sous azote,
Les échantillons sont resuspendus dans 120 pl d’hexane et sont injectés dans le
chromatographe en phase gazeuse afin de déterminer I’identité et quantifier les
lipides et Teurs acides gras,

I.e chromatographe est un appareil de marque Hewlett-Packard (modéle 5890,
série II) équipé d’un détecteur 4 ionisation de flamme (FID) et d’une colonne
capillaire de 30 m de longueur et 0.53 mm de diamétre intérieur renfermant vn
film de 1 pun de polyéthyléne-glycol-TPA modifié (HP-FFAP). La température
du four est de 190°C, celles du détectenr et de linjecteur de 230°C. Les
méthylesters sont élués par un flux d’hélivin (vitesse : 15 ml/min.). L'identité
des méthylesters est obtenue en comparant leurs temps de rétention avee ceux
des substances de référence. La quantification se fail par comparaison de la
surface des pics avec celle du standard inteme, la surface des pics étant calculée
automatiquement par ’ordinateur qui pilote le chromatographe Hewlett-
Packard.

c. Anﬁ!yse des espéces moléculaires de PG par HPLC
cl. Peéparation des diacylglycérols a partir de PG

Dans le cadre de 'étude de Pagymétrie latérale des lipides, nous avons
déterming les espéces moléculaires dont est constitué le PG dans les fractions
suivantes : membranes thylacoidales entiéres (MT), lamelles stromatiques (13)
et corps central des grana (BS). La fraction des marges de grana n’est pas assez
abondante pour permettre une détection en HPLC (il faut déposer sur la plague
de silice aw minimum 250-300 pg). Pour mémoire, les différents domaines
thylacoidaux sont représentés sur la figure 1111,

Nous avons utilisé la méthode décrite par Kito et al. (1985) et améliorée par Xu
et Siegenthaler (1996a). Les zones de silice contenant le PG sont prattées a
I’aide d’une lame de rasoir et récupérées dans une pipette Pasteur contenant de
la fibre de verre (filtration). Douze pg (6 ul) de phosphatidylcholine - 18:0/18:0
(standard interne, stock 2 pg/pl dans du chloroforme/méthanol 1:1, v/v) sont
ajoutés dans la pipette et le PG est élué ml par ml avec 4 ml de
chloroforme/méthanol (1:1) dans un tube a pas-de-vis de 7 ml. 1,8 ml de 500
mM KCI sont ajoutés au filtrat qui est vortexé puis centrifugé 3 min. & 3000 x
g. La phase inférieure est transférée dans vn autre tube et séchée sous azote
(N2). Les lipides sont dissous dans 1,25 ml de milieu d’incubation. (30 mM
H3;BOs, 1 mM ZnS0Qy, 5 mM CaCl; et 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)) et le tube est
soniqué 30 sec. On ajoute alors 20 unités (10 pl) de phospholipase C de
Bacillus cereus et 2 ml d’éther saturé en eav. L’incubation se fait sous agitation
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rotative (30 tours/min.) & 35°C pendant 1h. La phospholipase C scinde la téte
polaire du PG libérant des diacylglycérols. Aprés I'incubation, les tubes sont
centrifugés 3 min. 4 3000 x g ; la phase supérieure est transférée dans un autre
tube et [a phase inférieure est lavée par 2 mi d’éther. La nouvelle phase
supérieure est ajoutée & ’épiphase précédente et Je solvant est évaporé sous Na,

¢2. Préparation des diacylglycérols-dinitrobenzoyles

Aux diacylglycérols sont ajoutés 25 mg de chlorure de dinitrobenzoyl (DNBC)
et 0,5 ml de pyridine. Le tube est chauffé 10 min. &4 60°C afin que le DNBC se
fixe & I"endroit o se trouvait la téte polaire du PG. Le tube est refroidi dans la
glace, 2 ml de 0,IN HCI et 1,5 ml d'hexane y sont ajoutés puis il est
vigoureusement agité et centrifugé 3 min. & 3'000 x g. L'épiphase est transférée
dans un autre tube et I'hypophase est lavée par 1,5 ml d*hexane. Les épiphases
réunies sont séchées sous azote pour éliminer la pyridine. Deux millilitres
d’hexane sont ajoutés afin de remettre en suspension les lipides puis I’on
procéde & une série de lavages avec les solutions suivantes (entre chaque
lavage, le tube est agité puis centrifugé 2 min. a 2'000 x g et [a phase inférieure
est aspirée et jetée) : 3x avec 2 ml de 0,IN HCI, 1x avec 2 m] de 0,1M de

NaHCO;, 1x avec 2 ml de 1N NaCl et 1x avec 2 ml d’eau distillée. La phase

d’hexane (phase supérieure) est transférée dans un tube 4 pas-de-vis de 7 ml et

séchée sous azote. Les lipides sont remis en suspension dans 100-200 pl
d’acétonitrite/isopropanol (80:20, v/v). Le tube est chauffé 1 min. 4 30°C avant

I'injection (20 pl) dans la HPLC.

L’identification des pics représentés sut les spectres de chromatographie se fait

de la maniére suivante (Xu et Siegenthaler, 1996a) :

- Tout d’abord, on récupére la partie aliquote de solvant qui correspond au pic
représenté sur le spectre :

- Puis le prélévement, constitué de deux acides gras li¢ & du DNBC, est
méthylé et analysé par chromatographie gazeuse (se référer au paragraphe
12b ci-dessus). - '

Le chromatographe est un appareil de marque Koniron (modéle HPLC-system

400) équipé d’un détecteur UV (détection 4 254 nm pour le PG), d'une

précolonne de type Nucleosil 120-7 C18 (Macherey-Nagel, Oensingen, Suvisse)

dont les dimensions sont de 11 x 6 x 4 mm et d’une colonne de 250 x 6 x 4 mm

de type Nucleosil 100-5 C18 (Macherey-Nagel, Oensingen, Suisse). L*éluant est

constitué d’acétonitrile et d’isopropanocl (80:20, v/v) et son debit est de

Iml/min. '
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E. ADDENDUM THEORIQUE

1) Mode @’action dcs eyclodextrines

Les cyclodextrines ont la particularite de former des complexes d'inclusion
avec un grand nombre de composés en les piégeant A Pintérieur de la cavité de
I’anneau. Les molécules hydrophobes sont incorporées dans la cavité des CD
par déplacement de I'eau, Cette réaction est favorisée par la répulsion de la
molécule envers I’eau, La molécule-hdte encapsulée est rendue soluble par cette
complexation, Lorsque le complexe soluble est dilué dans un volume de solvant
aqueux beaucoup plus important, le processus est inversé et la molécule-héte est
reldchée dans la solution (voir ta figure 111.3).

FIG. IN.3:  Mode daction des cyclodexirines (CD) : A. mise en présence de la CD
et de la molécule-hdte, B. complexation, C. libération de la molécule-
héte par ajout d'une grande quantité d'eau {(daprés le joumal de
SIGMA, The Source, 1991).
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La condition minimale requise pour que la complexation ait lieu est que la
molécule-hdte doit s’ajuster entiérement ou au moins partiellement dans la
cavité de la cyclodextrine, Le complexe sera instable si la molécule-hte est
trop petite car elle glissera hors de 1’anneau. La formation d’un complexe sera
également impossible si Ia molécule-héte est trop volumineuse pour Ia cavité.
Cependant, si certains groupes ou certaines chaines latérales de la molécule-
héte peuvent pénétrer dans la CD, la formation du complexe est possible
(Bekers et al., 1991).

Etant donné que le diamétre de la cavité de la CD se situe entre § et 8 A (sefon
le type de CD) et que le diamétre approximatif d’une chaine d’acide gras est de
5 A, la formation d’un complexe lipide acylé-CD semble tout & fait possible.
D’aifleurs, Siegenthaler (1998) a montré 4 Paide d’'un modéle qu’une des
chalnes d’acides gras du galactolipide MGDG pouvait parfaitement s’insérer
dans la cavité de la B-cyclodextrine.

1l semblerait que les complexes soient stabilisés par divers types de forces
intermoléculaires telles que : (1) des interactions de Van der Waals entre la
molécule-hdte et 'annean (Lukovits, 1988 ; Saenger, 1980), et (2) des liaisons
hydrogéne. 1l y a en outre des changements d’enthalpie trés favorables lors du
remplacement des molécules d’eau qui se trouvent dans la cavité par des
molécules-hbtes. En effet, les molécules d’eau peuvent former beaucoup plus de
liaisons hydrogéne en-dehors de la cavité (Bergeron et Rowan, 1976 ; Duchéne,
1988).

L.es phospholipases

Les phosphotipases représentent un groupe d’enzymes qui ont en commun leur
substrat et le fait qu’elles sont toutes des estérases. De fagon plus détaillée, elles
forment un groupe d’enzymes variées que ’on peut classer en deux catégories
larges : les acythydrolases et les phosphodiestérases, Les phospholipases A, A,
et B et les lysophospholipases font partie du premier groupe tandis que les
phospholipases C et D font partie du second.

La phospholipase A, de pancréas de porc, que nous avons utilisée dans la
_premiére partie de notre travail, attaque la liaison ester de la chaine d’acide gras
en position 2, tandis que la phospholipase C, utilisée pour préparer le
phosphatidylglycérol pour la HPLC, attaque la liaison entre e groupe phosphate
et le glycérol (voir figures 111.4 et I11.5),

Partition dans les systémes biphasiques aqueux

Dans le milieu des années 50, Albertsson observa que si Pon mettait en
présence deux polymeéres immiscibles et solubles dans Ieau, par exemple le
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polyéthyléneglycol (PEG) et le dextrane, il y avait formation d'un systéme
biphasique aqueux (Albertsson, 1956, 1958).

FIGS L4 et 1.5 Made d'action des phospholipases [d'aprés Waite, M. (1987)
The phospholipases, in: Handbook of Lipid Research,
Plenum Press, London). Dans la figure (1.5, une fldche
pointée a gauche d'uh axygéne signifie que la scission a lieu
entre loxygéne ef fe carbone qui est placé 3 sa gauche et
vice-versa si la fléche est pointée 3 droite d'un oxygéne. Dans
le cas de la PLA,, la fléche devrait étre orientée a droite de
l'oxygéne et non pas au milieu. ’
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Ce sysiéme esi assez sensible et doux pour permettre la séparation de mélanges
de composés biologiques. En effet, ces systémes présentent des propriéi€s
protectrices conire la dénaturation des échantillons biologiques grice, d'une
part, & la basse tension interfaciale, d’autre part, 4 la haute teneur en eau dans -
les deux phases (90%) et, finalement, grice i la nature elle-méme des
polyméres, '

Les systémes biphasiques aqueux sont généralement faits de deux polyméres
hydrophiles structurellement distincts mais ils peuvent aussi étre constitugs d'un
polymére et d’un sel. La composition et la concentration des polyméres ainsi
que des ions qui se trouvent dans la solution aqueuse déterminent les propriétés
physiques des phases et gouvernent la séparation des échantillons.

Le systéme le plus utilisé pour séparer des cellules viables, des particules sub-
cellulaires ou des membranes est le systéme PEG/Dextrane (voir figure I1L6).

LET SETTLE SAMPLE, ANALYZE

FIG.IN6: Procédé de partition de cellules dans un systéme biphasique agqueux
[d'aprés Walter, H. et Johansson, G. (1988) Partitioning in agueous
two-phase systems : an overview. Anal. Biochem,, 155, 215-242]
D : dextrane ; PEG : polyéthyléneglycol.



CHAPITRE 1V

ETUDE DE L'ASYMETRIE TRANSVERSALE DES PHOSPHOLIPIDES
ET DE LEURS FONCTIONS DANS LES MEMBRANES ET LES -
VESICULES « INSIDE-OUT » ET « RIGHT SIDE-OUT » ISSUES DE
THYLACOIDES '
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BUTS

La distribution transmembranaire des phospholipides dans les thylacoides
cntiers, de méme. que le réle que jouent ces lipides dans la fonction
photosynthétique, ont été étudiés précedemmem par le groupe de Slegentha]er
(Slegenthaler etal, 19893) ‘

v
' 14

Le but de cette partie est de vérifier cette asymétrie transversale et son réle dans
la fonction photosynthétique a [’aide de vésicules subthylacoidales. La
distribution transmembranaire du monogalactosyldiacylglycérol et du
digalactosyldiacylglycérol a déja éié démontrée 4 1*aide de vésicules inside-out
issues de thylacoides (Siegenthaler et al., 19€8). Dans ce chapitre, nous
porterons donc notre attention sur la distribution du phosphatidylglycérol et sur
sa fonction.

Les thylacoides sont fractionnés mécaniquement {presse Yeda) en deux types de
vésicules ; les vésicules « right side-out », issues des lamelles stromatiques et
les vésicules « inside-out », issues des grana. L’intéressante inversion des
vésicules granaires nous permet de vérifier que la distribution transmembranaire
des phospholipides dans ces vésicules est bien ’inverse de celle déterminée
dans les thylacoides entiers ou les vésicules stromatiques {right side-out). Si Ia
théarie selon laquelle le flux d*électrons photosynthétique linéaire dépend de la
population de phospholipides lacalisée dans la monocouche interne des
thylacoides (Siegenthaler et al., 1987, 1989a) est exacte, on devrait alors
constater que ce sont les phospholipides de la monocouche externe des
vésicules inside-out (correspondant 4 la monocouche interne des thylacoides et
vésicules stromatiques, right side-out) qui sous-tendent cette activité.

NB : Nous avons décidé d’employer les termes anglais pour désigner les
vésicules orientées comme les membranes thylacoidales (right side-out) et
celles qui sont inversées (inside-out). Il nous a, en effet, semblé plus simple
d’utiliser ces expressions plutdt que des périphrases en frangais.
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RESULTATS
Caractérisation des domaines de la membrane thylacoidale

Le tableau IV.I présente une synthése des analyses auxquelles sont soumises les
diverses fractions de thylacoides. Ces valeurs permettent de caractériser les
différents domaines des membranes thyiacoidales. A titre de comparaison, nous
avons également inclus dans ce tableau les résultats obtenus par d’autres
groupes, '

» Les membranes thylacoidales (MT) et les vésicules stromatiques (RO) ont un
rapport des Chl a/b 2 pew prés équivalent (2.620.3 pour MT, n=8 et 2.410.2
powr RO, n=7) tandis que ce rapport est un peu plus bas pour les vésicules
granaires (IQ0 1.9£0.2, n=10). La wvaration du contenu en Chlb est
responsable de ces différences. Il y a plus de Chlb dans les grana que dans
les lamelles stromatiques. Les autres groupes (références a, b, ¢ du tableau
IV.I) ont également mis en évidence un rapport de Chl a/b plus bas dans les
10 que dans les MT ou RO. lls ont en outre constaté un rapport des Chi a/b
nettement plus élevé dans les RO que dans les MT.

» Les mesures de fluorescence & basse température (77K) permettent d'estimer
.et de comparer les teneurs relatives des photosystémes I et II associés & des
chlorophyiles dans les domaines thylacoidaux. Le PSII fluoresce & enviton
695nm, Je PS) 4 environ 740nm. Les spectres de la figure IV.1 correspondent
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*{3) 9sus4yas 430U BND WO U U
“no-6pisu| saifeuelb $aIn31s9A =0l {IN0-0p)s JYBu sanbnewons SANIISFA =Y SIEPIOIRIAY) SOURIGUWISW =4 1N ,

a0

14 £ a9z 0 6¢ [} 0l IBJRUSREN 5P FETIBANN
Biy L4 4 oz 051 } ¥ [8)7] "Baa aibojoishuyg ap qey
£or S SLE £0g Z az 1IN GBEL-PE6I BUFING SMAS U
e (]
W'y [8)°] 2L11L) 'SE "SRy ROjoNd
[T 1N €661 18 Y8 JoRiNF {8
0¢} az vT ol PIRIRNSY 8D PuSFONUN
I od MRG0 ‘AT
ogt 00z} SL'T iw 0861 Jejeyiuabalg 1o Aunws {p
BEL- 0T gl 0Ol B6-b5 'L 822 "B S0
601 880 g7 od 2981 "1B |9 JBevwabiag {»
v08 152 55 . eT ol
LEM) og a9 ' 5 O 05t-6EE '966 "VEE
sgl 5 . . 1€ 1N D661 “1E 19 UOSSERPUY (G
6 191 B A £7 [/}
(14} or o [ 34 [o}"] O be 'G2L WBd 't
11 FANS ai- 2t LN UOSSIAPUY 12 pUnpaYY (e
£=u . g=u ok=u I=u I=u ) g=
o {unuo
Buwio jowr) Bwfo ow) {www)
{uo
(Al € a8y) {ogdd e O'H) (Yo Buposd Bu}  Buy H jowu) e T (6w bur)
ag|dnooep ajeseq U0 bupdwnd uejoug 18d 1 ISd QEIYD LSuonsesy 20UIIY

1Sd UANDY 11Sd 3ANY 0.1 8s5eqg g -onj4

‘sadnosb saane p sed $aUSIQO SIEYNSS! $9) 99AE UosiEIedWoD)
"SB[EPIOIEIAY) SBINJISPA SOP 18 SeuBIquaw Sop sontiBojoishyd sanbysigprien 'Al NY31avYL



41

4 une expérience typiquement représentative de l'ensemble des résultats
obtenus. Nos données, résumées dans le tableau IV.] (référence f) montrent
trés clairement un enrichissement de la teneur en PS II dans les vésicules
granaires {{0) (PSI/PS[=3.940.5 pour IO mais seulement 240.8 ou 110.2
pour MT et RO respectivement, n=7). Ces résultats mettent également en
. évidence un enrichissement en PSI dans les vésicules stromatiques.

L'activité de la pompe protonique est mise en évidence par la mesure du pH
dans le milieu de resuspension des thylacoides lors de transitions obscurité-
lumiére-obscurité. Sous l'effet de la lumiére, et en présence des cofacteurs
(dans notre cas, il sagit du méthylphénazonium méthosulfate ou PMS)
nécessaires au transport cyclique des électrans, le flux d'électrons se met en
route (voir schéma en Z, figure 1.5). Or, ce flux est associé a des transports de
protons qui s'accumulent dans le lumen thylacoidal. Ces protons seront
ultérieurement expulsés hors du lumen via le facteur de couplage et serviront
4 la synthése ’'ATP.

Dans notre expérience, seule la formatlon du pradient transmembranaire de
protons se produit. En effet, la synthése d’ATP via l'expulsion des protons
nécessite I'adjonction de phosphate inorganique et d'ADP dans le milieu
expérimental.

A la lumiére, les protous pénétrent dans les thylaco'ldes Par conséquent, le
pH du milieu externe s'alcslinise. On constate en effet une hausse du pH
externe aussi bien pour les membranes thylacoidales entiéres (MT) que pour
les vésicules stromatiques (RO). Mais la pompe protonique est moins active
dans les RO que dans les MT (voir les valeurs dans le tableau IV.I et une
expérience typique représentée dans la figure IV.2), Par contre, comme les
vésicules granaires (JO) sont inversées, on devrait mesurer une acidification
du milieu externe aux membranes. Ce n'est pas le cas mais on observe que
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l'activité protonique correspondan! a4 vne extrusion de protons est
extrémement faible pour ce type de vésicules. Le groupe d’Albertsson
(référence a, tableau IV.I) enregistre une entrée de protons dans les RO et
une extrusion trés marquée hors des 10,

Finalement, le tableav IV.] montre que I’activité basale du flux d’électrons a
travers le photosystéme 11 est assez faible, aussi bien pour les thylacoides
entiers que pour les fractions vésiculaires. Le groupe d’Albertsson (réf. a, b)
a enregistré, dans les vésicules stromatiques, une activité du PSII inférienre a
celle des grana. En ce qui concerne le PSI, nous constatons que les vésicules
granaires, moins riches en PS! que les vésicules stromatiques, présentent une
activité plus faible que celle des MT et RO. Le groupe d’Albertsson observe
également que I'activité PSI est supérieure dans les RO.

11 peut sembler étrange que nous ayons présenté, dans le fablean IV.],
I"activité basale pour le PS1] tandis que nous parlans de 1*activité découplée
pour le PSI. Nous ["avons fait afin de pouvoir comparer nos résultats avec
ceux des autres groupes qui  ont toujours mesuré les activités
susmentionnées,

Nous aimerions également souligher que nous avans enregistré trés peu de
différence entre D'activité basale du PSIT (Tableau IV.I) et [activité
découplée (Figs. IV.5, IV.7 et IV.9). Cela pourrait signifier que les
membranes et vésicules sont légérement -détériorées pendant leur
préparation. :

La figure IV.3 représente un gel SOS-FAGE .typique des extraits
pratéiniques issus des différentes fractions membranaires thylacoidales. La
région 1 est faite de 2 bandes protéiques pour les MT et les RO. La premiére
bande correspond 4 un mélange des polypeptides du centre réactionnel du
PSI (CPI) et de la sovs-unité a de ’ATP-synthétase. La deuxiéme bande
consiste en la sous-unité B du méme complexe. Dans la fraction granaire
(10), on observe trois bandes ce qui indique que CPI et la sovs-unité o de
I’ATPase sont séparés, dans ce cas. Or, les polypeptides migrent d’antant
mieux qu’il sont présents en faible quantité dans ’extrait. On peut donc en
conclure qu’il y a moins de CPI et de sous-unité o dans la fraction granaire
10 que dans les RO et MT. On observe également un enrichissement en la
sous-unité f3 dans les RO et MT par rapport aux 10, Larégion 2 représente la
protéine extrinséque de 33 kD qui appartient au complexe oxydant de 1’eau
associé au PSIL 1l semble que les 1O en contiennent plus que les RO. La
région 3, constituée de trois bandes, correspond aux diverses protéines de
Pantenne collectrice du PSIL, La premiére bande est beaucoup plus colorée
dans la fraction granaire (10). La région 4 représente trois protéines de
’antenne collectrice du PSL
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Profil électrophorétique (gel SDS-PAGE) des protéines thylacoidales
révélées au Bleu de Coomassie ; on a chargé 30 pg de protéines
issues des membranes thylacoidales (MT) et 15 pg de protéines issues
des vésicules granaires (1.0.) et des vésicules stromatiques (RO}
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Elles sont plus abondantes dans la fraction stromatique (RO) que dans la
fraction granaire (10).

s La figure IV.4 représente I'immunodétection du complexe d’ATPase et du
LHCPH (antennes collectrices de lumiére du PSII) dans les MT, RO et 10.
Les deux bandes supérieures, qui représentent le complexe ATPase, sont
plus marquées dans la fraction stromatique (T4) et les thylacoides (T) que

FIG. IV.4 : Immunodétection du complexe ATP-synthétase (représenté par les 2 bandes
supérieures) el du LHCI (représenlé par las 2 bandes infédeures) dans les
Ihylacofdes entiers (T), un mélange de vésicules sub-thylacoidales (V), les vésicules
issues des lamelles sircomatiques (T4) &l les lamelles granaires {B6}.

dans la fraction granaire (B6). Cela indique un enrichissement en ATPase
dans les RO. Les deux bandes inférieures, qui représentent le LHCPII,
permettent d’observer un enrichissement de ¢e complexe dans la fraction
granaire. Cette expérience n'ayant été conduite qu’une seule fois, ces
résultats sont senlement indicatifs.

Etude de 1a distribntion transversale des phospholipides et de Pactivité du
flux d’électrons en fonction de la délipidation des membranes

+ Afin de déterminer le role du phosphatidylglycérol (PG) dans les membranes
thylacoidales, nous avons décidé d’étudier le comportement du flux
d*électrons lindaire & travers le PSIT au cours de la déplétion en PG par une
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phospholipase. Les figures IV.5, 1V.7 et IV.9 représentent I'activité du flux
d'électrons photosynthétique découplé & travers le PS II dans les diverses
fractions membranaires. Ce flux est mesuré au cours du temps dans des
membranes traitées ou non par l'enzyme phospholipase A, de pancréas de
porc (PLA;).

Dans les membranes thylacoidales (Fig. 1V.5), 4 0°C, I'activité diminve
rapidement de 15% environ pendant les 10 premiéres minutes d'incubation en
présence de PLA,. Puis, elle se stabilise autour de 80% du contrdle initial,
méme aprés 70 minutes dlincobation. A 20°C, l'activité chute trés
brusquement (baisse de 30% en 20 minutes). On observe que le flux de
I'activité contrble (sans PLA,) est stable (100%) a 0°C et diminue
progressivement de 20% lorsque les membranes sont incubées 2 20°C.

Dans les vésicules issues des lamelles stromatiques (Fig. IV.7), on observe
aussi, &4 0°C, une diminution brutale de l'activité dans les 10 premiéres
minutes (20% de diminution), puis un déclin progressif du flux (de 10% en
70 minutes) d'une maniére paraliéle 4 Factivité du contréle. A 20°C, l'activité
chute brusquement de 40% en 40 minutes tandis que le contrdle diminue
progressivement, mais lentement (5 3 10% en 40 min.).

La figure TV.9 représente I'activité du flux d’électrons dans les vésicules
issues des lamelles granaires en fonction du temps d’incubation en présence
de PLA;. Nous avons représenté les résultats obtenus lors de cette étude
(1995) et ceux obtenus précédemment dans le méme laboratoire (1990).
L'activité (1995) ne se stabilise pas aprés 10-20 minotes comme dans les MT
ou les RO mais décline assez rapidement a 0°C (30% de diminution). A
20°C, elle diminue de 18% en 20 minutes. L'activité contrble reste beaucoup
plus stable. Les résultats obtenus en 1990 sont bien différents, A 0°C, on
assiste & une diminution drastique de lactivité (45%) durant les 20
premiéresminutes puis & une stabifisation. A 20°C, l'activité diminue encore
lentement (20 % en 100 min.).

+ L'hydrolyse du phosphatidylglycérol (PG) par la phospholipase A, dans les
thylacoides et les diverses fractions membranaires est représentée dans les
figures 1V.6, IV.8 et IV.10. Cetre déplétion a lieu en plusieurs phases: & 0°C,
on observe toujours, d'abord, une attaque rapide des phospholipides par la
phospholipase lors des 10 premiéres minutes d'incubation puis un
ralentissement de l'hydrolyse jusqu'a l'ebtention d'un platean aprés 40-50
minutes. Ce plateau correspond a un arrét de l'action de la lipase lorsque tous
les phosopholipides de la menocouche externe des membranes ont éié
hydrolysés. Lorsque la température d’expérimentation s*éléve 4 20°C, on
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FIG. tv.5: Photoréduction du PpBQ {2 partir de I'esu comme donneur ¢'dlectrons) en fonction du
femps dans les thylacoldes (MT) incubés en présence (trait plein) cu en absence
{traitillé) de phosphelipase A, de pancréas de porc. La valeuwr du +00% correspond &
9019 pmoles O, dégagd par mg Chi par h (n=5).
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FIG. V.6 : Hydrolyse du PG dans les thylaceldes en fonction dulemps d'incubation en présence da
phospholipase A,. Lés résuliats sont exprimeés dans un systéme semi-log. La valeur du
100% est de 264115 nmoles PG par mg Chl (n=5). L'extrapdiaticn du niveau du plateau
{iraitil}é) jusqu'au lemps zére 3 0°C indique le rappart molaire axternafinterne (en %) pour
PG ; ici, il se silue & 58/42, .
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assiste 4 un mouvement .transmembranaire des phospholipides de Ia
monocouche interne qui sont alors hydrolysés a leur tour par Ia PLA;
(Siegenthaler et al,, 1989a). Pour le PG des membranes thylacoidales (Fig.
1V.6), ie plateau n'est pas trés net mais nous ndus sommes permis une
extrapolation au temps zéro {voir les aspects théoriques dans |'article de
Siegenthaler, 1982). 11 se situerait donc a environ 42%, ce qui signifie que
58% des phospholipides ont été hydrolysés et enlevés de la membrane 4 0°C.
Ces pourcentages correspondent & Ia quantité de PG qui se trouve dans la
monocouche externe des MT. Par conséquent, on peut en déduire que la
distribution transmembranaire molaire du PG est de 58/42 + 3
(externefinterne) pour les thylacoides.

Dans les vésicules issues des lamelles stromatiques (Fig. 1V.8), la teneur en
PG dans la monocouche externe est un peu plus élevée, le rapport molaire
externe/interne est de 70/30 + 5.

Les vésicules issues des lamelles granaires obtenues en 1995 (Fig. IV.10) ont
un rapport molaire (externe/interne) presque identique 4 celui des MT (59/41
+ 5) alors que l'on &attendait & trouver un rapport inversé puisque
I’orientation des lipides dans ces vésicules est censée étre I'inverse de celle
des MT ou RO. Cest bien le cas pour les résultats datant de 1990, ol le
rapport molaire est approximativement (nous n’avons pas véritablement de
piatean) de 40/60 £ 3 (exteme/interne). '

La figure 1V.11 illustre de fagon différente les résultats des figures IV.5 &
1V.10. Elle permet d’observer plus aisément 1’influence de la.délipidation en
phosphatidylglycérol sur 'activité du flux d'électrons & travers le
photosystéme IT., o )

Aussi bien dans les thylacoides entiers (Fig. TV.11a) que dans les vésicules
stromatiques (Fig. IV.11b) ou les vésicules granaires préparées en 1995 (Fig.
IV.11d), nous constatons que la déplétion compléte du PG de la monocouche
externe (50 a 70%) n’est accompagnée que d’une baisse de 10 4 20% de
Pactivité du flux d’électrons. Au contraire, la déplétion du PG de la
monocouche inteme (10-30% ; temps d’incubation de 90 4 100 min.) entraine
un fort déclin (20 4 30%) du flux. La figure IV.1lc, qui représente les
vésicules granaires obtenues en 1990, présente la sitwation inverse.
L'hydrolyse du PG de la monocouche externe provoque, cette fois, une forte
baisse de 1'activité du flux d*électrons (50%) tandis que la déplétion du PG
de la monocouche interne n'entraine qu’une faible baisse (10%).
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Hydrolysae du PG dans les vésicutes issues des lamelles stromatiques en fonction du
temps dincubation en présenca de phospholipage A;. Les résultats sonl exprimés dans
un systéme semi-log. La valeur du 100% est de 274+51 nmalas PG par mg Chi (n=5).
L'extrapolation du nivagu du plateau (trailillé) jusqu'au lamps 26r0 & 0°C indique la
rapport molaire (en %) pour PG ; lcl, i se situe a 70730,
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FIG. IV.9: Photoréduction du PpBQ (4 partir de l'eav comme donneur d'électrons) en fonction du
temps dens les vésicules issues des lamelles granaires {10} préparées en 1995 ou en
1990 et incubées en présence (trait plein) ou en absence (traltilié) de phospholipase A
de pancréas de porc. La valeur dv 100% correspond & 55110 pmoles O, dégagé par
mg Chl par h pour 1995 {n=5} et 130 pmoles O, dégagé par mg Chl par h pour 1890,
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FIG. IV.10 : Hydrolyse du PG dans les vésicules issues des lamelles granaires {préparées en 1995
’ et 1990) an fonction du temps diincubation en présence da phosphalipase A;. Les
résultals sont exprimés dans un systéme semi-log. Pour 1995, la valeur du 100% est
da 302¢58 nmolas da PG par mg Chl et, pour 1990, elle esl d& 100 {n=5). L'extrapolation
du niveau du plateau jusqu'ay temps zéro 8 0°C indique 1a rappost molaire exteme!
intéma (en %) pour PG, ici, il se situe & 59/41 pour 1995 et 40/60 pour 1990.
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¢ Dans le but d'identifier les populations de phospholipides dant dépend
l'activité de flux d'électrons non-cyclique & travers le phatosystéme I, nous
avans représenté les résultats des figures IV.5, IV.7 et IV.9 (activité au cours
de T'incubation en présence de phospholipase A,) et des figures IV.6, IV.8 et
IV.10 (déplétian en.phosphalipides au cours de l'incubation) sur une méme
figure mais selon un mode d’expression différent de celui de la figure IV.11.
Dans la figure IV.12, 'inhibition de l'activité photasynthétique dans les MT,
les RO et les IO (obtenues en 1990} (en %) a été représentée en fonction de
la déplétion en phosphalipides. ' '

Pour les membranes thylacoidales (MT) (Fig. IV.12), nous pouvons
distinguer trés clairement trois populations de PG. La premiére est
entiérement située dans la monocouche externe. Une déplétion d'environ 60 &
65% du PG conduit seulement 34 une inhibition de lactivité de 20%. La
seconde population se situe dans la manacouche interne; elle carrespond &
environ 15% du PG et sa déplétion provoque une inhibition de l'activité de 40
a 50%. La troisiéme population correspand aux 20% du PG restant; dans nos
conditions expérimentales, on ne peut pas ’hydrolyser. On distingue les
mémes populations de PG dans les vésicules issues des lamelles stromatiques
(RO) que dans les thylacoides entiers. Finalement, la déplétion en PG de la
monacouche externe des 10, qui dait correspondre 4 la monocouche interne
des MT au RO, entraine une trés forte inhibition de I'activité (55%) a
I'inverse des résultats abtenus pour MT et RO, L'hydrolyse de la monacouche
interne des 10 provoque une baisse d’activité de 20%. Environ 30% du PG de
ces vésicules granaires n’est pas hydrolysable,



INHIBITION DE L'ACTIVITE, %

FIG. V.12

52

0 20 40 60 80 - 100
DEPLETION EN LIPIDES, %

Inhibition de l'activité du flux d'électrons découplé 4 travers le PSH en
fonction de la déplétion en PG dans les thylacoides (MT, cercles
noirs), les vésicules issués des lamelles stromaliques (RO, carrés
blancs) et ceflles issues des lamelles granaires (10, triangles nairs) ;
résuitats obtenus en 1990 pour 10.
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DISCUSSION .

Caractérisation des domaines membranaires-

Les diverses analyses effectues sur les fractions mémbranaires thylacoidales
permettent de mettre en évidence les caractéristiques principales suivantes

s Les lamelles strotatiques sont lépérement enrichies en chlorophylle a et
contiennent une quantité élevée de photosystéme I (Fig. IV.1, Tableau IV.I)
et d’ATP-synthétase (Figs. IV.3 et IV.4). En outre, grice aux mesures de la
pompe protonique, on peut affirmer que ces vésicules sont closes et que
’orientation de leurs lipides est identique 4 celle des thylacoides entiers.

Ces résultats sont conformes & ceux obtenus par 1’équipe d’Albertsson,
(Andreasson et al,, 1988), Ce demnier a résumé dans une revue (Albertsson,
1995) l'organisation des pigments et structures protéiniques des divers
domaines membranaires, Il faut nofer qu’en Suéde le rapport des
chlorophylles a/b dans les lamelles stromatiques est nettement plus élevé que
celui que nous trouvons 4 Neuchitel (~5 en Suéde et 2.4 en Suisse) et que, de
plus, ce rapport est bien plus élevé dans les vésicules stromatiques que dans
les thylacoides entiers alors qu’en Suisse les chiffres sont presque égaux
(tablean JTV.1). Nous ne nous expliquons pas pourquoi nos vésicules
stromatiques sont si peu enrichies en Chl a. Nous avons suspecté que la
qualité et la fraicheur des Epinards (du marché local) étaient en cause et
avons, de ce fait, cultivé des Epinards en milien liquide {14h de Jour : 22°C, -
50 % d'HR; 10h de Nuit : 18°C, 70 % d’HR). Or, nous avons constaté que,
quelle que soit la provenance des Epinards (cultivés dans les phytotrons du
‘laboratoire ou achetés sur le marché local), nous obtenons les mémes rapports
de chlorophylles a/b, :

» Les lamelles granaires sont enrichies en chlorophylle b et contiennent une
quantité élevée de photosystéme 1 (Fig. IV.]1, Tableau IV.I)-et de LHCI
(Figs. IV.3 et IV 4). Nos observations quant & |’enrichissement de la fraction
granaire sont conformes aux travaux suédois (Andreasson et al, 1988%;
Albertsson, 1995). .

Les mesures de la pompe protonique (Fig. I'V.2, Tableau I'V.I) nons aménent
4 la conclusion que ces vésicules ne sont pas closes ou gu’elles présentent
‘une certaine porosité et qu’elles ne sont pas nécessairement dans une
orientation inversée; ce qui expliquerait les résultats des analyses lipidigues
suite 4 wn ftraitement enzymatique. En effet, |’hydrolyse du
phosphatidylglycérol (PG) par la phospholipase A, a permis de déierminer



54

que la distribution transmembranaire du PG dans ces vésicules granaires,
prétendumment inside-out, n’est pas P'inverse de celle des thylacoides, En
revanche, en 1990, il a été possible d’obtenir des. vésicules dans une
orientation inside-out dans notre iaboratoire (comme c'est e cas en Suéde).
L’inversion fut attestée par des mesures d’extrusion de protons. Cependant, &
cette époque-la, il était impossible d’isoler des vésicules right-side-out closes.
En effet, on ne pouvait mesurer aucun pompage de protons dans ces
vésicules. . : : B

Il semble donc que Ia technique de fractionnement et.-d’isolement des
vésicules sub-thylacoidales sans défergents soit extrémement délicate et ne
permette pas toujours ¢’ obtenir du matériel végétal de bonne qualité.

En résumé, en dépit de ces réserves, nous pouvons affirmer que le
photosystéme II est principalement localisé dans les Jamelles granaires tandis
que i’essentiel du photosystéme I et du complexe d’ATP-synthétase est situé
dans les lameiles stromatiques. D’autre part, les mesures de la pompe
protonique nous permettent d’assurer que les vésicules d’origine stromatique
ont -une orientation right-side-out, conformément & nos espérances.
Malheureusement, malgré tous nos efforts, nous ne sommes pas parvenus a
obtenir, en 1995, des-vésicules d’origine granaire orientées de fagon inversée.
Nous pensons qu’il. y a peut-étre un probléme lors du fractionnement

. mécanique des thylacoides, ou pendant l'ultracentrifugation des vésicules ou
leur resuspension. Nous avons fait part de nos difficultés au Professeur
Albertsson et 3 son équipe {Université de Lund, Suéde) puisque ce sont eux
-qui ont mis au point cette méthode de fractionnement et d'isolement des
vésicules subthylacoidales. 1l s”avére qu’ils ne s’expliquent pas pourquei feur
méthode fonctionne parfaitement lorsque nous 'appliquons en Suéde (nous
avons travaillé dans feur laboratoire 4 trois reprises, en. 1994, 1995 et 1996)
mais pas lorsque nous nous trouvons 4 Neuchitel,

Etude de I’asymétrie transversale des phospholipides
Aspects méthodologiques -

Nombre de travaux effectués dans notre laboratoire (Siegenthaler, 1982;
Siegenthaler et al.,, 1987 ; Siegenthaler, 1998) ont confirmé que ’approche
enzymatique - permet une détermination fiable de la  distribution
transmembranaire des lipides acylés dans les thylacoides. Quelle que soit
Porigine de Ia lipase utilisée ou son mode d’action {par exemple ’hydroiase
lipolytique issue de la Pomme-de-terre et la lipase de Rhizopus arrhizus), la
méme distribution transversale des galactolipides a été observée (Rawyler et
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Siegenthaler, 1985; Rawyler et al., 1987; Giroud et Siegenthaler, 1988). Il en est
de méme pour les phospholipides {Unitt et Harwood, 1985 ; Siegenthaler et
Giroud, 1986). De plus, Ia fiabilité de cette technique a été démontrée pour les
palactolipides par ['utilisation de wvésicules inversées. La distribution
transmembranaire des galactolipides dans les vésicules inside-out est bien
I’opposée de celle observée dans les membranes thylacoidales (Siegenthaler et
al., 1988). '

L’approche enzymatique est une bonne méthode pour déterminer I'influence des
diverses classes de lipides sur les fonctions membranaires thylacoidales tel que
le flux d’électrons photosynthétique (Siegenthaler et al., 1987; Siegenthater ¢t
Rawyler, 1986)., Cependant, certaines conditions préalables doivent étre
remplies :

e Les produits issus de P'hydrolyse des lipides doivent étre enlevés de la
membrane de maniére efficace et totale car ils constituent eux-mémes de
puissants inhibiteurs du flux d’électrons. L'albumine de sérum de Boeuf
(BSA), ajoutée A la fraction aliquote de membranes et de lipase au moment
de chaque prélévement, joue ce réle en se liant aux acides gras formés lors
de la délipidation (Siegenthaler et al., 1987).

o La perméabilité de la membrane thylacoidale doit demeurer inchangée au
cours de la délipidation si ['on veut éviter que 'enzyme ne traverse la
membrane et n’ait accés au lumen thylacoidal. Ainsi que 'ont démontré
Siegenthaler et al. (1989) par des mesures d*osmolarité, les propriétés de
perméabilité de la membrane restent les mémes tout au long de I'hydrolyse
des phospholipides par la PLA; de pancréas de Porc 4 condition d’utiliser de
la BSA pour enlever les produits de la délipidation. Il faut souligner gue'le
PG ne représente qu’un faible pourcentage des lipides totaux des thylacoides
(8 mol%). De ce fait, sa déplétion n’entraine sans doute pas une trop grande
désorganisation spatiale de la membrane thylacoidale.

Déplétion en phospholipides dans les divers domaines membranaires et
incidence sur le flux d’électrons photosynthétique

Nous avons observé que I’enlévement des phospholipides par 1a PLA; se
déroule en plusieurs phases. La: plus intéressante consiste en ’obtention d’un
arrét de la délipidation (figuré par un plateau sur les graphes) a 0°C aprés 40 &
60 minutes d’incubation. Nous en déduisons que cet arrét correspond au
moment ot la phospholipase a hydrolysé tous les phospholipides de la
monocouche exteme. Cependant, la phase d’arrét n’est pas toujours trés nette
comme on peut le voir sur les figures IV.6 et IV.10 (MT et 10 1990). En effet,
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Phydrolyse peut, dans certains cas, continuer lentement si un léger « flip-flop »
(réarrangement) des lipides membranaires se produit a 0°C. Ce phénoméne

_serait imputable a la situation artificielle dans [aquelle s¢ trouvent les vésicules.
Pour qu'une véritable délipidation de la monocouche interne ait lieu, il est
nécessaire d’incuber les membranes & 20°C de sorte que les lipides se
réarrangent rapidement par un mouvement transmembranaire, La lipase peut
alors les hydrolyser au fur et & mesure qu’ils atteignent la monocouche externe
(Siegenthaler et al., 1989). Néanmoins, il est souvent difficile, voire impossible,
d’hydrolyser tous les phospholipides.

+ Nous avons remarqué que la répartition des phospholipides dans les
monocouches des membranes est différente selon le domaine considéré,

Ainsi, la distribution du phosphatidylglycérol entre les deux monocouches
est la méme dans les thylacoides entiers et les lamelles granaires (MT =
58/42 externe/interne, IO 1995 = 39/4} externe/interne)} mais est plus élevée
dans les lamelles stromatiques (RO = 70/30 externe/interne). Les vésicules
granaires devraient présenter, si elles ont une orientation inside-out, une
distribution lipidique inverse de celle mesurée dans les vésicules
stromatiques right-side-out et les MT. Ce fut le cas des vésicules isolées en
1990 (40/60} mais pas de celles préparées en 1995, Nos vésicules granaires
sont probablement légérernent poreuses ce qui expliquerait, comme nous
I’avons mentionné précédemment, le non-fonctionnemnent de fa pompe
protonique. Cependant, les pores doivent étre de taille inférieure & ja
grandeur de la molécule de PLA; puisque I"hydrolyse se fait bien en deux
temps (stabilisation & 0°C). Les membranes passent peui-gtre d’une
orientation inside-out d right-side-out quand elles entrent en contact avec
PPenzyme qui perturberait ces vésicules fragiles et induirait leur
retournement.

En 1989, Siegenthaler et al, ont déterminé un rapport molaire de 74/26
(ext./int.) pour PG dans les MT. Il est intéressant de constater que, dans leur
cas, la répartition du PG s’apparente plutt i celle observée dans nos
lamelies stromatiques.

Quant aux galactolipides, leur répartition a été déterminée par la méme
approche enzymatique (Rawyler et Siegenthaler, 1983) : la distribution du
MGDG serait de 65/35 (ext./int.) et cetle du DGDG de 15/85 dans les MT.
Ces résuitats ont été confinmés par I’utilisation de vésicules inside-out dont
le rapport molaire de MGDG et DGDG (MGDG : 42/58; DGDG : 82/18) est
effectivement ’opposé de celui calcuié pour les thylacoides (Siegenthaler et
al., 1988).
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Utilisant une autre technique (marquage par des galactose-oxydases),
Sundby et Larsson (1985) ont également fait état d’un enrichissement en
MGDG dans la monocouche exteme. Ils ont également observé un
enrichissement en DGDG dans cette monocouche. Or, Rawyler et al. (1987)
ont refait ’expérience en employant la méme technique et ont obtenu un
résultat opposé,

Quant 3 Pincidence de la déplétion en PG sur activité de flux d’électrons,
elle est illustrée par les figures V.5, IV.7, IV9 et IV.12.

A 0°C, nous observons, pour les MT (Fig. IV.5), les RO (Fig. IV.7) et les 10
de 1990 (Fig. IV.9), aussi bien un arrét de la délipidation aprés 40 & 60
minutes qu’un arrét de I'inhibition de I’activité photosynthétique. Cela
signifie que les phospholipides jouent un réle dans la régulation du flux
d*électrons.

Dans les membranes thylacoidales (Fig. IV.5), la déplétion de 58% de PG
(correspondant au PG de la monocouche externe) ne conduit qu’a une baisse
de Pactivité de 15%. Dans les vésicules stromatiques (Fig. IV.7), on observe
une inhibition de Pactivité de 30% consécutivement & la déplétion de 70%
du PG ; le. maintien de 70% de ["activité du flux d’'électrons n'est donc
attribuable qu’a la population de PG de la monocouche interme qui
représente seulement 30% du PG. Pour les vésicules granaires (1995} (Fig.
IV.9), les résultats sont un peu moins nets, puisqu’il n’y a pas véritablement
de stabilisation de I’activité 2 0°C. Par contre, pour les vésicules granaires de
1990 (Fig. IV.9), qui sont closes et inversées, on observe une chute
beaucoup plus bmtale de l'activité (60%) lors de I’hydrolyse de la
monocouche externe (correspondant a Ja monocouche interme des
thylacoides et vésicules stromatiques), ce qui confirme la prépondérance de
cette couche dans la régulation de 1'activité photosynthétique. '
11 semble que, quelque soit le type de domaine membranaire, la monocouche
interne est constituée de deux populations de phospholipides, 1'une
hydrolysable (15%) et ’autre non (20%} qui ont beaucoup d’influence sur le
flux d'électrons alors méme que le PG de la monocouche interne ne
représente que 2 a 3% des lipides totaux des membranes thylacoidales. Sans
doute certaines populations de phospholipides maintiennent-elles les
complexes de protéines dans une conformation correcte par le biais de
certaines liaisons hydrogéne ou covalentes.

Nos résultats sont conformes 4 ceux relatés par Siegenthaler et al (1989)
pour les membranes thylacoidales d’Epinard.
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CONCLUSION

La technique de fractionnement mécanique (presse Yeda) des membranes
thylacoidales et la séparation des vésicules résultantes par un systéme
biphasique aqueux s'avére efficace mais néanmoins trés délicate ; d’ot parfois
des difficultés 4 obtenir des vésicules closes. Toutefois, nous avons réussi &
isoler une fraction granaire et une fraction stromatique qui se distinguent par
jeur enrichissement en ;

- ['un ou |'autre des photosystémes

- les complexes protéiniques tels que le LHCII ou PATPase

- les chlorophylles a ou b.

Ainsi, les lamelles granaires sont enrichies en PSII et LHCII et les lamelles

stromatiques en PSI et ATPase. Mais il ne suffit pas que ces vésicules soient

clairement issues de domaines thylacoidaux différents, deux autres conditions
doivent étre remplies si I"on veut déterminer la distribution transversale des
lipides dans ces membranes :

- les vésicules doivent étre closes de sorte que 1’enzyme ne puisse atteindre
que la monocouche externe,

- une des fractions doit &re dans une conformation « right side-out » et P'autre
doit &tre dans une conformation inversée, « inside-out », afin de permettre la
vérification de I'asymétrie.

Nous avons obtenu des vésicules stromatiques closes et ri ight side-out mais nous

p’avons jamais réussi, lors du présent travail de thése en Suisse (car cela ne

posait pas de problémes lorsque nous étions en stage en Suéde), 3 isoler des
vésicules granaires closes et -inside-out. C'est pourquoi nous avons aussi
reproduit ici les résultats obtenus par une de nos collégues (Jana Smutny) en

1990, Elle avait le probléme inverse. Elle ne parvenail pas a préparer des

vésicules stromatiques closes.

Ainsi, en rassemblant nos deux travaux, on en arrive 3 la conclusion que les

grana et les lamelles stromatiques n’ont pas une distribution transversale de

leurs phospholipides (PG) identique :

- 40/60 + 3 (ext.fint.) pour les lamelles granaires inside-out,

- T0/30 £ 5 (exr/int.) pour les lamelles stromatiques.

Quant i !influence du phosphatidylglycérol sur le flux d’électrons

photosynthétique, nous avons confirmé, par 'usage de vésicules inside-out

(résultats de Jana Smutny), que ce sont principalement les populations de PG de

la monocouche interne qui sous-tendent I'activité du flux d’électrons non- -

cyclique a travers le photosystéme 11



N CHAPITRE V

ETUDE DE LA DISTRIBUTION LATERALE DES LIPIDES DANS LES
DIFFERENTS DOMAINES DE LA MEMBRANE
PHOTOSYNTHETIQUE
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BUT
" 1l est bien établi que les compléxes de protéines associées aux chlorophylles

dans lés membranes thylacoidales sont distribués de fagon hétérogéne dans les
domaines granaires ou stromatiques (Murphy, 1986). :

Le but de ce chapitre est de déterminer si les lipides présentent, eux aussi, une
‘héérogénéité comparable 4 celle des protéines de la membrane thylacoidale.

Dans cette optiqie, les thylacoides ont été fractionnés mécaniquement a 1’aide
d’ultrasons (sonication) en vésicules issues des lamelles stromatiques, du corps
central des grana ou des marges des grana selon la méthode du groupe
d’Albertsson (voir revue : Albertsson, 1995). La composition en lipides et acides
gras des différents domaines du thylacmde a été analysée par chromatographie
en phase gazeuse..

RESULTATS |
Caractérlsation des domaines membranaires

Les diverses: fractions thylaceidales, comme nous les avons définies dans la

figure 1111, peuvent éire caractérisées par leur teneur en chlorophylles a et b

(FIG. V.1), par la fluorescence relative de leurs photosystémes (FIG. V.2) ou par
-leur teneur en un complexe protéinique, 1’ ATP-synthétase (FIG. V.3).

¢ L'équipe d’Albertsson, qui a étudié organisation des complexes
© protéiniques de la membrane thylacoidale & I’aide de ces fractions
subthylacoldales, a défini quelques tests qui permettent de déterminer 1’état
" de pureté d’une fraction (Andreasson et al, 1988 ; Wolienberger et al.,
1994). La détermination de la teneur en chlorophylles a et b est le premier
d'entre eux. - :

La figure V.1 permet de constater que les lamelles stromatiques (RO) ont un
- rapport des chla/b netiement plus €levé que les autres fractions (4 £ 0.1). Les
. vésicules issues du corps central des grana (BS) ont le rapport le plus bas
(2.120.1). Le rapport des chiorophylles dans les membranes thylacoidales
(MT?} et les marges de grana (Marg) se situe entre ces deux extrémes (2.840.1
pour les MT et 2.5 % 0.2 pour les marges).
Ces résultats attestent que ces fractions sont issues de domaines thylacoidaux
différents et que les antennes collectrices du photosystéme II (PSII), qui sont
principalement situées dans les lamelles granaires {fractions BS et Marg),



60

contiennent plus de Chlb que les antennes collectrices du PSI localisées dans
les lamelles stromatiques {fraction RQ).

S
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RO BS Marg

Fractions thylacoTdales

FIG.V.1: Rapport de Chl a/b dans les membranes thylacoidales (MT), les
vésicules issues des lamelies stromatiques (RO), du corps central
tes grana (BS}) et des marges de grana {Marg) ;

n =12 pour toutes les fractions.

Un autre type de test consiste 4 mesurer la fluorescence émise & basse
température (77K} par 'un ou l'autre des photosystémes. L’examen des
spectres de fluorescence permet d’estimer et de comparer Jes teneurs relatives
en photosystémes I et Il dans les divers domaines membranaires.

Dans la figure V.2, nous avons représenté le rapport de la fluorescence & 695
et 740 nm. Nous observons que ce rapport est plus élevé dans les fractions
issues du corps central des grana (BS) et des marges des grana (Marg)
{respectivement 4.6+1.5 et 2.420.9) que dans les thylacoides non-fractionnés
(MT) {1.2+0.2). Le rapport de fluorescence est en revanche trés bas dans les
lamelles stromatiques (RO) (0.330.1).

La fluorescence 3 695 nm est émise par le photosystéme II tandis que le
photosystéme I émet & 740 nm. Un rapport de fluorescence 695/740 supérieur
4 1 signifie que la fraction testée contient plus de PSII que de PSI; si le
rapport est inférieur 4 1, la teneur en PSI est plus élevée que celle en PSIL.
TLes résultats relatés ci-dessus mettent donc clairement en évidence un
enrichissement des lamelles stromatiques (RQ) en PSI tandis que le corps
_central des grana (BS) est enrichi en PSII comme c’est le cas, dans une
moindre mesure, pour les marges (Marg).
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FIG.V.2: Fluorescence des chlorophyllies a basse température (77 K) dans les
fractions thylacoidales . rapport Fegs/Fzen (PSIFPSI);n = 12 pour les
membranes thylacoldales entidtes (MT) et les vésicules issues des
lamelles stromatiques (RO) ; n = 10 pour les vésicules igsues du corps
central des grana (BS) ; n = 4 pout les vésicules issues des marges des
grana (Marg). Ces différents domaines sont définis dans la figure l11.1.

¢ Un troisiéme test cohsiste & déterminer Ja teneur en un complexe protéinique,
PATP-synthétase, dans les fractions étudides. Ce complexe est en effet
principalement localisé dans les lamelles stromatiques (Wollenberger et al.,
1994).
- La figure V.3 permet de constater que le complexe de I’ATPase se trouve
localisé presque exclusivement dans les Iamelles strornathues
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F1G. V.3 : Contenu relatif des deux sous-unités principales (o et §) du complexe CF-

ATPase dans les fractions thylacoidales (estime par Bicitnage, ¢'est-a-dire
par mesure de la densité optique) ; n = 12 pour les fractions issues des
thylacoides entiers (MT), des lamelles stromnatiques (RO) et du corps
central des grana (BS) ; n = 6 pour la fraction issue des marges des grana

{Marg}.

Etade de la distribution latérale des lipides

Aprés aveir contrlé ['origine membranaire des fractions thylacoidales grice
aux trois tests décrits plus haut (voir figures V.1, V.2 et V.3), nous avons
analysé la composition lipidique des fractions MT, RO, BS et Marg afin de
déterminer s'il y avait une hétérogénéité latérale des glycérolipides dans les
membranes thylacoidales.

La figure V.4 présente la composition relative en classes de lipides des
membranes thylacoidales entiéres et des fractions sub-thylacoidales. La
quantité relative de chacune des classes de lipides ne varie pas de maniére
significative d’une fraction 4 ’autre.
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FiG. V.4

Composilion en classes de lipides dans, {a) les membranes thylacoidales (MT) (n=7}, [b) les
vésloules lssues des lamelles slromaliques (ROY (n=10), (¢) cellas issues du corps cenlral des
grana {BS) (n=11) el {d) celles issues des marges des grana (Marg) (n=4). Les résultats sont
exprirnés en moles % par rapport 8ux lipides fotaux. Les valeurs de 100% comespondeni {en
nmelesimyg Ch) & 164119162 pour las MT (a}, 17684272 pour les RO (b), 1601+151 pour les BS
{c) at 18061116 pour bes Marg {d). 100% comespondanl, pour chaque fraction, & 1a sormme des
quatre lipldes Sludids, ’
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Les figures V.54, b, ¢ et d sont une représentation différente des résultats
présentés dans la figure V.4. L'examen des résultats permet de constater
que la teneur en galactolipides, sulfolipides et phosphelipides est la méme
pour toutes les fractions si l'on tient compte des écarts-type. La
composition relative en lipides est identique, quel que smt le domaine
membranaire étudné .
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FIGS V.5a et V.5b: Teneur en MGDG (a) et DGDG (b) dans les diverses fractions
thylacoidales ; n=7 pour les metnbranes thylacoidales (MT), 10
pour les vésicules issues des lamelles stromatiques (RQ), 11
pour les vésicules issues du corps central des grana-(BS3) et 4
pour les vésicules issues des marges des grana (Marg). La
valeur de 100% est identique & celle dOnnée dans la légende
de la figure V.4,
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FIGEV.5cetV5d: Teneur en SQDG (¢) et PG {d} dans les diversés fractions-
: thylacoidales ; n=7 pour les membranes. thylacoidales (MT),
10 pour les vésicules issues des lamelles stromatiques (RO),"
11 pour les vésicules issues du corps central des grana (BS) '
et 4 pour les vésicules issues des marges des grana (Marg).--
La valeur de 100% est identique & celle donnée dans la
légende de la figure V.4. S

» Finalement, ayant constaté que la teneur en chacun des quatre lipides
thylacoidaux étudiés ne variait pas d’un domaine membranaire 4 I’autre, nous
-avons décidé d’étudier-la composition en acides gras de chaque llplde afin de
déterminer s’il y avait une hétérogénéité & ce niveau-Ia.

Les résultats sont présentés dans le tableau V.], Les figures V.6 a, b, c et d
expriment, sous une forme plus visuelle, les mémes résultats que dans le
tableau V.1, Force est de constater que, 1a aussi, si I’on tient compte des
écarts-type, il n'y a aucune différence significative d'une fraction 4 1’autre.
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Uwlacoidales
_Acldes gras da MGDG '

Moles %

Acldes gras da DGOG ’ : Fractlons thylacoidales

FIGS. VBaelb: Composition en acides gras du MGDG (a) at du DGDG (b) dane les diverses fractions
" thylacoldales. MT: membranes thylaccidales, RO : véabulea slmmauwe& BS:
véslcules lasues du corps central des grana, Marg ; viésh
grana. Les valaurs da 100% sont donndes dans la légends du lableau V I

das
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Acitss gras ¢9 PG Fractiona thylacoTdotos
FIGS VEcetd: Composilion en acides gras du SQDG (e) et du PG {d) dans les diverses fraclions

thylagoldales.. MT ; membranes thylacotdales, RO : vésicules issues des Jsmeles
stromatiques, BS: vésicules issues du corps central des grana, Marg: vésicules
Issues das marges des grana. Les valeurs de 100% sont données dens la légende du

tablesu V.l
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DISCUSSION.
' Caractérisation des doinaines membranaires

Etant donné les problémes rencontrés lors de la préparation des vésicules
thylacoidales dans la partie de notre thése relatée dans le chapitre IV, nous avons
décidé, pour cette partie de notre travail, de préparer toutes les fractions
thylacoidales en Suéde afin d’obtenir un matériel de qualité optimale.

Les quelques analyses effectuées sur ces échantillons ont confirmé leur origine

et leur pureté : :

¢ Les lamelles stromatiques (RO) sont enrichies en chloraphylle a, en
photosystéme I et en ATP-synthétase conformément aux résultats obtenus
par [’équipe d’Albertsson (Andreasson et al., 1988).

s Le corps central des grana (BS) contient plus de chlorophylles b que les
autres domaines et est fortement enrichi en PSII. On devrait constater un
enrichissement en LHCII mais les mesures de densité optique des bandes de
protéines sur les gels sont sujeties a de fortes fluctuations d'un échantillon &
l'autre ce qui rend difficile une conclusion claire,

* La situation des marges des grana (Marg) est intermédiaire, comme on peut
s’y attendre. Elles contiennent beaucoup moins de chiorophylle a que les
lamelles stromatiques mais plus que le corps central granaire. Elles sont
enrichies en PSI] mais pas autant que les BS. Elles renferment trés peu
d'ATPase imais présentent vne teneur en LHCII comparable aux autres
fractions.

Mis & part P'enrichissement en LHCII qui est difficile a confirmer dans le corps
central des grana, les fractions sont bien différentes les unes des autres. Elles
sont facilement identifiables par un simple dosage des chlorophylles a et b ou
par une mesure de la fluorescence des complexes de chlorophylles assocides aux
deux photosystémes.

Etude de la distribution latérale des lipides

La distribution latérale des lipides a &€ étudide par le biais de diverses
méthodes : (a) I'utilisation de solvants pour une extraction douce & partir de
membranes lyophilisées {Costes et al., 1972, 1978); (b} le fractionnement de
patticules subchloroplastiques enrichies en photosystéme II ou en photosystéme
1 (Eichenberger et al., 1977 ; Henry et al, 1983 ; Bednarz et al., 1988 ; Quijja et
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al., 1988) ; (c) la purification de 1’un des complexes protéiniques des membranes
thylacoidales (Rawyler et al., 1980; Heinz et Siefermann-Harms, 1981 ;
Trémolidres et al., 1981 ; Rémy et al, 1982 ; Doyle et Yu, 1985 ; Gounaris et
Barber, 1985 ; Pick et al,, 1985; Sigrist et al,, 1988 ; Murata et al., 1990;
Trémoliéres et al., 1994} ; (d) la détection des lipides & ’aide d’anticorps dirigés
contre des lipides individuels liés 3 la surface de la membrane thylaceidale,
contre des particules subchloroplastiques ou contre des protéines individuelles
(Radunz, 1981 ; Voss et al., 1992 ; Kruse et Schmid, 1995 ; Makewicz et al.,
1995) ; (e) la séparation des régions thylacoidales granaires et non-granaires
(Tuquet et al., 1977, Gounaris et al, 1983 ; Henry et al, 1983 ; Murphy et
Woodrow, 1983 ; Chapman et al., 1984 ; Bednarz et al., 1988). La conclusion de
ces études est que les glycérolipides seraient distribués asymétriquement le long
du plan latéral de la membrane thylacoidale. Cependant, il faut relever que les
approches (a) 4 (d) font usage de solvants on de détergents pour isoler des
particules subchloroplastiques. Or, ces produits sont susceptibles de déplacer les
lipides acylés lors de I’extraction des particules. En outre, ces méthodes
permettent seulement de déterminer |’organisation spatiale et la fonction des
lipides que I’on appelle « stratégiques », c’est-a-dire les lipides qui sont associés
aux complexes protéiniques, et non pas les « lipides structurels » (« bulk lipids »
en anglais) qui constituent la majorité des glycérolipides thylacoidaux (pour une
revue plus compléte sur I’hétérogénéité latérale des lipides thylacoidaux, se
référer 4 Siegenthaler, 1998).

Nous avons ntilisé 1’approche (e), ¢’est-3-dire celle qui fait appel 4 I’isolement
de vésicules issues des domaines granaire ou stromatique des membranes
thylacoidales par fractionnement mécanique (presse Yeda ou ultrasons) des
thylacoides et par séparation des vésicules dans des systémes biphasiques
aqueux. Cette méthode permet d’étudier les lipides structurels grice 2
I'isolement de vésicules issues de domaines thylacoidaux de taille importante et
elle a Pavantage d’éviter Putilisation de détergents.

Gounaris et al. (1983) et Murphy et Woodrow (1983) ont étudié [’hétérogéndité
des plycérolipides des membranes thylacoidales par cefte approche et ont
déclaré que les régions granaires seraient appauvries en lipides et enrichies en
chlorophylles totales (70% des Chl,,) par rapport aux membranes thylacoidales
entiéres. Cette différence au nivean des chlorophylles s’explique par le fait
qu’environ 86% des complexes chlorophylle-protéines sont focalisés dans les
grana (Marphy et Woodrow, 1983). Cette concentration entraine qu’il y a plus
de pigments chlorophylliens dans les grana et qu’il reste peu de place pour les
lipides entre les complexes. La répartition des classes de lipides dans les grana et
les lamelles stromatiques est, quant & elle, sujette 4 controverse. Murphy et
Woodrow (1983) ont mis en évidence un appauvrissement des grana en
galactolipides (MGDG et DGDG) et sulfolipide (S3QDG) tandis que Gounaris et
al. (1983) font état d’un enrichissement en MGDG, SQDG et PG dans les
lamelles granaires.
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- Ayant mis en évidence ces différences entre régions granaires et régions
stromatiques, les auteurs cités plus haut se sont alors demandés si les lipides
susmentionnés (galactolipides, sulfolipide et phospholipide) pouvaient jouer un
rdle structural particulier dans les membranes thylacoidales. Gounaris et al.
(1983), qui avaient, notamment, déterminé un enrichissement en MGDG dans
les grana, ont rappelé les propriétés spéciales du MGDG du point de vue
géométrique. En effet, ce demier forme des structures qui ne sont pas en
bicouches puisque ce lipide & une forme conique. Des micelles inversées
pourraient se former, favorisant 1’organisation des thylacoides en grana et la
stabilisation de protéines hydrophobes telles que le complexe collecteur de
lumiére contenant les chlorophylles a et b (LHCIT). Murphy et Woodrow (1983),
qui, eux, avaient mis en évidence un appauvrissement en MGDG dans les grana,
y ont vt une confirmation de I’hypothése émise par Murphy (1982). Ce dernier
pense que le MGDG pourrait fort bien, de par sa conformation cdnique,
contribuer 4 la courbure des marges-de grana et de ce fait les stabiliser. Murphy
a également suggéré que les marges de grana pourraient ne contenir que des
lipides. Les résultats d’ Andreasson et al. (1988) ainsi que les ndtres contredisent
cette hypothése. Les marges de grana contiennent des complexes protéiniques.
Quant au SQDG et au PG, ils ponrraient faciliter la conduction des protons le
long de la surface membranaire grice & leur groupe chargé négativement
(Haines, 1983).

Notre travail infirme tous les résoltats décrits précédemment. Au contraire de
Tuquet et al {1977), Gounaris et al. (1983), Henry et al. (1983), Murphy et
Woodrow (1983) et de Bednarz et al. (1988) nous n'avons pu mettre en évidence
aucune différence dans la composition en «lipides structurels » (et en leurs
acides gras) dans les divers domaines des membranes thylacoidales, II faut tout
de méme souligner que Chapman et al. (1984), qui ont utilisé la méme approche,
ont, eux aussi, remis en question une hétérogénéité latérale des glycérolipides
structurels dans les membranes thylacoidales. Nous appelons «lipides
structurels » les glycérolipides dont la fonction est de maintenir I imperméabilité
des membranes ainsi que de réagir correctement aux facteurs extérieurs qui
peuavent perturber la plante tel que le froid ou une chaleur excessive. Ces lipides
contiennent des acides gras hautement insaturés qui assurent une grande fluidité
aux membranes photosynthétiques (Murata et Siegenthaler, 1998).

Méme s5’il n’existe pas d’hétérogénéité latérale des « lipides structurels », il y a,
comme les travaux faisant appel aux approches (a) a (d) I'ont démontré, de
nombreuses preuves d’une localisation trés spécifique de certains « lipides
stratégiques » associés aux complexes protéiniques.

Ainsi, Murata et al, (1990) ont isolé trois types de préparatlons du photosystéme
I1 (de fenilles d’Epinard), 4 savoir : (a) le photosystéme II complet, composé de
20 protéines différentes, (b} le corps du PSII auquel manquent certaines



72

protéines extrinséques et les protéines collectrices de lumiére lides aux
chlorophylles a et b, (¢) le centre réactionnel composé seulement des protéines
D, et D3, des sous-unités du cytochrome b-559 et d’une protéine hydrophobe.
Cette équipe a analysé les lipides attachés 4 ces complexes et a déterminé le
rapport lipides : protéines pour chacune des préparations, Il s*avére que, en ce
qui conceme le PSII complet, la stoechiométrie est de 150 moles de lipides
associés par mole de protéine, Toutes les classes de lipides des membranes
thylacoidales y sont représentées (MGDG, DGDG, SQDG et PG) dans une
proportion identique 4 celle des membranes dans leur entier. Les acides gras
sont aussi les mémes. La stoechiométrie est de 10 :1 pour le corps du PSIH et il
n’y a pas de SQDG dans cette préparation. La composition lipidique est de 33%
de chacune des classes de lipides (MGDG, DGDG et PG). Le degré de
saturation des acides gras de MGDG et PG est plus élevé dans ce domaine du
PSII. Finalement, une mole de MGDG et un dixiéme de mole de PG (par mole
de protéine) sont assocides au centre réactionnel. Ces lipides présentent
également une proporiion élevée d’ acides gras saturés.

Usant d’une technique assez semblable a celle du groupe de Murata (faisant
appel 4 des détergenis) pour isoler divers complexes protéiniques du
photosystéme II, Trémoliéres et al. (1994), qui ont travaillé avec le Mais, ont
déterminé que le corps du PSII éait significativement enrichi en MGDG. Le
fractionnement de ce domaine leur a permis de découvrir que le MGDG était
principalement localisé vers les complexes chlorophylles-protéines de 43 et 47
kD et qu'il contenait beaucoup d’acides gras saturds. Les complexes Chl-
protéines mineurs de 24, 26 et 29 kD retiennent, quant & eux, les quatre classes
de lipides que l'on trouve dans les thylacoides. Les acides gras des
galactolipides qui bordent ces complexes sont hauternent insawrés, Ce groupe a
aussi démontré que le phosphatidylglycérol est fortement lié & 1'antenne
collectrice de lumiére (LHCII).

D’autres complexes protéiniques des membranes photosynthétiques ont été
étudiés. Pick et al. (1985) ont découvert que le SQDG et le DGDG sont associés
& I'ATP-synthétase, Selon Doyle et Yu (1985), du PG serait associé au
complexe cytochrome bg/f.

En conclusion, 4 D'issue de cette étude, il semble démontré que les « lipides
structurels » («bulk lipids ») sont répartis uniformément dans les divers
domaines des membranes thylacoidales contrairement & ce que la plupart des
anteurs affirment. La théorie selon laquelle les marges des grana devraient
contenir plus de monogalactosyldiacylglycérol que les autres fractions, la
conformation de ce lipide pouvant convenir 4 la courbure des marges, n’est pas
&tayée par nos résultats.,



CHAPITRE V1

FONCTIONS DES GALACTOLIPIDES, SULFOLIPIDES ET
PHOSPHOLIPIDES DANS LESMEMBRANES THYLACOIDALES ;.
-IN\?ESTIGATIOA}IS A L’Al])E DES CYCLODEXTRINES
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BUTS

Le but premier de cette partie de thése est de découvrir le rdle que jouent les
sulfolipides {SQDG) dans la fonction des membranes thylacoidales. En effet, a
ce jour, nous avons quelques éiéments de réponse en ce qui concerne les
phospholipides (voir chapitre IV et Siegenthaler et al., 1989) et les
galactolipides (Rawyler et Siegenthaler, 1985 ; Siegenthaler et al., 1938) ; leurs
fonctions dans les membranes ont été étudiées notamment grice 4 'emploi
d’enzymes qui s’attaquent spécifiquement aux phospholipides, comme la
phospholipase A; ou aux galactolipides, comme la lipase de Rhizopus arrhizus.
Or, 4 ce jour, aucune sulfolipase n’a encore été découverte. Ii existe évidemment
d’autres techniques qui permettent d'enlever certains lipides des membranes
thylacoidales et de mesurer fes conséquences d’une délipidation sur les fonctions
photosynthétiques (Siegenthaler et Trémoliéres, 1998). Krupa et Baszynski
(1975), ainsi que Costes et al. (1978), ont utilisé des solvants pour extraire les
lipides de membranes qui avaient été préalablement lyophilisées ; cependant,
cette technique a le désavantage de ne solubiliser que des lipides tvés peu
polaires puisque les solvants employés sont, eux aussi, peu polaires. D’autres
équipes (par exemple, Eichenberger et al., 1977; Eckert et al, 1937;
Siefermann-Harms et al., 1987 ; Murata et al., 1990) ont utilisé des détergents
pour solubiliser les lipides membranaires puis ont reconstitué les membranes a
I'aide de lipides synthétiques ou d’une sélection de lipides natifs. Cependant, les
détergents ont le désavantage de dissoudre non seulement les lipides mais aussi
les protéines et pigments . des membranes. Chacune des techniques
sustnentionnées présente des avantages et des inconvénients (pour une revue, se
référer 4 Siegenthaler, 1998 et & Siegenthaler et Trémoliéres, 1998); c’est
pourquoi Rawyler et Siegenthaler (1996) ont cherché une nouvelle méthode et
ont pensé aux cyclodextrines, des composés utilisés en pharmacologie et
chromatographie. Ces molécules sont des oligosaccharides cycliques et forment
un anneau dont la cavité est hydrophobe. Elles ont la propriété de former des.
complexes d’inclusion avec des molécules solubles dans I’eau. II a été démontré
{voir par exemple Okada et al.,, 1989) qu'elles peuvent méme cotnplexer une
grande variété de lipides, tels que le cholestérol ou les glycérolipides, Clest ainsi
que notre équipe a eu i'idée d’employer les cyclodextrines pour délipider les
metnbranes thylacoidales.
Dans cette partie de notre travail, nous allons tester des cyclodextrines dans e
but de trouver un dérivé qui serait capable de complexer spécifiquement les
sulfolipides. Cela nous permettrait d'étudier I'influence de la complexation du
SQDG sur quelques paramétres photosynthétiques tels que le flux d’étectrons
non-cyclique dans les membranes thylacoidales et la fluorescence des
chlorophylles. Nous continuerons aussi 1'étude des fonctions des phospholipides
et des galactolipides 4 1’aide de cyclodextrines qui ont la capacité de complexer
ces lipides.
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RESULTATS

.Comparaison-de la capacité de délipidation des membranes thylacoidales

par diverses cyclodextrines

Le tablean VI.I présente une synthése des expériences de délipidation par
diverses cyclodextrines, expériences menées par Rawyler et Siegenthaler .
(1996) (partie supérieure du tableau) ou par nous-méme (partie inférieure du
tableau) : .

On constate qu’un grand nombre de cyclodextrines sont inaptes 4 fixer les
lipides de lza membrane thylacoidale ; ¢’est le cas de la B-CD perméthylée
ainsi que des PB-CD carboxylée, quaternaire, amphotére, sulfatée et
hydroxypropylée.

La y-CD n’agit que trés peu sur les galactolipides et le phospholipide (5-
10%) tandis qu’elle permet la délipidation de 20 % du sulfolipide.

La B-CD diméthylée a deux fois plus d’effet sur les sulfo- et phospholipides
(40%) que sur les galactolipides (20-25 %).

L’a-CD 4 une nette préférence pour les sulfo- et phospholipides (40 %) ; elle
ne permet, 4 une concentration de 5 mM, d’extraire que 5-10 % des
galactolipides.

A une concentration de 5 mM, la B-CD enléve pratiquement la méme
quantité de chacun des quatre lipides des thylacoides (MGDG, DGDG,
SQDG et PG), a savoir environ 8-15 %.

Les effets' de 1'a- et de la B-CD s’additionnent lorsqu'on les utilise
simultanément. Ainsi, on obtient une délipidation d’environ 30 % du MGDG
et du DGDG et d’environ 60 % du SQDG et du PG.

Enfin, I'utilisation de 'a~-CD perméthylée permet une délipidation de 15 %

- des galactolipides et environ 60 % du SQDG et du PG.

La figure V1.1 permet de visualiser I'effet d'une des cyclodextrines présentée
dans le tableaw, en I’occurrence de la y-CD,

On observe que, quelle que soit la concentration de y-CD utilisée, le contenu
en galactolipides varie trés peu (au maximum 5 %).
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TABLEAU VI.| : Comparaisan de la capacité de délipidation des thylacaides
per diverses cycladaxtrinas dans les mémes conditions.

Lipides enlevés (mal %}

Cyclodextrine'
utilisée MGDG DGDG SQDG PG n=
A) Résultats oblanus par Rawyler at Slegenthaler (1996) BBA 1278,
89-97

a- 54148 54227 424421 391+74 4
p- 13.9+24 145+ 30 B1+£35 125226 4
p-DM2, 6 28135- 17.6+21 43764 383228 4
B-HP tr ir tr tr 1
o+p 27.7£5.0 27.0 5.5 - 600284 544158 6
B) Nos résultats

a-PM "12x4 1512 64+5 54%5 6
B -PM tr fr tr tr 1
p-PAc insaluble

B-Carb - tr ir tr Ar 1
B -Quat tr . ir . e “tr 1
B -Amph tr Ar tr tr 1
B -Sulf tr fr tr fr 1
Y- 513 tr 227 88 3

Tles &chantillons (75pg Chilml) oht &6 houbés én présance de SmM CD

peadant 20-30 min. 4 0°C

Abréviations : DM = diméthylée ; PM = perméthylée ; HP = hydroxypropylée ;
PAc = peracélylée ; Carb = carboxylée ; Quat = quaternalre ;
Amph = amphotére ; Sulf = sulfatée ; tr = traces = moins de 1%
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FIG, VI1: Effet de la y-cyclodextrine sur le conténu en lipides des membranes
’ " thylacoidales {n = 3} ; les valeurs des témoins {en nmoles/mg Chl) sont
de 1350 pour MGDG, 680 pour DGDG, 112 pour SODG et 230 pour
PG. Les échantilicns (75 ugChl/ml) sont incubés en présence de
cyclodextrine pendant 20 min, 44°C. . .

- Par contre, une concentration de y-CD supérieure 4 2 mM permet de réduire

le contenu en SQDG de 20 %. Puis I'on obtient un platean correspondant &

"80 % du contenu initial en sulfolipide bien que I’on augmente la
concentration de cyclodextrine.

- Quant au PG, sa délipidation se fait lentement (le contenu diminue d’environ
15 %) & mesure que la concentration de y-CD augmente.
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= Nous avons choisi d'utiliser I’0-CD perméthyiée pour étudier les fonctions
des lipides thylacoidaux. Les conditions d'incubation ont été choisies en
fonction des tests effectués par Rawyler et Siegenthaler (1996). Les
échantillons (75 pg Chl/ml) ont toujours été incubés pendant 20 minutes dans
de la glace (0°C) en présence de CD. La figure VI.2 représente I'extraction
des lipides totaux de la membrane thylacoidale par cette cyclodextrine
dérivée. La délipidation se fait réguliérement 4 mesure que la concentration
de CD augmente et |’on constate qu'un traitement par 9.6 mM de CD conduit
a |a formation d'un complexe de plus de 50% des lipides totanx,

120
80

\{\X .6 mM + PLA,
X \H}{
40

20

Contenu en lipides totaux, % du Emoin

0 2 4 L 8 10 12
[@-CO PM]mM

FIG.Vi2:  Délipidation des lipides totaux de la membrane Ihylacoldale par l'u- cyclodextrine
permeéthylée. La délipidalion est exprimée en % par rapport au conlenu des lipides
totaux du conlrdle sans CO {2600 £ 100 nmoles per ing Chl), n = &; le desmier point
représente un traltement de 20 min. & 0°C par 9.6 mM a-CD PM puis une Incubalion de
40 min. & 20°C en présence de phospholipase A; {4 unités par mg Chi}.

» La figure V1.3 représente I'influence d'une concentration croissante d’a- CD
perméthylée sur le contenu des quatre lipides étudiés dans les membranes
thylacoidales (MGDG, DGDG, SQDG et PG) :

- Lleffet de cette cyclodextrine sur les deux galactolipides, MGDG et DGDG,
est identique. Ainsi, jusqu’a une concentration de 5 mM, la CD ne modifie
pas le contenu de ces lipides. Au-dela de cette molarité, une délipidation
progressive a lieu jusqu'a I'obtention d’un plateau correspondant & 50 % de
galactolipides restants.



- Quant 4 SQDG et PG, P’effet de la CD est beaucoup plus immeédiat sur eux.
Une concentration de 1.5 mM de CD suffit déja a enlever 20 % de ces deux
classes de lipides. Jusqu's 4 mM de CD, la délipidation est rapide et
comespond, a ce stade, 4 535 % de SQDG et PG enlevés. De 4 4 9.6 mM de
CD, le contenu en SQDG diminue progressivement jusqu’a 15 % et celui en

PG jusqu’a 30 %.

Contenu en lipides, % du
témoln

o 3538238

[a-COPM, mW|

Contenu ¢n lipides, % du

4 6
[«-COPM, mM]

L

contgnu én Hipides, % du
tmoin

[a:COPM, mM]

contenu en lipides, % du

témain
o8 &52888

la-CDPM, mM)

FIG. V1.3 Effet de l'a-cyclodextrine perméthylde sur fe contenu en lipides des

membranes thylacoidslés (n = 9) ; les valaurs des témoins (en nmoles/img
Chl) sont de 1400 pour MGDG, 707 pour DGDG, 165 pour SQDG et 227 pour
PG ; tous les échantillons (75 ug Chiiml) sont incubés 20 min. A 0°C en
présence de CD ; e demigr paint de chague grapbe représente un traitement
de 20 min, & 0°C par 9.6 mM «-CD PM puis une incubstion de 40 min. 4 20°C
en présence de phospholipase A; (4 unités par mg Chl). La phospholipagse A
hydrolyse le PG. Dans les conditions décrites ci-dessus, elle a accés au PG
de 1a monocouche interne {pour plus de détails, se référer su chapitre IV}
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Influence d’une incubation en présence d’a-cyclodextrine perméthylée sur
la composition en acides gras des galactolipides, du sulfolipide et du
phosphatidylglycérol de la membrane thylacoidale

Nous avons d’abord étudié la capacité de I'a-CD PM a former des complexes
avee les lipides thylacotdaux puis nous avons cherché 3 savoir si cette CD avait
une préférence pour certains acides gras (en fonction de leur degré de saturation
ou de la longueur de leur chaine carbonée par exemple).
La figure V1.4 permet de déterminer si, au cours de |'incubation des membranes
thylacoidales en présence de concentrations croissantes de CD, la composition
en acides gras de chacun des lipides est modifiée :

- On constate , dans la figure V1.4a, que, quelle que soit la concentration de
CD utilisée, et bien que le contenu en MGDG diminue au cours de
I'incubation (se référer a la figure VI1.3), la domposition en acides gras est
toujours la méme, & savoir environ 75 % de C18 :3 et 25 % de C16 :3.

FIG. Vidaeib:

Contenu en acides gras, moles

Contenu en acldes gras, motes

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 70 60 05
{a:COPM, mW)

|
all i
40| 12 weie
20 1 [ :

" sl gl ly P ™ o I ) I L IR I Y

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 70 80 96
[a-COPM, mM)
Influerce de (3 con fion en a-cyclodextring PM sur le conteru en acides gras (seuls leg

ecides gras les plus sbondants ont & représentds sur cette figure) dens, 3 MGDG et b
DGOG (n = 4 & 11, selon les échantilions ; n = 1 lossque I'écarldype n'est pas représenté).
100% corespondenl & 1400 nmoles de Upidesfmg Chl pour MGDG et 707 pour DGDG.
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- La composition en acides gras du DGDG (figure VI1.4b) n’est, elle non plus,
- pas modifiée par la CD. On observe environ 90-95 % de C18 :3 et 5-10 % de
Cl16:0. e N

- Bien qu’a premiére vue (figure VI.4c) il semble que la composition.en acides
gras du SQDG restant dans la membrane fluctue en présence de
cyclodextrine, on se rend compte, si 1’on.tient compte des écart-types, qu’en
fait elle ne varie pas suite a I’application d’0-CD perméthylée, .On observe
environ 45 % de C16 :0,40 445 % de C18 :3 et 5% de C18 :2,

- Finalement, la compoéition en acides gras du PG (figure VL.4d) n’est pas
_altérée par la CD et consiste en environ 35 2 40 % de C16:1(3t), 40 % de
C18:3,15% de C16:0et 2-3 % de C18 :2.

»®
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] @C16:0
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§ 00 05 t0 15 ZO 25 30 35 40 45 50 70 950 96
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E’ ; ge18:3 ]
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. = . .
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FIG. Vi4celd: Influence de la concentration en a-cyclodextring perméthylée sur te conleny en acides gras
{seuls les acides gras les plus ebondanis ont 416 représeniés sur cette figure) dans, ¢ SQDG el
d PG {n =4 4 11, selon les échantiflons ; n = 1 lorsque I'écart-type n'est pas représentéd). 100%
comespondenl 4 165 nmoles de I-pldesh'-g Chl pour SQDG et 227 pour PG, . -
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Influence d’une incubation en présence d’a-cyclodextrine perméthylée sur
la composition en espéces moléculaires du phosphatidylglycérol de la
tnembrane thylacoidale

Aprds avoir éludié dans quelle mesure la composition en acides gras pouvait étre
modifide par une incubation en présence d’0-CD perméthylée, nous avons
choisi de déterminer si la CD dérivée complexait préférentiellement une des
espéces moléculaires de PG.

« La fipure VL5 représente |a délipidation du PG par Pu-cyclodextrine
perméthylée. Or, cette fois, elle a été suivie par HPLC (pour la technique,
voir Xu et Siegenthaler, 1996) au lieu de GC. De méme que dans la figure
V1.3 (dosage par GC), on observe, i partir d’une concentration en CD de 2
mM et jusqu’a 7 mM, une forte baisse du contenu en PG jusqu’a PPobtention
d’un plateau qui se situe & environ 30 % de son conteny initial,

Contenu en PG, moles %

o 2 4 ] ] 1%
[a-COPM], mM

FIG.VL5: Contenu en PG dosé par HPLC ; 100 % comrespondent 4 262 nmolesimg
Chi;n=5%

t La figure V1.4 représente P’influence de I’o-cyclodextrine perméthylée sur la
composition en espéces moléeulaires du PG. Si I’on tient compte des écarts-
type, on peut dire que la cyclodextrine n'a pas de préférence pour une espéce
moléculaire,. Méme si le contenu en PG diminue au fil de I'incubation, la
composition en espéces moléculaires reste inchangée.

Intégrité de 1a membrane thylacoidale an cours de la délipidation par Pa-
cyclodextrine perméthylée

Avant d’étudier Pinfluence d’une délipidation par I’a-CD perméthylée sur le
flux d'électrons et la fluorescence des chiorophylles, il était important de
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déterminer dans quel état se trouvait la membrane thylacotdale au cours de la
déplétion en lipides. En effet, nous voulions savoir quel était le seuil de délipida-

EATEM
Aoz mm
I04mM
M5 M
B7mM
WmamM
09.6 mM

Contenu en espéces moléculalres, moles %

FIG. VLG . Influence de 'a-cyclodextrine perméthylaa sur la composition en espéces
moléculaires du phosphatidylglycérol {n = 5); TEM: témoin non traité, 2 4
9.6 mM: concentrations de CD pendant 'incubatian,

tion au dela duquel la membrane perdait de son imperméabilité et, par la méme,
de sa capacité & permettre aux électrons de circuler et aux chlorophylles de
fluorescer.

La figure V1.7 représente le changement de volume de ]2 membrane en présence
de diverses concentrations de saccharose dans le milieu externe (40, 51 et 60
mM): On constate que, jusqu’a I'adjonction de 6 mM de cyclodextrine, la
membrane présente une bonne réponse osmotique: le volume membranaire -
diminue suite 3 la sortie d’eau des thylacoides, ceci pour équilibrer les
concentrations interne et externe en sucre. Par contre, aprés une incubation avec:
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10 mM de CD, la membrane ne réagit plus ; iln'y a plus d echange d’eau entre
le lumen thylacoidal et le milien externe.

120

0 M zaccharose
. W40 mM satcharose
[ {351 mMsaccharoie
| @60 M saccharose

{VsédimantéfViotal) x 100, en % de Féchantilton non-traité par du
saccharose

96MACD  B6MMCD
. +FLA2

Tralterent

FIG.IV.7: Réponse osmotique {changement de volume) des membranes
o thylacoidales incubées en présence d'a-cyclodextrine perméthylée les
~ dernigres fractions sont incubées en présence de 9.6 mM «-CD PM puis
20 min. a 20°C en présence de phospholipase A; (4 unités par mg de
Chl). Suite & Fincubation avec 1a CD, les membranes thylacoidales (2 mg
Chl/ml) sont mises en suspension dans un milieu constitué de 40 mM
Tricine {pH 7.8) et 3 mM MgCi; puis elles sont mises en présence d'une
solution de saccharose (40, 51 ou 60 MM} ; n=3

Tnfluence de la délipidation par Pa-cyclodextrine perméthylée sur quelques
paramétres photosynthétiques tels que le ﬂnx d*électrons et la flnorescence
des photosystémes :

» La figure VI.8a représente l'effet de la délipidation par la cyclodextrine sur le
flux d’électrons (découplé) a travers le photosystéme I1.
Le flux d’électrons diminue progressivement en fonction de la concentration
en CD. Méme avec 9.6 mM de CD, I’activité par rapport au témoin est
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encore d'environ 60 %. Par contre, 1’addition d'une phospholipase aprés
T’incubation & 9.6 mM de CD provoque une baisse drastique du flux (baisse
de 40 %).

. La figpure VI.8b représente I'effet de la-CD perméthylée sur le flux
d’électrons (découplé) a travers le photosystéme I,

Activité PSIL % du témoin

Aclivité PSI, % du témoin

[-C PM, mM]

FiGS. Vi Baet8b: Effet de Va-cyclodexirine perméthylée sur le flux d'électrons linéaire
découplé 3 travers, a e photosystéme 11 (de H0 4 PpBQ) et b e
photosystéme § (de FAscorbate/DCPIP au méthylviologéne} ; pour a,
100% d'activité correspondent 8 37211 pmoles O dégegé par myg Chi
par h, pour b, 100% d'activité correspondent & 428+108 pmoles O,
congommé par mg Chi par h, n=7 ; le dernier peint de cheque graphe
représente un treitement des thylecoides pendant 20 min. 4 0°C par 9.6
mM a-CD PM puis une Incubation de 40 min. & 20°C en présence de
phospholipase A; (4 unités par mg Chl).
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Jusqu'a une concentration de 7 mM de CD, P’activité du flux d’électrons se
maintient 4 100%. On observe en outre une stimulation du flux d'électrons
PSI lorsque les membranes sont incubées en présence de 5 mM de CD. Une
concentration de 9.6 mM de cyclodexitrine réduit brutalement Pactivité du
flux de 55 % environ. L'addition de phospholipase Az ne semble pas affecter
cette activité,

» La figure V1.9 représente I’effet d’un traitement par la cyclodextrine sur la
fluorescence a basse température. Le graphe est une représentation, non pas
du niveau de fluorescence des photosystémes IT (695 nm) et [ (740 nm), mais
du rapport de fluorescence PSII / PSL
On observe que, dans le témoin non-traité, le rapport est de 1.5, environ, ce
qui signifie que le pic de fluorescence du PSII est enviren 1.5 fois plus grand
que celui du PSIL. Lorsque 1'on augmente la concentration de cyclodextrine,
on constate que ce rapport baisse. Ainsi, pour une incubation en présence de
2 mM de CD, le rapport n’est plus que de 1, ce qui implique que les deux
pics sont a la méme hauteur, Pour 9.6 mM de CD, le rapport n’est plus que
de 0.4, ce qui signifie que le pic du PSII représente seulement 40 % de la
hauteur du pic du PSI.

FesFron

[a-CD PM,mM]

FIG. V1.9 . Effet d'un traiternent des membranes thylacoidales par l'u-cyclodextrine
perméthylée sur le rapport de fluorescence (4 basse température, 77K)
des photosystérmes 1l et |; le PSII fluoresce 4 695 nm et le PSI &4 740
irn ; n=6 pour fes points pour Iesquels I'écart-type est représenté ; n=2
pour les autres,
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L’effet d’une incubation (20 min. 3 4°C) des membranes thylacoidales en
présence d’a-CD PM sur la cinétique d’induction de fluorescence du PSIT
est représentée sur les figures VL1 et VI.12. La figure VI.10 représente,
quant 3 elle, une courbe d’induction de fluorescence standard. Cette figure
nous permet de mieux comprendre les commentaires qui ont trait aux figures
VIL.IT et VLI2.

350
Feo tsomltros] FJ(Zma} Fl{20ms} M {500ms.
3001 10 N R
’ 1
2801 ;

2004

tonsity

1601
100 +

Fricrososnce [n!

60 -

001 01 4 40 100 1000
Time {(ms)

FIG.VI.10 : Courbe d'induction de fluorescence QJIP typique (feuille de tabac).

Cette figure est adaptée d'une figure de Van Rensburg et al (1996).

Dans la figure VI. 11, le contrdle présente une cinétique normale bien que ia
phase J-Fm soit lente (Fm correspond 2 P dans la figure V1.10). D’autre part,
quel que soit 1'échantillon considéré, on constate que Ie traitement par 'a-
cyclodextrine- perméthylée induit une plus forte diminution de la
fluorescence du cHté Fm que du ¢6té Fo (Fo correspond & 0 dans la figure
VI.10), De plus, il semblerait que le deuxiéme épaulement, T, (voir la courbe
standard de la figure VI.10) qui se trouve nommalement & 20-30 ms,
n’apparaisse pas.

Pour une meilleure compréhensmn des résultats, les courbes ont été
normalisées par rapport 4 Fo. Les conrbes normalisées sont représentées sur
la figure VL.12 sur laquelle on observe, pour 1’échantillon traité par 1 mM de
CD, une augmentation de P’intensité de la fluorescence dans la phase J-Fm
par rapport au contrdle non-traité. Une incubation par 2 mM de CD
provoque une légére baisse du Fm par rapport au témoin. Une incubation par
3 mM de CD provoque non seulement fa diminution du Fm mais auvssi du 1.
La cinétique de fluorescence des échantillons traités par 4, §, 7 et 10 mM de


VI.lletVI.12

3.4

CD présente un Fm bien inférieur & celui du contrdle et des échantillons
traités par 1, 2 ou 3 mM de CD. Fm et J baissent lentement ay fir et 2
mesure que I'on augmente la concentration en CD.

». Le tableau VLII représente, en valeurs, ce que I’on peut voir sur les figures
VLI11 et V112, c'est-3-dire que Pexpression Fy/F,, de la courbe d’induction
de fluorescence diminue au fil du traitement des membranes par des
concentrations croissantes de CD. La seule exception est, comme nous
I’avons mentionné plus haut, ’échantilion traité par 1 mM de CD et dont
Fu/Fp, est un peu plus élevé que celui du témoin non-traité.

TABLEAU VIJI . Rapport entre ta flusrescence variable (Fm-Fo) ! fa fluorescence maximale
[(Fm-Fo)i{Fm-fluctascence initiale avant Fa)] lats des cinstiques
d'inductions de fluarescence du PSII en présence de CD.

Concentration en a-cyclodexirine perméthylée
Q imM 2mM ImM 4mM S5mM 6mM TmM 10mM

FviFm | 0624 0641 0599 0567 0491 0449 0463 0435 0392
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DISCUSSION

Choix d'une cyclodextrine par comparaison de sa capacité de délipidation
des membranes thylacoidales

L’emploi d’enzymes lipolytiques spécifiques constitue une méthode efficace et
fiable (Siegenthaler et Trémoliéres, 1998} pour I’étude de la distribution
transversale et de la fonction des galactolipides (Rawyler et Siegenthaler, 1985 ;
Siegenthaler et al., 1988) et des phosphelipides (Rawyler et Siegenthaler, 198 1a
et b ; Siegenthaler et al., 1987a ; Siegenthaler et al., 1989a) dans les membranes
thylacoidales. Quant 4 I’arrangement spatial et au rdle des sulfolipides dans les
thylacoides, ils n’ont pas été étudiés car il n’existe pas, & ce jour, d’enzyme
sulfolipase.

Les cyclodexirines {(CD) sont des oligosaccharides c¢ycliques largement
employés dans Pindustrie pharmaceutique, cosmétologique et alimentaire
comme transporteurs de molécules organiques a travers les membranes. En effet,
les cyclodextrines ont la capacité de complexer des molécules hydrophobes dans
la cavité formée par leur anneau, Les lipides étant des molécules hydraphobes,
Rawyler et Siegenthaler (1996) ont eu 1'idée d'utiliser ces composés comme
agent délipidant. Tls ont donc testé le comportement des cyclodextrines o et f3,
~ ainsi que de deux dérivés de la B-CD, vis-a-vis des membranes thylacoidales.
Quelques résultats sur la capacité de ces CD 4 extraire les lipides des
ntembranes thylacoidales sont présentés dans le tableau VLI. En outre, ils ont
testé l'influence des cyclodextrines sur d’autres composants des membranes
photosynthétiques et ont déterminé que les cyclodextrines n’affectent pas le '
contenu en protéines telles que le complexe collecteur de lumiére du
photosystéme Il (LHCIT) ou I’ATP-synthétase. Le contenu en chlorophylles et
en caroténoides ne varie pas non plus en fonction de la concentration en
cyclodextrine. Par contre, un des dérivés de la B-CD, la B-CD diméthylée, a la
capacité de complexer 30% des plastoquinones tandis que 1'a-CD en est
- incapable,

Nous avons, 2 notre tour, testé plusieurs dérivés des CD dans 'espoir de
découvrir un dérivé qui ne complexerait que le sulfolipide des membranes
thylacoidales, le sulfoquinovosyldiacylglycérel (SQDG). Nos résultats sont
résumés dans le tableau VLT

Les dérivés de cyclodextrines que nous avons étudiées peuvent étre classés en
quatre catégories :

(a) Les cyclodextrines insolubles dans un milien aqueux (telle la B-CD
peracétylée). Elles sont donc inutilisables pour nos expériences,
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Les cyclodextrines solubles dans une solution aqueuse mais qui ne forment
pas de complexes avec les lipides thylacoidaux, comme par exemple

-cértains dérivés de la B-CD: les B-CD hydroxypropylée, perméthylée,

carhoxylée, quaternaire, amphotére et sulfatée; Cette incapacité &
complexer les lipides est certainement due a la nature de la dérivation.
Dériver une cyclodextrine consiste & remplacer tout ou partie des groupes
hydroxyles (il y en a trois par glucopyranose) par d autres groupes. Cela
entraine que les forces éiectrostatiques et les diverses liaisons qui peuvent
exister entre les atomes d’hydrogéne et d'oxygéne de la CD changent et
que l’anneau de la CD se rigidifie ou s’élargit, Cela provoque une
incapacité de ia CD 4 encapsuler les lipides. On remarquera que la B- CD
non-dérivée, a un certain pouvoir complexant.

Les cyclodextrines qui n'ont pas de spécificité et complexent
indifféremment toutes les classes de lipides. Amm la ]3 CD enléve le méme
pourcentage de chaque lipide.

Les cyclodextrines qui complexent préférentieliement les sulfolipides et les
phospholipides, c’est-a-dire celles qui enlévent deux & quatre fois plus de
sulfo- et phospholipides que de galactolipides. L.’a-cyclodextrine, I'a-
cyclodextrine perméthylée, 1a B-cyclodextrine diméthylée (sur les carbones
2 et 6) et-la y-cyclodextrine agissent ainsi. Dn aobserve, en se référant au
tableau VLI, que P'a-cyciodextrine est plus efficace & délipider les
membranes que la y-cyclodextrine. Ceci est sans doute di au fait que

“Panneau de Ia y-CD est plus grand que celui de 1'a-CD (8 A pour la v-CD

et 5 paur I’a-CD, Bekers et al., 1991) ce qui implique péut-étre une moins
bonne imbrication des chaines d’acides gras ou de la téte polaire du lipide
dans la cavité de la CD donc un facteur de complexation beaucoup plus
faible. Ti serait intéressant de vérifier cette théarie en utilisant de la y-CD
perméthylée qui a une cavité encore plus large parce que le remplacement
des groupes hydroxyles par des groupes méthyles assouplit les liaisons
(Reinhardt et al., 1996). Nous pourrions déterminer si, effectivement, le
pourcentage de lipides trappés par cetie CD est pius bas que celui de Ia y-
CD. La seule ombre & cette séduisante thécrie est I'incapacité de la p-CD
perméthylée a capter les lipides alors qu’elle devrait avoir un effet
intermédiaire entre célui de la B-CD et celui de la T-CD puisque son

diamétre de cavité est intermédiaire (Reinhardt et al., 1996).

Suite & cette étude préliminaire, nous avons décidé d'employer Pa-CD
perméthylée pour étudier Ia relation entre I’ organisation spatiale et la fonction
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des lipides dans les membranes photosynthétiques. En effet, parmi les CD de la
catégorie (d) décrites plus haut, ’a-cyclodextrine perméthylée est celle qui
permet d’enlever la plus grande quantité de sulfolipides et phospholipides sans
enlever (ou presque) les galactelipides dans une certaine gamme de
concentration de CD. Ainsi, entre 1 et 5 mM de CD, pour une incubation de 20
minutes & 4°C, le contenu en MGDG et DGDG ne varie pas par rapport a celui
du contrble sans CD (voir figure VI1.3). Cette intéressante propriété nous permet
de déterminer )influence conjointe des SQDG et PG sur quelques fonctions
photosynthétiques. De plus, si I’on soustrait P’effet du PG (voir chapitre IV), on
devrait pouvoir estimer Peffet du SQDG seul.

Pourquoi [P’o-cyclodextrine perméthylée complexe-t-elle plutt les
sulfolipides et phospholipides que les galactolipides ? A-t-elle une
préférence pour certains acides gras (parmi les quatre lipides étudiés) ou
pour certaines espéces molécuiaires du PG 7

* Plusiewrs cycliodextrines sont utilisées dans le domaine pharmaceutique
comme transporteurs de molécules biologiquement actives a travers les .
membranes. Or, certaines cyclodextrines, telles que 1’'a-CD et la B-CD non-
dérivées, présentent une activité hémolytique qui les rend impropres 4 ce
genre d’utilisation, En effet, elles ont Ia capacité de former des complexes
d’inclusion avec les phospholipides des membranes des érythrocytes ce qui
provoque leur lyse. Quelques chercheurs (voir par exemple Fauvelle et al.,
1994 ou Debouzy et al., 1997) ent étudié le mécanisme de la formation des
complexes d’inclusion entre I’¢t-CD et certains phospholipides composant les
membranes des érythrocytes (PC, phosphatidylcholine; PS8, phospha-
tidylsérine ; PI, phosphatidylinositel ; PE, phosphatidyléthanelamine).- La
délipidaticn a lieu en deux étapes: tout d’abord, I’association exteme ou
I'inclusion de la téte polaire du phospholipide dans la cavité de Panneau de
Po-cyclodextrine provoque Vextraction compléte du-phosphelipide hors de
la membrane. En second lieu, I'interaction entre la téte polaire du lipide et la
cyclodextrine se dissipe pour faire place 4 la formation d’un complexe
d’inclusion stable entre une des chaines d’acides gras (celle qui est lide au
carbone 2 du glycérol, le carbone central) du lipide et I’anneau de ’'a-CD.
Debouzy et al. (1997) ont constaté que la charge électrique de la téte polaire
du phospholipide détermine le type d’interaction- entre le lipide et la- CD
(association exteme par liaisons hydrogéne ou méme inclusion de la partie
inesitol dans le cas de PI). Dans notre cas, la figure V1.3 laisse supposer que,
pour une concentration en a-CD perméthylée inférieure a 6 mM, I’interaction
entre ’a-CD perméthylée et les tétes polaires du phosphatldylglycérol (P
oudu sulfoqumovosyl glycérol (SQDG) est plus
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forte que celle qui est engendrée par la mise en présence de 1'a-CD PM et
des deux galactolipides (MGDG et DGDG). Ceci serait dii av fait que le
groupe phosphate du PG et le groupe sulfate du SQDG sont chargés
négativement alors que les groupes galactoses du MGDG et du DGDG sont
électriquement neutres donc moins attractifs pour la cyclodextrine, Les
galactolipides ne sont complexés par I'a-CD PM que lorsque les membranes
thylacoidales sont incubées en présence d’une concentration en
cyclodextrine supérieure & 5 mM. Ceci pourrait étre expliqué de la fagon
suivante : une incubation des membranes thylacoidales en présence de 6 mM
d’a-CD PM entraine la complexation de la majorité du PG et du SQDG
accessible 3 la cyclodextrine, c’est-d-dire le PG et le SQDG de la
monocouche externe des membranes. Les molécules de eyclodextrine qui
n'ont pas été employées pour complexer le PG et le SQDG peuvent alors
interagir avec d’autres lipides, en 1'occurrence les galactolipides MGDG et
DGDG. 11 faut souligner que I'emploi de celte cyclodextrine, 4 haute
concentration (8 4 10 mM), permet principalement la complexation des
populations de lipides de la monocouche exteme. Ainsi, une incubation en
présence de 8 & 9.6 mM o-CD PM est 4 l'origine de l'enlévement de la
totalité du PG de la monocouche externe (l'approche enzymatique nous a
permis de déterminer la distribution transmembranaire de ce lipide; voir
chapitre I'V) et de 50% du MGDG, ce qui correspond 3 75% du MGDG situé
dans la monocouche externe de la membrane thylacoidale (le rapport
molaire externe/interne est de 65/35 pour MGDG; Siegenthaler et al., 1988).
Néanmoins, 1l semblerait quune grande partie du DGDG (40%) de la
monocouche inteme puisse étre complexé par la cyclodextrine. En effet,
nous savons {Siegenthaler et al., 1988) que la distribution transversale do
DGDG est de 15/85 (externe/inteme); or, il y a complexation de 50% du
DGDG. Tl est probable que l'organisation de 12 membrane thylacoidale sait
perturbée par la complexation d'une grande quantité de lipides ce qui
permettrait ‘4 la cyclodextrine d'avoir accés aux populations intemes de
DGDG. Finalement, comme nous ne connaissons pas la distribution
transmembranaire du SQDG, nous ne savons pas si 'o-CD PM complexe
seulement les populations de SQDG de la monocouche exteme ou s'il y a
également une délipidation du SQDG interne.

Ainsi, il semble que 1a charge électrique de la téte polaire des lipides joue un
rdle prépondérant dans I’interaction entre la cyclodextrine et le lipide. Quant
4 la nature des deux chaines d’acides gras liés & la partie glycérol du lipide,
elle ne devrait pas avoir d’influence immédiate sur ’interaction lipide-
cycladextrine puisque I’inclusion de la chaine d’acides gras dans 1’annean de
la CD ne se fait que dans un deuxiéme temps, aprés que le lipide ait été
extrait de la membrane par une association entre sa téte polaire et la CD.
Nous avons néanmoins vonlu vérifier cette hypothése en déterminant (par
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chromatographie en phase gazeuse) s’il y avait un changement de Ja
composition en acides gras de chaque lipide au cours de la délipidation par
I’a-CD PM. Les figures V1.4 a, b, ¢ et d représentent cette expérience : il
semblerait que, quel que soit le lipide considéré (galactolipides, sulfolipides
et phospholipides), sa composition en acides gras ne varie pas sous Ieffet
d’une incubation en présence de I'a-cyclodextrine perméthylée.

* Nous avons également testé D'influence de 'a-CD perméthylée sur les
diverses espéces moléculaires du phosphatidylglycérol (PG). 11 faut
cependant relever que le PG de la plante qui sert & nos expériences,
I’Epinard, ne contient principalement qu’une espéce moléculaire, la
18:3/16 :1(31) (80%). Les sept autres espéces moléculaires sont trés
faiblement représentées (0.5% & 7% ; voir figure V1.6 ainsi que Siegenthaler
et al., 1992). Quoi qu’il en soit, méme si le choix des espéces moléculaires
mises en présence de la cyclodextrine n’est pas trés étendu, on peut tout de
méme constater qu’elle n’a pas de préférence pour 1'une ou Pautre.

Intégrité de la membrane thylacoidale an cours de la délipidation par I'a-
cyclodextrine perméthylée

Avant d'examiner influence de la délipidation par 'a-CD PM sur quelques
paramétres photosynthétiques tels que le flux d’électrons non-cyclique et la
fluorescence des chlorophylles, il convenait de déterminer dans quelle mesure la
membrane avait été endommagée par I’enlévement des lipides. La figure V1.7
nous permet d’affimmer que, jusqu’a et y compris un traitement par 6 mM de CD
(qui correspond A un enlévement de 30 3 35% des lipides totaux ; voir figure
VL.2), la membrane est en bon état car elle réagit 4 ['adjonction de saccharose
dans [e milieu par une extrusion d’eau afin de rééquilibrer la concentration en
sucre entre l'intérieur et Pextérieur. Ceci se traduit par une diminution du
volume membranaire. Par contre, un traitement par 9.6 mM de CD, avec ou sans
adjonction de phospholipase A, endommage la membrane (50 % des lipides ont
été enlevés) ce qui se traduit par le fait que les membranes ne réagissent plus &
I’ajout de saccharose dans le milieu externe. En effet, il n’y a plus sortie d’eau
mais entrée de saccharose, la membrane étant devenue perméable.

Infleence de la délipidation par I'a-cyclodextrine perméthylée sur le flux
d'électrons linéaire découplé dans les membranes thylacoidales

= Les figures VI.2, V1.3 et V1.8a nous permettent de mettre en paralléle le
changement de la composition en lipides dans les thylacoides (sous ’effat de
la cyclodextrine puis de la phospholipase A;3) et I'activité du flux d’électrons
linéaire découplé A travers le photosytéme I1.
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Nous observons tout d*abord (figure V1.8a) que la complexation des lipides
par 'a-cyclodextrine perméthylée entraine une diminution progressive de
PPactivité du flux pour atteindre environ 60 % de I’activité du contréle pour
une concentration en o-CD PM de 9.6 mM. Nous pouvons comparer la
figure VI.8a et la figure IV.5. Dans cette derniére, nous avons représenté
I'effet de la délipidation en PG (voir aussi figure 1V.6) par la phospholipase
A, sur 'activité du flux tandis que la figure V1.8a représente 1’influence de
Ienlévement de toutes les classes de lipides par la CD. Si l'on superpose ces
deux courbes (pour une plus grande clarté, ces courbes ont été représentées
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FIG. VI.13: Effet d'une délipidation par l'e-cyclodextrine perméthylée (toules les classes de
lipides sont louchées) ou par la phospholipase A; (seul le PG est hydrolysé) sur le
flux d'électrons linéaire découplé a travers le photosystéme N {de H,0 4 PpBQ). Le
dernier point de 13 partie cyclodextrine du graphe représente un {raitemenl des
thylacotdes pendanl 20 min. & 0°C par 9.6 mM a-CD PM puis une incubation de 40
min. & 20°C en présence de phospholipase A3 (4 unités par mg Chi. 100%
dactivité correspondent & 3711 ymoles O, dégagé par mg Chl par h pour le
graphe qui conceme la cyclodextring et 4 809 pour le graphe qui conceme Ja
phospholipase.

sur la méme figure, VL.13), on constate qu'elies présentent la méme
tendatice 2 la baisse 4 ceci prés que cette activité est plus fortement réduite
lorsque toutes les classes de lipides sont complexées (par la CD). Ainsi, on
peut dire que le fait d’enlever 60% du PG (cette sitvation correspond & une
délipidation d’environ 8% des lipides totaux par la PLA; et est représentée
par les symboles en carrés blanics sur la figure V1.13), ¢’est-a-dire tout le PG
de la monocouche exteme, provoque une baisse de Pactivité du flux
d’électrons d’environ 25 % tandis que I’enlevement de 55 % des lipides
totaux (ce qui correspond 4 une délipidation de 50% des galactolipides, 20%
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du su]folipide SQDG et 70% du phospholipide PG; voir figure V1.3) ne
contribue qu'a une diminution de 1'activité de 35%. Ceci signifie qu ‘enlever
50% des galactolipides et 80% du sulfohplde ne provoque guune baisse
d" actw;te de 10%.

Nos resultats corroborent ‘ceux de Rawyler et Slegenthaler (1996) qui
observent une diminution de I'activité du flux d’électrons de 33 % lorsque
35 % des lipides totaux sont complexés par'un mélange ¢’a et de B-CD. En
effet, si nous nous référons 4 la figure V1.2, nous constatons que, dans notre
cas, une incubation en présence de 7 mM d'o-PM-CD permet de complexer
35 % des lipides totaux et qu'une telle incubation provoé;u'e une baisse
d’activité du flux d’e]ectrons é travers le PSTI d'un peu moms de 30 % (Fig.
V1.8a). :

La ﬁgure--VI.Sa ‘perinet aussi d’observer I’extraordinaire influence’ d'une
délipidation par la phospholipase A; (incubation 'de 40 min, & 20°C) sur le
flux d’électrons 3 travers le PSIL. Dans notre cas, 1e PG restant (aprés une
incubation de 20 min. en présence de 9.6 mM de CD) est celui qui se trouve
dans [a monocouche inteme des thylacoides. En éffet, nous savons (voir
chapitre 1V et ['atticle de Siegenthaler et al., 1989a} que la distribution
transmembranaire du PG dans les thylacoides est de 60/40 (moles %
externefinterne). La figure V1.3 nous montre que la PLA; n’enléve que 2 4 3
% du PG intemne mais cela suffit pour faire baisser l’actmte de 40 % (Fig.
V1.8a).

Notre conclusion est, d'une part, que le phospliatidylglycérol (PG) de la
monocouche externe des membranes thylacoidales (MT) joue, de toute
évidence, un rdle beaucoup plus important que les trois autres lipides sur la
régulation de F'activité de flux d'électrons a travers le PSII ; d’autant plus si
’on considére que 60 % de PG ne représentent qu’environ 8 % des lipides
totaux de la membrane. D’autre part, le rdle essentiel du PG de la
monocouche inteme des MT dans le soutien de Hactivité du flux d’électrons
est & nouveau (Siegenthaler ¢t al., 1989a ; chapitre IV de cette thése) mis en
évidence dans cette expérience. Par confre, il ne semble pas que les
galactolipides et sulfolipides de la monocouche externe soient vraiment
importants dans le soutien de ce flux. La baisse de 10 % de 1'activité
imputable a ces lipides n’est sans.dovte que e reflet d’une forte .perturbation
de 1’organisation spanale des MT su1te 4 une dépiéuon de 50% des lipides
totaux (Flg,VI2) Sl T

La fi gure VI 8b no‘us permet .de déterminer guelle est P'influence d'une
délipidation des MT 'sur Pactivité du flux d'électrons découplé a travers le
photosystéme I. Nous observons que le tracé de la courbe est différent de
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celui de la figure V1.8a, 1l semblerait que 1’enlévement de 40 % des lipides
totaux (incubation en présence de 7 mM de CD ; voir Fig. V1.2) n'affecte
pas du tout 1'activité du flux 4 travers le PSI. H y aurait méme une
stimulation de ’activité du flux d’électrons 4 travers le PSI lorsque 20% des
lipides totaux sent enlevés (incubation en présence de 5 mM de CD). .
Rawyler et Siegenthaler (1996) ont eux aussi observé une stimulation du
flux (45 %) lors d’'une délipidation de 35% des lipides totaux (incubation en
présence d’un mélange d'a et de §-CD). Par contre, une incubation avec 9.6
mM de CD provogque une diminution d’activité de 50 %, Si I'on observe la
figure VL2, on se rend compte que le cortenu en lipides totaux change trés
peu {moins de 5 %) selon que 'on utilise 7 ou 9.6 mM d'a-CD PM. Ceci
signifie que ’enlévement d'une trés petite quantité de lipides peut avoir une
influence majeure sur le transport des électrons. La figure VI3 nous
renseigne sur ce qui s’est passé dans les échantillons de MT traités avec 7 ou
9.6 mM de CD, au niveau du contenu de chacun des quatre lipides. La
quantité de MGDG et DGDG diminuve de 10 4 15 %, celle de SQDG et de
PG de 5 %. Il est difficile de déterminer lequel de ces lipides a le plus
d'influence sur I’activité du flux.

140 e
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totaux enlavés

FIG.Vi.14 : Effet d'une délipidation par l'a-cyclodextrine perméthyiée (toules les classes de
lipides sont louchées) ou par la phospholipase A; (seul la PG esl hydrolysé) sur le
flux d'électrons linkaire découplé & yavers 1o pholosystéme | (de V'ascorbate av
DCPIP puis av méthytviclogéne/O,). Le demler paint de la partie cyclodextrine du
graphe représente un Iraitement des thylacoldes pandant'20 min. & 0°C par 9.6
mM a-CD PM puis une incubalion de 40 min. & 20°C en présence de
phogpholipase Az (4 unités par rg Chl). 100% d'activité commespondant & 428+108
pmoles Oy consommé par myg Chl par h (n=7} pous e graphe qui conceme la
cyclodextrine et & 270£32 {n=3) paur le graphe qui conceme la phospholipase.



La figure de synthése VI.14 représente 1’effet de la délipidation des
membranes thylacoidales par la cyclodextrine (fous les lipides sont
complexés) ou par la phospholipase (seul le PG est hydrolysé) sur I"activité
du flux d’électrons PSI. L’examen de cette figure permet de constater que le
fait d’enlever 8-10% des lipides totaux par la phospholipase (symboles
carrés sur la figure V1.14), c’est-d-dire. 60% du PG (tout le PG de la
monocotche extermne) provoque une baisse de 20% de [Pactivité du flux
d’électrons & travers le PSL. Or, cette situation correspond & une incubation
des MT en présence de 9.6 mM CD (Fig. VL.14 : avant-demier point du
graphe cyclodextrine, symboles en losanges) ol nous assistons aussi 4 une
déplétion en PG d’environ 60 % et oii [a baisse d’activité est de 40%. Nous
pouvons donc en conclure que prés de la moitié de la diminution d’activité
du flux & travers [e PSI est 4 metire en relation avec la complexation totale
du PG de la monocouche externe.

Par contre, on observe, sur la figure VI.8b, qu’une incubation des MT en
présence de PLA; (aprés une incubation en présence de 9.6 mM CD)
n’affecte pas I'activité du flux d’électrons. Cela signifie sans doute que le
PG de la monocouche interne des MT n’a pas de réle de soutien de ['activité -
du flux PSI. :

» (Ces résultats nous permettent d’affiner les conclusions tirées dans 1’article de
Siegenthaler et al. (1989a). En effet, dans cet article, il était question du flux
d’électrons complet, & travers les deux photosystémes, alors que nous avons
étudié séparément le PSII et le PSI, ce qui permet de mieux comprendre le
rble des lipides dans les différentes parties de la membrane.

Influence de la délipidation par Pa-cyclodextrine perméthylée sur la’
fluorescence & basse températare (77 K) des deux photosystémes

La figure V1.9 nous indique que le fait d'utiliser des concentrations croissantes
de cyciodextrine, c’est-a-dire d’enlever de plus en plus de lipides (Figs. VI.2 et
VI.3) des membranes thylacoidales, provoque une augmentation importante de
la fluorescence du photosystéme I aux dépens de la fluorescence du
photosystéme II qui diminue. Cela pourrait signifier que la cyclodextrine enléve
préférentiellement les lipides des lamelles granaires, conduisant ainsi & une
importante désorganisation de cetic partie de la membrane. En conséquence, les
complexes chlorophylle-protéines qui constituent le photosystéme I pourraient
ne plus étre assemblés correctement et donc, ne seraient plus en mesure
d’absorber normalement la lumiére. Par contre, la fluorescence du PSI augmente
trés fortement au cours de la délipidation. Il semblerait donc que les lamelles
stromatiques ne soient pas touchées par la cyclodextrine.

Murata (1969) a mis en évidence I’effet du chlorure de magnésium sur Ia
redistribution d'énergie entre le PS{l et le PSI. L’ajout de magnésium



100

empécheralt cette redistribution ce qui se traduit par une fluorescence due PSII
supérieure 4 celle du PST alors qu’en absence de magnésium la fluorescence du
PSI est plus élevée que celle du PSIL. Ce phénomene peut s’expliquer de la
fagon suivante : le MgCl; permet un bon assemblage. des grana (par un effet
électrostatique}, or, cet arrangernent spatial semble perturber la distribution
énergétique entre a partié granaire et la partie stromatique des membranes. Dans
notre cas, la dehprdatlon par la CD pourrait engendrer un désaccolage des grana
(on enregistre le méme phénoméne lorsque le milien de suspension des
membranes ne contient pas de magnésium) ce qui, en conséquence, faciliterait le
passage de I’énergie du PSII au -PSI, Ces résultats confirment les expériences
relatées par “Rawyler et Siégenthaler (1996) qui ont également observé une
diminution de la fluorescence du PSI et une augmentation de celle du PSI au
cours de_ la délipidation’ par un mélange d'a et de PB-cyclodextrine.. Ces
changements ont été interprétés comme résultant d’une redistribution de
I’energle d’excitation entre les photosystémes.

Inﬂuence de la dellpldatlon par l’a-cyclodexlnne permelhylee sur la
cméuque d’mductlon de ﬂuorestence du PSII :

Les résultats des figures VI.11 et VI.12 nous permettent de tirer les conclusions
suivantes :

» La cinétique du contrile présente une montée, entre F, et F), passablement
faible. En ‘effet, méme si les figures VL10 et VI.1l ne sont pas
nécessairement comparables, nous pouvons calculer le rapport FyF, et
constater qu’il est d’environ 2.5 pour 1a cinétique de la figure V1.10 tandis
qu’il ne vaut qu’environ L.5 pour le contréle de la figure VI.11. Cela pourrait
indiquer que la réduction du premier accepteur du PSII, Qa, se fait
incomplétement. Ceci est sans doute imputable au systéme responsable de la
photolyse de I’eau, systéme qui produit ["oxygene, les protons et les électrons
qui réduiront Qa. Le manganése, qui fait partie de ce complexe et qui est

_indispensable & cette réaction, est sans doute détaché des membranes
_ thylacoidales sous I’action des nombreux lavages qui président & I’obtention
de thylacoides trés purifiés. Les mesures de dégagement d’oxygéne
confirment cette hypothése (Fig. VI.8a). En effet, le contrble non-traité
présente une activité découplée de seulement 37 + 11 pmoles O, dégagé par
mg de Ch) par h alors que Akerlund et Andersson (1983) ou Andreasson et
al. (1988) enregistrent une activité basale de, respectivement 117 et 135
" (Tablean IV D). . o

- Nor'fnalerhent, une courbe d’induction de fluorescence de la Chla_présente
deux épaulements (appelés J et I} avant d’atteindre un plateau qui correspond
au point P ou Fm (voir par exemple Srivastava et Strasser, 1996 et la figure
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VI1.10). Or, dans notre cas, il semble que I’épaulement I n’apparait pas.
D’autre part, la montée entre F; et Fmi est passablement lente (ce
commeniaire est-basé sur la comparaison entre les figures VI.10 et VI.11) ce
qui ‘pourrait signifier que le transport des électrons de Q4 & Qp, puis aux
plastoquinones (PQ) se fait plus rapidement que le transport de HyO 4 Pggo
puis & Q, puisque, comme nous Pavons expliqué plus haut, le complexe de
photolyse de Pean est sans doute endommagé. Ainsi, Q4 ne serait pas
complétement ‘réduit ce qui empécherait une montée rapide de la
fluorescence a partir de [’ epaulement T (en effet, Q4 ralentit la ﬂuorcscence
lorsqu’it est dans un état oxyde)

‘Quant 5 la délipidation par les cyclodextrines, elle semble provoquer plus de
changements du c6té Fm (ou 1) que du cété Fo. Or, nous savons (voir par
exemple Particle de Strasser et al., 1996) que, (a) 1/Fm est proportionnel 4 la
constante de désexcitation non-photochimique (k(N)), (b} 1/Fo est
proportionnel & la somme de k(N) et de la constante photochimique (k(P)) et,
{¢) 1/Fo — I/Fm est proportionnel & k(P). Dans notre cas, une incubation en
présence de concentrations croissantes de CD provoque une baisse
importante de Frn donc une augmentation de i/Fm (donc de k(N)) tandis que
1/Fo reste constant. Par conséquent, 1/Fo — 1/Fm diminuve (baisse de k(P)).
La diminution de k(P)} et Pauvgmentation de k{N) signifient que la
délipidation par la cyclodextrine provoque une inactivation photochimique
des centres réactionriels P680 qui se traduit par une dissipation non-
photochimique.

Il semblerait que ce soit particuliérement 4 partir d’incubations en présence
de plus de 4 mM de CD que le niveav de fluorescence maximale présente une
forte baisse. Or, c’est & partir de cette concentration-la que les galactolipides
commencent 3 étre complexés par la CD. Ces lipides constituent 70 % des
lipides totaux des MT ; ils sont donc essentiels au maintien de |’organisation
spat:ale des oornplexes chiorophylle-protéines. On peut, par conséquent,
envisager que I’enlévement des galactolipides par la CD provogue une forte
perturbation des MT. Ceci entraine une diminution du flux d’électrons et de
la fluorescence.

Sur la figure VL12, on peut observer un phéneméne inattendu : il semblerait
qu'une incubation en présence de | mM de CD provoque une augmentation
de Fm par rapport au contréle. 1l est difficile d’interpréter ce phénoméne, Les
figures V1.3 a, b, ¢ et d semblent indiquer que, & cette concentration-14, ja CD
ne complexe pas les lipides. Peut-éire s’accumule-t-elle autour -des
membranes et permet- -elle le maintien en place des complexes chlorophylles-
protéines ce qui permettrait une réduction de Q4 plus rapide,
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Nous avons discuté des résultats de fagon assez générale sur la base des courbes
d’inductions de fluorescence (figures VI.11 et VI.12). Or, il existe un mode de
traitement des résultats qui permet une discussion plus approfondie. 11 s’agit
d'une représentation en graphe « toile d’araignée » (« spider » en anglais) de
divers paramétres calculés A partir des cinétiques d’induction de fluorescence.

La figure V1.15 représente I'effet d’une délipidation par la cyclodextrine (de 2 &
6 mM) sur, d’une part, des activités photosynthétiques spécifiques telles que le
degré d'absotption de la lumiére (ABS/RC) et de pidgage des photons (TRo/RC)
par centre réactionnel du PSII et le flux d’électrons qui en résulte (ETo/RC) et,
d’autre part, sur des activités phénoménologiques (c’est-a-dire par surface
foliaire ou « cross section » {CS)) telles que 1’absorption lumineuse (ABS/CS),
le piégage des photons (TRo/CS) et le flux d'électrons par surface foliaire

——0

—a— 2 mM
—4—4mM
—— B mM

FIG. VI.15: Influence d'une délipidation des membranes thylacoidales par l'a-
cyclodextrine perméthylée sur 'absorption et le piégeage des phatons
par le PSI ainsi que sur le flux d"électrons qui en résulte.

(ETo/CS). Le rapport du nombre de centres réactionnels PS1] par surface foliaire
(RC/CS) ainsi que le degré de piégage des photons par rapport 4 1'absorption
lumineuse (phi(Po)) sont également représentés sur le graphe de la figure V15,
Les valeurs de cette figure sont données dans le tablean VLIIL

= Nous observons (Fig. VI.15) que ’absorption de lumiére par surface foliaire
(ABS/CSo) reste constante au fil de la délipidation par la CD tandis que le
degré de piégage des photons (TRo/CSo) et le flux d’électrons par surface
(ETo/CS0) diminuent. Cette baisse résulte de la diminution du rapport
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RC/CSo {quantité de centre réactionnel par surface). Cela signifie qu’un
certain nombre de centres réactionnels PSII sont inactivés par le traitement
par la CD. Etant donné que le degré d’absorption des photons par centre
réactionnel (ABS/RC) est calculé comme Pabsorption par centre réactionnel
actif, ce paramétre augmente puisque certains centres sont inactivés,

TABLEAU VLIl : Influence de la délipidation par I'a-cyciodexirine permeéthylée sur divers paramatres
photosynthétiques (se référer & larticla de Strasser et al. (1996) pour laspect
thécrique des calculs de ces paramétres & partir des valeurs représentées sur fes
cinéliques dinduction de fluorescence ; figures V1.1 ef V1.12)

PARAMETRES o 2 mM 4AmM 6 mM
conirGle
FLUX par RC
ABSIRC 2.93 323 376 374 -
) 100 1,10 1.28 1.28
TRo/RC 1.82 T 192 1.85 .73
1,00 1.06 1.02 0.95
ETo/RC 1.27 1.32 119 1.14
1.00 104 003 0.90

DENSITE DE RC

RCFCso 38.21 33.77 30.05 27.26
{ChHCSH(CMIRC] 1.00 X-] 078 0.71
ACTIVITES
ABS { CSo 112 109 13 102
1.00 0.87 1.01 0.9
TRo f CSo 6948 64,83 5545 4724
1.00 0.93 080 - 065
EYoe f CSo 48.60 44.57 3563 314
1.00 ©o0e2 0.73 0.64
RENDEMENT
TRe ! ABS = phi (Po) J0.62 0.58 0.48 0.46

1.00 0.96 0.7¢ 0.75
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Finalement, le degré de piégage des photons par centre réactionnel
(TRO/RC) et te flux d’électrons qui en résulte (ETo/RC) diminuent peu. En
conclusion, ces résultats nous permettent d’affirmer que ta délipidation des
membranes thylacoidales par I’o-cyclodextrine perméthylée a pour effet de
désactiver un certain nombre de centres réactionnels. Cependant, les centres
réactionnels encore actifs gardent une activité photochimique normale (le
piégage des photons par centre réactionnel = TRo/RC reste constant).

CONCLUSIONS

Le but de ce chapitre Vi était de déterminet le role des différentes classes de
lipides des membranes thylaccidales dans le soutien de [Pactivité
photosynthétique, Nous étions particuliérement intéressés par la fonction des
sulfolipides dans les membranes thylacoidales. Afin d’éwdier ces fonctions,
nous avons délipidé les membranes, non pas avec une enzyme spécifique,
comme nous ’avions fait dans le chapitre IV, mais avec un composé
essentiellement utilisé en pharmaceutique et chromatographie, la cyclodextrine.

Nous avons commencé par tester la capacité de délipidation de différentes
cyclodextrines dérivées puis avons arrété notre choix sur I’a-cyclodextrine
perméthylée. En effet, cette CD a la propriété intéressante de ne complexer que
les sulfolipides et phospholipides, dans une gamme de concéntration de 0 a
SmM, puis, au-deld d’une concentration de 5 mM, d’enlever les galactolipides.
Ainsi, en uvtilisant les connaissances que nous avions déja de influence d’une
délipidation du phosphatidyiglycérol (PG) sur le flux d’électrons (en présence de
phospholipase A;), nous avons pu estimer le role que jouent le PG, le
sulfoquinovosyldiacyiglycérol (SQDQG) et les galactolipides dans la fonction
photochimique &

- Le PG est essentiel dans Ie soutien du flux d’électrons linéaire découpié, Nous
avons étudié séparément le flux d’électrons a travers les photosystémes I ou 11
et avons observé, que le flux d’électrons i travers le PSII est principalement
soutenu par le PG de la monocouche interne des MT mais que, par contre, en
ce qui concerne le flux 4 travers le PSI, c’est le PG de la monocouche externe
qui joue un réle important. I1 semblerait donc qu'il existe, Iatéralement , des
sous-populations de PG, que 1’on peut considérer comme faisant partie des
« lipides stratégiques ».

- Comme on pouvait s’y attendre, les galactolipides, qui constituent les lipides
majeurs des membranes thylacoidales, tiennent en place les complexes
chlorophyile-protéines. Les cinétiques d’induction de fluorescence nous
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indiquent que, lorsque ’on commence & enlever les galactolipides de la
membrane, le systéme de photolyse de 1’eau et le centre réactionnel Pggg ne
fonctionnent plus correcternent. En effet, la délipidation par la cyclodextrine
aurait pour effet de désactiver un certain nombre de centres réactionnels du
PSIIL.

Nous ne sommes pas parvenu i mettre en évidence un réle spécifique des
populations de sulfolipides (SQDG) dans les membranes thylacoidales car,
les tétes polaires du PG et du SQDG ayant la méme charge électrique, les
cyclodextrines n’ont pas de spécificité pour 'un ou Pautre de ces deux
lipides.
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CHAPITRE VII

CONCLUSION GENERALE

.Ce travail nous a permis de considérablement ameliorer les connaissances que
nous avions (pour une revue, se référer & Siegenthaler, 1998 et 4 Siegenthaler et
Trémoliéres, 1998) sur ['organisation spatiale des glycérolipides dans les
membranes thylacoidales de I’Epinard et sur le rdle que les lipides jouent dans la
fonction photosynthétique.

En ce qui concerne I'organisation spatiale des glycérolipides thylacoidaux, que
nous avons étudiée 4 1’aide de vésicules subthylacoidales obtenues par
fractionnement mécanique et séparation dans des systémes biphasiques aqueux,
nous avons démontré que la distribution transversale du phosphatidylglycérol
(PG) est différente dans les lamelles granaires inside-out (distribution de 40/60 &
3 mol%, externefinterne) et dans les lamelles stromatiques (70/30 & 5 mol%,
externe/interne). D’autre part, il n’y a pas d’asymétrie latérale des « lipides
" structurels » (« bulk lipids ») dans la membrane thylacoidale. Ceci n’exclut pas
1a possibilité, comme le prétendent beaucoup d’auteurs, que certains lipides (dits
~ stratégiques) soient fortement et spécifiquemnent associés A certaines protéines
ou complexes chlorophylles-protéines. Dans ce sens-ld, on peut parler
d’asymétrie latérale des « lipides stratégiques »,

Le réle des glycérolipides structurels dans les thylacoides a été mis en évidence
par une méthode originale et nouvelle. L’emploi de cyclodextrines,
oligosaccharides cycliques qui ont la capacité de délipider les membranes en
encapsulant les lipides dans la cavité hydrophobe de leur anneau, a permis de
différencier le rdle des lipides anioniques (phospholipide et sulfolipide) et celui
des lipides neutres (galactolipides).

Il semble que le phosphatidylglycérol (PG) joue un réle essentiel dans le soutien
du flux d’électrons linéaire découplé. Nous svons étudié séparément le flux
d’électrons & travers les photosystémes I et II. Nous avons observé que le flux
d’électrons & travers le PSII est principalement soutenu par le PG de ‘e
monocouche inteme des MT mais que, par contre, le flux i travers le PST dépend
uniquement du PG de 1a monocouche externe. Il semblerait donc qu’il existe,
latéralement , des sous-populations de PG qui ont des fonctions diverses quant &
I'intensit¢ du flux d'électrons photosynthétique dans les membranes
thylacoidales. Les galactolipides, quant 4 eux, auraient pour fonction de
maintenir une conformation adéquate des complexes pigments-protéines.
Finalement, nous ne sommes pas parvenus 3 mettre en évidence un réle
spécifique des populations de sulfolipides (SQDG) dans les thylacoides car, les
tétes polaires du PG et du SQDG ayant la mé&me charge électrique, les
cyclodextrines n’ont pas de spécificité pour I*un ou I'autre de ces deux lipides.
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Néanmoins, il serait peut-étre possible d’étudier la fonction du-SQDG en
commengcant par enlever uniquement le PG de la monocouche externe des
membranes thylacoidales & 1’aide de la phospholipase A; avant d'utiliser I’cr-
ceyclodextrine perméthylée 3 basse concentration (moins de 5 mM) afin de
complexer le SQDG et d’observer dans quelle mesure une déplétion en

sulfolipide a un effet sur le flux d’électrons photosynthétique et la fluorescence
des chlorophylles.
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