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RESUME

L’oxydation de I'eau et la production du dioxygeatenosphérique sont réalisées par le
Photosysteme Il. Le centre catalytique du PSltesstitué d’'un cluster de 4 ions manganése
et de 1 ion calcium. Sous l'action de la lumieme,complexe MiCa passe par 5 états
d’oxydation successifs (& S) avant I'émission d’oxygéne au cours de la tramsig, a S.
Bien que I'on C& soit détecté dans les structures cristallograpgsicactuelles, son role
reste a préciser. Un deuxiéme cofacteur est mjstenle chlorure, dont la position et le réle
dans le dégagement d’oxygéne ne sont pas clairemh&imis. Pour étudier ces deux
cofacteurs, nous avons réalisé le remplacemenytitiogtique du Cd et du Cl par du St
et/ou du Brdans la cyanobactérie thermophileermosynechococcus elongatus

Le dégagement d’oxygéene sous éclairement contiminde apres substitution des
cofacteurs. Il varie dans I'ordre suivant : Ca/C##8y>Sr/CI>Sr/Br. Dans le chapitre Ill, nous
mettons en évidence que cette baisse d’activitdiest un ralentissement de certaines étapes
du transfert d’électron, et plus particulieremeatld transition $a S durant laquelle une
phase de délai a été mise en évidence. Nous menfumn cette phase de délai correspond a
une modification de I'environnement électrostatigigela chlorophylle &o, impliquant tres
probablement des mouvements de protons. Nous asriamsi a détecter un intermédiaire
réactionnel au cours de la transition, grace aentsisement da a I'échange des cofacteurs
Cd" et CI. Ces cinétiques ralenties accompagnent une bdisseveau d'énergie libre de
I'état S et donc du potentiel d’oxydo-réduction du couplss

Dans le chapitre IV, le chlorure est remplacé himituement par de I'iodure apres
une étude des conditions d’échangeabilité de Ig&are. A nouveau, une baisse d’activité
sous éclairement continu est expliquée par un tiafsment des cinétiques d’oxydation du
cluster de MpCa. Les propriétés thermodynamiques du PSIl sowliffées en présence d’l
mais il reste a savoir si cela est dU a la rédoddio cluster de MyCa par I'iodure, ou a une
augmentation du potentiel redox du couplss

Dans le chapitre V, nous nous intéressons a diftér aspects structuraux des
échantillons substitués biosynthétiquement. D’unart,p nous mettons en eévidence
limplication directe du C& dans la fixation des molécules d’eau substratsi ajne des
phénomenes de protonation/déprotonation ayantalieaours du cycle des états B’autre
part, nous montrons que nos résultats sont en rfaleliexistence de deux sites de fixation
aux halogénures.

Mots-clés : photosysteme |Il, cofacteurs, calcium, chlorurangfert d’électrons, échange,
cyanobactérie.






ABSTRACT

Photosystem |l uses solar energy to drive watedaidn and atmospheric ;O
production. Its catalytic center comprises a clustefour manganese and one calcium ions.
The MnCa cluster goes through five sequential oxidatitates (g to S;) before Q is
evolved during the Sto S transition. Although the Ghion is detected in the actual
crystallographic structures, its role still needsoe clarified. A second cofactor is involved:
the chloride, whose localization and role in the &olution are unclear. To study both
cofactors, we replaced biosynthetically the®'Cand the Cl by SF* and Bf in the
thermophilic cyanobacteriBhermosynechococcus elongatus

In the substituted PSII, the,@volution under continuous illumination is decezhslt
varies in the following order: Ca/CI>Ca/Br>Sr/CIASr. In chapter lll, we explain this
activity decrease by a kinetic limitation of sonfdhe electron transfer steps, in particular the
S; to § transition during which a lag phase is put in emice. We demonstrate that this lag
phase corresponds to a modification of the elettiasenvironment of the chlorophylkds,
implying very likely proton movements. The signéit slow down of the kinetics goes with a
decrease of the free energy level of thetdte and consequently with a decrease of thexredo
potential of the 8S, couple.

In chapter IV, we study the exchangeability of thalide, and chloride is
biochemically substituted with iodide. We observdearease of the catalytic activity due to
the slowing down of the Mi&a cluster oxidation kinetics. The thermodynamigperties of
PSIl are also modified by the iodide, but the qesstill arises whether this is due to the
reduction of the MgCa cluster by’] or to the increase of the redox potential of 835,
couple.

In chapter V, we focus on the structural aspecthefbiosynthetically modified PSII
samples. On one hand, we highlight the direct icapion of C&" in the binding of the
substrate water molecules, and protonation/depatitim phenomena during the S-states
cycle. On the other hand, we show that our resulpgport the existence of two halide binding
sites.

Key-words: photosystem |l, cofactors, calcium, chloride, ®&l@t transfer, exchange,
cyanobacteria.
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Chapitre I. INTRODUCTION

|) La Photosynthese

1) Photosynthése et vie terrestre

Il'y a environ 3,5 milliards d’années, la photo$sse est apparue sur Terre et a
permis I'expansion de la vie en utilisant I'énerg@aire pour produire de I'oxygene a partir
de 'ead.

L’éguation générale de la photosynthése oxygéragtie
6 CO, +12 HO + lumiere ———» ¢H1.06+6 G + 6 HO

En photosynthése anoxygénique, une autre sourdectiins que I'eau est utilisée,
par exemple le sulfure d’hydrogeneSH

D’une part, la photosynthése a permis a I'atmospldérs’enrichir progressivement en
dioxygene. Ceci a représenté au départ une graedean pour les organismes de I'époque
peu adaptés pour survivre dans un environnementlamty Mais par la suite, la grande
disponibilit¢ en @ a permis I'apparition de la vie multicellulairetdge au processus de
phosphorylation oxydative. Parallelement, 'augraéinh de la concentration erp @ conduit
a la production de la couche d’'ozone créant umnéaratecteur contre les ultraviolets pour les
organismes présents a la surface de la terre.

D’autre part, la photosynthése a fourni une sougoesi-illimitée de protons et
d’électrons nécessaires pour convertir le dioxy@e cdrbone en molécules organiques.
Auparavant, la vie était dépendante de donneurgddiigene comme 1%, NH;, et des acides
organiques qui étaient présents sur Terre en dadmiitée, par comparaison avec l'eau des

océans, une source illimitée d’électrons et degmst
2) Organismes photosynthétiques

En plus des organismes eucaryotes photosynthét{pieestes supérieures et algues),
il existe cinq lignées de bactéries photosynthuetiq les bactéries pourpres, les bactéries
sulfureuses vertes, les bactéries non sulfureusedesy les héliobactéries et les

cyanobactéries.
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Les organismes capables de réaliser la photosynthrggénique sont les plantes
supérieures, les algues et les cyanobactéries.

Les cyanobactéries sont une sous-classe de bactéurefois appelées « algues
bleues ». Elles vivent presque partout, y compaissddes conditions extrémes : dans les lacs
tres chauds et/ou acides, dans les cratéres voles)idans les geysers... Elles croissent tant
en eau douce que salée, sous forme planctoniquenfuilans la masse d'eau), ou sous forme
benthique (organismes fixés a un substrat immelg#ds se développent particulierement
bien dans certains milieux pollués par les actvittumaines. En plus de réaliser la
photosynthése oxygénique, certaines sont capabléseal le diazote.

Apparues il y a 3,8 milliards d’années, elles cmitdbué a I'expansion de la vie sur
Terre en apportant de I'oxygene, en contribuanpramier puits biologique de carbone et a
une désacidification des océans, lorsqu’elles s# soganisées en colonies capables de
produire du calcaire. Les cyanobactéries sontrigltte des chloroplastes chez les eucaryotes

photosynthétiques, par endosymbiose.
3) Pigments photosynthétiques

L’énergie des réactions mises en jeu lors de lagslyathése est fournie par la lumiére
qui est absorbée par des pigments. Trois typesgieepts interviennent : la chlorophylle (de
type a ou b) et les caroténoides qui sont toujptgsents, et également les phycobilines qui

sont des pigments additionnels chez certaines slgueyanobactéries.

» La chlorophylle : Les deux types de chlorophylles@bent la lumiére a différentes
longueurs d’'ondes : la forme a absorbe a 680 nons gue la forme b absorbe a 700
nm. L’absorption est due a I'existence de doublesdns conjuguées.

H 0
H,C
2 N CHg \'c"/,

CH \
N A0 CoHg

N

chlorophylle b

Figure 1 : Formules des chlorophylles a et b. Les
chlorophylles a et b different par les substituants
o des groupements pyrroles. I, I, 1, IV

Lo 0-CHy groupements pyrroles. V : cycle supplémentaire.
serzo chlorophylle a
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» Les caroténoides: Les caroténoides sont des me#cohstituées basiquement de 8
unités isoprene. LB carotene qui est un exemple de caroténoide aesesektrémités

cyclisées.

_Hs
p caroténe N

Figure 2 : Formule d’un caroténoide.Le B caroténe est un exemple de caroténe. A droiteepsésentée une

unité isopréene.

» Les phycobilines : Les phycobilines sont composédes noyau tétrapyrrolique
linéaire, associé a une protéine (Figure 3). Onrtas/e a la surface des membranes des
thylakoides de certaines algues, et de bactériedogynthétiques telles que les
cyanobactéries. Il existe deux types majeurs degihijnes : les phycoérythrobilines
que I'on retrouve chez les algues rouges et quralest les radiations vert-jaune, et les
phycocyanobilines, possédés par les algues bléuggs ebsorbent les radiations vert-
orange. Les phycobilines sont regroupées danstdegses appelées phycobilisomes
qui sont des complexes protéines-pigments, au roddun pour 2 PSII. Leur structure
est présentée dans la Figure 4. Les phycobilinesgme étre liees a quatre types
d’apoprotéines : phycocyanine, allophycocyanine, ycpBrythrine et

phycoérythrocyanine.

proteine proteine

< HOOC COOH < HOOC COOH
5

HiC, p°

N N M ™ 0
H H H H
phycocyanobilineg phycoérythrobiling

Figure 3 : Formule de deux phycobilines : phycocyasbiline et phycoérythrobiline.
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Figure 4: Structure d'un phycobilisome chez une anobactérie, Synechocystis 6701tiré de La

photosynthése: Processus physiques, moléculairgshytiologiques, J. Farineau, J.F. Morot-Gaudr¥. J.

Soussana, Editions Qua, 2006). Les batonnets smmstitués de la juxtaposition d’éléments discoidaux

cylindriques contenant soit de la phycocyanine (BGit de la phycoérythrine (PE) associées a dyp@ptides

d’environ 30 kDa. Un coeur en position centrale,stitwé ici de trois éléments cylindriques, estéréli deux

centres réactionnels de PSII. Le coeur est congtili@phycocyanine.

Ainsi 'ensemble des pigments absorbe une zoneedy® qui couvre tout le spectre visible

(Figure 5).

F ¢ :
| Phycoérythrine
i— Chlorophylle b \“;% , Phycocyanine
! jli
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E :_ p-carotene

Sk ~

< | _ ; |
{ £ I | I e ."J_._'. A
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Longuenr d'onde en nm
Figure 5: Spectres d’absorption des pigments  de la photosynthése (d'aprés

http://www.whfreeman.com/life/update/, modifié)
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4) La chaine photosynthétique

La photosynthése oxygénique met en jeu deux cerdgetionnels : le photosysteme
Il et le photosysteme | qui travaillent en sériesent liés par le cytochromesf. Les trois
complexes protéiques sont insérés dans la memldasethylakoides et transferent les
électrons extraits de I'eau jusqu’a l'accepteur NAAO(nicotinamide-adénine dinucléotide
phosphate). Chez les plantes et les algues supEsjdes membranes des thylakoides sont
localisées a l'intérieur des chloroplastes alore aqunez les bactéries oxygéniques, les
thylakoides sont a l'intérieur de la membrane pigsi. La chaine photosynthétique est

schématisée Figure 6.

I,—{>
|

¥

O HADF+

|
NADPHO H+o

Photps term 1T
mos;mechococcus
Chloroplat Slongstos

Thyakaid '

Etnbrate
Thylskoid ;
Turiien ymthase

(Exchemhia coli)

P
- thusysteml
e e (Themosynechococcus
elohigatus)

O
SH+

Figure 6: Schéma des processus photosynthétiquesand la cyanobactérie Thermosynechococcus

H1O 2H+ 50

elongatus (http://www.genome.jp/dbget-bin/show_pathway?map@)19

Le transfert d’électrons du photosysteme Il au péygteme | crée un gradient de
protons a travers la membrane du thylakoide. L'gieetle ce gradient est ensuite utilisée par
'ATP-synthase qui produit 'ATP (adénosine trippbste). En résumé, les réactions de
transport d’électrons fournissent a la fois NADPHAG P pour la fixation du C@et la

production de composés carbonés, le produit fisdhcphotosynthése oxygénidue
5) La photosynthése atrtificielle

Les hydrogénases, enzymes qui catalysent la produatt la consommation

d’hydrogéne, occupent une place centrale dans kaboksme énergétique des bacteéries

-5-
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anaérobies qui vivent dans des milieux exemptsydiere, comme les sédiments lacustres,
les sources hydrothermales sous-marines, ou eteoratestins de certains animaux et de
I’'homme Escherichia coli. Elles permettent la réaction chimique la pluse qui soit :
2H +2€« Ha

L’hydrogénase est également présente chez certalgess et cyanobactéries qui
réalisent conjointement oxydation de I'eau et patidun d’hydrogéne. Comme I'hydrogénase
est détruite ou inhibée par I'oxygene, les deux@ssus ont lieu soit dans des compartiments
différents ou soit a des moments différents duecydhl.

Il existe trois types d’hydrogénases, les hydrogéasa Fe (fer), les hydrogénases a
Fe/Fe et les hydrogénases a Ni/Fe (nickel et fpn), sont douées de la méme activité
catalytique : elles sont capables de faciliter,sdas deux sens, la réaction indiquée plus haut.
Pourtant, ces deux groupes de protéines ne présemteomologie de séquence ni homologie
structurale. Les hydrogénases a Ni Fe se retrouygus fréquemment dans des
microorganismes qui consomment de I'hydrogéne, salgue ceux qui en produisent

contiennent le plus souvent des hydrogénases & Fe/F

A NiFe active site
Large subunit

Small subunit

Figure 7 : A gauche, représentation de la structurele I'hydrogénase a Fe d®esulfovibrio desulfurican&
A droite, structure de I'hydrogénase NiFe de la bactéridesulfovibrio fructosovorand Le clivage du
dihydrogéne se produit au niveau d'un site actifiportant un atome de fer (en rouge) et un aton@die! (en
vert) enfoui a l'intérieur de la protéine. Le sitdif est connecté a I'extérieur par un chapeleeaéres fer-soufre
(en rouge et jaune) pour le transfert d'électrquas, une série d'acides aminés protonables (noseptes)
permettant le transfert de protons, et par un chyddophobe (en gris) qui permet I'accés du dihgéne mais

aussi des inhibiteurs comme I'oxygéne et le CO.

En couplant artificiellement la production d’hydesge a un processus photosynthétique pour
utiliser I'énergie solaire, alors I'’hydrogéne paitrétre produit & grande échelle et a tres

faible codt (Figure 8).
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Photosynthése Hydrogénase
E—

2 H,0 O T+4e+4H H,T

PS I

Catalyseur

Figure 8 : La combinaison de I'oxydation de I'eau gec I'activité de I'hydrogénase permet en principale
transformer Il'eau en oxygéne et hydrogéne (Inspiré de http://www.kbc.umu.se/news/group-

messinger.html).

Pour la production de biohydrogéne a partir de oaigganismes, I'objectif principal
des recherches actuelles est de comprendre legssix cellulaires mis en jeu dans la
production d'H. La sensibilité de I'nydrogénase a I'oxygéne est particulierement étudiée
car elle est le principal facteur limitant la pratian d'H. Deux stratégies sont explorées en
vue d'une optimisation biotechnologique : I'une Sisie a exprimer au sein d'organismes
photosynthétiques des hydrogénases plus résistaii@s; I'autre consiste a séparer dans le
temps les phases de production,détl celles de production d@n jouant sur la flexibilité

métabolique des organismes.

La production d’hydrogéne a partir d’éléments biidpes purifiés ou artificiels
reconstitués est également envisageable. Plusibjgstifs sont a remplir par ces catalyseurs
biomimétiques : capter la lumiére et la convertir @ergie chimique en générant une
séparation de charges, transporter les électronatalyser la réaction d’'oxydation de I'eau.
Puis de l'autre c6té, il faut réduire les protonshgdrogéne. Les recherches actuelles ont pour
objectif de développer des complexes de coordinadfficaces, a base de métaux non nobles

comme le cobalt.



Chapitre | : INTRODUCTION

Il) Le photosystéme I
1) Réle

Le Photosysteme Il est 'enzyme directement respaesde la production d’oxygene
lors de la photosynthése. Il utilise I'énergie de la lumiére pour conduileux réactions
chimiques : 'oxydation de I'eau et la réductionldelastoquinone.

La réaction photochimique résulte en une séparal®rcharge au sein du centre
réactionnel : un photon absorbé conduit au transtam électron. Il faut donc quatre
réactions photochimiques pour enlever les quateeti@ns de l'eau, pour aboutir a la
libération d'une molécule de dioxygéne et de quatretons, et a la réduction de deux
molécules de plastoquinone : 204+ 2 PQ + 4 A+ 4 () » O + 2 PQH + 4 H'iy

Deux buts essentiels ont di0 étre atteints pour @bren aux organismes
photosynthétiques de réaliser 'oxydation de I'saus I'action de la lumiéere solaire : (i) la
formation d’especes tres oxydantes pour mener A liedissociation de l'eau et (i) la
formation d’un site catalytique capable de stockatre équivalents positifs tout en évitant la

formation d’intermédiaires réactifs qui pourraiendommager le systéme.
2) Premiere étape : I'absorption de la lumiere

Chez les plantes et les algues vertes, le systamenramire est membranaire et
composé de protéines LHC (light-harvesting compbgxi) lient Chla, Chlb et caroténoides,
tandis que chez les cyanobactéries et les alguegesp le LHC est remplacé par les
phycobilisomes. Chez les plantes, il y a généraer260-250 molécules de chlorophylle

pour un centre réactionnel de PSII, et 40-60 camities.

Accepteur primaire . . .
Figure 9 : Dans les plantes, I'exciton est transmis au

hasard » d’'une molécule pigment a une autre jusqu’'a

étre piégé par le centre réactionnel qui transmet i

Centre réactionnel de

Photon ses électrons a [l'accepteur primaire, la

phéophytine.

@ L@ Molécules
@ pigments
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Les caroténoides sont des pigments accessoiresy/st&snes antennaires, qui en plus
d’absorber la lumiére participent a la protecti@nl’dppareil photosynthétique en cas de trop
grande exposition a la lumiére.

Les photons capturés par les pigments sont trassfé@ous forme d’énergie
d’excitation au complexe constitué de quatre madéscde chlorophylle a (appelées; PPoo,
Chip;, Chipy). L'excitation est délocalisée sur les quatre apbylles qui ont une longueur
d'onde d’absorption semblable dans la région de@&®nm, formant un état excitégp.
L'état Psgo est fortement réducteur, et un électron est témésén quelques ps & une
phéophytine de la protéine D1 (Pbgoqui est I'accepteur primaire. Parce que la md&de
chlorophylle la plus proche de Phgoest Chh,, le transfert d’électron initial a lieu

probablement depuis Ghl. C'est le début du processus de photosynthése.
3) Structure du photosysteme Il

Dans les cristaux, le photosystéeme Il est un dimeras cette dimérisation a été
récemment remise en catise

Trois structures cristallographiques de PSIl denopactérie de haute résolution ont
été publiées ces derniéres années : une struct@® A en 2002 (structure de Londres,
Figure 10), une structure a 3,0 A en 2B8QStructure de Berlin) et récemment une structure &
2,9 A qui correspond en réalité a une amélioratieanalyse des données de la structure de

Berlin précédente.

local C2-axis

cyt b-559

Figure 10 : Dimére de PSII, structure de Ferreira al’. Le nom des principales sous-unités est indiqué.

-9-
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Les deux principales sous-unités du Photosystermenii les protéines D1 (codée par
le géne psbA) et D2 (codée par le gene psbB) quil&es aux principaux cofacteurs. Elles
forment un complexe hétérodimérique qui coordonas tomposants redox clés du
photosysteme 1l, a savoir : le complexe /a, la tyrosine Ty; la chlorophylle Bso, la
phéophytine et deux plastoquinones &) Q. D1 et D2 sont liées aux sous-unités CP43 et
CPA47.

Dans les structures résolues, un monomere de RSiyahobactérie est constitué de
20 sous-unités protéiques avec une masse globaks@&Da (Figure 10). Les sous-unités
sont appelées PsbH, Psbl, PsbJ, PsbK, PsbL, Psiil, PPsbO, PsbT, PsbU, PsbV, PsbX,
PsbZ. Elles sont constituées a la fois de compsshptirophobiques intrinséques a la
membrane et de composants hydrophiliques extrirsedua partie extrinseque (PsbO, PsbU,
PsbV chez les procaryotes) est en-dehors de la naeetet s’avance dans le lumen des
thylakoides. Les études récentes de cristallogeaphk rayons ¥ ont montré que chaque
monomere lie 35 chlorophylles a, 2 phéophytines,ligiiles, un bicarbonate, le cluster
métallique MnCa du complexe d’oxydation de I'eau et 12 bétateares. Les cyanobactéries
ont un composant redox supplémentaire : le cytoubieb5Q situé du cété luménal. Tous les
photosystémes contiennent le cytochrdys89

Le site catalytique de I'oxydation de I'eau est alaster métallique constitué par 4
ions manganese et un ion calcium. La Figure 11 raolet modéle structural obtenu par

cristallographie aux rayons X.

y CP43-Clu 354

( Ala 344

_

Asp 170
. 8.~
— % :\ Asp 342
U ’
cluTes ? Glu 189
His 332 i &»
r \HIS 190
L3

Figure 11 : Superposition des structures du clustede Mn,Ca des deux structures de Londréset Berlin®.
Pour la structure de Berlin, les acides aminésrenmants apparaissent en jaune, CP43 en viole{hesont en
rouge et le C4 en orange. Pour la structure de Londres, D1resegt, CP43 en orange, les atomes de Mn en

violet et C&" en jaune.

-10 -
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Le PSIlI de cyanobactéries differe du PSIl de pmné® niveau des antennes
collectrices et des protéines extrinséques (Fif2je

Cyanobacteria Higher plants

Stroma

i
U

Lumen

Figure 12 : Comparaison des protéines extrinsequehi photosystéme de cyanobactérie et de plantBans

les deux types de PSII, la protéine de 33 kDa (PsisD associée directement au PSIl. Dans le PSII de
cyanobactérie, ¢-550 (PsbV) s’associe a la foisctment au PSIl et a la fois via son interactivacala
protéine de 33 kDa, tandis que la protéine de 12 (bU) est associée au PSII uniquement par senadtion
avec la protéine de 33 kDa et lea®3$Q Dans le PSIl de plante, la protéine de 23 kDdFPP®st associée au
PSII par son interaction avec la protéine de 33 kD#a protéine de 17 kDa est associée au PSlispar

interaction avec les deux autres protéines. (Terééférence 12.)
4) Mécanisme :
a) Chaine de transfert d’électrons

La séquence suivant la séparation de charge eafePPheg; est représentée Figure 13.

Figure 13 : Les étapes du transfert d’électron danke photosystéme Il (Tiré de référence 13).

-11 -
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Apres excitation, le donneur primaire, probablem@hb,, transfere un électron a la
phéophytine Phen. (1) Une séparation de charge (2 a 20 ps) a lieacipalement entre
Chlp; et Pheg;. (2) Pheg; transfere un électron (~400 ps) a la quinopedec une grande
perte d’énergie qui stabilise la paire de charf@sLa chlorophylle ayant perdu un électron
Psso~ oxyde (~20 ns) la tyrosine 161 de D1, Zyqui donne un proton a I'histidine voisine.
(4) Le radical Ty¥ formé oxyde (=30 us) le cluster de Ma (Sa Q). (5) Q. transfére un
électron (~ 100 ps) a une deuxieme quinoge l@s cycles suivants donnent des réactions
similaires, mais avec des différences cinétiques &apes affectées par 'accumulation de
charge sur le cluster de Mn et su. Q'arrivée du second électron sug @éclenche la prise
de deux protons, la libération de son site, et remmplacement par une plastoquinone PQ,

depuis le pool de la membrane.

La formation de PQHFa lieu via deux étapes mettant chacune en jeulegirén

provenant du réducteuraQ Elle est schématisée Figure 13.

Q, e Q Q™=Q; Q,

E ky : ka
Q . *—>—(Q,H- : , T
" ky B ko B Figure 14 : Schéma de réaction simplifié de la
H+
H*

k réduction de PQ en PQH au site @G par le

PQ s réducteur Q," qui est formé suite a la
N - séparation de chargesle carré représente un
- p/ - QH, site @ vide. (Tiré de référence 14)
POH:

Le départ de @ fait donc intervenir I'arrivée de deux protons.eZhles bactéries
pourpres, le transfert d’électrons dg @ la forme semiquinone nécessite la protonation de
Qg”. Cette réaction protolytique fait intervenir désidus amino-acides carboxyliques (Glu,
Asp)*>*® Des études IRTF ont montré que la formation gédans du PSII d&. elongatus
n'est pas couplée a des étapes de protonationtdéption de résidus carboxyliqdésAinsi,
le processus conduisant a la protonation @é @ QH’ serait différent dans les centres
réactionnels de bactéries pourpres et dans le PSII.

Dans la derniére structure cristallographique dé &ST. elongatus, une troisiéme
quinone appelée L été mise en évidence au niveau du pool de gesnomrois mécanismes

d’échange de la plastoguinone avec le pool de gesmont été envisagés (Figure 15).

-12 -
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Figure 15 : Mécanismes possibles d’échange de PQ-RQ entre le pool de quinones et le site gdans la
membrane des thylakoidesLes canaux | et Il s’ouvrent dans le pool de qoem PQ est montré avec une téte
rouge et PQklavec une téte bleue. Le sitg @parait en rose, et le sitg €n vert. La zone en jaune indique
une région hydrophobe formée par des acides gesspktites fleches indiquent le mouvement des ratdéc

PQ. Se référer au texte pour I'explication desstrnécanismes. (Tiré de référence 11).

Dans le premier mécanisme (A), I'entrée et la satié PQ et PQHse font par les
canaux | et Il de maniére alternative. Apreés réduacet protonation de £ PQH quitte le
PSII par le canal Il, et Qdans le canal | bouge et se lie au sitea@ec sa queue isoprénoide
toujours localisée dans le canal I. En méme temps,autre PQ du pool de quinones entre
dans le canal Il. Aprés réduction et protonatid@Hpquitte le site @ par le canal I, et PQ du
pool de quinones entre a nouveau dans le canalt yn nouveau cycle.

Dans le deuxieme mécanisme (B), I'entrée de PQisexclusivement par le canal I,
et PQH sort par le canal Il. Aprés réduction et protonatieQH quitte le site @ par le canal
II, et Q entre dans le sitedPar le canal I. Apres ou simultanément avec liadiaau site
Qg, la queue isoprénoide « oscille » autour de lazoydrophobe puis se lie finalement dans
le canal Il, et une autre PQ du pool de quinoné® @ans le site par le canal I.

Dans le troisieme mécanisme (C), I'entrée et léiesge font uniquement par le canal
Il. Le canal | n'est pas impliqué dans I'échange/PQH.. Aprés réduction et protonation,
PQH, quitte le site @ par le canal Il, et PQ du pool de quinones erdrdgocanal Il et se fixe
au site @ pour un nouveau cycle. PQ dans le siter€¥te a cette position et ne participe pas
a I'échange.

Dans les deux premiers mécanismesg, i@tervient directement dans le transfert
d’électrons jouant le méme rdle ques Qour accélérer le transfert. Dans le dernier
mécanisme, @ pourrait avoir une autre fonction encore inconnle été suggéré qu’elle
régulerait la fonction du cyi559 Le cytochromé559existe sous trois formes caractérisées
par un potentiel k différent. A pH 6,5, la forme de haut potentiel pgedominante (70 %).

-13 -
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Les fractions restantes sont présentes en quantidéables dans les formes de potentiel
intermédiaire et bas. Le réle fonctionnel du cytoohe b559 n’est pas totalement clarifié
(voir paragraphe sur sur la voie secondaire desteaind’électrons). Le site &permettrait de
faire varier le rapport PQ/PQHlans le pool de quinones, pour réguler la valeugg du
cytochromeb559

b) Le cycle de Kok

En 1969, Joliot et ses collaborateurs ont obseneédgs algues adaptées a I'obscurité
dégageaient un maximum d’oxygene apres 3 flashsiquoes courts, puis que le dégagement
d’'oxygene était a nouveau maximal tous les 4 fladbette expérience a mené au
développement du modéle de Kok qui décrit le famstement du cluster de MBa®. Dans
ce modele, le cluster de Mba passe par 5 états appelés états S, individuitedésignés
par S, ou n = 0 a 4. Chaque état eprésente un état d’oxydation différent du comgple
d’oxydation de I'eau. L’enzyme est ainsi capablestiecker quatre équivalents de charges
positives, avant d’'oxyder 2 molécules ddHet de dégager de I;0L’état S est celui qui est

stable a I'obscurité.
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Figure 16 : En haut : Dégagement d’'oxygéne induitgr une séquence de flashs donnée a des thylakoides
adaptés a I'obscurité. Cette expérience a été résdie pour la premiéere fois par Joliot et al.A new model of
photochemical centers in SystemPhotochem. Photobigl1969, 10, 309-329En bas : Cycle des états S tel
gu’'il a été proposé par Kok et al.(Cooperation of charges in photosynthetice®olution — I. A linear four
step mechanism, Photochem. Photobiol.,1970, 114456y
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c) Voie secondaire de transfert d’électrons

Des cofacteurs du PSII autres que ceux déja désoits capables de donner des
électrons & & . lls sont impliqués dans la voie secondaire desfeat d’électrons 2212223
Cette voie fait intervenir un caroténoide (Car),cochromeb559 (cyt b559 et une
chlorophylle a nommée chlorophylle Z (hl A des températures physiologiques, la
réduction de la tyrosine Tyest largement prédominante sur I'apport d’éledrpar la voie
secondaire.

Lorsque la température est baissée (<100 K), lactémh de Bgo "~ par la tyrosine Tyr
est en partie inhibée. Dans ce cas, deux phénonsénesis en jeu : 1)¢8 recombine avec
Qa’, 2) La voie secondaire de transfert d’électromsriient en partie. Car est oxydé pagoP
et réduit par le cyb559 qui est a son tour réduit par le pool de plastugjuLorsque le Cyt
b559 est pré-oxydé, Carest réduit par Chl Il y a deux candidats possibles pour Chhe
chlorophylle située du cété D2 et une chlorophgitaée du coté D1.

La voie secondaire de transfert d’électrons esggdement envisagée comme un
cycle photoprotecteur visant a limiter la durée e de Rgy, pour éviter des dégats
oxydatifs. Une autre hypothése serait que cette sonstitue un cycle photoprotecteur dont le
but est de réduire le cation Caplutbt que B, renvoyant Cdrdans un état non oxydé, lui
permettant de jouer son rdle de désactivateutQiesingulet dans le centre du P3IIL'O;
singulet est généré par réaction de,I'@vec un triplet de ChI*Chl) qui est formé par

recombinaison de charges entre I'accepteur prinegdile donneur primaire.
d) La tyrosine D

Le PSII contient une deuxieme tyrosine, laplgui appartient a la sous-unité D2, ce
qui confére une organisation symétrique au PSIITis n’est pas impliquée directement
dans le processus d'oxydation de I'eau. Dans I'emeyonctionnelle, le radical Tyt est
formé par illumination. Il est beaucoup plus stafplee celui de la tyrosine Tyr Son réle
n'est pas complétement clarftfé Premiérement, le radical Tyrest un oxydant du cluster de
MnsCa dans I'état &°. Deuxiémement, le radical Tyraurait un role électrostatique.
Babcock et af° ont suggéré que I'oxydation et la réduction deytasine D font intervenir un

mouvement de protons entre la tyrosine D et une Bagui serait His189 (Figure 17).
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Figure 17 : Modele de protonation/déprotonation desyrosines D et Z, proposé par Babcock et a(Tiré de

référence 24)

La base capte le proton relaché suite a I'oxydatieria tyrosine D, et le retourne
lorsque la tyrosine est oxydée. Ainsi, la chargtera proximité du radical.

Le radical Typ' permettrait par son influence électrostatique aaliser le cation du
cation Rgo majoritairement sur la chlorophyllePqui est la plus proche de la tyrosing. 2l

accélérerait ainsi la réduction dgd® par Tyg.

lIl) Le site catalytique : le cluster de MgCa

1) Structure du cluster de Mn,Ca

Diverses techniques peuvent étre utilisées powerah@ter la structure 3D du cluster
de MnCa, notamment I'EXAFS (Extended X-ray Absorptionnd-i Structure), la
cristallographie aux rayons X et plus indirecteméant spectroscopie RPE (Résonance

Paramagnétique Electronique).

a) La spectroscopie RPE

La spectroscopie RPE (voir chapitre IlI) concerrabdorption ou I'émission d’'une
energie électromagnétique par des moments magestiqui proviennent d’électrons non
appariés dans le cas de la RPE classique ou deD{HN (Electron nuclear double
resonance). La simulation de spectres ENDOR obtsausu PSII dans I'état,$’a montré
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la présence de 4 Mn en interaction. Le modele vetest celui d’'un arrangement

trimére/monomere de trois Mret d’un MA" .

b) LEXAFS

La techniqgue d’EXAFS permet de calculer les distankin-Mn et d’en déduire des
modeéles de conformation possibles du clGstéréchantillon est éclairé par un faisceau de
rayons X dont on fait varier I'énergie. Lorsquerdgyonnement X correspond a I'énergie de
transition d’'un électron depuis un niveau du cosui’@ome vers un niveau supérieur, on
observe un seuil d’absorption correspondant adtréle. L’énergie exacte a laquelle a lieu
une transition spécifique d’'un élément dépend d'pawt, de son état d’oxydation, et d’autre
part, de son environnement. La région proche dumax d’absorption est celle du XANES
(X-ray Absorption Near-Edge Spectroscopy) et esaataristique de I'état électronique de
I'élément. S’étendant sur plusieurs centaines dtedavolts aprés le seuil, des oscillations
sont observées, correspondant a la région de I'ESAEes oscillations contiennent des
informations sur la distance entre I'atome excit&as premiers voisins dans I'échantillon,

ainsi que sur la nature de ces premiers voisins.

20 XANES

uiE)

0.0 '—\J -

| I | | | |
TOO00 7100 7200 7300 7400 T500 7600 7700
E(eV)

Figure 18 : Exemple de variations du coefficient @dlbsorption d’un matériau en fonction de I'énergie @s
rayons X incidents (poudre de FeO)Hhttp://www.xafs.ord. La région proche du seuil d'absorption est celle du

XANES (X-ray Absorption Near-Edge Spectroscopy)s lascillations observées aprés le seuil d’absarptio
correspondent a la région de I'EXAFS (Extended Ahsorption Fine-Structure).

c)La cristallographie aux rayons X

Les structures obtenues par cristallographie aywns X ont pour but de visualiser

directement le site catalytique. La meilleure rétoh a ce jour est de 2,9"Apour le PSII.
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Mais les résultats obtenus par cristallographiet soexaminer avec précaution. En effet,
l'utilisation des rayons X présente un grand déstage, celui de réduire les Mn du

complexe. Une étude a montré que dans les consliiencristallographie aux rayons X, la
majorité des Mn sont réduits de MMn"', dans I'état $en Mr',*. Les résultats de cette

étude sont résumés et expligués dans la FigureAli, les conditions utilisées pour

déterminer la structure par cristallographie indnisde sévéres modifications dans la
structure du site catalytique, et probablement damganisation des ligands du cluster de
Mn,Ca.
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Figure 19 : A gauche, composition croissante en Mndans le PSII causée par les rayons®X Trait continu
bleu : composition en Mnde cristaux de PSII en fonction de la dose de Rayo & 13,3 keV (0,933 A).
L'irradiation a été faite a 100 K. Les conditiommtles mémes que celles utilisées pour la cotlaalie données
en diffraction par rayons X. Considérant que laedo®yenne utilisée en cristallographie est de 38R
photons papn?, & 66% de la dose, les cristaux de PSII contiereveviron 80% de Mh Les dommages causés
au PSIl en solution (trait bleu en pointillés) semhilaires. A 6,6 keV, qui est I'énergie utilispeur les mesures
de diffraction anomale, la génération de'Mst encore plus importante. Le Mproduit dans les cristaux suite &
I'irradiation est diminuée fortement a la températde 10 KA droite, Changements spectraux de I'EXAFS
du Mn dans le PSII causés par les rayons X. En roeg la transformée de Fourier (FT) du spectre EXAFS
de PSII intact en solution.Les trois pics sont caractéristiques d’un compMxgCa. Les FTs d’échantillons de
PSII exposés & 0,05, 0,1, 0,3 et 1,4 **Jhotons par pfa 13,3 keV et 100 K et contenant 25% (bleu), 35%
(bleu foncé), 45% (vert) et 90% (noir) de Mréduit sont indiqués par A, B, C et D respectivemees pics FT
subissent des changements trés importants aloréequeurcentage de Mraugmente : baisse d’amplitude et

changement de la fréquence des composants duespectr
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d) Conclusion

De ce point de vue, les expériences d'EXAFS réadisgur des cristaux de PSII
fournissent des résultats plus intéressants caialgms X utilisés ont une énergie située en
dessous du seuil de réduction du*MiElles ont révélé trois distances Mn-Mn courtegux
de 2,7 A et une distance Mn-Mn de 3,3 A, et detieractions Mn-Ca a 3,4 A. Parallélement
aux mesures sur des cristaux de PSII, des simngatle spectres EXAFS ont été réalisées sur
des structures hypothétiques. Les trois structeresccord avec les spectres EXAFS de
cristaux de Mn sont montrées Figure 20.

PS Il dimer axes

membrane

\J"/ 1 kO normal Z

3%
\M ne” membrane
plane
E
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oD

FT Amplitude
] +
1 L]
o
I! :

i

o
T
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Figure 20 : Modeles structuraux haute résolution ducluster de Mn,Ca de PSIl déduits de mesures
EXAFS. Les modéles I, Il et Il sont montrés a droite. Qi modéle est compatible avec les spectres EXAFS
du Mn de cristaux de PSII. Le motif Mioommun aux trois structures est montré en haatuahge. Les modéles
sont montrés dans l'orientation selon laquellediés/raient étre placés dans la membrane du PSlh delo
systeme d’axes montré en haut a droite. L'axe zpksté selon la normale a la membrane. Les axdsyx e
définissent le plan de la membrane. Les atomes miesdvit en rouge. La distance entre les atomeseviNin,

est de 2,8\ (indiquée par les liaisons bleues oxo), et laatise entre les atomes Vet Mg et les atomes Mn

and Mr; est de 2.7 A. La distance entre Met Mr, est de 3,3 A. L’atome de Ca (rond vert) est a8 des
deux atomes Mn. Chaque spectre a été enregisteéddgmnconditions ou le vecteur des rayons X esilipkr a
chacun des axes du cristal (a, b et c).
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La conformation 3+1 des Mn du cluster (un des atome Mn est |égerement en
dehors du « cube » formé par les autres atomegjoestnune aux trois modéles proposeés,
comme montré dans la figure en haut a droite. &leconforme aux données obtenues en
cristallographie aux rayons X qui ont montré queédasité électronique du cluster de &da

avait une forme de poire, et aux simulations destsps ENDOF.
2) Ligands du cluster de Mn,Ca

Le cluster est lié aux protéines intrinseques treembranaires D1 et CP43. Aucune
protéine extrinséque n’est directement liée au tetusgle MnCa, mais les protéines
extrinseques liées au PSIl du c6té luménal se émudans I'environnement proche du
cluster. Il est méme supposé qu’elles jouent ua dél barriere vis a vis du cluster de/da,
en particulier la protéine PsbO qui est connue gtaliliser les ions Mn.

Les ligands réels du cluster ne sont toujours jpases avec précision aujourd’hui.
Dans les structures de cristallographie aux rayonks réduction des Mn par les rayons X
utilisés peut perturber la structure du clusterMi®,Ca. Les ligands identifiées dans ces
structures ne sont peut étre pas ceux du PSIL hatiFigure 21 montre les ligands identifiés

dans la structure de Bertfh

_ Gln 165
CP43-Arg 357 T

Ala 344 49 ,O'
26 =
CP43=Glu354 r'ca 25
417 "YGIu 189
Asp 170 257

2.4 4 2.1 ! 18
. S 2
28, 237 22, 247 Q

z

Asp 61 * )

His 337

Figure 21 : Schéma du cluster de MiCa et de ses ligands identifiés dans la structureedBerlin’®. Les
distances entre les atomes de Mn rose) et de @adgey sont indiquées par les lignes pontantes (g A,
bleu: 3,3 A, vert: 3,4 A). Les amino-acides deptamiére sphére de coordination sont en noir ex ce la

seconde en gris. Les distances sont données en A.

Le rble des acides aminés a été étudié par plssgroupes avant que les structures
cristallographiques ne soient publiées, par muteggndirigée dans la cyanobactérie

Synechocystis 6803. Assez étonnamment, plusieutations n’ont aucune influence sur le
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cycle des états ,S comme D1-Glul89 (Lys, Arg, GIA} 3%, D1-Asp342Asi®, D1-
Asp170His®. Pour D1-Ala344, D1-Glu189, D1-Asp342, D1-Glu33Dd-Aps170, la baisse
d’activité des mutants suit une baisse de la factie PSIl contenant du Mn, suggérant que
ces acides aminés sont plus essentiels pour ldoiixdu Mn au sein du PSIl que pour le
dégagement d’oxygéne proprement dit.

Une autre moyen d’étude des ligands du cluster dgCll est d’utiliser la mutagénése
dirigée associée a la spectroscopie infrarougarssfiormée de Fourier (IRTF). L'IRTF est
une spectroscopie tres utile pour caractérisechdasgements structuraux qui ont lieu durant
le cycle catalytique d’une enzyme, comme des muatifins des interactions moléculaires,
des états de protonation, des liaisons, des lomguuliaison, etc. Dans le PSII, les modes
vibrationnels correspondent a des résidus amimbeaajui soit lient le cluster de MPa, soit
sont couplés au cluster par des liaisons hydrogemeyar des interactions électrostatiques,
soit ont des chaines latérales dont I'état de patton est modifié alors que le cluster de
Mn4Ca est oxyd®. Réaliser des mutations sur les ligands possihieduster de MyCa pour
tenter de modifier les modes vibrationnels est wyen de confirmer la ligation de l'acide
aminé considéré au cluster de J@a®.

Le ligand de la sous-unité D1, D1-Ala344 a été ugetsde plusieurs études. Les
premiéres I'ont identifié comme un ligand d’un idm du cluste?”*® sans pouvoir autant
exclure la ligation a l'atome de Ca du cluster. Lstsuctures cristallographigque8
positionnent le groupement-COO de D1-Ala344 & proximité de Iion &a Ainsi, pour
établir si D1-Ala344 lie un Mn ou Ca, le mode viiwanel carboxylate du groupememt
COO de D1-Ala344 a eéte identifié dans un spectre IR€Rifférence S, de particules de
PSIl ayant du $f substitué & la place du £4'. L'étude a montré que le spectre de
difféerence n’est pas affecté par la substitutiomaeau du mode vibrationnel carboxylate du
groupemenin-COO de D1-Ala344. Cela tend a prouver que D1-Ala34dliésau Mn du
cluster et non au Ca. D’autres groupements carbteglnon identifiés sont par contre

modifiés par la substitution du Egar le St**2

3) Etats redox des Manganese

L’état d'oxydation des Mn est important a connatize il a des implications fortes sur

la position des Mn dans le cluster et sur leurtréigé€. La question est de savoir si les quatre
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équivalents positifs générés au cours du cycle acatimulés sur les quatre ions Mn du
complexe d’oxydation de I'eau, ou si un ligand@stdé.

Differentes méthodes spectroscopiques ont étésési pour déterminer les états
d’oxydation des Mn en fonction des états 5a RPE a montré que les étaised S sont
paramagnétiques, montrant des signaux multiligré§>4°*/ et que I'état $a aussi un signal
RPE en polarisation parall&f®°° Les états et S sont caractérisés par un état de spin S =
1/2. Récemment, I'état;% été caractérisé par un état de spin &' =DBautres études RPE
ont permis de résoudre en partie les états d’oxyuaies Mn dans chacun des état§Fsgure
22).
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Figure 22 : Le cycle des états S et les états d'adation du Mn proposés.Les signaux RPE des étatge8S

et les états de spin identifiés (dans les épinawis) aussi montrés. (Tiré de référence 52).

Les techniques de spectroscopie par rayons X aomtopriées pour répondre a des
guestions d’état d’oxydation, parce que I'élémeanpaestion, le Manganese, peut étre sondé
sélectivement avec trés peu d’interférences vetesmfutres cofacteurs.

Trois groupes ont étudié les états d’oxydation Mespour les étatsgS5;, S et S en
utilisant le XANES sur des échantillons de PSurtinés par des flashs saturants. Sur la base
des décalages dans les seuils d’absorption du MeloR et al. ont proposé qu’'un Mn est
oxydé durant la transiton,S S et S & S, mais pas durant la transition, 8 $>
L'utilisation d’'une autre techniqgue de spectroseom@ux rayons X, la spectroscopie
d’émission rayons X R (KB XES), combinée au XANES et a la RPE a abouti au eném

I56

résultat®. Au contraire, Ono et al” et Izzulino et al*®ont interprété leurs résultats XANES

comme indiquant gu’'un Mn est oxydé durant chacwesetdnsitions $- Sy+1.
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4) Acces du substrat

L’acces des molécules d’eau substrat jusqu’audsieydation est contrélé et limité
par I'existence de canaux spécifigues a I'eau dansnatrice protéique pour optimiser
I'oxydation de I'eau par le PSIl Bien que cela puisse sembler paradoxal pour nmgnge
qui oxyde environ 100 molécules d’'eau par secoilde,été avancé que la quantité d'eau
accessible au site catalytique doit étre optimzéa éviter des « courts circuits » du cycle
des états $°. Sinon, des intermédiaires potentiellement dangereomme le peroxyde
d’hydrogene peuvent étre formés.

Plusieurs canaux du PSIl ont été identifiés parriduet al’® dans la structure de
Londres, en utilisant un logiciel de recherche de caviégila protéine pour trouver tout
canal de diameétre supérieur a 1,4 A. Cette apprachis en évidence trois canaux potentiels
qui relient le solvant au cluster de Mn (Figure:28) premier canal pour permettre aJd'@e
s'échapper (canal (i)) qui est de caractere hydgités du cluster de Mn et devient plus

hydrophobe vers la sortie, et deux autres canapposés transporter eau/protons (canaux (ii)

et (ii)).
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Figure 23 : Identification de trois canaux menant a complexe d’oxydation de I'eau dans la structure 8lI

de Ferreira et af. (a) vue générale du complexe monomérique de PBUu@ rapprochée du site d’oxydation et
de la surface luménale du monomeére de PSII. Dansetbrésidus amino-acides situés a une distaaaaains
de 4 A du centre de la voie sont montré par desnis&t mis en couleurs selon leurs protéines réspsc D1

jaune, CP43 vert, D2 orange, psbV cyan, PsbU magéFité de référence 59).

Une deuxiéme analy§éa utilisé une autre méthode basée sur I'acceisgilil
méthanol (demandant un espace de 1,7 A). Cetteneuh a été cette fois-ci réalisée dans la
structure de Berlf. Trois canaux ont été identifiés : étroit (N pmarrow), large (B pour
broad) et le « back channel ». Une partie du cBredt en contact avec le Ca du cluster et la

tyrosine Typ. Il est considéré comme une voie possible powul'substrat, étant donné la
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capacité a former des liaisons hydrogene a l'iatérde ce canal. Quand Ho et Styring ont
calculé I'accessibilité de I'eau (qui demande upaes de 1,4 A), plusieurs similitudes et
différences sont apparues avec I'analyse précédienhMurray et al. Le « back channel » est
tres similaire au canal (i), le canal supposé pdrm& sortie de 'oxygene formé. Le canal N
s'étend jusqu’au lumen pour des molécules de lie t@¢ 'eau, ce canal n'a pas été identifié
par Murray, mais était présent dans les structdeesondres et de Berlin. Curieusement, Ho
et Styring n'ont pas identifié le canal (iii), repent un blocage de ce canal dans les deux
structures, linterprétant comme une extensionl«eusac » du canal B. Les canaux N et B

agiraient ensemble comme canal de sortie de I'edaseprotons.

Figure 24 : Canaux mis en évidence dans la structarde Loll et al. Tiré de référence 60Le « back
channel » est coloré en bleu et les canaux N et Bge. Les fleches indiquent le trajet possibke melécules

depuis (ou vers) le lumen. Les atomes de Mn ajgs®iat en jaune et orange.
5) Mécanisme d’oxydation de I'eau
a)Localisation du substrat

Des techniques de RPE avancées comme HYSCORE fimgpsublevel correlatiof)
ont montré un couplage magnétique entre une maatabhu et un Mn du cluster, suggérant
gu’au moins une des deux molécules d’eau substdite a un atome de Mn du cluster.

Lorsque le C& est substitué par du®Srles propriétés de fixation des deux molécules
d’eau substrat sont fortement affecf8ese calcium du cluster est probablement impliqué
dans au moins un des deux sites de fixation de.I'S8ales molécules d’eau sont fixées au
Cd* et au Mn isolé (Mg) comme I'ont suggéré certaines modélisations, petenettrait aux
molécules d’eau d’étre & une distance dé’°4@,9 A I'une de l'autre. Ces distances peuvent
paraitre trop grandes pour permettre aux moléaliesu de réagir dans I'état’§ mais il ne
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faut pas oublier que les données cristallograplsiqurd été obtenues dans un état ou les Mn
du cluster sont réduits. Il est fort probable ge distances dans I'étaj ient différentes.

Nous aborderons plus précisément ce point danisdassion générale.
b)Formation de la liaison O-O

Le mécanisme de formation de la liaison O-O ayesut tlurant la transitionsS S est
toujours méconnu. Les mécanismes déérftssont basés sur des informations structurales
obtenues par difféerentes méthodes comme la cagtalbhie aux rayons X, 'EXAFS, la
spectrométrie de masse, la RPE et I'IRTF. Troisani&tnes sont régulierement décrits :

» Premier mécanisme :

Il a été proposé par Dismukes et al. et est basdastéactivité¢ de leur modele de
complexe tétranucléaire MO,. Le cluster se convertirait par oxydation en un
arrangement « papillon » M@, perdant deux atomes d’oxygene sous forme de

dioxygene.
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Figure 25 : Premier mécanisme proposé par Dismukest al. favorisant aussi un cycle faisant interveniun

cluster « papillon ».

» Deuxiéme mécanisme :

Comme déja mentionné, la transition &S impliquerait 'oxydation d’'une espéce autre

que l'ion Mn. Cette observation a inspiré un grawenbre d’hypothéses dans lesquelles
I'état SS comporte un radical oxyl, qui va réagir avec uttaatome d’oxygene dans I'état

S, pour produire le dioxygéne (équipes de V.K. YachanJ. Messinger, H.Dau).

-25 -



Chapitre | : INTRODUCTION

So
0 Sa
Mr‘lln‘"] ", v mn"
Mn -—
Ml '-...,0/ y
C{q’ "O\E a \ \Mi-._...
- Mngf \‘
7\
hvi\‘e or
s ./’02
! \ZHzo
0 b )“/
1 in VAL L
/nh{‘\r M “‘O/Mn “}ﬂr\;qb
LA\ Mo
hv -l\e. [S4] or
' L
52
HQ] I
.0 C 1 -
Mﬁv“.l ',,'M W Mnm -—P}/_f:o/ \
L\ o7 [ N\
0 03
hv /vl?' or
whe
A
d N\
S3 A
M Ill\t..p ""M n"“' /Mr‘m . -~ -
.'M o “~ i
0// DO”\\C_. ° N 4
Figure 26 : Deuxiéeme mécanismgTiré de: Yachandra, V. K. In Photosystem II: Thaght-Driven

Water:Plastoquinone Oxidoreductase; Wydrzynski,JT.Satoh, K., Eds.; Advances in Photosynthesis and
Respiration 22; Springer-Verlag: Dordrecht, Thehgdands, 2005; p 235.)

> Troisieme mécanisme :

Il repose sur une attaque nucléophile d’'un groumervtn’=0. L’attaque serait réalisée

soit par un groupe Mn-O¥ soit par un groupe Ca-OH ou Ca-§F®

- 26 -



Chapitre | : INTRODUCTION

-
S
KE‘I Oy o (\}L\-*H‘D'Mn OH, ™1
n n
o %
\V; % oW, &4 -OH,
a- H+
02 H+ \' Yz*
' Z
2H,0+CF
P—Mm Mn
rN“[\I‘!--(:?' QOH Mr’:o-a, ~Cl
o ( H
S U 2r®
S, Ca Ca OH,
T (C;;,w S,
M .
( o2 ra.tn-o ~Ci
Mn P mn OH
N/ o O
84 éﬂ _OH g- H+ \/Mnﬂ,Mn oH
Yz* s, *°

Figure 27 : Troisieme mécanisme proposé par Pecoraet al Tiré de référence 68.

6) Transfert de protons

La réaction globale d’oxydation de deux moléculé=ad en oxygene implique la
libération de quatre protons. La stoechiométrieild&rdtion des protons de 1:0:1:2 pour les
transitions $-$—-S5,-$—S a d'abord été largement acceptée et confirmée par d

expériences réalisées sur thylakofdé$ Cependant, il a par la suite été¢ démontré que ce

schéma de libération n’est pas composé de nomhteset qu'’il dépend tres fortement du
pH™ (Figure 28), du matériel et méme de la présenagyaeérof >34

2

Proton release

Figure 28 : Stoechiométries de libération de protam pour chaque transition $—S.;, en fonction du pH.
(Tiré de référence 71). Ce schéma fait intervenir @ groupements dont le pK varie au cours de la
transition S;—S,,; considérée.
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L’existence de cette controverse concernant léraahde libération des protons a été
attribuée a des phénoménes de protonation/déptmpnale groupes amino-acides
périphériques qui sont eux-mémes soumis & desabotes électrostatiqués Ces acides
aminés ne sont pas & ce jour clairement identifié® récente publicatidhbasée sur des
expériences de IRTF réalisées sur. elongatus a proposé un schéma de
0.8-1.0:0.2-0.3:0.9-1.2:1.5-1.6 pour les transfiG-S,—S,—S3—S. Il a été conclu que
'eau substrat libere ses protons selon le sché®d:2, schéma qui est perturbé par des
phénomenes de protonation/déprotonation partielgrdepes, probablement Arg, Lys, Tyr
localisées a proximité du cluster de )@a, en réponse a la variation de charge globale du
complexe d’oxydation de I'eau durant la transitra S.

V) Les cofacteurs du photosysteme |l

1) Questions

Lorsque les premieres structures cristallograptsgie PSII dans les cyanobactéries ont
été obtenues, la résolution n'était pas suffisgmer détecter 'ion Cd "®"® Pourtant, sa
présence et son utilité ont été démontrées daRSlede plante. La question s’est posée de
savoir si le C& était présent dans le PSIl de cyanobactérie. lbrac dété donné l'idée au
laboratoire de développer une méthode pour remplaosynthétiquement le Eapar du St
dansT. elongatu$™. Plusieurs raisons ont expliqué le choix du stuont:

» Le strontium est le seul cation capable de maintdiictivité du PSIl en
remplacement du calcitth La reconstitution de PSIl déplété en*Cavec du Si
restaure 40% de l'activité sous éclairement contaussi bien cheZ. elongatusque
chez les plantes.

» Dans les plantes, cette baisse d'activité est duml@ntissement des transitions des
états § 1"%"8L ce qui peut étre particulierement intéressantsdancas d'études
enzymologiques et spectroscopiques pour piegeetdesintermédiaires.

» Les techniques de titrage du calcium sont diffcdemettre en ceuvre, le strontium est
plus facile a doser et a détecter spectroscopigueme

Toutes les études étaient réalisées auparavandis®Sll dans lequel le €aa été

échangé par du Srselon une méthode biochimique. En général, césrimants consistent &
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laver le PSII purifié dans des solutions tampofigrée concentration en sels et a la lumiére,
ou par des traitements a bas pH. A cause de desrtemts séveres, il a été suggére que les
effets observés sur ces échantillons échangés ibimglement étaient dus a des effets
secondaires du traitement biochimique. De pluspeesédures pour enlever le‘Cinduisent
une inhibition c’est a dire une perte du clusteMigCa dans une petite fraction de centres
PSI®?. Enfin, la substitution par le Srn’est pas forcément 100% efficace et le matériel
obtenu est souvent instable. Tous ces effets toatient a I'hétérogénéité des échantillons de
PSII substitués par le 8r

L’échange biosynthétique paraissait donc la medesolution pour avoir a disposition un
échantillon de PSII homogéne et actif contenanBidtia la place du G4, en faisant pousser
des cyanobactériek elongatusians un milieu contenant du®SrLa présence d’un Srpar
PSIl dans ce type de PSII a été mise en évidencen@dme moment, une structure de PSII
avec une résolution de 3.5A a montré la présense @4* en interaction avec le cluster de
Mn,C&. Des mesures de cristallographie aux rayons X phgentes et de spectroscopie
EXAFS ont confirmé que le Srest bien associé étroitement au cluster dgddnet dans une

position similaire & celle du &2**%(Figure 29).

f Asp 170

Mn
b %Yo
1\° (OCa Glu 189
Glu 333

Mng
g
| O
I I .MnD
CP 43 - Y, C-term
Glu 354 Mng Ala 344
Asp 342

His 332 : Q .
His 337

Figure 29 : Localisation du strontium par rapport au calcium dans I'état S, déduite de mesures EXAFS.
(Tiré de référence 83). L’atome de Ca est en wdia®dme de Sr est en jaune. Le distances sorguaantes :
Sr-Mngcp= 3,5 A et Sr-Mn=~ 4,0 A.

Lorsque ce travail a débuté, lincertitude étaital® concernant la localisation du
deuxieme cofacteur du photosystéme Il : le chlorlues questions suivantes étaient en
suspens : Le chlorure est-il nécessaire ? Si mmbgen d’atomes sont impliqués dans le

mécanisme ? Quel est le réle du chlorure dans taniegme de dégagement d’oxygene ?
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Pour répondre a ces questions, nous avons déaitiéisér la méme approche que
pour le calcium, a savoir un échange biosynthétiyuehlorure par le bromure.

En paralléle avec cet échange biosynthétique dup@i Bf, nous avons décide
d’étudier le remplacement du "Qbar un autre anion :.1L’iodure étant photoréactif et
électrochimiguement actif, nous ne pouvons pasise¥ald’échange biosynthétique, mais
seulement biochimique. Pour avoir matiére a conigamanous avons en paralléle réalisé un
échange biochimique du Qbar Br et par F (qui est un inhibiteur connu du dégagement
d’oxygene). On trouve dans la littérature un granchbre d’études ou le Gk été substitué
biochimiqguement par un autre anion, et dont lesltd@s sont parfois en contradiction. Cette
hétérogénéité pourrait étre due au fait que I'éghabiochimique n'a pas été efficace.
Comparer les résultats obtenus apres échange Hiésigue et aprés échange biochimique
peut nous permettre de répondre a cette question.

Nous avons pu ainsi en méme temps étudier la quedé I'échangeabilité du ClLa
question s’est posée de savoir si un échantillorP8d purifié ou le Cla été remplacé
biosynthétiquement par du Bpeut étre replacé dans un milieu contenant dusahs ré-
échanger le Bipar du Clau sein du complexe d’oxydation de I'eau. Cettende@ peut nous
étre particulierement utile dans le cas des medBiIrdSXAFS. L’'EXAFS est une technique
qui peut étre difficile a mettre en ceuvre car tssions sont détectés, aussi bien ceux du
milieu environnant que ceux fixée a la protéineurPoe pas avoir de Bdans le milieu a
I'exception de celui ou ceux fixé(s) au PSII, desitwations sont envisageables : 1) On peut
enlever tous les halogénures du milieu. La diffi€adans ce cas est de conserver I'activité de
I'échantillon ; 2) On peut replacer I'échantillomrs un milieu contenant du Ghns pour
autant échanger le Bdu site catalytique. Cette situation corresponcele de I'échange
C&*/SP* : on peut réaliser 'EXAFS du $rdans un milieu contenant duta

Par notre étude cinétique sur le PSIlI contenantBdu nous avons pu montrer
I'implication du CI dans le dégagement d’oxygene (chapitre 1ll). Aursade ma thése, en
2008, une structure cristallographique de PSII exantit du Bra été publiée (chapitre 1V).
Deux sites de fixation au Bont été identifiés dans I'environnement du clusterMn,Ca.
Puis en 2009, est sortie une publication présetdasttucture cristallographique de PSIlI avec
I” 8. Les informations concernant le chlorure et le tphgstétme Il se sont donc
considérablement enrichies au cours de ces desn&neées. Nous les aborderons dans la

suite du document.
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2) Les principaux signaux RPE connus en fonction degads S

Pour faciliter la compréhension des paragraphegasts, nous allons maintenant
aborder lintroduction des principaux signaux RPa&nrus en fonction des états S. La

technique proprement dite est expliquée dans Ipithauivant.

a)Etat S

Le cluster de MgCa donne lieu a plusieurs signaux RPE dans I'étatud signal
multilignes et des signaux provenant d’au moinxd#fiérents états haut-spin.

Le signal multilignes (Figure 30) est centré autdarg = 2 environ et s’étend sur
environ 1800 G. Il est composé d’environ 18 ligaéparées d’environ 87 G. Il a été proposé
gu’il provient d'un spin 1/2, tres certainement ml'uétramere de Mn, probablement
Mn"sMn" (cf. Chapitre 1. 1ll) 3) ), pour plusieurs raisong) Le signal disparait lorsque le
Mn est extrait ; 2) Le signal multilignes est tn@oche d'un spectre RPE de composés
binucléaire®® Mn""Mn" de spin 1/2 dans lequel les ions 'Xde spin S = 3/2 et Mhde spin
S = 2 sont couplés antiferromagnétiquement ; 3)rh@ss hyperfines sont dues au couplage
avec les noyaux de spin | = 5/2. Le nombre de ramgsique I'existence d’'un tétramere.

Lorsque le St est substitué au €aon observe un signal multilignes modffié

*

25I00 ' 30IOO ' 35I00 ' 40IOO ' 4500
Champ magnétique (gauss)

Figure 30 : Exemple de signal multilignes observéaahs I'état S (Spectre de différence « aprés moins avant
éclairement »).Le spectre d’'un échantillon adapté a I'obscuri&téenregistré, puis I'échantillon a été éclairé
pour induire I'état $(par un éclairement & 200 K) et un nouveau spec#& enregistré. La partie centrale du
spectre correspondant au signal de Ig ayété éliminéeCe spectre est enregistré dans les conditionsrgeiya
température 8,5 K, amplitude de modulation 25 Gsgance micro-ondes 20 mW, fréquence des microsonde
9,4 GHz, fréquence de modulation 100 kHz. Les éfoitouges se rapportent a une expérience décrite

ultérieurement.

-31-



Chapitre | : INTRODUCTION

Le signal de haut spin le plus souvent observé@sicelui qui donne lieu a un signal
autour de g 4. De tels signaux sont observés dans deux typesrmtitions expérimentales :
Premierement, le signal~g4 peut étre généré par illumination a tempéraambiante ou a
200 K. La fraction des centres donnant naissancggmal g~ 4 dépend du prétraitement de
I'enzyme, particuliérement augmentée par a) lagmés de sucrose dans le miffetf, b)

#7124 ou pour le remplacer par'#, I

certains traitements pour enlever le chlorure dient
134 " des aminég, ou NQ™** et c) le remplacement du €gar Sf*®". Deuxiémement, le
signal g~ 4 peut étre aussi généré par une illuminatioramirge du multilignes Sentre 77

K et 170 K. Ceci correspond a une transition deat’de spin du cluster de Mba, du spin
1/2 au spin 5/2°. Au dessus de 170 K, I'état Sle spin 5/2 induit par 'infrarouge est
reconverti en multilignes ;Sde spin 1/2. Les signaux g 4 observés dans les différentes
conditions déja décrites proviennent d’états da §f2, mais qui ont des stabilités différentes

en termes de températtite

Un troisieme type de signal dans I'étatéSégalement été décrit. Des signaux pour des
valeurs de g>5 ont été observés quand l'état de $f est illuminé par une lumiere
infrarouge a une température inférieure a 77 KreERT et 170 K, un processus de relaxation
donne lieu a la formation du signakgt. Le nouveau signal g > 5 a été attribué a undé&ta
haut spin (probablement 5/2) représentant un étatlukter de MgCa similaire a celui qui

donne le signal g 4 mais dans un environnement légérement différent relaxé¥ %

b) Etat $

L’état S donne également un signal multilignes centré audeug = 2**. Il est réparti
sur environ 2380 G et est constitué d’environ 2mds résolues espacées de 65-95 G. |l
provient du cluster de M@a en spin 1/2. Le signal multiligneg & été observé chez les
plantes en présence de méth&htlet chezT. elongatu¥. Bien que la présence d'alcool ne
Soit pas requise pour observer le signati®zT. elongatusl’addition de méthanol améliore
sa resolution. Les signaux obtenus chez les plattebezT. elongatusont similaires mais

non identiques.
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c)Etat S

L'utilisation de techniques de RPE plus avancéemetla détection de signaux dans
I'état S,. Deux signaux ont été reportés : 1) un large $igng = 4,8" et 2) un signal
multilignes centré autour de g = 12 avec au moBdignes séparées de 32°GLe signal
multilignes S a été observé sur du PSII purifié Signechocystist de plante dans lequel les

protéines extrinseques de 17 et 23 kDa ont ét&&sede
d) Etat

Une publication récente a décrit dans le détasiplectre RPE complet de I'éta hezT.
elongatu$’. Des signaux & g 8 et g~ 4 et un certain nombre d’'autres signaux qui o@t ét

reportés (Figure 31). Ces signaux ont été explipaésin état de spin S = 3.

Valeur de g
2uf6 4 3 2 15 1 0.8

Geo= 2, P|=0.175 cnd, E/D = 0.275

SpinS=3

- exp.
-sim.

Champ magnétique (gauss) ;s)

Figure 31: Spectre RPE enregistré aprées 2 flashsneprésence de PPBQ dissous dans du DMSO.
Parametres : amplitude de modulation 25 G ; po@sanicro-ondes 20 mW ; fréquence micro-ondes $4 G
frégquence de modulation 100 kHz ; température 8,ha&région spectrale Tyrag ~ 2 a été supprimée. En

noir, le spectre expérimental et en rouge, le speiimulé’.
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3) Le calcium

De tous les métaux, le calcium est celui qui retiedi fonctions les plus diverses dans
les systémes biologiques. On peut citer entre sudes fonctions liées a la structure, a la
signalisation intercellulaire et intracellulaire,laarégulation de I'activité enzymatique, a la

contraction des muscles et a la conduction desxmferveux.
a) Méthodes d’extraction du Ca

Il y a deux méthodes pour extraire |e’Cdu PSII, avec des conséquences structurales
différentes. La premiere méthode implique I'expositde I'enzyme intacte a une force
ionique élevée (1-2 M NaCl), qui génere un échiantile PSIl auquel il manque les sous-
unités PsbP et PsbQ, et qui montre une activitblefasous éclairement contifiu*®.
L’addition de C&" permet de reconstituer I'activité de la maniérpliss efficace. Seul le Sr
est également capable de restaurer I'activité, raaies valeurs inférieures. La procédure
originale d’extraction du Gainclut une illumination de I'échantillon, ce quiclére la perte
d’activité™®, et I'inclusion d’'un chélateur (1 mM EDTA ou EGTAJi est recommandée pour
supprimer les concentrations élevées de’* Cdes préparations de PSIl. Leffet de
lillumination sur le relargage du &aa été étudié par Boussac et RutherfSrqui ont éclairé
des préparations de PSII intact par une série aghdl puis les ont exposées a une force
ionique élevée avant de mesurer I'activité. Lesiltaéts ont montré que, parmi les états S
l'état S était I'état dans lequel il est le plus facilelditéner le C&". Des variations de cette
méthode incluent la procédure développée par Kedosaal'® dans laquelle du PSII intact
est exposé a un pH bas (5) durant le traitemensealsxa I'obscurité.

La deuxiéme méthode d’extraction du’Ca été développée par Ono et INSequi
ont montré qu’'une exposition rapide de PSII intactes solutions de citrate a pH 3 résultait
en une perte partielle d’activité, mais que lesaétiions retenaient PsbP et PsbQ. Pour ces
échantillons, la reconstitution de l'activité nésies une longue incubation en présence de

Cc&* avant les mesures d'activité.
b) Stoechiométrie du calcium dans le PSII

Chez les plantes, un East associé & CP9§ une protéine liée aux chlorophylles qui

n'existe pas chez les cyanobactéries. Le role d29G#t de collecter la lumiére. Elle est
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supposée jouer un role également dans les mécanidenphotoprotectidf’. Un deuxiéme
Ca&* est lui nécesssaire pour que l'oxydation de I'edulieu*®®®®”. Un site de liaison
spécifique au CA apparait lors de I'assemblage du cluster de@4tY’, lors du processus de
photoactivation. En effet, durant lilluminationesl intermédiaires trés réactifs sont genérés.
Les dommages faits a la sous-unité D1 impliguemesaynthése et son remplacement au sein
des sous-unités du PSII, tout comme le réassemkdageluster de MyCa. C'est ce
réassemblage qui est appelé photoactivatforLe calcium intervient durant les premiéres
étapes de la photoactivation a I'obscurité, etiredispensable pour 'assemblage correct des

Mn du cluster.

De nombreuses études ont eu pour but de déterreneombre d’ions calcium
présents au sein du Photosysteme Il. Les premiéxpgriences eétaient basées sur la
réactivation de lactivité par addition de aa des préparations de PSIlI préalablement
déplétées en Gh Leurs résultats étaient sujets & controverseeaains groupes ont avancé
que les procédures biochimiques utilisées pourvenlée C&" ne résultaient pas en une
déplétion du C& mais en un changement conformationnel qui estrsévear |'addition de
Ca2+ 109.

Pour éviter tous les problémes liés aux traitembittshimiques dans les plantes, il a
été proposé de réaliser le remplacement biosyntreétiu C& par le ST* en faisant pousser
des cellules de cyanobactéries dans un milieu nantedu S¥. Il a ainsi été montré la
présence d'1 8f/PSIl et donc 1 C&/PSIH®.

La stoechiométrie 4 Mn: 1 Ca a été confirmé au mémeent par les premiers

résultats d'études cristallographiques ayant détéon C&* **°
c) Affinité de liaison

De nombreuses études ont été menées pour détefaffirité de liaison du C& au
complexe d’oxydation de I'eau. La constante deatisdgion du métal a été estimée a partir de
mesures d'activité sous éclairement continu d’uraétllon déplété en Gaen fonction de la
concentration en Garajouté ensuite. Deux site d'affinités différentas ainsi été mis en
évidence : un site de faible affinité apparentecaue Ky de 1-5 mM, un site de forte affinité
apparente avec unyKde 50-100 pM**2113 Syr la base de la présence d'un seul site de

fixation au C&" dans le complexe d'oxydation de I'eau, I'existerde deux valeurs de
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constantes de dissociation a été interprétée commnseul site de fixation dont la constante de
demi-activation K, varie en fonction de I'état redox du complexe denganés¥.

d) Calcium et avancement des états S

Chez les plantes, quand le?Cast enlevé de son site, I'oxydation du manganése a
toujours lieu permettant la formation dg, $ais a I'étape suivante, un état &hormal est
formé*115 Cet état Sest caractérisé par un signal RPE particulier lgplpe« split signal »
centré & g = 2, d'une largeur de 130-164 G seklavsénce ou la présence des polypeptides 17
ou 23 kD&, dans le PSII de plantes. Ce signal a été att@bué radical libre en interaction
magneétique avec le cluster de Ma. Il est également observé dans du PSIl déptétele
De son spectre U\ et de mesures IRTE, il a d’abord été conclu que ce radical était un
résidu Histidine. Ce signal a ensuite été attribuéne forme anormale de Ty '8
notamment suite a une étude RPE réalisée sur dudPSEllulesSynechocystipoussées en
présence de tyrosine deutérée, qui a montré qeeliesignal est modifié en présence de
tyrosine deutéré®’. Cependant, I'implication de la tyrosine Tydans le split signal n’est pas
une chose acquise. Les auteurs ont attribué lafizatittn du signal a I'incorporation de la
tyrosine deutérée. Mais d'aprés une étude réalméelaboratoire (non publiée), la
modification du split signal observée serait et daie a la durée du traitement acétate utilisé
pour dépléter le PSIl en Git non & lincorporation de deutérium. La déplétem C&"
entraine donc trés probablement un blocage du cgdeétats Sdans I'état STyr,.

Styring et af*° ont suggéré que le blocage de la réactigfy, S SYz n'a pas lieu &
bas pH, bien que la réaction soit trois fois pkrsté qu'en présence de“CaSur la base de
cette observation, la principale conséquence dép#étion en Cd est attribuée a I'incapacité
du complexe d’'oxydation de I'eau a réaliser lestiéas : 1) Ty + € — Tyr,O 2) Tyr,O
+ H" — Tyr,OH.

D'autres roles du G4 ont été suggérés : 1) contréler 'accés du substrdu Cl au

site actif® et 2) étre le site de fixation d’au moins une mhedécules d’eau substfaf’.
e) Cofacteurs alternatifs

L’étude de la capacité de différents métaux a raoesl le C& et a activer le
dégagement d’'oxygéne a montré que seul fé &st capable de restaurer I'activité d’un
échantillon de PSII de plante déplété erf'®ala vitesse de dégagement d’oxygéne d’'un
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échantillon de PSII déplété en‘Cat réactivé par du Srest plus faiblE". Des changements

spectraux du signal multilignes epsdnt également observeés (Figure 32).

2500 3000 3500 4000 4500
Magnetic Field (gauss)
Figure 32 : Exemple de signal multilignes observéaths I'état S lorsque le C&* est substitué par du S7".
(Spectre de différence « aprés moins avant éclairemt »). Ce spectre est enregistré dans les conditions
suivantes : température 8,5 K, amplitude de mouula25 G, puissance micro-ondes 20 mW, fréquense de

micro-ondes 9,4 GHz, fréquence de modulation 100. kH

Par comparaison avec la Figure 30, on observe guaimes lignes apparaissent,
d’autres disparaissent ou sont décalées. L'espatammyen entres les lignes passe de 87,9 G
en présence de €& 71.0 G avec du Sr

Suite a des mesures IRTF, il a été proposé gu’udenvibrationnel Mn-O-Mn est
modifié par le remplacement du Cpar Sf* *?? et que le C& pouvait étre nécessaire pour la

formation du réseau de liaisons hydrogéne impliprés I'étape d’oxydation de I'e&d
4) Le chlorure
a) Méthodes d’extraction du chlorure
Différentes méthodes ont été employées pour enlevenlorure du PSII : dialys#,
traitement & pH élevé&’, traitement au sulfat®, déplétion des protéines extrinsédéeDans
tous les cas, dans le PSII de plante, enlever’lekibe le dégagement d’'oxygene et induit

des perturbations au niveau du cluster de;@anqui varient en fonction de la méthode
employée.
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b) Chlorure et avancement des états S

Lorsqu’on enléve le Clen lavant et incubant I'échantillon dans un tampans Cla
pH 6,3, la proportion de centres qui se trouvensdatat $ dans un état de haut spin S = 5/2
(signal g= 4 en RPE) augmente par rapport a la proportiooeté¢res qui donnent un signal
multilignes qui est Iégérement modifieé, mais I'emzy continue de tourner a une vitesse
réduite®’. Quand le Clest enlevé par un traitement & haut pH (pH 1@xtikité n'est plus
que d’environ 15%". Le signal multilignes disparait totalement ettdtéde haut spin est
formé dans au moins 40 % des centres.

Ces résultats ont été expliqués par la présendeubesites de fixation au CL'un de
ces sites n’est pas essentiel pour le dégagemexygkne, il est déplété en @lar lavage a
pH 6,3 résultant dans une structure modifiee dstelude MgCa. Un second site Cést
nécessaire pour le dégagement d’'oxygéne. Lorsgerdéve le chlorure de ce site par un
traitement a pH 10, deux types de centres sontdernceux exhibant un signakg et ceux
n’exhibant pas de signal dans I'état Ba fraction des centres qui montrent le signal4est
bloquée pour la transitions 8 S.

Maintenant, examinons les résultats obtenus apmésraitement avec SO pour

enlever le CI'%.

(1) Aprés éclairement a 200K (qui fait avancersttes centres dans I'état S
dans un échantillon contrdle), aucun signal mghidéis associé a I'étap &'est observé, mais
seulement un large signal a~g4. Le signal multilignes est complétement récupsgpges
addition de Cl (2) En absence de ‘Glans I'état § le signal multilignes n’est pas induit par
un simple flash a 0°C. Cependant, apres additio@ldapres le flash, le signal multilignes se
développe a l'obscurité. (3) Si on donne au méntmamdlon une série de flashs, le signal
multilignes obtenu n’oscille pas en fonction du twende flashs. Ces résultats indiquent que
le complexe d’oxydation de I'eau de membranes dépseen Clest capable de stocker au
moins un équivalent positif, un étap $odifié, qui ne donne pas de signal multilignes.
L’addition de CI convertit cet équivalent positif en un état rfrmal qui donne le signal
multilignes. La formation des étatg Suivants est bloquée.

Par ces deux exemples, on se rend compte de bigétéeité des résultats obtenus sur
du PSII déplété en CIEn fonction de la méthode utilisée pour enleeeCl, les observations
faites sont différentes.

Difféerentes propositions ont été avancées pourigx@t le besoin en Clpour
I'activité redox du complexe d’oxydation de I'eaune premiére idée était que I'anion

fonctionnait comme un pont entre les atomes de IMmnété aussi proposé que le role du Cl
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est de réguler les propriétés redox du cluster dgClsf®. D’autres modeéles ont supposé que

le CI reliait le C&* & un des atomes de Mn impliqué dans I'oxydatiotiegi, ou que le Cl

était lié seulement a €=

c) Stceechiométrie du chlorure

La stocechiométrie du Chassocié au PSII n'est pas claire du fait de l&cdité a le
détecter directement. Lindberg et@?®'*%ont cherché a la déterminer en utilisant¥I".

Dans une premiére publicatidh il a été montré que des fragments de membrane de
PSIl isolés d'épinards cultivées sur du milieu emaint du®°CI retenaient environ 0,3 Tl
/PSII apres 12 heures de lavages intensifs ennméste détergent. Les auteurs en ont conclu
gu’il existe un pool de Chui s’échange tres lentement dans le PSII, contemamoins 1 ClI
/PSII.

Dans une deuxiéme publicatiéh des membranes de PSIl ont été purifiées puis
lavées intensivement dans un milieu saris @i *°Cl" a été incorporé aux membranes en les
incubant 10-12 heures dans un milieu contenant &N Un nouveau lavage a été réalisé
dans un milieu sans Qbour enlever I°CI" non fixé. Les membranes marquées @i ont
été dialysées contre un milieu sansdtirant 24 heures, durant lesquelles la quantitéGle
/PSII et l'activité sous éclairement continu oné éhesurées a intervalles réguliers. Les
auteurs ont ainsi montré que lorsqu’il n’y a plus®8CI lié au PSII, I'activité reste & un
niveau significatif par rapport & un échantillomtréle incubé dans du GB0-40 %).

Enfin, dans une troisiéme publicati6f) les auteurs ont montré que la baisse d’activité
provenait non pas de l'inactivation de 60-70% destres, mais du ralentissement de 100%
des centres.

Des résultats obtenus dans ces trois publicatibas¢té conclu que le Ch’est pas
nécessaire pour l'activité de I'enzyme. Cette cosion, cependant, repose sur I'hypothése
que tous les Clont été relachés dans les conditions de I'expégie®r dans la deuxieme
publication, les auteurs n'ont pas montré que hade intensif des membranes avant
lincubation dans du®**Cl" permettait de libérer tous les sites de fixagonCI. Si 30-40%
des sites sont occupés par’ddl” aprés lavage, alors seuls 60-70% des sites secaiempés
par du®’Cl. Comme les sites occupés par’ddl ~ ne sont pas détectés, on peut penser qu'ils
sont responsables de l'activité résiduelle de 3@-4Bour résoudre cette question, il faudrait
isoler du PSII de cellules poussées sur du mifiél, et le dialyser contre du milieu sans, Cl

en suivant I'activité et la quantité de /eiSl|.
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Au laboratoire, suite a des lavages intensifs dansilieu sans Clil a été montré que
le PSIl contient approximativement un’/€5ll (travail en préparation), ce qui souléve a
nouveau des questions sur les expériences reldédesla littérature. Il serait tres difficile
d’enlever tout le Cldu PSII.

Les différences observées aprés déplétion enp@lvent étre expliquées par la
présence d’'un ou plusieurs sites de fixation aorciné dans le PSII. Leur activité dépendrait
de la fixation d’'un chlorure sur un site de forfén@é, et cette liaison pourrait moduler la

fixation d’un deuxiéme atome &1

d) Affinité de liaison

Lindberg et al. ont déterminé une constante dedigton (Ky) de 20uM et un temps
de dissociation de 1 heure sur du PSII de planéetiret adapté a I'obscurité. Ce résultat est
tres dépendant de l'intégrité du photosysteme ks Dnembranes de PSIl déplétées en
protéines extrinseques demandent des concentraioiid plus élevées pour atteindre une

activité maximal&®.

e) Cofacteurs alternatifs

i.Généralités

D’autres anions sont capables de remplacer fonutitement le C] mais seul le Br
est capable de maintenir le dégagement d’oxygeme aiveau qui approche celui observé
avec du Cl L'ordre d’efficacité de ces anions est le suiva@t ~ Br >> NO; > NO, > %,
Les anions qui peuvent se substituer au chlorustalldisent les états,¥es plus hauts, car ils

interagissent avec les atomes de Mn dans un éeydttion élevE™,

ii. Cas particulier de l'iodure

Jusqu’a présent, deux types d’expériences ont éesnpour étudier I'effet de la
substitution du Clpar I. Le premiet****°a consisté a dépléter le PSII purifié de plantes e
CI par des traitements séveres qui enlevent égalesedgaines protéines extrinseques (18, 24
et 33 kDa). Ces échantillons présentent néanmaindagagement d’©Onormal lorsqu’on

ajoute Cl, C&*et/ou les protéines extrinséqti@sPour réaliser ensuite I'insertion dedans
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le site catalytique, une forte concentration de Bistl ajoutée dans le milieu. L'effet de la
substitution biochimique par l'iodure a plusieurfets'** Iactivit¢ du PSIl est égale a
environ 20% de celle mesurée apres ajout dg€ite du signal multilignes, conservation du
signal RPE a g 4 caractéristique de I'étap 8t présent également dans I'échantillon contréle
qui conserve le Cl position normale du pic de thermoluminescence Qhapitre II)
provenant de la recombinaison,(@. Bien que la position normale du pic de
thermoluminescence suggere que les propriétés reeld¥tat $ sont inchangées, I'absence
de signal multilignes et I'inhibition presque t@&ale I'activité montre clairement que 'état S
est modifié.

¢33 %onsiste a utiliser un lavage & haut pH pour emlée Cl, sans

Le secon
enlever les protéines extrinseques, puis l'iodwteireséré dans le PSII, et un lavage est fait
pour Oter une grande partie de” Ilestant dans le milieu pour éviter une iodination
inhibitrice'*®. Dans ce cas, lactivité¢ ave¢ ést environ égale a 60-80% de celle de
I'échantillon contréle. ‘| est donc capable de remplacer fonctionnement lepQir le
dégagement d’oxygéne. Par contre, les expériereésedmoluminescent® ont montré que
dans le cas des échantillons reconstitués avela ltempérature de thermoluminescence
provenant de la recombinaison d€)§ et SQg™ était décalée vers les hautes températures en
comparaison avec les PSII natif et le PSII rectmstavec Cl Ceci a été interprété comme

une baisse de potentiel redox de I'étgtdsii est donc plus stable que le PSII non traité.

La question de l'iodure activateur ou inhibiteur dégagement d’oxygéne a été
ensuite éclairée par des résultats de Rashid etaHidfi qui ont conclu qu’l pouvait
remplacer Cl et maintenir un dégagement d’oxygene importantsgloe I'anion est lié
seulement au site du cofacteur dans le PSII et pasprésent dans le milieu, ainsi I'iorié
au site Cl ne serait pas réducteur.

L’action inhibitrice proviendrait en effet de sapeaité & donner des électrons au
PSIM135139 | fiodure peut réduire la Tyf du polypeptide D1 lorsque le manganése est
absent, ou réduire le cluster de J@a dans du PSII dépourvu de PsbP et PSb0es durées
de vie des états,®t S ont été étudiées par spectroscopie d’absorptiol*18n présence de
plusieurs anions qui peuvent remplacer, @bnt Bf, NOs', I et NQ.. Cette étude a révélé la
présence d’'un second site fixateur d’anion a pddiuel les états,Slevés pouvaient étre

réduits par NQet I.
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iii.Cas particulier du fluorure

Lorsque le Clest substitué par le,He dégagement d’oxygene ne représente que 10%
du dégagement d’oxygéne d’'un échantillon de PShiréte™>* et I'activité n'est restaurée
gu'a 87% par ré-addition de ClLe pic de thermoluminescence provenant de la
recombinaison g est décalé de 13°C vers les hautes températusepile Fest présent,
mais l'aire sous la courbe de thermoluminescereguc correspond a la luminescence totale,
est sensiblement identique a celle du contrblei eggére que la substitution de Gar F
n'affecte pas la formation et la recombinaison geses de charges, mais plutot les
propriétés des paires de charges stabilisées. l®dg Cl est ré-ajouté a I'échantillon, le pic
de thermoluminescence retrouve sa position normede,qui confirme la restauration
réversible du dégagement d’oxygene. Par RPE, daéshantillon de PSII contenant duef
éclairé a 200 K pour générer I'état, $e signal g~ 4 est formé au détriment du signal
multilignes. Le signal g 4 proviendrait d’'une sous-population de centreddhs lesquels le

cluster de MgCa se trouve dans un environnement structural éégemt différent*
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Chapitre Il. MATERIEL ET METHODES

) Un organisme de choix Thermosynechococcus elongatus

La cyanobactérie thermophilEhermosynechococcus elongats un organisme de
choix pour I'étude de la photosynthese. Elle a d#éouverte dans une source chaude a
Beppu, au Japdff. Le photosystéme Il de cette espéce est beaudosstable que celui des
plantes, bien que pratiguement identique et sororgéna été récemment entierement
séquencé® Ses avantages sont : les progrés en cours suaripulation de son génome, et
sa robustesse qui permet de la purifier et de ldiffreo biochimiquement sans craindre pour

sa stabilité.

La souche que nous avons utilisée (fournie par MyilBa) tout au long de ce travail
présente deux caractéristiques :
» Elle porte une étiquette His-Tag sur la sous-uGiR3 qui permet une purification

rapide®** .

Cette suite de six résidus histidine permet batfon du PSIl par
chromatographie sur colonne déW\selon le protocole développé par M. Sugiura.

» Les genes psbAl et psbhaA2 ont été supprimés. Lé&éipeo D1 du PSIlI peut
potentiellement étre exprimée par trois genes rdiffes, psbAl, psbA2 et psbA3. Les
alignements de séquences d’acides aminés sont césngans la Figure 33. Quand on
compare la séquence d’acides aminés de D1-3 (qaigesbA3), les séquences de D1-
1 (psbAl) et D1-2 (psbA2) different respectivemeat2l et 31 acides aminés (Figure

33).

psbA1: tir1843 1 MTTTLQRRESANLWERFCNWYTSTDNRLYVGWFGVI MI PTLLAATI CFVI AFI AAPPVDI 60
psbA2: tir1844 1 MTTVLQRRQTANLWERFCDWI TSTENRLYI GWFGVI MI PTLLAATI CFVI AFI AAPPVDI 60
psbA3: tir1477 1 MTTVLQRREQLNLWEQFCS WVTSTNNRLYVGWFGVLMI PTLLAATI CFVI AFI AAPPVDI 60
psbA1: tir1843 61 DGI REPVS GS LYGNNI I TGAVVP S NAI GLH YPI WEAASLDEWLYNGGPYQLI I FHFL 120
psbA2: tir1844 61 DGI REPVSGSLLYGNNII TAAVYV SSNAI GLHLYPI WDAASLDEWLYNGGPY QLI I FH L 120
psbA3: tir1477 61 DGI REPVSGSLLYGNNII TGAVVPSSNAIGLHFYPI WEAASLDEWLYNGGPY QLI I FHFL 120
psbA1: tir1843 121 LGASCYMGRQWELSYRLGMRPWI CVAYSAPLASAFAVFLIYPI GQGSFSDGMPLGI SGTF 180
psbA2: tir1844 121 I GI FCY MGREWETLSY LGMRPWI PVAFSAPVAAATAVLLIYPI GQGSFSDGLMLGI SGTF 180
psbA3: tir1477 121 I GVFCYMGREMWELSYRLGMRPWI CVAYSAPVAAATAVFLI YPI GQGSF S GMPLGI SGTF 180
psbA1: tir1843 181 NFMI VFQAEHNI LMHPFHQLGVAGVFGGA FCAMHGSLVTSSLI RE TETESANYGYKTFG 240
psbA2: tir1844 181 NFMI VFQAEHNI LMHPFHMLGVAGVFGGALFAAMHGSLVTSSLIRETTETESTNYGYIKTFSG 240
psbA3: tir1477 181 NFMLVFQAEHNILMHPFHQLGVAGVTFGG LFSAMHGSLVTSSLIR TTETESANYGYKTFG 240
psbA1: tir1843 241 QEEETYNI VAAHGYFGRLI FQYA FNNSRSLHFFLAAWPVVGVWFTALGI STMA NL NGF 300
psbA2: tir1844 241 QEEETYNI VAAHGY GRLI FQYA F NNSRSLHEF LAAWPVVGI WFAALGI STMAFNLNGETF 300
psbA3: tir1477 241 QEEETYNI VAAHGYFGRLI FQYA FNNSRALHFFLAAWPVI GI WFTALGI STMA NLNGF 300
psbA1: tir1843 301 NFNHSVI DAKGNVI NTWADI I NRANLGMEVMHERNAHNTFPLDLASAESAPVAMIAPSI NG 360
psbA2: tir1844 301 NFNHSVVDAQGNVI NTWADI I NRANI GI EVMHERNAHNTFPLDLASGELAPVAMI APSI EA 360
psbA3: tir1477 301 NFNHSVVDAQGNVI NTWADI | NRANLGMEV MH RNAHNFPLDLASAESAPVAMI APSI NG 360

Figure 33 : Alignement des trois séquences d’'acidesninés de la sous-unité D1 du photosystéme Il de
elongatus Les deux génes psbA1l et psbA2 sont comparés a psleallifférences sont surlignées en bleu.
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Leur niveau d’expression dépend des variationsoqgtilieu pendant la culture des
cellules, notamment dans les conditions de lumgéme températute**® Le résultat d’'une
étude sur le niveau d’expression de ces genesdifi@entes conditions est résumé Figure
34. On peut voir que dans des conditions normales rdessance, le gene psbAl est
majoritairement exprimé, tandis que sous forte &rmic’est le géne psbA3 qui s’exprime. Le
géene psbA2 est quand a lui toujours exprimé tré®riairement.

A

Wbt — @ —— @— A
80 |- —
60 |- 4
40 |- .

20 -

Percent of total psbA mRNA pool

CTRL HT HL uv

Figure 34 : Distribution de I'ARNm des génes PsbA ans différentes conditions de lumiére et de
température. Des cellulesT. elongatuspoussées a 40°C et sous une intensité lumineug® gemol. nf.s*
(CTRL) ont été exposées a différentes conditidmsute température a 60°C, pendant deux jours (iHERSIté
lumineuse forte 1000 umol.fs?, pendant 4 heures (HL), lumiére UV-B de 12 umof.ghpendant 3 heures.
En gris : psbAl, en noir, psbA2 et en blanc psbA& de référence 145.

Dans la souche que nous utilisons, seul le geng3psbt exprimé, ce qui confére une
plus grande homogénéité a nos préparations. Le deogarder seulement psbA3, plutét que
psbAl par exemple, a été fait pour faciliter la ipatation génétique, du fait que les deux
géenes psbAl et psbA2 sont situés cbte a cbté dargerome. L’homogénéité de nos
préparations est importante dans le cadre de nesreeecar I'ajout de $rou de Brdans nos
milieux pourrait étre un facteur supplémentairevdeaation d’expression des géenes codant

pour D1.
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II) Méthodes

1) Culture des cellules et purification des thylakoids et du PSl|
a) Conditions de culture

Les cellules sont cultivées dans 1L de milieu DTMdleau 1) dans des erlenmeyers
de 3L, sous agitation continue, dans une atmosmmaiehie en Cg a 45°C, sous lumiére
continue (80 pmol de photonsas™). La température optimale d’une cultureTeelongatus
est de 55-60°C, mais du fait de la présence desttassde résistance non thermophiles aux
antibiotiques dans certaines cultures, il a faliaisser cette température. Le milieu est enrichi

de 0,8 mM de Cag| SrCh, CaBr ou SrBp en fonction du type d’échange biosynthétique.

A B C
miieu DTN medium 40X (pour 1 L) Micronutriments (poll)
Concentration finale EDTA 2Na 7649 280, (conc) 0,5 mL
medium 40X 1X MgSQ@, 7H,O 49 HBO3 05¢g
Felll sans CI 14,4 mM KN© 49 MnSQ, H.O 2,289
N&a$03 160 mM NaNQ 28 g ZnSQ, 7H,O 059
NaSOz 160 mM NaHPQy, 1240 560 CuSQ@ 5H,0 25 mg
NaHSQ 320 mM Na;MoQOg, 2H,0 25 mg
Tricine (NaOH 1M pH 7,6 CoS04, xHO 29 mg
(NH4)2SO4 05M (NH4)2Ni(SOy)2, 6H,0 19 mg
micronutriments 0,5 mL pour 1 | Na,SeQ 4 mg

Tableau 1 : Composition du milieu de culture DTN. Le milieu DTN utilisé pour les cellules est celuind la
composition est donnée dans le tableau A. Il eabtdeux solutions a préparer antérieurement :sohgion
appelée Medium 40X (tableau B) et une solution deranutriments (tableau C). Le pH du milieu DTNdet
Medium 40X est ajusté a pH 7,60-7,65 avec NaOH.flae®ns de milieu DTN sont autoclavés a 120°C dura
20 min. Apres autoclave, 10 mM de NaHg0nt ajoutés sans modifier le pH. La pureté deduts utilisés

est toujours la meilleure disponible dans le conuger

Le pourcentage de chlorure est inférieur a 0,008%sde glycérol, a 0,02% dans la
bétaine et a 0,005% dans le MES. La contaminationCé est estimée d’apres les
spécifications fournies par les fabricants de Ferde 40 uM (provenant essentiellement de la
tricine).

La concentration cellulaire est estimée par mesigerda diffusion a 750 nm. Les

cellules sont cultivées jusqu’a obtenir 16 L deienilavec une densité optique (DO) comprise
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entre 1 et 1,2 a 750 nm, qui mesure la diffusioned une DO de cette valeur, la
concentration en chlorophylle est d’environ 10 mdé_culture.

b) Purification des thylakoides

La purification des thylakoides et du PSIl nécessittilisation de trois solutions
tampon différentes appelées TP1, TP3 et TP4 dasurtgosition est donnée dans le Tableau

2.

TP1 TP3 TP4

Glycérol 10% Glycérol 10% Glycérol 10%

MES 40 mM MES 40 mM Bétaine 1M

Bétaine 1M Bétaine 1M MgX, 15 mM

MgX, 15 mM MgX, 15 mM CaX, 15 mM

CaX, 15 mM CaX, 15 mM NaX 200 mM
NaX 100 mM Imidazole 300 mM
Imidazole 15 mM MES 160 mM
DM 0.03% DM 0.06%

Tableau 2 : Compositions des solutions tampons TPTP2 et TP3.Le pH de ces solutions est ajusté a pH 6,5
avec NaOH (pour TP1) et HX (pour TP3 et TP4). Xréspnte Cl ou Br selon I'’échange biosynthétiquéséa

Le BDM est ajouté apres ajustement du pH et du volume.

Les cellules sont concentrées par centrifugati@@0 rpm a température ambiante.
Apres un lavage a température ambiante dans dul@$dellules sont resuspendues dans 100
a 150 mL de TP1 auquel on ajoute 1 mM d’acide dgpey 1 mM de benzamidine, 0,2 % de
BSA et une pointe de spatule de DNAse | (pancréagnb Sigma). Acide caproique et
benzamidine sont des antiprotéases, et la BSAtidspour piéger les lipides relachés dans le
milieu pour éviter qu’ils ne jouent le réle de déent. Les cellules sont cassées a la presse de
French. Apres une centrifugation a 3500 rpm pen@lantnutes pour enlever les cellules non
cassées, le surnageant contenant les protéinesSlesolainsi que les membranes (dont les
thylakoides) estt centrifugé pendant 25 minute®@0B rpm a 4°C puis resuspendus dans du
TP1 a trois reprises. Le culot de thylakoides fiestl repris dans du TP1. Pour des mesures
sur thylakoides, la concentration finale en chibydle est d'environ 2 mg.mb Les
échantillons sont conservés dans l'azote liquidasdeertains cas, pour une utilisation

particuliere. Sinon, la purification du PSIlI estkainée immédiatement.
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c) Purification du PSII

Les thylakoides préparés selon le protocole pradéstt repris dans un volume total
tel que la concentration finale en chlorophyllet st 1 mg.mL, aprés ajout des produits
suivants dans le TP1: du déterg8btM (dodecyl-beta-D-maltoside) dont la concentration
finale est égale a 1% pour les échantillons £=#>0,8% pour les échantillons StXet 100
mM de NaCl ou NaBr. La suspension est ensuite ifegée pendant 15 minutes a 45000 rpm
& 4°C, puis le surnageant est mélangé a environ mDOde résine ProBont qui a
auparavant été équilibrée avec du TP1. Le méldmndakibides solubilisés - résine est déposé
sur une colonne et lavé avec au moins 5 volume®gsire a I'obscurité a 4°C avec du TP3
(composition donnée dans le Tableau 2). La vitd&seoulement est de 0,5 & 1 mL.MirLe
PSIl est ensuite élué avec du TP4 (composition éentans le Tableau 2). L’éluat est
concentré et lavé une fois en utilisant des tubescén Ultra-15 (Millipore) dans du TP1.
Pour un volume de 16 L de culture de cellules, tmieat généralement 160 mg de
chlorophylle apres le cassage des cellules, etefelament en chlorophylle apres la
purification du PSIl est de 3 a 5 %. Le PSIl eshsswvé dans l'azote liquide a une

concentration de 1,5-2 mg.nildans du TP1.

d) Déplétion en manganese

Les échantillons de PSIlI sont dilués approximatieeml0 fois dans un milieu
contenant 1,2 M de Tris-HCI (pH 9,2) et sont inaubé&t°C a la lumiére pendant 1 heure. Les
échantillons sont collectés par centrifugation fiiButes a 170 000g)) apres addition de 1,2
M de Tris (pH 9,2) contenant 50 % de polyéthyléhea 8000 pour que la concentration
finale en PEG soit de 12 %. Le culot est ensuipeisedans une solution a pH 6,5 contenant
50 % de PEG, recentrifugé puis resuspendu dansPdualpH 6,5, pour abaisser le pH. Le
culot final est repris dans du TP1.

2) Dégagement d’oxygene sous éclairement continu

Le dégagement d'oxygene du PSIl sous éclairememtintco est mesuré par
polarographie a 27°C, en utilisant une électrode Glark (Hansatech) qui mesure la
concentration en ©dissous. L'échantillon est dilué dans le TP1 dgurécédemment pour

atteindre une concentration en chlorophylle de Anligdans la cuve de I'électrode, et éclairé
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par une lumiere blanche saturante. Un acceptelgaiféns est ajouté au milieu de mesure :
du DCBQ (2,6-dichloro-p-benzoquinone) dissous dahs diméthylsulfoxide, a une
concentration finale de 0,5 mM. La bétaine, le DC&) réagissent ensemble en présence
d’'O,, au bout de quelques minutes. Pour cette raissnmesures d’activité du PSIl sont

réalisées moins d’'une minute aprées I'addition ddBRQGlans le milieu de mesure.
3) Oxymeétrie résolue en temps
a) Méthode

Cette technique nous permet de mesurer la quahi@®eemis au cours du temps par
un échantillon éclairé par une série de fldshsL'électrode utilisée a été construite au
laboratoiré®®. Deux combinaisons d'électrodes ont été utiliséssit Pt/Ag/AgCl pour les
échantillons Ca/Cl et Sr/Cl, soit Pt/Ag/AgBr poasléchantillons Ca/Br et Sr/Br. Le dépbt de
CI" ou Br sur I'électrode d’Ag a éte fait par immersion ddia€ide HCI ou HBr a une
concentration de 1M et en imposant une polarisgtiositive. L’électrode d’Ag est plongée
dans un milieu circulant pour maintenir une conedimin en @ constante. Le milieu
circulant dont le volume total est de 250 mL camiti#0% de glycérol, 1 M de bétaine, 15
mM de CaX%, 15 mM MgX, 50 mM KX, et 40 mM de MES, a pH 6,5. Des inforioas
cinétiques ne peuvent étre déduites de ces megueesi I'échantillon est sédimenté sur
I'électrode de Pt sous la forme d’'une mono-cou€les conditions sont approchées lorsqu’on
dépose 25 uL de thylakoides a une concentratioh,2leng de chlorophylle/mL. Apres 45
minutes d’adaptation a I'obscurité, I'échantillost é&clairé a température ambiante par un
flash au xénon (PerkinElmer Optoelectronics), dontensité est saturante. Le signal direct

obtenu est enregistré par un oscilloscope numérique
b) Analyse des données : émission d’oxygene sur wgusnce de flashs

Cette analyse a été développée par LalBrdle signal direct est enregistré, puis la
dérivée en fonction du temps est calculée mathéoertent. Pour le calcul de la dérivée, on
choisit un intervalle de temps de 10 ms (dt) pegréchantillons au calcium et un intervalle
de 20 ms pour les échantillons au strontium étanné que la vitesse d’émission d’oxygene

est ralentie. Ensuite, I'amplitude du signal dérgést représentée en fonction du nombre de
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flashs. La dérivée est proportionnelle a la quérdiO, émis a condition que la vitesse ne
varie pas.

L’'analyse des séquences est basée sur les deuxioéguauivantes en émettant
I'hypothese que les valeurs de(manques) ep (doubles coups) sont identiques pour les
transitions $—S;, $S—S3 S$S— et SH—S;. Les manques correspondent aux centres qui ne
peuvent pas avancer dans I'état;&pres un flash alors qu’ils se trouvent dansti’8talLes
doubles coups caractérisent les centres qui paseeliétat § a S.2 aprés un flash. Des
résultats publiés en 2008 ont d'ailleurs montré cptée hypothése tend a se vérifiér
(D[Og]n = (1 —0)[S3]n-1 + B[S2]n-1 OU [Oy]n est le pourcentage de centres qui dégagent de 'O

apres le flash n, et .1 et [S]n.1 sont les quantités de 8t S avant le flash n,
(2)S(n) =aS(n-1) + (1-a —P)S-1(n-1) +BS2(n-1)
Le paramétr@ n’est pas nul du fait de la longueur du flash tétegque.
Un facteur multiplicatif des valeurs expérimentake<tté introduit dans la procédure de
simulation. En effet, on mesure une valeur arbitrad I'oscilloscope. On fait ensuite
correspondre a cette valeur un pourcentage deeseril que la somme des centres dans
chacun des états S soit égal a 100% apres chaxgine fl

c) Analyse des données : vitessse d’émission d’oxggen

Le signal ampérométrique obtenu se décompose en eases apres le flash : une
phase de montée correspondant a I'émission d’oxgjggtrune phase de déclin correspondant
a la consommation de I'oxygene par I'électrode lddine.

Comme démontré par Lavol& qui a théorisé ce type d'expérience, le signal
amperométrigue de dégagement d’oxygene est le prdduconvolution de la vitesse de
dégagement d’oxygen@(t), dans le cas d’'une émission instantanée d’'uoroecpuche de
thylakoides sur I'électrode, et de la vitesse dgadément d’oxygéne par le PSII pendant la
transition STyrz" & Tyrz (Ko

Jo
Jrxt®

dans laquellegtest le temps de diffusion qui est une constanpém@xentale correspondant au

. . . . . t
La fonction®d(t) est donnée par I'équation suivant®(t) = xexp(—T")

temps de réponse de I'électrode.

La vitesse de dégagement d’oxygene par le PSligend transition gyr;” a Tyrzest :
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do,
dt

Le produit de convolution devient :

= Koy X €Xpk,, Xt)

S =Ky xiNCx D" (@ xexp(=k,, xincx (i = j)))

j=0
Dans lequel Sest le signal ampérométrique au temps %nt(“inc” est I'incrément de temps

et “i” est l'intervalle de l'intégrale). ®;” est la valeur de la fonctio®(t) a I'étape “j = i”.
4) Thermoluminescence
a) Principe

La thermoluminescent® consiste & mesurer une émission de lumiére préegar
un chauffage de [I'échantillon. L'émission de lureieintervient a une température

caractéristique, qui dépend de I'état d’énergiéatdantillon considéré.

Dans le photosystéme I, la thermoluminescence ipnbwde la recombinaison de
charge entre la charge positive localisée surustet de MpCa et I'électron stocké sur la
quinone Q. Il existe en théorie une multitude de recombibréspossibles entre les différents
états de séparation de charges. Cependant, semiesecombinaisons ont lieu a une vitesse
significative. Elles sont schématisées Figure 35.

Seule une de ces recombinaisons est radiative,atorireu a la formation d’'une
chlorophylle excitée, source de luminescence. L&sxdautres voies sont non radiatives.
L’une est appelée « voie directe », ave¢ €pmme source d’électrons, cette recombinaison a
lieu quelle que soit la température et ne nécegsite d’activation. La troisiéme voie de

recombinaison est la « voie indirecte » ou Pfaarnit I'électron.
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Figure 35 : Schéma représentant les recombinaisom®ssibles entre les différents états de séparatiate
charges. Seule la voie radiative donne lieu a unenésion de thermoluminescenceles voies directes et

indirectes sont non radiatives.
La température de recombinaison dépend en partjgothntiel redox des cofacteurs
impliqués dans le processus de recombinaison,-a‘d#te le potentiel redox des couples

Sh+2/Sh, Tyrz'1 Tyrz, Psgo IPsso, Phe@: /Phe:, Qa"/Qa et Q/Qg. Si on avance I'hypothése
en premiére approximation que les échange$’/®& et CI/Br ne modifient pas
significativement ni les potentiels redox des cesplRgo /Psso, Phe@: /Phe®:, Qa"/Qa et

Qs /Qg, ni la proportion de g présente dans les échantillons adaptés a I'obécatiirs les
changements observés en thermoluminescence cantesgoaaux changements des propriétés

redox du couple S/S..

b) Matériel
Les courbes de thermoluminescence sont mesuréesnsumachine construite au

laboratoiré>? (Figure 36).
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Figure 36 : Montage expérimental de thermoluminesaee (tiré de référencel53)Deux montages sont
présentés ici: a) pour les échantillons émetta#uboup de thermoluminescence (feuilles) et b) pesir
échantillons émettant peu (montage utilisé ici)n®ee cas, un photomultiplicateur permet d’améliteesignal.
Le systeme de régulation de température représent¢ en bas de I'image est le méme pour les deuntages.
Le liquide de refroidissement est de I'azote ligudhns le cas de nos mesures a basse températuieuhle
fleche indique un glissement de I'élément supérggurpermet de placer alternativement le flasteatdtecteur

en face de I'’échantillon.

Les échantillons de PSIl ont été dilués a une aumaion de 10 pg de
chlorophylle.mL* et ceux de thylakoides & une concentration degs@gichlorophylle.mt.
Nous avons réalisé deux types de mesures : degesedémission de thermoluminescence
pour connaitre la température de recombinaisonlestmesures de température de blocage
des transitions;S>S.; en utilisant comme sondes les pics d’émission,de .
Pour les mesures d’émission de thermoluminescdacprotocole est schématisé dans la

Figure 37.

Flash(s)

1 heure d’adaptation &
I'obscurité —>

Etat S, ,  60s

Figure 37 : Protocole de mesure des émissions deettmoluminescence.Aprés une heure d’adaptation a
I'obscurité, I'échantillon est illuminé par desdtes saturants au xénon (PerkinElmer OptoelectrpRics®C,
puis congelé a -10°C en 5 secondes. Aprés 10 sesmupplémentaires a I'obscurité, les échantiltmrgelés

sont chauffés a la vitesse de 0,33°C/s. Les étads $ sont considérés comme stables avant I'étape ddfeha
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Pour l'étude des températures de blocage des timsiS a S et S a S,
I'échantillon adapté a I'obscurité est flashé umedeux fois a 5°C selon que I'on souhaite
atteindre I'état Sou S, congelé et flashé a la température désirée,rpalguffé a -10°C en

10 secondes avant de subir la rampe de température.
c) Analyse des données

Concernant la thermoluminescence, deux théoriegtnavancées. La premiere, la
plus simple est celle de Randall-Wilkins dont JIMicruet a fait un traitement numérigefe
Elle est basée sur I'hypothése que la voie prédantén de recombinaison est la voie
radiative. Or ce n’est pas le cas: il a été mop&ele groupe de Van Gorkom que la voie
radiative ne représentait que 3% des processtecdebinaisofr®. La voie directe représente
15-2094°%""et |a voie indirecte est majoritaire : environ 8%. La seconde théorie a été
avancée par Rappapbift Cette derniére est plus compléte que celle del&@bwilkins car
elle tient compte des différentes voies de recoaibom qui sont en compétition avec la voie

radiative (Figure 38).

S,PPhQ,

Figure 38 : Voies possibles de recombinaison depuigtat S,Q, dans le PSIl. La voie 1 est la voie
radiative. Son enthalpie d’activation édtl.,. La voie 2 est la voie de recombinaison prédommdimdirecte)
avec une enthalpie d'activatidxH,. La voie 3 est la voie directe, avec une enthadfdetivationAhy. Elle est

normalement négligeable par rapport a la voie 2.

La théorie de Rappaport est tres difficile a apmigpour simuler les courbes
expérimentales de thermoluminescence car elle déenda connaitre chacune des énergies

d’activation mises en jeu.
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Nous avons donc dans un premier temps essayé dellaamlyse de nos données sur
la théorie de Randall-Wikins. Les courbes de théummescence provenant des
recombinaisons de chargeg® et SQg peuvent étre simulées par une méthode numérique
développée par Ducrdét Cette méthode repose sur I'équation d’Arrheniyigrg et
consiste a calculer itérativement pour chaque étipa mesure a la température T(K), la
luminescence L(t) émise pendant I'intervaike

Ea

L(T) = NsTAte k7

N est le nombre de paires de charges capablecdab@er a la température T considérée, il

décroit de L(T) a chaque étape,, I nombre de paires de charges initial, corred@ohaire
de la bande de thermoluminescencged I'énergie d’activation (enthalpie) eflk constante
de Boltzmann. S est le facteur préexponentiel.

L’'analyse des courbes nous fournit trois parametegactéristiques des bandes de
thermoluminescence : I'aire intégréegfNI'énergie d’activation apparente JEet le facteur
préexponentiel (s). Ces trois parametres ont étélléa pour les bandes@s™ produites aprés
un flash. Pour les courbes correspondant@sSles paramétres et S de la composante
S,Qg” déduits sont bloqués, la valeur dedét calculée et imposée d’aprés le pourcentage de
manques et la valeur du ratig§ a I'obscurité, une deuxiéme composani®gSest créée et
le signal total est simulé.

Nous avons supposé que seul le niveau d’énergiduster de MgpCa était modifié
par les échanges €#r* et CI/Br, ce qui est une grande simplification car noussa\que
I'’échange C&/SP" affecte au moins I'équilibre s~ —Qa"Qs**. Nous montrerons dans les
résultats que cette méthode est trop simplifiéer mmnner une estimation exacte de la

variation du potentiel redox.

5) Spectroscopie de changements d’absorption UV-visil

a) Méthode : matériel et intérét

Les changements d’absorption sont mesurés sur eotrephotométre de type
Joliot™®. L'échantillon est éclairé par deux lasers : wsetaqui produit des flashs détecteurs
pour mesurer les différences d’absorption entreawve de mesure et une cuve de référence,
et un laser actinique pour exciter I'échantillonRigotosysteme Il. Les flashs détecteurs sont

fournis par un laser Nd :YAG triplé qui produitsdéashs monochromatiques (355 nm) d’'une
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durée de 6 ns et injecté dans un OPO qui permétatior des flashs dont la longueur d’onde
varie de I'UV jusqu’au vert. Un laser a colorantngme par un laser Nd :YAG doublé en
fréequence produit les flashs actiniques a 685 mmmgueur d'onde a laquelle est excitée la
chlorophylle du PSII. L’échantillon de PSII est dép dans les cuves a une concentration en
chlorophylle de 25 ug.mt Aprés une heure d’adaptation & I'obscurité a taipre de la
piece, l'accepteur d'électrons est ajouté: 0,1 mié¢ PPBQ dissous dans du
diméthylsulfoxide. Le montage est schématisé dafsgure 39.

L’échantillon de PSII est présent a la fois dansuge de référence et dans la cuve de

mesure, et seule la cuve de mesure est éclairde fiash actinique.

Nd:YAG
355 nm.

Nd:YAG
m om

MOPO T

Dye Laser

Figure 39 : Schéma du spectrophotométre JolioA gauche, la cuve de mesure et a droite qui eshitiée par

les deux lasers, la cuve de référence qui estifi@enseulement par le laser détecteur.

La difficulté lorsqu’on étudie des processus phbimiques par spectroscopie optique
est d'utiliser une source analytique qui ne sos patinique pour I'échantillon. Dans les
montages habituels, les changements d’absorptiomsanalysés par une source lumineuse
continue d’intensité faible, pour éviter les réanti photochimiques annexes. Le rapport
signal sur bruit est proportionnel a la racine @rdu nombre de photons transmis, d'ou la
sensibilité limitée de ce type de mesure. Sur kcspphotometre Joliot, les changements
d’absorptions sont analysés par des flashs monoeigues courts. L'énergie lumineuse
totale recue par I'échantillon n’est pas plus gemgie dans le cas d’'une faible lumiere

-55 -



Chapitre Il : MATERIEL ET METHODES

continue, mais le rapport signal sur bruit est desment amélioré du fait du grand nombre de
photons envoyés pendant un intervalle de tempstrédu

On ne peut éviter des fluctuations dans I'énergie fthshs détecteurs, c’est pourquoi
une partie de la lumiere incidente est déviee gwhdlash vers une cellule de référence. On
peut ainsi éliminer les variations d’intensité daedlash détecteur.

On réalise deux types de mesures : des mesures\dgiation du signal en fonction
du cycle des états,Sous forme d’oscillations, et des mesures en if@madu temps pour

connaitre les cinétiques de changements d’absorptio
b) Simulation des oscillations

On reéalise une simulation des oscillations pouraid les valeurs des coefficients
d’extinction. Pour calculer les deux parametregmanques) ef (doubles coups) sans
connaitre les valeurs des coefficients d’extingtiomous avons utilisé les expressions
suivante$®16%:

[S1] (Yita-Yi) - 01(Yis3-Yi) + 02(Yis2-Yi) - 03(Yis1-Yi) = 0
[S2] 61 = 4a
[S3] o, = 60%-2p2
[S4] 05 = 4[> +B(L1-0-B)’]
Y; désigne les valeursl/l mesurées a chaque flash i de la séquence.
Les valeurs de et sont calculées d’apres ces équations en minimiaaatieur de

I’équation [S1] a chaque flash, en utilisant levear d’Excel.

Pour calculer les valeurs des trois coefficienteextihction AeO, Aegl, Ae2
(correspondant aux transitiong-3S;, $—S, and $—S3), on utilise la méthode développée
par Lavergn&*

On peut calculer la proportion de centres danatl'§tapres le flash n qui est donné par la
formule :
S(n) =aS(n-1) + (1-a - P)S.a(n-1) +pSi2(n-1)
On utilise les valeurs deet} déterminées grace aux équations [S1] a [S4].
On calcule ensuite le poids de chaque transition :
[S5] To(i) = So(i-1) — S(i)
[S6] Ta(i) = To(i) + Su(i-1) — S(i)
[S7IT2(i) = Ta(i) + S(i-1) — S(i)
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Puis la valeur théoriqual/l pour chaque flash de la séquence, en imposardépart des

valeurs arbitraires poute0, Acl, Ae2.
2

(AL/1)(0) =D AgT, (i)
i=0

Avec le solveur d’Excel, on ajuste au mieux leseuasAl/l théoriques aux valeurs
expérimentales, en faisant varier les trois coeeffits A0, Acl, Ae2, et les proportionseSet
S;. Les données obtenues au premier flash ne sonbhgass dans la procédure, du fait d’'un
signal supplémentaire correspondant & des centireckifs »°* Ces centres ne transférent
pas d'électrons a la quinonegQCe phénoméne a été observé uniguement en mesure

d’absorption et reste encore aujourd’hui diffi@expliquer.
6) Résonance Paramagnétique Electronique
a) Principe

La résonance paramagnétique électronique (RPBE)nesspectroscopie d’absorption
basée sur I'interaction entre les moments magnesigqgsociés aux électrons présents dans la
matiere et une onde électromagnétique. La gamnfiegeence électromagnétique utilisée en
RPE va de 1 a 500 GHz. Sur un spectrometre classtpl bande X, la fréquence
électromagnétique est de 9,4 GHz.

Un électron a un spin, qui lui confere un momengnétique. Placés dans un champ
magnétique externe, les moments magnétiqgues pesvammgnter dans une direction soit
parallele soit antiparallele a la direction du cpamagnétique, comme représenté sur la
Figure 40. Ceci crée deux niveaux d’énergie dissirmour les électrons. En présence de
champ magnétique, il y aura plus d’électrons dansveau d’énergie le plus bas (c’est a dire
paralleles au champ) que dans le niveau supétimeg.irradiation micro-ondes de fréquence
fixe est utilisée pour exciter des électrons dusgbas niveau d’énergie vers le plus éleve.
Pour que la transition ait lieu, un champ magnétigxterne est appliqué pour que la
différence de niveaux d’énergie entre les deuxsé&ait eégale a\h I'énergie associée a la
fréquence micro-ondes. Pour atteindre cette camjitie champ magnétique externe est
balayé tout en exposant I'échantillon a une fréqaanicro-ondes fixe. Une fois la condition

atteinte, il y a absorption de I'énergie : c’esttandition de résonance.

-57 -



Chapitre Il : MATERIEL ET METHODES

Energie

Champ magnétique

Figure 40 : Principe de base de la RPH.irradiation micro-ondes excite un électron jusgu’niveau d'énergie
supérieur. Le champ magnétique Bst balayé jusqu'a atteindre la condition de résoa indiquée par
I'équation @ désigne le magnéton de Bohr, g le facteur de Dandé

La RPE est un moyen d’investigation des systemeanmgnétiques, c’est-a-dire
ayant des électrons non appariés tels que les métatransition, les radicaux, etc...

Les renseignements fournis par la RPE concernenstriacture électronique et
géométrique des systemes étudiés, leur comportemgmamique, les mécanismes de

réaction, etc...

b) Protocole

Les spectres de RPE continue sont réalisés supegtremeétre de bande X Bruker
Elexsys 500 équipé d'un résonateur bande X stdnB& 4102 (Bruker) et d’'un cryostat
Oxford Instruments (ESR 900). La fréquence desaricrdes est de 9,4 GHz.

Nous réalisons des expériences soit a températuveaate dans des cellules plates, en
éclairant la cellule contenant I'échantillon dieroent dans la cavité de la machine RPE, soit
a basse température dans des tubes de 3 mm derdianéclairant en-dehors de la cavité,
puis en congelant et en réinsérant le tube dacsviéeé aprés éclairement.

Dans le cas d’illumination par flashs a tempérammiante, ils sont fournis par un
laser Nd :YAG (532 nm, 550 mJ, 8 ns Spectra PhyG{CR-230-10).

Environ 150 pL d’échantillon de PSII & environ 1 deyChl.mL* sont introduits dans
le noir dans des tubes RPE en quartz, puis adaptésbscurité pendant une heure a
température ambiante. Nous utilisons cette conagoir pour que le flash soit saturant.
Ensuite, les échantillons sont synchronisés grsiSiécessaire, par un préflash a température
ambiante. Aprés une nouvelle période d’adaptatidiol@scurité d’'une heure, 0,5 mM de

PPBQ sont ajoutés dans le tube, comme accepteeacuans. Les échantillons sont ensuite
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congelés a 198 K puis transférés a 77 K. Avantdaure, les échantillons sont dégazés a 198
K.

Le préflash est utilisé pour synchroniser les @ntdans I'état Syrp. Cette
procédure consiste en une adaptation a I'obscarit@mpérature ambiante durant 1 heure,
puis un flash a température ambiante, puis a naulebeure a I'obscurité a température
ambiante. Les centres présents soit dans I'gByrS, soit dans Jyrp (aprés une heure a
I'obscurité & température ambiante), ce qui représ@5 % des centres au tdta) sont
convertis en Fyrp’ et STyrp, par le préflash. Les centres efTp sont stables, alors que
les centres en,PByrp sont rapidement convertis vers I'étafT§®p’ durant I'adaptation a
I'obscurité apres le flash. Les centres présems tlatat STyrp” depuis le début (75%) sont
convertis en Fyrp” avec le flash. En absence d’'un accepteur d'élestexterne, Sest re-
réduit en $ durant I'adaptation a I'obscurité, principalemegoér recombinaison avec
I'électron présent sur §3°3 Cette procédure de préflash est donc utile ponvertir tous les
centres dans I'état;Byrp’".

Pour la mesure de la formation de la tyrosine;Tet son déclin a température
ambiante, les échantillons ([Chl] = 1mg.HLsont introduits dans une cellule plate avec 0,5
mM PPBQ et illuminées directement dans la cavit& RBr un laser Nd :Yag (amplitude de
modulation 4 G, puissance micro-ondes 20 mW, frégeienicro-ondes 9,4 GHz, constante
de temps 0,32 ms). Le signal est enregistré a &tipo du champ ou le signal Tyest
maximal. L’échantillon est soumis a une série ddl&hs saturants et les traces enregistrées

sont accumulées.
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Chapitre Ill. ECHANGE BIOSYNTHETIQUE DES COFACTEURS

1) Introduction

Nous présentons ici les résultats obtenus apréslaeament biosynthétique du @hr
le Br dans du PSIlI d&. elongatusavec soit du G4, soit du St* dans le site actif. Des
mesures enzymologiques et spectroscopiques ontrégksées sur les quatre types
d’échantillons Ca/Cl, Ca/Br, Sr/Cl et Sr/Br.

Nous cherchons a répondre aux questions suivatgeshiorure est-il présent dans le
PSII ? Est-il remplacgable par le bromure, en présele calcium ou de strontium ? Quels sont

les effets de ce remplacement ?

Il) Résultats

1) Croissance des cellules

La capacité de croissance des cellules dans deumitintenant du $ra la place de
C&*, et/ou du Bra la place du Cla été testée en réalisant des courbes de croéssafc
elongatusdans les difféerentes conditions. La concentraties dellules a été estimée par
mesure de la DO a 750 nm. La Figure 41 présenteésedtats obtenus.

15

1.04

DO750 nm

0.5

e —a— SiCl
. —v— SrBr

temps (heures)

Figure 41 : Courbes de croissance de cellulds elongatusApsbA1-ApsbA2 cultivées dans du milieu DTN

sans halogénure auquel on a ajouté 0,8 mM Ca£0,8 mM CaBr,, 0,8 mM SrCl, ou 0,8 mM SrBr;,

Les cellules gardent presque la méme capacité dissance, quelle que soit la

composition du milieu de culture. Ce résultat estaccord avec des résultats obtenus
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auparavansur des cellule3. elongatugjui exprimaient les trois genes pslw&dant pour la
protéine D1, Il avait été montré que ces cellules poussées @& sels de $a la place de

Cd" présentaient une vitesse de croissance similaire.
2) Purification enzymatique

Il a été montré précédemment au laboratdimrie des cellule¥. elongatupoussées
en présence de Br la place de Gaincorporent un $f pour 4 ions Mn, et que le Bprend
la place du C&. L'ion Sr** n'est ensuite plus échangeable quand on met péitloa dans
une solution contenant du €aDans le cas du Bri’échangeabilité avec du Gist encore en
discussion. Pour éviter tout échange/@r lors de la purification et des mesures, les
thylakoides et le PSII ont été repris dans unetwwiittampon contenant soit des sels de ClI
pour les cellules poussées en présence de chlaoitedes sels de Bpour les cellules
poussées en présence de bromure. Nous obtenong|@itie types de préparations de PSII
ou thylakoides biosynthétiques : Ca/Cl, Ca/Br, $efCSr/Br.

3) Dégagement d’oxygene sous éclairement continu
a) Sur cellules entieres

Nous avons commencé par mesurer l'activité sousiréohent continu des cellules

pousseées dans les quatre conditions différentddgda 3).

Activité Pourcentage
Cellules - o
(umol O,.mg Chl~.h™) d’activité
Ca/Cl 500 100
Ca/Br 450 90
Sr/Cl 300 60
Sr/Br 250 50

Tableau 3 : Dégagement d’oxygéne sous éclairemerdntinu des cellules entiéredl. elongatusApsbAl-
ApsbA2. Les cellules ont été poussées durant 6 jours d@anésure d’activité. Les cellules sont diluéessdadu
TP1 a 10ug de chlorophylle/mL pour la mesure et 0,5 mM deBQCdilué dans du DMSO ont été ajoutés dans
la cuve de mesure. La référence 100% correspoagdtivité de I'échantillon contréle Ca/GChaque échantillon

a été mesuré dans la solution tampon appropriéavairsune solution contenant des sels de pour les
échantillons Ca/Cl et Sr/Cl et une solution contermies sels de Bpour les échantillons Ca/Br et Sr/Br.
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On observe une baisse d’activité des échantillansstgués, dans l'ordre suivant :
Ca/Cl>Ca/Br>Sr/CI>Sr/Br.

b) Sur PSII

Nous avons ensuite mesuré le dégagement d’oxygeue éclairement continu des

quatre types de PSII purifié. Les résultats so@és@mntés dans le Tableau 4.

pSI| Activité Pourcentage
(umol O,.mg Chl*.h™) d’activité
Ca/Cl 5000-6000 100
Ca/Br 3200-3600 60
Sr/Cl 1800-2600 40
Sr/Br 1500-2000 30

Tableau 4: Dégagement d’oxygéne sous éclairemenintiou des échantillons de PSII purifié.Les cellules
ont été purifiées selon le protocole décrit darshkpitre 11. Les échantillons de PSII sont dildéss du TP1 a5
pg de chlorophylle/mL pour la mesure et 0,5 mM @B dilué dans du DMSO ont été ajoutés dans la deve

mesure. La référence 100% correspond a I'activetééthantillon contréle Ca/Cl.

La baisse d’activité est toujours observée dan®dbsntillons substitués, et dans le
méme ordre que pour les cellules entiéres, a sa@arCl>Ca/Br>Sr/CI>Sr/Br, ce qui montre
que les différences observées ici sont bien duks substitution et non au processus de
purification qui aurait pu modifier les centres stinés.

Il a été montré que I'activité était maximale dausPSIl deT. elongatugpour un pH
égal a 6,8%*. Nous avons vérifié que cela était toujours le epsés substitution des
cofacteurs, en mesurant I'activité en fonction dii gie I'échantillon doublement substitué
Sr/Br (Figure 42).

] : . Figure 42: Dégagement d’oxygéne sous

o . éclairement continu de PSIl Sr/Br mesurée
] ) a différentes valeurs de pH La mesure

200 d’activitt a été réalisée dans les mémes
conditions que précédemment. En fonction du
600 pH désiré, le MES a été remplacé par de

'HEPES dans la solution de TP1.

Activité (umol O,/mg Chl.h)

400 T T T T T T
55 6,0 6,5 7,0 75 8,0

pH
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L’activité de I'échantillon de PSII Sr/Br varie sola forme d’une courbe en cloche et
est maximale & pH 6.5. La double substitution neliffreodonc pas la valeur du pH optimal
pour I'activité du PSII sous éclairement continwaud verrons par la suite que le pH affecte

certaines transitions-S S, prises séparemefahapitre V).

La question que lI'on se pose immédiatement estulgaste : pourquoi l'activité
baisse-t-elle dans les échantillons substituésybibétiquement. L’enzymologie consiste a
faire varier la quantité de substrat de I'enzymerppouvoir conclure sur la raison du
ralentissement de I'activité par rapport a un étihan contrdle : augmentation des manques,
ralentissement de I'étape limitante ou présenceedres inactifs. Dans le cas du PSII, le
substrat principal est I'eau dont on ne peut pa® faarier la concentration ou trés peu,

contrairement au deuxiéme substrat : la lumiére.

Deux cas extrémes peuvent facilement étre att@ntfaisant varier la quantité de
lumiére : un cas ou la concentration en substratnesximale (mesure d’activité sous
éclairement continu que nous avons déja réaligae) eas correspondant a une concentration
en substrat minimale. Ce deuxieme cas correspoméadite a un éclairement par flash car la
quantité de lumiere est alors extrémement limitaige centres ne peuvent avancer que d’une
étape dans le cycle des états & chaque flash. Nous allons donc maintenant étudie
I'avancement du cycle sous éclairement par flagir penter d’expliquer la baisse d’activité

des échantillons : est-ce une inhibition ou unmisement ?

Plusieurs méthodes spectroscopiques peuvent étnbimées a un éclairement par
flash: 1) La RPE, mais c’est une technique quileague a mettre en ceuvre et tres
consommatrice en échantillons ; 2) L’'oxymétrie léscen temps, mais seule la transitign S
a § est observée ; 3) La mesure des changements gdibsoa des longueurs d’ondes

spécifiques des cofacteurs du PSilI, par laquellss myons choisi de débuter cette étude.
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4) Changements d’absorption

a) Introduction

Nous pouvons suivre le cycle des états S par meaksechangements d’absorption

d’un échantillon qui est soumis a une série dénflamturants.

Aprés la formation de 48 suite a l'absorption de la

Posa “TY1zS lumiére, les changements d’absorption dans uneléadhe temps
H 20 ns de l'ordre de la dizaine de ns, correspondent au transfert
d’électron entre la tyrosine Tyet Rg, . Ce transfert est ensuite
PesolY12™*S, suivi par une phase de relaxation multiphasiquecquiespond a

0.1-100 pis une mise a I'équilibre du systéme. Apres la réductle Rgo” par
H* la tyrosine Z, la tyrosine Z donne un proton a biséidine voisine
PesgTVT S, (L'ordre de cette réaction n’'est pas clairementini&f il est

possible que la déprotonation ait lieu avant I'cyoh de la
10 us-1ms v osine 29). Le radical Tys" formé oxyde le cluster de M@a

dans des temps qui varient selon I'état d’'oxydationcluster de
Posol Y1251 _ _
Mn4Ca. En attendant un temps suffisamment long, oh fgure

uniquement $—Sy+1.
b) Changements d’absorption a 292 nm
Pour choisir une longueur d’'onde adaptée pour suas changements d’absorption
associés au cluster de Mda, nous nous sommes reportés aux spectres d’dbsoagsocies

a chaque transition;-$S.; déterminés par J. Laverdfiedans les plantes et aux spectres

d’absorption des transporteurs d’électroneQTyr; (Figure 43).
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Figure 43 : A : Variations d'absorption dues a $-S.; dans du PSII de plante (référence 161). B : Specke
d’absorption de I'accepteur primaire Qa (cercles vides) et du donneur secondaire Ty(cercles pleins) de

préparations de PSIl sans MnA 292 nm, la différence d’absorption {@Q,) est nulle (référence 166).

Nous avons choisi de mesurer les changements dfalmsoa 292 nm. On peut voir
que le cluster de Mi&a absorbe a cette longueur d’onde et que 'angdiles changements
d’absorption varie en fonction de la transitiar*S.;. Cette longueur d’'onde est également
un point isobeste pour QQa et pour I'accepteur d’électrons PPBQ, il n'y a daucune
interférence avec le c6té accepteur. On peut wgarlg tyrosine Z absorbe dans cette région
du spectre. Cependant, pour éviter sa contribuidaors nos mesures, nous nous plagons a un
temps suffisamment long aprés le flash pour quetrdamsition STy, —S.1Tyrz soit
terminéé®’ (400 ms).Dans cette région, I'absorption dépend donc umigre des états S du
cluster de MiCa.

A chaque transition correspond un changement dipbea avec un coefficient
d’extinction Ae différent (Figure 44 B). On peut représenter deseim fonction du nombre de
flashs, I'amplitude de la difféerence de changenwabsorption entre I'état Sconsidéré et
I'état S,.1, ce qui conduit a observer des oscillations deogdér4, qui s’amortissent au fur-et-
a-mesure des flashs du fait des parametregrrespondant aux manquesetorrespondant
aux doubles coups (Figure 44 C)..
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Figure 44 : Schéma explicatif des séquences d’amtpliles de changements d'absorptionA : Variations
d’'absorption dues a;-$S.; (référence 161); B: Variations attendues a 292 apres chaque flash; C:

représentation des différences de changementsadfzton a chaque flash.

La Figure 45 montre 'amplitude des changementbstigotion en fonction du nombre
de flashs donnés aux échantillons adaptés a l'oiéscill’adaptation a I'obscurité permet

d’avoir la grande majorité des centres PSII dagtsi’S avant le premier flash.

30001 —— CacCl
—— CabBr
—— SrCl

2000 +

1000 +

AN’

-1000 +

-2000 +

-3000 +

T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Nombre de flashs

Figure 45 : Amplitude des changements d’absorptio@ 292 nm des quatre échantillons de PSII, au cours
d’'une série de flashsLes mesures ont été faites durant une série desfleaturants (séparés de 400 ms) donnés
a des échantillons de PSII. Les échantillons (catnagon en chlorophylle de 25 pg/mL) ont été adapmturant

1 heure a température ambiante avant I'additiol@® uM de PPBQ. Les mesures sont faites 400 ms apre

chaque flash, lorsque la réduction de la tyrosipie Est terminée.

Les oscillations de période 4 sont clairement lésijusqu’au 28" flash dans les

quatre échantillons. En utilisant la formule dépgiée par Lavorél®, nous avons pu déduire
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des variations d’absorption observées aprés chiigsie les paramétres (manques) ef
(doubles coups). Les résultats sont présentésledrableau 5.

PSIi a (%) B (%)
Ca/Cl 9 4
Ca/Br 9 4
Sr/ClI 9 5
Sr/Br 8 4

Tableau 5: Valeur des paramétresa (manques) et (doubles coups) déduits de la simulation des

séquences d’amplitude de changements d’absorption222 nm.La méthode est décrite dans le chapitre 1.

Les valeurs dex et B déterminées dans les quatre types de PSII ne gued
significativement différentes. Le paramefre&orrespondant aux doubles coups a une valeur
de 4-5 %, qui est dle a un petit effet actiniqudldsh détecteur et non a de vrais doubles
coups qui sont impossibles avec un laser nanosecdral parametre. correspondant aux
manques est indépendant de la nature des cofacteurs

En utilisant la méthode développée par Laveldnef. Chapitre 1), nous avons
réalisé la simulation des oscillations a 292 nmrpibéterminer les valeurs des coefficients
d’extinction A0, Acl, Ac2 a cette longueur d’'onde (correspondant aux tiansiS — S, S
— S and $ — S3). Nous avons réalisé une premiere simulation iaddpnte, c’est-a-dire en
imposant des valeurs difféerentes de0, Acl et A2 pour les quatre types d’échantillons
(Figure 46A), puis ensuite une simulation globafe imposant des valeurs identiques a
chaque coefficient d’extinctioAei pour les quatre échantillons (Figure 46B). Leapagtre
So/S1qui correspond a la proportion de centres danétis $ et S dans I'échantillon adapté

a I'obscurité est une variable pour chaque typeldiétillon.

Simulation indépendante Simulation globale
So/S: (%/% Ae0 Ael Ae2 /S (%/%) A0 Ael Ag2
Ca/Cl 3/97 0,6 10° 2,410° 1,5 10° 0/100
Ca/Br 11/89 | 0,6 10° 2,210° 1,3 10° 10/90 071¢ | 2016° | 1310°
Sr/Cl 9/91 0,7 10° 1,9 10° 1,4 10° 9/91
Sr/Br 23/77 | 1,010° 1,4 10° 0,8 10° 23177

Tableau 6 : Valeurs des parametresSy/S; et Aei calculées dans les quatre types d'échantillorprd’s la

procédure de simulation décrite auparavant.
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Figure 46 : Simulation des oscillations a 292 nmSur les graphes, les carrés correspondent auxspoin
expérimentaux et les lignes a la simulation desndea. Colonne A : simulation indépendante. ColoBne
simulation globale.
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Les valeurs des coefficients d’extinctions sonatreément proches dans les deux
procédures de simulation et également en accowlase/aleurs des coefficients d’extinction
mesurées auparavant a cette longueur d’'onde Ehelongatu¥® et chez les plant&. On
considéerera par la suite les résultats de la siioualglobale qui sont satisfaisants bien que le
nombre de paramétres soit réduit par rapport amalation globale. Le fait que I'on puisse
utiliser les mémes valeurs de coefficient d’eximetpour les quatre échantillons indique : 1)
I'absorption du cluster de M@a n’est pas modifiée (a 292 nm) dans les échamsilbu le Cl
a été remplacé par le Byu/et le C&' par le St*; 2) il n’y a pas de centres inactifs dans les
échantillons modifiés car si par exemple 50% dedgres étaient inactifs dans I'échantillon
Sr/Br, alors 'amplitude des oscillations danséehantillon serait deux fois moins grande que
pour I'échantillon Ca/Cl ; 3) la baisse d’activéiéus éclairement continu dans les échantillons
modifiés est donc due a un ralentissement d'unpeéthu cycle des états S, et non a la
présence de centres inactifs dans les échantillons.

On peut noter également dans le Tableau 6 queolaopion de centres PSIl dans
I'état S est plus grande apres adaptation a I'obscurité pé@zhantillon Sr/Br. L'état appelé
« §» regroupe en réalité deux types de centres R84l centres dans I'étapBrp et les
centres dans I'état; Byrp. La tyrosine D oxydée est capable d’'oxydeeB8 S a I'obscurité a
température ambiante. Il existe une technique guinpt de connaitre la quantité de tyrosine
D oxydée : la RPE. Pour savoir si la plus granadgation de $a I'obscurité chez Sr/Br est
due majoritairement a I'existence de centres dassétats §yrp” ou STyrp, nous avons
mesuré par RPE la quantité de Jyprésente dans les échantillons adaptés a I'oléa@want
et aprés un préflash a température ambiante suimedheure d’adaptation a I'obscurité a
température ambiante (Figure 47). Les centres Héata STyrp avant le préflash passent
dans I'état gTyrp” apres le préflash, état stable a I'obscurité. destres dans I'état ;Byrp
avant le préflash passent dans I'étaky®p, qui est reconverti en;Byrp’ a I'obscurité. Siil y
a une grande proportion de pyeduite dans les échantillons adaptés a I'obgguatsignal
Tyrp doit fortement augmenter aprés le préflash sieMiabaptation a I'obscurité.

-70 -



Chapitre 11l : ECHANGE BIOSYNTHETIQUE
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Figure 47 : Spectre RPE de Tys" enregistré sur les échantillons de PSII Ca/Cl etrBr. En noir le spectre
avant préflash, et en rouge aprés le préflash suid’'une adaptation a I'obscurité. Température : 8,5 K ;
amplitude de modulation : 2,8 G ; puissance miardes : 2 pW , fréquence micro-ondes : 9,4 GHzqueéce
de modulation : 100 kHz.

On observe tout d’abord que le signal de I'échiamtiSr/Br est legerement plus grand
que celui de I'échantillon Ca/Cl. Cela peut veniung différence de concentration des
échantillons. Néanmoins, cela a peu d’'importanges da cadre de cette expérience car nous
nous attachons a comparer la taille du signal astaapres le préflash.

Le changement d’amplitude di au préflash dans @aghantillon est tres faible et
non significativement différent entre Ca/Cl et $r/Bn peut donc dire que I'apparente plus
grande proportion de centres dans I'état appegléas les échantillons Sr/Br adaptés a

I'obscurité correspond a une plus grande propodiétats $Tyrp que STyrp.

Nous montrons ainsi par ces mesures de changematisorption par flash que la
baisse d’activité du photosystéme Il sous éclairgroentinu suite a I'échange des cofacteurs
est due a I'apparition d’'une étape cinétiquemenitéinte. Nous allons maintenant chercher a
savoir ou se situe cette étape dans le processuamkfert d’électrons du coté donneur,
depuis la réduction de la tyrosine 7yn une dizaine de ns jusqu’a I'oxydation du clugte
Mn4Ca (environ 100 ms apres le flash).

c) Cinétiques a 433 nm

Nous allons donc commencer par observer les cinggitjées a la phase de relaxation
multiphasique ayant lieu aprés le transfert d’é@cpur entre la tyrosine Tyet Rgo *. Pour

suivre le déclin dedgd *, nous avons choisi la longueur d’onde 433 nm adlg I'oxydation
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de Rgo est associée a une bande de blanchiment imparfaetplus, Q et Tyr' absorbent
trés peu a cette longueur d’onde.

Ces cinétiques sont présentées Figure 48. Les gaxrg B, C et D correspondent
aux cinétiques enregistrées respectivement apr2s3lpu 4 flashs, c’est a dire montrant les
transitions Bso TyrzS, — PesoTYrz'S, dans chacun des états S, S et .
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Figure 48 : Cinétiques de réduction de ;" a 433 nm aprés 1, 2, 3 ou 4 flashs (Ca/Cl en no€a/Br en
bleu, Sr/Cl en rouge et Sr/Br en vert) Aprés adaptation a I'obscurité des échantillonsl €€85 pg.mL?)
durant 1 heure a température ambiante, 100 uM @QP$ont ajoutés. Ensuite, le(s) flash(s) est daetnié
déclin de RBg " est suivi par une série de flashs détecteurs ammpgeindiqués. Les quatre traces ont été
normalisées a I'amplitude du signal observé po®3d Ca/Cl au temps le plus court.

On observe que les cinétiques de réduction dgo Rlans tous les états sont non
significativement modifiées pour les quatre échlams dans une échelle de temps de 10 a 20
ns. Ceci nous montre que le pur transfert d’élecaotre la tyrosine Tyret Rgo' n'est pas
modifié significativement par les échange$'t3¥" et CI/Br.. Par contre, de 0,1 & 100 ps, la
réduction de Ro" par la tyrosine Z est ralentie par I'échange”’(SX*, mais pas par
I'échange CIBr, ceci est observé de facon trés nette. Cette matidn indique que
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I'’échange C&/Sr" affecte les phénomeénes de relaxation associésédlation de go'. Le
calcium et non le chlorure, serait donc impliquésiees processus de relaxation.

Aprés l'oxydation de la tyrosine Tymar Rgo " et le départ d’un proton, le radical
Tyrz oxyde le cluster de Mgaréduit. Pour observer les cinétiques liées a aétlection,
nous pouvons étudier soit les changements d’ahieor|is a la tyrosine Tyr soit au cluster
de Mn,Ca. Nous avons choisi de mesurer les cinétiqudssdration a 292 nm car c’est un

point isobeste pour I'accepteur d’électrons.

d) Cinétigues a 292 nm

Nous avons mesuré les cinétiques de changemergadfaion a 292 nm, de 10 ys a
une centaine de ms apres chacun des 4 flashs danhéshantillon adapté a I'obscurité
(Figure 49). A cette longueur d’'onde, comme mem@auparavant, Nous pouvons suivre les
changements d’absorption liés au cluster de@an et a la tyrosine Z durant les transitions
SiTyrz =S, Tyrz, S;Tyrz —SsTyrz, STyrz —»SoTyrz et STyrz —SiTyrz.

A 292 nm, le spectre de différence (TyTyrz) étant environ deux fois plus petit que
le spectre de la transition;-SS, (Figure 43), on s’attend a observer une augmenmntatio
d’absorption durant la transition Brr;’—S,Tyrz. Le spectre de la transition-SS; est plus
petit que celui de $S;, donc l'augmentation d’absorption sera moins ingue, voire
nulle. Le spectre de la transition-SS; est proche de 0. Ainsi, on s’attend a une baisse
d’absorption lors de Syr;—S;Tyrz, et enfin a une forte diminution lors de
SsTyr, —STyr; compensant l'augmentation d’absorption globale duex transitions

précédentes.

Les résultats des cinétiques sont présentés Fifurée panneau A a été enregistré
aprés un flash correspondant a la transitiofy&'—S,Tyrz, le panneau B aprés deux flashs
correspondant a la transitioaT§r; —SsTyrz, le panneau C apres trois flashs correspondant a

SsTyr, —SoTyrz et le panneau D aprés 4 flashs correspondagfya 55— S, Tyrz.
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Figure 49 : Cinétiques des changements d’absorpticd 292 nm apres 1, 2, 3 ou 4 flash&prés adaptation a
I'obscurité des échantillons (Chl = 25 pg.Mldurant 1 heure & température ambiante, 100 uMREQ sont
ajoutés. Ensuite, le(s) flash(s) est donné etdmgbment d’absorptiast suivi par une série de flashs détecteurs

aux temps indiqués.

Apres le premier flash, on observe pour I'échamilCa/Cl, une petite augmentation
du signal. Dans les échantillons modifiés, cetamdition est ralentie et ce de facon tres
significative dans I'échantillon Sr/Br.

Aprées le deuxiéme flash, on observe un trés fathlengement d’absorption car la
variation liée a la transition,Sa S est totalement compensée par le déclin d’absorption
correspondant a la réduction de la tyrosine Z,reimeiment a la situation des autres flashs.

Au troisieme flash, on observe deux phases : uasebte délai dite « lag », suivie par
une phase de déclin d’'absorption qui est plus Bams les échantillons modifiés. La
substitution affecte trés fortement cette transiBbnous y reviendrons par la suite.

Au quatrieme flash, les changements d’absorptiot anouveau trés faibles, car la
transition § = S, absorbe trés peu. De plus, du fait des manques ne mesurons plus
véritablement la transitiongByr;' —SoTyrz, mais plutét un mélange de toutes les transitions.
Cette transition est donc difficile a interpréter.

Revenons maintenant a la transitigif\8, —SoTyry.
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Etant donné que de trés faibles changements diaiimorsont observés aprés le
premier et le deuxieme flash et que les manquessfaites, les transitions; Byr; —S,;Tyr;
et STyr, —STyrz vont trés peu contribuer dans les changements atptisn de la
transition STyrz —SyTyrza 292 nm. Les vitesses des cinétiques de cettsittoanpourront
étre déterminées sur les données brutes dans dt® dqupes d’échantillons. Nous avons par
ailleurs réalisé une simulation en prenant en censps contributions, mais les résultats ont
montré que notre simplification est justifiée.

Les cinétiques de la transitionT§r; —SeTyrz mesurées a 292 nm ont été simulées
par deux méthodes différentes, car il semble ajiparane phase de délai avant le déclin
d’absorption correspondant a la formation de I'Sdtyrs.

Selon la méthode 1, la transition dd87 —SoTyr; est directe :
SsTyr;” '~ STyrz
Avec A(t) = A(0).e*"

Selon la méthode 2, il existe un état intermédiaire
SsTyrz. O~ (SsTyrz)' O - SoTyrz

A(O)kl

Avec A(t) = :
(k2-Kk1)

(e-kl.t _ e—k2.t) + A(O).e-kl.t

Dans I'équation 2, (Fyrz)’ est un état transitoire qui aurait le méme dogfht
d’extinction que STyrz a 292 nm, par définition. La constante de vitegsmkespond donc
a une phase de délai avant le déclin d’absorption.

Les données de I'échantillon Ca/Cl ont été simupgades deux méthodes, et comme

nous pouvons le voir sur la Figure 50, le résuwtatenu semble meilleur avec I'équation 2,

qui a été utilisée par la suite.

2000

Figure 50: Cinétiques de changements
1 d’absorption a 292 nm apres le troisieme flash
15007] — Echantillon Ca/Cl Les points correspondent

aux valeurs expérimentales, la ligne continue au

=

o

S

=]
1

fit obtenu avec I'équation 2 (avec délai di a

Alll (x 10°)

I'espéce intermédiaire {Byr;’)’) et la ligne en

5007 pointillés avec I'équation 1. Pour faciliter

'observation, la cinétique a été zoomée sur la

0 T zone du « lag ».
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Pour cette raison, les quatre courbes correspordanguatre types d’échantillons ont

été simulées selon I'équation en prenant en colfigtistence d’'un délai. Les courbes et les

valeurs des constantes de temps sont présentage Bifj et Tableau 7. Dans le tableau, se

trouvent également les valeurs des constantes tdesgi que nous avons pu déterminer

approximativement pour la transitionTyr; —S;Tyrz.
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Figure 51 : Cinétiques des changements d’absorptiod 292 nm aprés le troisiéme flash.es carrés pleins

correspondent aux points expérimentaux et la Iignge aux résultats de la simulation selon I'é quag.

SiTyr;' — STyr, SsTyrz — (STyrz) (SsTyrz) — STyr;
PSII k(s ty/2 (US) k(s t1/ (US) k(s t1/2 (MS)
Ca/Cl 14000 ~ 50 6000 115 630 1,1
Ca/Br 7000 ~ 100 4900 140 330 2,1
Sr/ClI 5000 ~ 150 3300 210 144 4.8
Sr/Br 1700 ~ 400-500 3000 230 96 7,2

Tableau 7 : Temps de demi-vie des transitions detaés S mesurés a 292 nnhe t;,global de la transition

S Tyr,’—S,Tyr; a été estimé graphiquement. Les cinétiques danaition globale Jyr,'—STyr; ont été

simulées selon I'équation 2, c’est-a-dire en inculane espece intermédiairesTgr;’)’.

Nous pouvons dans un premier temps considérer desung de 1§, obtenues pour

I’échantillon Ca/Cl et les comparer avec les vaedwouvees dans la littérature pour du PSII

de plante. Rappapdf et al. ont obtenu leg/fsuivants : 55 pus pour,Byr,'—S,Tyrz, 30 ps
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pour (STyrz)—(S:Tyrz) et 1,2 ms pour Jyr; —STyrz. Seule la valeur dy, du lag est
plus longue cheZl. elongatusque chez les plantes. Les valeurs des autrgssant
comparables. Dans du PSIl d'une cyanobactérie thghite Synechococcus vulcanud.
Koike et al ont obtenu leg/{ suivants : 60 ps pour;Byr;—S,Tyrz, 120-150 yus pour
(SsTyrz)—(SsTyrz) et 1,3 ms pour gyr; —STyrz. Le t» du lag est plus proche de la
valeur que nous avons obtenue.

On trouve que leik de la phase de délai pour le PSII Sr/Br est égalauble du i,
du PSII Ca/Cl. En accord avec la baisse de dégagemimxygéne sous éclairement continu
dans les échantillons modifiés, on trouve aussilgsi€inétiques de §Byr;’)’ —STyrz sont
tres ralenties dans les échantillons substitués t,4vont de 1,1 ms pour Ca/Cl a 7,2 ms pour
Sr/Br.

Une telle phase de délai correspond probablemetiatence d’un état intermédiaire
entre les états 3Byr; a STyrz et a déja été observée auparavant et attribuéesa de
réarrangements structuraux électrostatiques dagtat I'STyr,” %9170 171172 Nous en
reparlerons dans la discussion suivante. On peat i@ que seul I'échange &#&r" affecte
les cinétiques desRy a 433 nm, alors que les cinétiques du cluster dgCll et donc de
réduction de Ty sont affectées par les deux substitutions. Ndessimaintenant chercher

a déterminer la nature de ce lag.

e) Cinétiques a 440 — 424 nm

Pour tenter d’expliciter plus précisément les psscs se déroulant durant la phase de
lag avant la réduction du radical Tyrous avons mesuré les cinétiques d’absorptio#0a 4
424 nm. Les spectres d’absorption des transitiotre @€tats $peuvent étre interprétés, dans
certains domaines de longueur d’'onde, comme refiétan pas directement les changements
d’absorption d’'une espéce redox, mais un effettilelsromique local. Cette contribution
spectrale, dans les régions 400-450 nm et 650-#O@st interprétée comme une variation
électrochromique du potentiel électrostatique deolade chlorophylliennesg. On s’attend a
ce gue le relargage de protons ainsi que I'oxydadi® Tyr module la charge du systeme et
donc le potentiel senti par la sonde électrochromicAinsi, 'amplitude du déplacement
électrochromique lors des transitions—£5;.1 doit étre liée entre autres a la staechiométrie de

libérations de protons.
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Les longueurs 440 et 428 nm correspondent aux (pmsitif et négatif) du spectre
électrochromiqu&’. Pour suivre les changements associés aux réaatiorcoté donneur,
nous avons mesuré la différence entre les signaesurés a 440 et 424 nm. A ces deux
longueurs d’'onde, le spectre da @ a la méme amplitude (Figure 43). En mesurant les
changements d’absorption a (440-424) nm, on anlautontribution de I'espéce Qdans
cette région spectrale, ce qui est important ptoloténtion des cinétiques de réduction de
Tyr;" par les états;Suisque I'oxydation de Q par @ a lieu dans un domaine de temps
équivalent.

En premier lieu, nous avons réalisé les spectrassdtption des échantillons Ca/Cl et
Sr/Cl entre 410 et 460 nm pour vérifier que legglerurs d’ondes 440 et 424 nm sont bien
adaptées pour réaliser les cinétiques, a la fors da elongatuset dans I'échantillon
biosynthétiguement modifie. Ces spectres ont &ksgs a 10 us et 100 ms apres le premier
flash. A 10 us, @ et le cluster de My€a absorbent. A 100 ms, seul le cluster de@an
absorbe car Q a été reoxydé par PPBQ (Figure 52).

Cal/Cl Sr/Cl

5000

5000
4000 4000
3000 3000

2000 2000

© © 4
o o
«— 10004 « 1000 -
*_ x ]
g o S| 0
-1000 + -1000
-2000 10“3 -2000- lol‘ls
——100ms 1 —— 100ms
-3000 T T T T T T -3000 T T T T T T T T T T T
410 420 430 440 450 460 410 420 430 440 450 460
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Figure 52 : Spectre des changements d'absorption uh échantillon de PSIlI Ca/Cl (a gauche) et Sr/Cl (a
droite). La longueur d’onde varie de 410 nm a 460 nm. L'étiHan est flashé une fois puis le changement

d’absorption est mesuré 10us (en noir), ou 100emsduge) aprés le flash.

Les spectres sont peu différents de ceux obtemudusBSII de plantes (Figure 43A et
B), bien que I'amplitude du spectre soit asseZdz@b100 ms apres le flash. On obtient bien le
maximum de signal pour 440 nm et un minimum autttd30 nm. Pour s’affranchir de la
contribution de Q/Qa, nous maintenons la longueur d’onde de 424 nm.

Nous avons donc ensuite mesuré les cinétiques atjatiien a (440-424) nm pour

suivre les changements d’absorption associés gdation de la tyrosine Z et aux transferts
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de protons, de 1ls a 100 ms aprés 1, 2, 3 et 4 flashs. Les résgltais présentés dans la

Figure 53. Le panneau A correspond aux cinétiqgbesrwées apres 1 flash correspondant a la

transition $Tyr,—S,Tyrz, le panneau B aprés deux flashs correspondant teadaition

S, Tyr,—S;Tyrz, le panneau C apres 3 flashs correspondant ansition STyr;—SeTyrz et

le panneau D apres 4 flashs correspondant a lsitcmSQTyr, —S; Tyry.
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Figure 53 : Cinétiques de changements d'absorptioa (440-424) nm des échantillons Ca/Cl (en noir) et
Sr/Cl (en rouge). Aprés adaptation a I'obscurité des échantillons| (ER25 pg.mLY) durant 1 heure a

température ambiante, 100 uM de PPBQ sont ajolBsuite, le(s) flash(s) est donné et le changement

d’absorptiorest suivi par une série de flashs détecteurs angséndiqués.

Aprés un flash (panneau A), la cinétique a wp dlobal qui correspond a celui
déterminé sur la cinétique a 292 nm (~ 50us podCIGa ~ 150us pour Sr/Cl). La phase que
nous observons correspond dong &y& —S,Tyrs.

Aprées deux flashs (panneau B), nous n'avons padgperminer leqf, de la cinétique
correspondant a ,Byr, —S3Tyr; a cause de Il'amplitude trop faible du changement
d’absorption a 292 nm. D’aprés la littérature, ait gue cette valeur se situe autour de 250-

300 pus® dans les plantes. On observe ynd’environ 150 ps pour Ca/Cl, montrant que chez
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T. elongatuscette phase est accélérée d’'un facte@r Nous savons qu’aucun proton n’est
relaché dans le milieu durant cette transition Qapitre I). Le changement électrostatique
que nous observons serait donc di a un protorheelguelque part dans la protéine, mais loin
de la sonde électrochromique. La substitution dti @ar le C&' ralentit cette transition (~
200 ps).

Aprés quatre flashs (panneau D), on trouve sumigtique a 440 — 424 nm ug,tde
~100 ps pour Ca/Cl, ce qui pourrait correspondia @nétique de gyrz; —S;Tyrz. On sait
d'aprés la littérature que la phasgl®,'—STyrz a un t, de 60~200 $>**° Cependant,
nous devons considérer ces données avec précaatibant qu’'apres 4 flashs, nous sommes
en présence d’'un mélange d’étatsi8 fait de I'existence de manques et de doublepsd.a

substitution C&/Sr** semble malgré tout également ralentir cette ttiams{~200 ps).

Sur la base des données que nous avons déja ahtéantransition qui nous intéresse
plus particulierement est la transitiop &% durant laquelle est apparue une phase de délai a
292 nm attribuée a des réarrangements structuralxant des mouvements de protons que
nous devrions détecter ici. Nous rappelons darigaldeau 8, les valeurs des constantes de

temps déterminées sur les cinétiques a 292 nm.

. SsTyrz” — (SsTyrz’) (SsTyrz’) — STyrz
(us) (ms)

Ca/Cl 115 1.1

Cal/Br 140 2.1

Sr/Cl 210 4.8

Sr/Br 230 7.2

Tableau 8 : Temps de demi-vie des transitions detaés S mesurés a 292 nm et imposés dans la simubati
des cinétiques a 440-424 nm.

Etant donné que la réduction de la tyrosine; Tgst observée a la fois dans la phase
lente des cinétiqgues a 292 nm et dans la phase tig cinétiques a (440-424) nm, nous
avons réalisé une simulation des cinétiques a §240-nm apres le troisieme flash en prenant
comme valeurs pourlet k les valeurs déterminées auparavant a 292 nm.

L’équation de la simulation est la suivante :

A = p* —Aéo)_xklkl (6"~ €% + A(0).6"' + offset
2
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Par rapport a I'équation utilisée pour les ciné&gi 292 nm, nous avons été obligés de
rajouter un parametre supplémentaire (p), qui spord au rapport des coefficients
d’absorption entre l'espece de départ et I'espeadermeédiaire qui sont des données
inconnues. Les données montrent que ces deux aspatsorbent pas de la méme maniere.

L’espéce transitoire absorbe moins puisque nousrebss une baisse d’absorption.
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Figure 54 : Représentation simultanée des cinétiquie changements d’absorption a 292 nm et a (440-424
nm pour les deux échantillons Ca/Cl et Sr/Cl aprete troisieme flash.Les points correspondent aux valeurs
expérimentales et les lignes aux courbes simulées.

Nous observons que les courbes expérimentales eblebes ajustées se superposent
correctement. Dans les cinétiques a (440-424) nmetmouve donc bien une phase lente
correspondant a la phaseT$Z’) a STyrz puisque les;f; sont identiques a (440-424) nm et
a 292 nm.

Les données électrochromiques et celles obten282 am sont donc en accord. La
phase de lag correspondrait a une phase pendaml&adenvironnement électrostatique de
Psso est modifié. Ceci est en accord avec les hypothéseises auparavant que nous
détaillerons par la suite, qui suggerent que dulanag, la réduction de la tyrosine Fyr

provoque I'expulsion d’'un proton du centre catajyg.

5) Oxymétrie résolue en temps

Un autre moyen d’étudier la transitiogT9rz” a STyrz est de suivre le dégagement
d’oxygene. Cela peut étre fait grace a une éleetredolue en temps. Pour cette mesure, il est
nécessaire d'utiliser des thylakoides au lieu dul B& I'échantillon doit sédimenter sur

I'électrode de platine.
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Dans le montage utilisé, I'électrode d’Ag est pléaglans un milieu circulant pour
que I'échantillon ne soit pas en anaérobiose. Demmontage classique, le milieu circulant
contient une grande quantité d’'ions halogénuresr{lbde CaCJ, 15 mM MgChet 50 mM
KCI). Pour éviter des échanges possibles entrellChilieu circulant et Brprésent dans les
échantillons de PSIlI Ca/Br et Sr/Br, nous avonfis&aleux types de montages : un montage
classique Pt/Ag/AgCl et un montage Pt/Ag/AgBr diewiel tout le Clest remplacé par du
Br.

a) Séquences de dégagement d’'oxygene

Nous avons d’abord mesuré le dégagement d’'oxygénarne sequence de 20 flashs

sur chaque échantillon (Figure 55).
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Figure 55 : Séquences de dégagement d’oxygehes échantillons de thylakoides ont été soumiseasgmie de
20 flashs séparés par 400 ms aprés adaptatiorbsciiaté pendant une heure a température ambiante s
I'électrode de platine. L’'amplitude du dégagemeakyigéne a été représentée de telle facon qu'elieespond
directement au pourcentage de centres qui produiteel'O,. Les carrés représentent les valeurs expérimentale

et les lignes les courbes simulées.
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On observe sur les séquences de dégagement d'@xygea les oscillations
s’amortissent relativement vite. Pourtant des tohs avaient été observées de facon trés
nette jusqu’au quatrieme cycle dans des échargil@erCl et Sr/Cl biosynthétiques dans une
publication précédent¥. La différence entre les échantillons utiliséslesype de souche de
T. elongatusitilisée :ApsbAl1ApsbA2 dans notre cas et 43H dans le cas cité. lehso43H
qui est la souche sauvage exprime les trois gevdant pour la protéine D1. Il est possible
que dans le cas des cellubyssbAl1ApsbA2, le pool de quinones soit moins accessible a
PSII et/ou qu’il s’épuise plus rapidement, ce gplguerait 'amortissement des oscillations.

Nous avons dans un premier temps calculé les \walirg parameétras (manques) et

B (doubles coups) grace a la simulation (TableadeS)oscillations (cf. chapitre I1).

Echantillon a B SIS
Ca/Cl 15 5 17/83
ApsbA1-A2|  C/Br 14 8 29/71
Sr/ClI 12 3 15/85
Sr/Br 16 5 15/85

Tableau 9 : Valeurs des parametresx (manques),p (doubles coups) et rapport §S; déduites de la
simulation des séquences de dégagement d’oxygélne procédure est décrite dans le Chapitre II.

Les valeurs de ces parametres sont tres prochestaas les échantillons. Malgré le
fort amortissement, nous pouvons comparer les s€gseapres substitution des cofacteurs.
On observe donc que les séquences de dégagemeygéle sont identiques pour les quatre
types d’échantillons.

b) Cinétiques de dégagement d’oxygéne

Nous avons ensuite pu mesurer les cinétiques degdétent d’'oxygene pour chaque
échantillon. Les thylakoides ont été adaptés astahbité, puis éclairés par 3 flashs pour avoir
avoir le plus grand pourcentage de centres quiepasie $a $. La Figure 56 montre les
courbes de dégagement d’oxygéne obtenues poumbsegtypes d’échantillons Ca/Cl (en
noir), Ca/Br (en bleu), Sr/Cl (en rouge) et Sr/Bn (vert), sur les deux types de montage
Pt/Ag/AgCI (panneau A) et Pt/Ag/AgBr (panneau B).
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Electrode Pt/Ag/AgCl A Electrode Pt/Ag/AgBr B

Signal ampérométrique (u.a.)
Signal ampérométrique (u.a.)

Temps (ms) Temps (Ms)

Signal ampérométrique (u.a.)

Temps (ms)

Figure 56 : Cinétiques de dégagement d’Omesurées aprés le°3° flash donné a des thylakoides Ca/Cl
(noir), Ca/Br (bleu), Sr/Cl (rouge) et Sr/Br (vert). Les mesurées ont été réalisées sur une électrode
Pt/Ag/AgCI (A) ou Pt/Ag/AgBr (B). C, signal ampéraénique théorique. La courbe rose est la fonctixt)

pour un § égal a 7 ms. Les échantillons ont été adaptésb&durité sur I'électrode de Pt durant une heure a

température ambiante (Chl = 1 mg.ML

Les données telles quelles sont présentées icisaobi une normalisation. (Un
exemple de données non normalisées est donné FE8uren effet, le rapport PSII/PSI varie
légérement d’'un échantillon de thylakoides a l'aufvariation entre 1,9 et 2,9 selon les
échantillons). Pour une méme concentration en cplyile, la concentration en PSIl peut
donc étre legerement différente. Nous devons ndserales courbes obtenues a ce qu’elles
seraient pour la méme concentration en PSIl. Pediaice, nous nous basons sur la théorie de
Lavorel : lorsque la concentration en PSIlI dansélgsantillons est identique, la courbé)
doit croiser les autres courbes a leur maximum.

Jo
Vrxt®

avons donc établi un protocole pour déterminerdiew de la constante de diffusignqui

. . . . t
La courbed(t) est donnée par I'équation suivant®(t) = xexp(—T"). Nous
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peut étre considérée comme une constante expéalaest la sédimentation ne varie pas
d’'une mesure a l'autre. Pour déterminer sa valeus avons utilisé la procédure suivante.

Nous rappelons I'expression de la fonctign S
S = kg xincx Y () xexp(=k,, xincx (i - j)))
j=0

Dans lequel Sest le signal ampérométrique au temps 4n¢(“inc” est I'incrément de temps
et “i” est l'intervalle de I'intégrale). ®;” est la valeur de la fonctiof(t) a I'étape “j = i".

La fonction $a été représentée avec différentes valeurgele grenant comme valeur
de ky, la valeur obtenue pour Ca/Cl & 292 nm (63p (soir chapitre Ill, Tableau 7Pour
chaque courbe correspondant a une valeug,deotis avons déterminée la valeur gk &
laquelle la courbe de; @tteint son maximum. Nous avons représenté laivae « fax» en

fonction de «¢ ».

14

12

10

g ° /'(
6

Signal ampérométrique (u.a.)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps (ms) t,

Figure 57 : Méthode de détermination de la constast de diffusion t. A gauche, exemples de signaux

ampérométriques calculés d’apres la fonctiopdsir différentes valeurs dg(indiquées dans I'encart) aveg k

630 §". A droite, représentation duk (temps auquel le maximum de &t atteint) déterminé sur les courbes

précédentes, en fonction qu t

Nous avons montré expérimentalement que la coutémission d’oxygéne des
thylakoides Ca/Cl présente un maximum autour des,7a@ qui correspond a une valeur gde t
de 7 ms, d’apres notre courbe de calibrage.

Cette valeur de 7 ms pour lgd été injectée dans I'équation de la fonctipmp@&ur
calculer les courbes théoriques des quatre typashdhtillons en utilisant les 4 valeurs dg k
obtenues pour chaque échantillon a 292 nm.

La concordance entre les courbes théoriques etdesbes expérimentales montre que la

sédimentation ne varie pas selon les échantillmmme nous I'avions suppose.
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On peut supposer que la valeur de la constanteiffissidn n’'est pas assez grande pour
permettre une bonne résolution des différences dafr courbes de dégagement dufe
Ca/Cl et Ca/Br. Malgré cela, on peut voir que lessses de dégagement d’oxygene évoluent
dans le méme ordre que les activitts mesurées sétigirement continu :
Ca/CI>Ca/Br>Sr/CI>Sr/Br.

En 1988, est parue une publication de Plijter et”atlécrivant le processus de
dégagement d’oxygéne comme une étape limitanteydle catalytique. Contrairement a
I'idée selon laquelle le dégagement d’oxygene @ jliste apres la réduction du complexe de
manganese (domaine de temps de l'ordre de la ragpdrition d’oxygene serait un
processus tres lent. Aprés la formation giDrant la transition$a S, la molécule d’Qreste
dans le site mais n’empéche pas la formation datl®. Selon cette publication, les vitesses
rapides de dégagement d’oxygéne mesurées jusqslordes électrodes polarisées seraient
des artefacts dus a la polarisation de I'électtodede la mesure.

Cependant, les différences détectées sur les estegwes échange biosynthétique du
cd* par Sf', ainsi que la simulation réussie des courbes dmgiment d’oxygéne en
incluant dans la procédure les valeurs obtenu@agh laissent présumer tres fortement que
ces mesures ne sont pas artefactuelles. Sinon, sigtéfierait que Il'artefact di a la
polarisation serait sensible a 'échange des cefast

Notre étude d’oxymétrie résolue en temps confirmeypbthese déja émise
auparavant : le déclin de I'activité dans les éthans substitués provient de I'apparition
d’'une étape cinétiguement limitante dans le cyalalgtique, et non de I'existence de centres

inactifs.
6) Etudes des propriétés thermodynamiques par thermolminescence

Par notre étude des propriétés cinétigues du Rf8#isaéchange biosynthétique des
cofacteurs, nous avons montré des effets tresdeeta substitution. Nous démontrons ainsi
I'implication du CI dans la réaction d’oxydation de I'eau. Nous allomsintenant étudier

I'aspect thermodynamique de la réaction.

Comme expliqué dans le chapitre 1l, en se basantusu certain nombre de
simplifications, on peut dire que les changementbservés dans les courbes de

thermoluminescence de thylakoides ou PSII refldesthangements de propriétés redox du
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couple {+1/S.. La Figure 58 présente les résultats obtenus emmtiiluminescence sur les
qguatre types d'échantillons de PSIlI aprés 1 flaétat(S3), ce qui correspond a la

recombinaison $£)g” et 2 flashs (étatzpqui correspond a la recombinaisoi@QS.

12000 - CacCl 12000
CaBr ]

10000 = SrCl 100004
SrBr

8000 8000

6000 6000
4000 4000

2000 2000

Intensité thermoluminescence
Intensité thermoluminescence

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Température (T) Température (C)

Figure 58 : Courbes d’émission de thermoluminesceracprovenant de la recombinaison &g~ aprés un
flash (a gauche) et s apres deux flashs (a droite), d’échantillons de RIS Les échantillons ont été adaptés

a I'obscurité a température ambiante avant la neesur

La Figure 58 montre que les courbes de thermolwuarece des échantillons
substitués sont déplacées vers de plus hautes raiomas par rapport a Ca/Cl et I'ordre des
températures de recombinaison est le suivant :IGalla/Br < Sr/Cl < Sr/Br. Les valeurs des
pics de température de la recombinaisg@gSsont respectivement : 48°C, 50°C, 52°C, 56°C
pour les échantillons Ca/Cl, Ca/Br, Sr/Cl et SmEpectivement.

L’effet de la substitution des cofacteurs est gtend sur les courbes provenant de la
recombinaison de charges@ que de la recombinaison de charge®sS Le niveau
d’énergie libre de g serait donc moins affecté par les substitutionslguveau d’énergie
de SQg". Ceci est en accord avec une étude précéd@ntdé a montré que la réduction dg S
a S a l'obscurité est 3 fois plus lente dans les thyides Sr/Cl que dans les thylakoides
Ca/Cl, alors que la stabilité de&l'obscurité est pratiquement inchangée.

L’'aire sous la courbe de thermoluminescence estnsnamportante pour la
recombinaison de charges@ que pour gQg". Dans les thylakoides de plantes, il a été
montré que I'amplitude est deux fois plus granderp®Qg que pour 8Qg. Dans notre
expérience avet. elongatusce facteur atteint une valeur de 3,5. Une exipingoossible est
que le rapport @/Qg est plus grand apres le deuxiéme flash qu'aprgwdenier, ce qui
correspondrait a un ratio gQ@Qg supérieur a 1 dans les échantillons de PSIl adaptés
I'obscurité. Mais cette hypothése est en contramicavec une récente publication montrant
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que ce ratio est proche voire inférieur & 1 danslongatu§® Cependant, c’est un paramétre
qui est également dépendant des conditions dedieqe : plus I'adaptation a I'obscurité a
température ambiante sera longue, moins I'échantdbntiendra de £

D’autres hypotheses doivent étre considéréesetambinaison des;Qg a lieu a une
température plus faible que celle d€)$. La différence d’énergie entre les coupletSset
Psso /Psgo est donc plus grande que celle entre les coupd® & Rago/Psgo Ainsi, le
chauffage nécessaire pour repeuplgs R partir de I'état £~ doit étre plus important qu'a
partir de I'état gQg". Cela pourrait favoriser des recombinaisons degesaintermédiaires
impliquant les voies non radiatives au détrimenkadeoie radiative.
Nous avons également mesuré les courbes d’émisdmnthermoluminescence des

recombinaisons g et Qg sur des échantillons de thylakoides (Figure 59).
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Figure 59 : Courbes d’émission de thermoluminescercprovenant de la recombinaison £y aprés un
flash (a gauche) et &z aprés deux flashs (a droite), d’échantillons de tHakoides. Les échantillons ont été

préalablement adaptés a I'obscurité a températabgaamte avant la mesure.

Les résultats concernant la recombinaisg@gSsont comparables a ceux obtenus sur
PSIl, a savoir les échantillons modifiés présentdes températures de recombinaisons
supérieures a I'échantillon contréle Ca/Cl dansdfe suivant : Ca/Br < Sr/Cl < Sr/Br. Nous
pouvons ainsi prouver que la procédure de puriioatiu photosystéme Il n’entraine ni
artefact ni modification majeure de la constitutidas centres qui viendrait fausser nos
mesures.

En principe, il est possible de connaitre le niveiénergie du couple 5, par
simulation des courbes de thermoluminescence, daldnéorie de Rappapdit qui est la

plus correcte (cf. chapitre 1l). Cependant, powrseade manque de données concernant les
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énergies d’activation de chaque étape du procaetsuscombinaison, sachant que I'échange
Ccd*/SP* nmaffecte pas seulement les propriétés redox dstet de manganése (par exemple,
le transfert d'électrons entre,®t Qs est ralentt) nous n’avons pas pu utiliser ce protocole.

Nous avons néanmoins réalisé une estimation gtiaditde cette différence de niveau
d’énergie d’'aprés les données présentes danddialiire, en comparant le rapport entre les
décalages de température de thermoluminescenes etleurs des différences d’énergie libre
correspondantes. Il a été estimé qu’'un décalage @npics de température correspondant
aux courbes de thermoluminesceng®gSet SQg” €gal a~ 8°C correspond a une difféerence
d’énergie libre entre les états & S d’environ 50~60 meV°. Récemment, il a été montré
gu'une mutation dans le voisinage dey, @ntraine un décalage de température de
thermoluminescence de 9°C et un changement d'énbbgé de~ 60 me\}’®. Dans le cas de
I'échantillon Sr/Br nous trouvons également un tkga de température de 8°C pour la
recombinaison g, donc on peut estimer que le changement d’éndilgie associé a la
double substitution G&SF* et CI/Br est de 50~60 meV.

Nous avons également cherché a appliquer la thderlRandall-Wilkins pour estimer
le niveau d’énergie du couple/S,. Aprés 1 flash donné a un échantillon adaptélastarite,
la thermoluminescence provient de la recombinaidencharges entre,Set @ tandis
gu'apres 2 flashs, elle provient de la recombinaiS@)s". A cause des manques, une partie
de la courbe de thermoluminescence observée apastds provient également de la
recombinaison $£)s". En supposant que les manques sont de 9% commsd’aoons calculé
d’'apres les oscillations a 292 nm, nous avons mpulsr les courbes obtenues sur PSII apres 2
flashs en distinguant les contributionf)g et $Qg". Le Tableau 10 et la Figure 60 montrent

les courbes obtenues ainsi que les valeurs desptaes déduits de la simulation.

Energie d'activation, Facteur
PSil Ea (eV) préexponentiel m ()
Ca/Cl 0.74 (3.5+0.2) 10’ 48.2
Ca/Br 0.75 (3.7+0.2) 10’ 48.7
Sr/Cl 0.83 (70 +5) 10’ 51.6
Sr/Br 0.85 (100 + 20) 10’ 55.1

Tableau 10 : Parameétres résultats de la procédureedsimulation (moyenne de trois échantillons).
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Figure 60 : Courbes simulées de thermoluminescenapres 2 flashs, provenant de la recombinaison de
charges SQg". En cercles noir, les points expérimentaux sontdsgmtés. La courbe verte est la courbe simulée
correspondant a la contributiop(®’, la courbe bleue est la courbe simulée correspdacdontribution §)g” et

la courbe rouge représente la somme des deux camgsssimulées.

La contribution de £ est tres faible et sera considérée comme négliggadi la
suite. En utilisant I'application développée parcBuet (cf. Chapitre 1), nous trouvons donc
que le niveau d’énergie de I'échantillon Sr/Br edtaissé de 110 meV par rapport a
I’échantillon Ca/Cl, qui est une valeur trop élevgaur étre considérée, comme nous le
démontrerons dans la discussion. Cela provientadgop grande simplification de la

méthode.

7) Mesure des énergies d’activation

La thermoluminescence nous a permis d’approchervéeurs d’enthalpies des
réactions de recombinaison. Nous allons maintedgtérminer les valeurs des énergies
d’activation en mesurant la dépendance en températas transitions;$S.;. Dans un
premier temps, nous nous sommes contentés d’étedidement les échantillons substitués
simplement, a savoir Ca/Br et Sr/Cl, en plus dehlgntillon contrdle Ca/Cl, pour la transition
S; a . Leffet synergique des deux substitutions seraliét ultérieurement, ainsi que les

autres transitions dont le faible changement d’giism rend I'étude difficile.
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Nous avons estimé la valeur des énergies d’aativatles trois échantillons en
mesurant les cinétiques de la transitiogl{®;’)’ a S a 292 nm a trois températures : 5°C,
21°C et 40°C. Les cinétiques obtenues ainsi queefésentation d’Arrhenius de ce
phénomene sont représentées Figure 61 et Figurlee62raleurs de I'énergie d’activation et

du facteur préexponentiel déduits du plot d’Arrlusrsont résumées dans le Tableau 11.
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Figure 61 : Cinétiques d’absorption a 292 nm pourd transition S; a § pour les trois échantillons Ca/Cl,
Ca/Br et Sr/Cl aux trois températures indiquées.Les données brutes sont représentées a gauches et |
données normalisées de 0 & 100% a droite.

Pour les trois échantillons, on observe que/iglbbal dépend de la température entre
5°C et 40°C. Les cinétiques sont plus rapides &4fifa 5°C.
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Figure 62 : Représentation d’Arrhénius pour la trarsition (S;Tyr ;') —STyr z.

Echantillon k (s Energie d'activation Facteur
PSII 5°C 25°C 40°C (kJ/mol) préexponentiel
Ca/Cl 188 630 1527 43 310
Ca/Br 163 330 892 35 6.10°
Sr/Cl 74 144 231 23 5 10°

Tableau 11 : Valeurs des constantes de temps a chagtempérature de mesure, des énergies d'activation
et des facteurs préexponentiels déduits des cinéties a 292 nmLes constantes de temps k ont été déduites
d’'une simulation sur Excel selon la procédure déatans le chapitre Il (selon I'équation 2 faisatdrvenir une
phase de délai).

Les valeurs des énergies d'activation et du fagieéexponentiel se trouvent étre plus
faibles dans les échantillons modifiées.

Nous avons également tenté de déterminer I'énefgigtivation du lag de Syr; a
(SsTyrz')'. Mais malheureusement, nous n’avons rien purobtie concluant. C’est une étude
préliminaire qui demandera a étre poursuivie pas desures a des températures plus

nombreuses.

8) Caractérisation par Résonance Paramagnétique Eleainique

a) Introduction : Cas de I'échantillon contréle Ca/Glans I'état $

Nous allons commencer par étudier un échantillontrbte Ca/Cl pour mettre en
évidence les signaux d’intérét dans I'étatBour observer les différents signaux, on dorefai
varier les conditions de température, de puissamioeo-ondes, etc. d’enregistrement des
spectres (que nous nommerons d’apres la tempénatilis€ée pour enregistrer le spectre : 4

K, 8,5 K et 15 K). Les spectres présentés sontspestres de différence entre I'état S
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(obtenu par éclairement a 200K) et I'état(&ores préflash et adaptation a I'obscurité pendan
une heure a température ambiante). L'intérét dqadaédure de préflash est d’'amener 100%

des centres dans I'état voir chapitre Il, page 58).

i. Spectre a 4 K

A 4 K, on observera préférentiellement les signswixants :

- A g = 4,2 (1600 gauss), un signal dé"Feontaminant dont I'amplitude varie d'un
échantillon de PSIl a un autre.

- Ag =79 (850 gauss) et g = 5,6 (1200 gauss),réesnances qui font partie d’'un
signal de F& non héme qui est situé entre les deux quinonest@. Le fer non
héme a les propriétés suivantes. L'amplitude dgsasix a g = 7,9 et g = 5,6 oscille

avec une période 2. I'explication de ces oscillaiest donnée dans la Figure 63

Aprés 1 heure a |'obscurité

Qa Fe' Qg 1) Ajout de PPBQ

» Q. Fe' Q, > Q, Fe' Qg

|

- |
Q.Fe" Q |«—— Q,Fe' Qg +— Qa F€' Qg "5 %nciiaan Qu Fel Qp
PPBQH, PPBQ PPBQ

Figure 63 : Oscillations de période 2 des signauxudFer non héme.1) Aprés une heure d’adaptation a
I'obscurité, I'état QFE'Qy™ est présent dans une fraction des centres PSdjour de PPBQ résulte en la
formation de I'état @FE"Qg dans ces centres, suite & I'oxydation dii par PPBQqui est une espéce trés
oxydante. La proximité du Fe non héme et de PPR@Qrifse I'oxydation du Fe, au détriment de la tranation
de PPBQ 2) L'illumination par un premier flash donne liéula formation de I'état (Fe'Qs. 3) Aprés un
deuxiéme flash, I'état " Qg est formé.

Ces trois premiers signaux sont observables spdetre présenté Figure édregistré a 4K.
Le grand signal hors échelle &@ correspond a la tyrosine ByrLe signal multilignes est

déja présent mais il est saturé dans ces conditions
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Figure 64 : Spectre RPE d'un échantillon de PSIl C&CI enregistré a 4 K.L'échantillon a été adapté a
I'obscurité durant 1 heure a température ambigmé&flashé, puis adapté a nouveau a I'obscurité goenane
heure a température ambiante. 0,5 mM de PPBQ distans du DMSO sont ajoutés avant congélationia 77
et enregistrement des spectres. Le spectre encoaiespond au spectre de I'échantillon de PSII &dap
I'obscurité aprés addition de PPBQ, le rouge ai@gdtes éclairement a 200 K, et le spectre bleleegiectre de
différence. Les autres parameétres d’enregistreswmtitles suivants : amplitude de modulation : 2508issance

micro-ondes : 20 mW, fréquence micro-ondes : 9,4 Giéquence de modulation : 100 kHz.

D’autres signaux peuvent étre également dans @setinditions :
- Ag=1,95 (3440 gauss) un signal'Bg’
- Ag=1,82 (3690 gauss) et g = 1,90 (3600 gauss)sijnaux @Fe'
- Ag=1,66 (4050 gauss), un signa{'Be' Qg

ii.Spectre a 8,5 K

Sur un spectre enregistré a 8,5K dans les conditititrites dans la Iégende de la
Figure 65, on observe le signal multilignes. Sompl#ode est maximale aprés un éclairement
a 200 K car les centres sont bloqués dans I'gtat S

Dans certains cas, on peut également enregistreéigoal a g= 4 (cf. Chapitre I,

P.31). Les signaux liés au Fe non heme et au Ramamant sont toujours observables mais

avec une amplitude plus faible.
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Figure 65 : Spectre RPE d’'un échantillon de PSIl C&CI enregistré a 8,5 K.L'échantillon a été adapté a
I'obscurité durant 1 heure a température ambigmé&flashé, puis adapté a nouveau a I'obscurité grenane
heure a température ambiante. 0,5 mM de PPBQ distans du DMSO sont ajoutés avant congélationia 77
(azote liquide) et enregistrement des spectrespleetre en noir correspond au spectre de I'éclantie PSII
adapté a I'obscurité aprés ajout de PPBQ, le r@ugelui aprés éclairement a 200 K, et le specta bkt le
spectre de différence. Les autres parametres d@jstirement sont les suivants : amplitude de mouudat25

G ; puissance micro-ondes : 20 mW, fréquence nmoodes : 9,4 GHz ; fréquence de modulation : 100 kHz

iii.Spectre & 15 K

A la température de 15 K (Figure 66), on obsenéguentiellement les cytochromes
c550etb559dans leur état oxydé. Trois signaux sont attritauesrésonances,gg, et g du
cytochromec55Q a g = 1,49 (4800 gauss, difficilement observablg)=d,24 (2920 gauss)
et g = 2,97 (2230 gauss). En cas d’oxydationayti b559dans certaines conditions, il est
visible par un épaulement qui apparait a g = 3,@26le du cytochromé559dans le PSII
n'est pas bien défini, il jouerait un réle dansveie secondaire de transfert d'électron
protégeant le PSIl contres des dommages induits@arconditions de photoinhibition (cf.
Chapitre 1). Le cytochrome550 (qui n’est trouvé que chez les cyanobactériesedhines
algues mais pas chez les plantes) serait impopant I'intégrité du PSII mais son réle
spécifique n’est pas clair. En principe, les specRPE devraient montrer a la fois les signaux
cyt b559et cytc55Q Cependant, une étude a montré que Id8§Dest principalement réduit
a I'obscurité et donc indétectable par RPE, tagdis le cytc550 qui a un bas potentiel est

oxydé et visible par RPE.
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g=3,02 g=2,97 g=2,24 0=1,49

e e~
15K
T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Champ magnétique (gauss)

Figure 66 : Spectre RPE d'un échantillon de PSII CKl enregistré a 15 K.L'échantillon a été adapté a
I'obscurité durant 1h a température ambiante, aséft, puis adapté a I'obscurité pendant 1h a tenpér
ambiante. 0,5 mM de PPBQ dissous dans du DMSOggoutés avant congélation a 77 K et enregistremiest
spectres. Le spectre en noir correspond au spaetféchantillon adapté a I'obscurité aprés ajoaitfdPBQ, le
rouge a celui aprés éclairement a 200 K, et letepdteu est le spectre de différence. Les auteearpetres
d’enregistrement sont : amplitude de modulatios: @; puissance micro-ondes : 5 mW, fréquence micro

ondes : 9,4 GHz ; fréquence de modulation ;: 100. kHz

Nous avons enregistré les spectres RPE des qugies t’échantillons substitués
biosynthétiquement Ca/Cl, Ca/Br, Sr/Cl et Sr/Br glaifférentes conditions, pour favoriser
I'observation des différents signaux: a 4 K, a K%t a 15 K. Les échantillons ont été

préflashés pour avoir le maximum de centres da&atlS apres adaptation a I'obscurité.
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b)Spectres a 4 K
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Figure 67 : Spectres RPE des quatre types d’'échaliins dans I'état S enregistrés a 4 K. En noir, le
spectre enregistré apres adaptation a I'obscuritéen rouge le spectre enregistré apres éclairement2d0 K
et en bleu, le spectre de différencé2arameétres : amplitude de modulation : 25 G ;gause micro-ondes : 20

mW, fréquence micro-ondes : 9,4 GHz ; fréquencenddulation : 100 kHz.

Nous pouvons commencer par observer le signal duaSsocié aux quinones.@t
Qs. On observe une diminution du signalFaprés éclairement & g = 7,9 et 5,6 pour
I’échantillon Ca/Br. En se réferant a la Figure 68, peut en déduire que la majorité des
centres se trouvait dans I'étai ' Qg aprés adaptation & I'obscurité et avant ajoutRB®.
Pour les échantillons Ca/Cl, Sr/Cl et Sr/Br, onestds au contraire une augmentation du
signal du F8 aprés éclairement & g = 7,9 et 5,6, ce qui noustraaue la majorité des
centres se trouvait dans I'étag k' Qg aprés adaptation a I'obscurité et avant ajout d8@P
Le rapport @/Qg est donc supérieur a 1 dans I'échantillon Ca/Bnfétieur ou égal a 1 dans
les trois autres échantillons. C’est un parameifficitbment maitrisable, qui varie d’'une
préparation de PSII a l'autre. Le signal multiligrest observé dans les échantillons Ca/Br et
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Sr/Cl, mais a la température de 4K et avec la paiss micro-ondes utilisée, il est saturé donc

ne nous pouvons rien conclure sur son amplitude.

c)Spectres a 8,5 K
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Figure 68 : Spectres RPE des quatre types d’échaliins dans I'état S enregistrés a 8,5 K. En noir, le

spectre enregistré aprés adaptation a I'obscuritéen rouge le spectre enregistré aprés éclairement2d0K

et en bleu, le spectre de différencdarameétres : amplitude de modulation ;: 25 G ;gauise micro-ondes : 20

mW, fréquence micro-ondes : 9,4 GHz ; fréquencmddulation : 100 kHz.

A 8,5 K, on observe le signal multilignes. On ratre bien I'existence d’un signal
multilignes modifié en présence de’'SiLe signal multilignes $f est identique a celui déja
décrit auparavant dans du PSII de plantes déphétéee et reconstitué en $F’, et dans du
PSII deT. elongatusSr/Cl biosynthétique®.

On observe également un peu de signal a g = 4,4 ldanspectres des échantillons
Sr/Cl et Sr/Br. Ceci a déja été observé dans dui dSplantes déplété en €at reconstitué

en SF87
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On observe Figure 68 que I'amplitude du signal ingiies est plus petite dans les
échantillons substitués que dans le PSIl contr@éCIC Ceci pourrait s’expliquer par la
présence de centres morts dans les échantillongiésod.es centres morts sont visibles par
RPE aprées éclairement a 200 K, ils exhibent unasigrg = 2,0025-2,0035 d’une largeur de
10 G. Ce signal correspond a un caroténoide etcamt@ophylle oxydée dans la voie
secondaire de transfert d’électrons. Leur signauperpose a celui de la Fya g = 2. Nous
avons donc enregistré les spectres RPE des éttastiCa/Br et Sr/Cl dans une région
spectrale commune a celle de la g yFigure 69). Nous n’observons pas de radical dont

signal viendrait se superposer au signal de 13 Tyr

A B

T T T T T T T T T T T T
3320 3340 3360 3380 3400 3320 3340 3360 3380 3400
Champ magnétique (gauss) Champ magnétique (gauss)

Figure 69 : Spectres RPE de Ty de PSIl Ca/Br (panneau A) et Sr/Cl (panneau B)En noir, avant

éclairement et en rouge, aprés éclairement a 28@kameétres amplitude de modulation : 2,8 G ; puissance

micro-ondes : 2 uW, fréquence micro-ondes : 9,4 Gidzquence de modulation : 100 kHz.

La RPE confirme donc qu’il n'y a pas de centres tex@apres substitution des

cofacteurs, comme nous I'avons montré précédemment.
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d)Spectres a 15 K

A la température de 15 K et avec une faible puissamicro ondes, on suit le
comportement des deux cytochromes du PSII, le bytmee b559 et le cytochromec550
oxydés’’. On n’en observe pas d’épaulement a g = 3,02 (€ig0) donc le cytochronmes59

n'est donc pas oxydé.
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Figure 70 : Spectres RPE des quatre types d'échalitins dans I'état S enregistrés a 15 K.En nair, le
spectre enregistré apres adaptation a I'obscwitéouge le spectre enregistré aprés éclairem200i et en
bleu, le spectre de différence. Parametres : amdglide modulation : 25 G ; puissance micro-ondesn\W,

frégquence micro-ondes : 9,4 GHz ; fréquence de ihatido : 100 kHz.

L'analyse RPE des échantillons biosynthétiquemendifiés nous a permis de
montrer I'absence de centres morts dans les étbantisubstitués. On observe bien la
modification du signal multilignes comme attendu présence de 3t Aucun effet

supplémentaire n’est induit par la substitution clefsicteurs.
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IIl) Discussion

Par cette étude sur les effets cinétiques et th#ynsmiques des substitutions
biosynthétiques du chlorure par le bromure, nowsvherché a montrer I'implication du

chlorure dans le mécanisme d’oxydation de 'eau.

Nous avons montré que des cellules de la cyanaimgtéelongatusont parfaitement
capables de pousser dans des conditions modifiées ipcorporer au sein du PSIl du
bromure a la place du chlorure, et ceci soit ersgée de calcium soit en présence de
strontium.

Nous avons commencé par montrer que le dégagenwgéne sous éclairement
continu de PSII ou de cellules ayant incorporé ymitgétiguement les cofacteurs™ EBit/ou
Sr** était diminué par rapport & un échantillon comtr6l/Cl. Cette baisse pouvait étre due
soit a la présence de centres morts dans le Rffillas ralentissement d’'une étape du cycle
catalytique du PSII. La vitesse de dégagement dierg ayant lieu durant la transitiopn &

S est fortement ralentie en présence des cofactabstimiés. Ce ralentissement de la
transition $ a $a ensuite été confirmé par les mesures des ciedtig292 nm, ainsi que par
les mesures des cinétiques de dégagement d’oxygbre.phase de délai a été mise en
évidence durant la transitionsT§r;—SeTyrz. Cette phase de délai est attribuée a des
réarrangements structuraux de I'étafTyB, *°**"%1"! Nous arrivons ainsi & mettre en
évidence l'existence d'un intermédiaire réactionael cours de la transition, grace au
ralentissement d{i & I'échange des cofacteuts €@&f".

Nous avons ensuite étudié par spectroscopie lésaires liées au transfert de protons
qui a lieu dans la centaine fe apres la réduction degf” par Tye. A 433 nm, le transfert
d’électrons pur entregky” et Tyry (jusqu’a 20 ns) n'est pas modifié par les subtins. Par
contre, les cinétigues qui ont lieu de 0,1 a l8Cet qui correspondent aux phénomenes de
relaxation liés au mouvement de protons, sont ti@emar la substitution G4SF* mais pas
CI'/Br. Les cinétiques du shift électrochromique (a 428-Am) de 10 pus a 100 ms apreés le
flash sont également ralenties suite & la subistittdu C&" par le St'. Pour la transition
S3—S, une premiére phase rapide est observée, cormmpobra une modification de
I'environnement électrostatique de la chlorophilg, Cette phase a up:tqui correspond au
t1» de la phase de lag observée a 292 nm. Une deuwpéase plus lente correspond a la

phase (STyrz) a STyrz. Les cinétiques du shift électrochromique nous$ permis
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d’estimer le 1, de la transition yr;’—S;Tyrz alors gue nous n'avions pas pu le faire a 292
nm a cause de la variation d’absorption trop faile §,, est de ~150 us pour Ca/Cl et ~200
ps pour Sr/ClI.

L’'une des premiéres études qui atteste de I'existelu lag'’® a été réalisée dans du
PSIlI d’une cyanobactérie thermophile, par mesusecitedtiques des transitions-&5.; dans
l'ultraviolet & température ambiante. Cette phagétanterprétée comme une contribution de
'augmentation d’absorption due aux transitions>S; et S—S, d’une petite population de
centres PSII (25%). Ce lag a ensuite & nouveaab&®rvé par Rappaport et'&l par mesure
des cinétiques d’absorption a 292 nm dans du RSplante. Il a été attribué cette fois-ci a
I'existence d’'une contrainte électrostatique suidtela formation de Syrz; qui cause
I'expulsion d’'un proton depuis le centre catalyggavec un if, de 30us. La relaxation
électrostatique décroit le potentiel redox du aemtatalytigue, permettant a la réduction de
Tyrz d’avoir lieu (réaction de 1,2 ms). Des mesures yhogtrie RPE ont également permis
la détection de ce IAf. L'oxymétrie RPE est basée sur I'effet de I'oxygémoléculaire, en
tant qu'espece paramagnétique, sur les spectregdb@ux stables. Le lag4100-200 ps) a
été observé dans des thylakoides exposés a dedia@osgharticulieres : pH 6,0 ou 0,8 mM
NaCl. Dans des conditions plus optimales, il aestEmé que leik est inférieur & 50 ps. En

accord avec les résultats de Rappaport &t°ale modéle suivant a été proposé :

v

Y, +S, — Y +S, - lMolecular RearrangementJ _ B0 Ly, +8,+0,

H* (%}
< 50-200 ps

Figure 71 : Modéle de formation de @ durant la transition S;—S,, basé sur les résultats de Razeghifattt

et Rappaport'®. (Tiré de référence 171)

Enfin, une expérience de spectroscopie aux rayomésglue en temp¥ a reporté
I'existence du lag durant la transition-$S, avec un #, de 250 us. A nouveau, il a été
proposé que l'oxydation de la tyrosine 7Tyinduit électrostatiquement une réaction de
déprotonation, réaction qui est prérequise pourélduction de Ty. Sur la base des
structures cristallographiques, il est envisageghkeI'espéce déprotonée soit I'Arg357 de la
protéine CP43 (Figure 72).
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D1 -Hfsi‘go

D1-Tyris1 o @ 11ms
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Figure 72 : Modéle proposé par Haumann et al:’> montrant la formation d’un état intermédiaire durant

le lag (~200 ps) avant la réduction de la tyrosin€yr;’ (1,1 ms). (1) L’absorption d’'un photon est suivie par
I'oxydation de Tyy en moins de 1 us, processus couplé a la dépranorde Typ vers le résidu His190 de la
sous-unité D1. (2) Le charge positive localiséeTsue’ provoque la déprotonation de I'Arg357 de la souiséun

CP43. (3) La formation de £Byr;")’ est suivie par le transfert d’électron a Tyr

En considérant ce modéle, on peut proposer que*feaour effet d'augmenter la
valeur du pK du groupe qui est déprotoné duratdde Ceci est a confirmer par une mesure

des cinétiques électrochromiques et de leurs amdglit en fonction du pH.

Nous avons étudié I'étape suivante de la transiipa S, a savoir (§Tyrz)' —S en
mesurant I'énergie d’activation dans nos échami#lmono-substitués Ca/Br et Sr/Cl et dans
I’échantillon contr6le Ca/Cl. Les données sont pnéSes dans le Tableau 12, ainsi que les
valeurs trouvées dans la littérature qui ont éteurées sur des échantillons de PSII provenant
d’une autre cyanobactérie thermopt8ignechococcus vulcart?d ou d’épinards®. Dans les
données de la littérature, la représentation d'dmis pour la transitions& S est composée
de deux lignes droites qui se coupent a une tempéraaractéristique I L’existence de ce
point de cassure au niveau de la représentationritBAius a été interprétée comme
I'existence de deux états conformationnels diff(setlu complexe d’oxydation de I'eau dans
'état S en dessous et au-dessus de la température crifigu2ans notre cas, du fait que
nous n'avons déterminé la valeur de I'énergie @atibn qu’a partir de trois températures
5°C, 21°C et 40°C, nous ne pouvons l'observer, xuluge la possibilité qu’elle existe

€également chet. elongatus.
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Ea (kJ/mol)
T. elongatus S. vulcanus Epinards
Ca/Cl 43 16 21 T< T,
Ca/Br 35 59 67 T>TF
Sr/Cl 23

Tableau 12 : Energies d’activation de la transitio S; a S pour T. elongatus S. Vulcanus(Koike et al.,
1987), et des épinards (Karge et al., 1997).F 16°C pourS. vulcanuset 6°C pour les épinards.

La valeur trouvée pour I'échantillon contrble Ca/€dt d’'un ordre de grandeur
comparable a celles déterminées dans les autrésesspLes valeurs des énergies d’activation
ne sont pas dépendantes de la thermophilie. Elesdonc intrinseques au mécanisme. La
baisse des valeurs des énergies d’activation aamnédhantillons substitués implique que le
changement structural ayant lieu durant la tramsi(gTyrz)' —So est moins significatif que
dans I'’échantillon contréle. Pour confirmer ce f&gunous avons réalisé une étude de la
température d’inhibition de la transition & S, dont nous présenterons les résultats dans le
chapitre V.

Plusieurs expériences récentes reposent sur lacitapa inverser la réaction
d’oxydation de I'eau en augmentant la pression gnEQ effet, on peut tenter de ralentir la
transition 3 & S pour piéger des intermédiaires en augmentantriaesdration en produit de
la réaction. Différentes valeurs ont été trouvéesrpestimer la valeur de la force motrice
nécessaire pour réaliser la transitiogsly;' /S, a S + O,: une premiere valeur de 80
meV!"?®%t une deuxiéme valeur de 130 mM&VNous avons reporté sur la Figure 73 les
valeurs de niveaux d'énergie que nous connaissapsés la littératur€?, pour I'échantillon
contréle Ca/Cl (en noir) entre I'état RTyr, et I'état PSTyrz. La perte d’énergie libre
associée & I'oxydation de la tyrosine Z est estien@6-40 meV*2 Celle associée a I'étape de
déprotonation durant le lag est estimée & 110 meM &,4%

Par thermoluminescence, nous avons déterminé quavéau d'énergie libre de
PSTyrz baissait de 60 meV pour I'échantillon Sr/Br (le ade I'échantillon Sr/Br est
représenté en vert sur la Figure 73). Nous supgosans le schéma qué iPa pas d’effet sur
le niveau d’énergie dezSConcernant I'étape suivante d’oxydation de lagiyme Z, nous
avons montré que les phases ps associées a lativddde Rgo® étaient ralenties par
I'échange C&/Sr* (cinétiqgues a 433 nm), d'un facteur environ éga.aEn émettant

I'hypothese que la vitesse de réaction inversetrpas modifiée, on peut en déduire que
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I'écart d’énergie entre "BsTyr, (H") PSTyrz'(H") est diminué de 20 meV en présence de
Sr**. Concernant la phase suivante de lag, sepasse de 115 ms pour Ca/Cl & 230 ms pour
Sr/Br. On peut estimer d’aprés ce ralentissemant tcteur 2 que la perte d’énergie associée
a la déprotonation de la base adjacente passe@e@&¥ pour Ca/Cl & 90 meV pour Sr/Br

(en supposant a nouveau que la vitesse de laggactierse n’est pas modifiée).

——
4 |
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/ !
! |
/ ]
! ]
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) I :
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Figure 73 : Transfert d’électrons du c6té donneur dns le photosystéme I, durant la transition $a . En
noir, est représenté le cas de I'échantillon CadGlprés les données de la littérature. En vettreymésenté
Sr/Br en prenant en compte la baisse de niveatedjénlibre de §'yr; de 60 meV (estimée suite aux mesures
de thermoluminescence). L'étasT§r,"(H") correspond a I'état intermédiaire aprés I'oxydiattde Typ mais

avant la déprotonation de la base adjacent) (@présente le proton de la base adjacente adsitg Z).

En baissant le niveau d’énergie libre d&Fyr;'(H"), on abaisse également la valeur

de la force disponible pour réaliser I'oxydation laEau. On se rend compte que la valeur
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estimée par la méthode simplifiée de Ducruet de @)/ est trop grande pour étre
considérée, il resterait trop peu d'énergie powaligér I'oxydation de I'eau. La baisse du
niveau d’énergie libre desbyr;' /S, de 60 meV associé a une force de 80-130 meV pour
réaliser I'oxydation de I'eau devrait résulter éactumulation d’'une quantité détectable de
SsTyrz'1S, visible par augmentation de I'amplitude de la ghas associée a I'oxydation de
I'eau, ce qui n’'est pas le cas dans notre expériddous penchons donc plutét en faveur de la
valeur de 130 meV. Pour I'échantillon Sr/Br, laewl de la force motrice pour réaliser
I'oxydation de I'eau serait donc inférieure a 118\

Malgré l'incertitude sur les valeurs des niveaugn#rgie mis en jeu, nous pouvons
conclure que les cofacteurs modulent le niveauetgie de $pour maintenir un équilibre
énergétique. Le systeme doit avoir une énergiezassiele pour éviter les phénomenes de

recombinaison, mais cependant suffisante poursefdloxydation de I'eau (Figure 74).

P 680/Pego (1.25V) N

Processus de relaxation
et de stabilisation

<60 meV ?

-
2H,0/0, (0.8 V)

Figure 74 : La baisse du niveau d’énergie libre d&;Tyr,'/S, de 60 meV associé a une force de 80-130 meV

130 meV ?
SrBr

pour réaliser I'oxydation de I'eau devrait résulter en I'accumulation d'une quantité détectable de
SgTyrZ./S4.
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Chapitre IV. ECHANGE BIOCHIMIQUE DU CHLORURE

|) Mise au point d’'un protocole d’échange biochimique

1) Introduction

Comme nous l'avons décrit dans le chapitre |, Liedl est un halogénure qui peut
remplacer le chlorure dans le PSII. Les résultaésgnts dans la littérature a ce sujet sont
parfois assez contradictoires, c’est pourquoi nmumss y sommes intéressés. Parallélement,
nous avons étudié le remplacement du chloruregfiundrure F qui est un inhibiteur connu
du dégagement d’'oxygene. Nous avons voulu dangemi@r temps connaitre les propriétés
d’échangeabilité du ClLa question était de savoir dans quelles conditimn peut remplacer
le bromure Brd’'un échantillon de thylakoides ou de PSII biosgtigue, par du Clou vice-
versa. Pour définir les conditions de I'échangeaysnnous sommes servis des propriétés des
échantillons substitués que nous avons mises atergsé dans le chapitre précédent, en
particulier les cinétiques de dégagement d’'oxygtasecourbes de thermoluminescence et les

cinétiques de réduction de Fydans I'UV dans I'état §
2) Dans des thylakoides
a) Comparaison des résultats obtenus sur les deursygyélectrode (45 minutes)

Nous avons dans un premier temps analysé les estelssdégagement d’oxygéne des
quatre échantillons biosynthétiques sur les depgsyd’électrode Pt/Ag/AgCl et Pt/Ag/AgBr
(Figure 56) que nous avons présentées dans letiehgpecédent. La comparaison des
résultats sur les deux électrodes nous montre’meebation des thylakoides Sr/Br, dans un
milieu contenant du Ckt des thylakoides Sr/Cl dans un milieu contemanBr, durant les
45 minutes nécessaires pour l'adaptation a I'oligcules échantillons, n’entraine aucune
modification des cinétiques de dégagement d’oxygéranion présent en grande quantité
dans le milieu circulant ne parait pas avoir ddwerice sur la vitesse de dégagement
d’oxygéne guel que soit I'échantillon considéréuPles thylakoides Sr/Br, sachant que nous
déposons sur I'électrode de Pt 25 pL d'un échantifontenant 60 mM de Bret que le

milieu circulant contient 110 mM de Giour un volume total de 250 mL, la concentration e
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sels de Bret de Cl est estimée respectivement a 6 uM et 110 mM, et versa pour les

thylakoides Sr/Cl. Du fait que I'échange CI/Br atietrés fortement la vitesse de dégagement
d'O, dans les échantillons contenant dd*Snous pouvons conclure de la Figure 56 que
durant le temps de I'expérience (environ 1 hewaagun échange CI/Br n’a eu lieu dans les
thylakoides Sr/Br et Sr/Cl. Nous allons donc maiatg tester une durée d’échange plus

longue.

b) Résultats de thermoluminescence : 5 heures

Pour tester un temps d’échange plus long, noussaganuite réalisé des mesures de
thermoluminescence car les résultats précédents nmritré que les températures de
recombinaison £)s° et SQg" étaient plus élevées dans I'échantillon Sr/Br §ul. C’est
donc un bon moyen pour sonder la présence deuGle Brau niveau du site catalytique.

Les mesures ont été réalisées sur un échantillonythkoides Sr/Br qui a été séparé en
deux parties aliquotes, I'une lavée dans du tantroriéchantillon controle) et I'autre lavée
dans du tampon ClLe lavage consiste a diluer 75 puL d’échantillangl 15 mL de TP1
contenant 60 mM de Clou Br pour le contrdle). Aprés centrifugation, le culest
resuspendu dans du TP1. Aprés deux lavages d'ue die¢ 2 heures chacun, suivis d’'une
heure d’adaptation a I'obscurité, les échantilloms été flashés une ou deux fois, puis la

thermoluminescence mesurée.

8000

e . .
60004 At S,Qy { - lavage dans Br- (contréle)
lavage dans ClI
lavage dans Br (contrdle)

SyQp { -

4000

2000

Intensité thermoluminescence (u.a.)

Température (C)

Figure 75 : Courbes d’émission de thermoluminesceracprovenant de la recombinaison &g~ aprés un
flash et SQg” aprés deux flashs, d'un échantillon de thylakoideSr/Br lavé dans une solution contenant 60
mM de CI (courbes bleue et orange) ou Bfcourbes verte et rouge)Les échantillons ont été préalablement

adaptés a I'obscurité a température ambiante daanésure.
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On voit sur la Figure 75 que les deux types d’étihams de thylakoides Sr/Br, lavés
dans Cl et lavé dans Brprésentent la méme température de recombinaas®sj bien apres
un flash qu’aprés deux flashs. Cela laisserait grege’apres 5 heures, I'échange CI/Br n'a
toujours pas eu lieu. Nous allons donc tester onpsed’échange encore plus long, en utilisant
a nouveau comme sondes les cinétigues de dégagedmntgéne (le montage de
thermoluminescence n’étant plus disponible au momermette expérience).

c) Electrode résolue en temps : purification de céda Sr/Br dans milieux Cl

Nous avons réalisé une préparation de thylakoiddy Svec des solutions contenant
60 mM de C], c’est-a-dire que les cellulds elongatuont été poussées en présence de Sr/Br,
puis toute la procédure de purification a été séaliavec du Clce qui correspond a une
durée d’environ 5 heures en présence de Cl

La Figure 76 présente la courbe de dégagement gémey d'un tel échantillon de
thylakoides appelé « Sr/Br dans TP CI » (en rou§ent présentes également les courbes
correspondant a deux échantillons contrble Sr/€In@r) et Sr/Br (en bleu) biosynthétiques

n’ayant subi aucune modification apres purification

— Sr/Br dans TP ClI

‘S 0.8-

3 — Sr/Cl
o) —— Sr/Br
o 06

2

o 0.4 1

‘O

o

€

© 0.2

©

[

2 .

0.0

0 5 10 15 20 25 30
Temps (ms)

Figure 76 : Cinétiques de dégagement d’oxygéne meéas apres le troisieme flashLes mesures ont été
réalisées sur une électrode Pt/Ag/AgBr apreés lisitnme flash donné a un échantillon de thylakoigad = 1

mg.mL?") adapté & I'obscurité. La préparation de I'échimmti« Sr/Br dans TP Cl » est décrite dans le texte

On observe de facon tres nette que I'échantillorihgakoides « Sr/Br dans TP Cl »
présente une vitesse de dégagement d’oxygéne ddené celle de I'échantillon contrble

Sr/Cl. Il semblerait donc que le Brourtant présent au début de la préparation peiteg
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cellules ont été poussées dans un milieu contamagtiement du By a ensuite été remplacé
par le Cl au cours des 5 heures de purification des thydsoill est difficile d’expliquer
pourquoi il suffit de 5 heures dans cette expéegmuur réaliser 'échange, alors que 4 heures
n'étaient pas suffisantes dans I'expérience préaédéigure 75). Il est possible que pour la
Figure 75, les lavages n’aient pas été assez edficaour enlever tout le Bitu milieu. Nous
allons maintenant nous servir de ce résultat ptudi€r I'échangeabilité @Br dans le PSII.

3) Dans le PSII

Nous pouvons nous servir des résultats obtenuggeéument pour les cinétiques a
292 nm apres le troisieme flash, pour étudier Bégjeabilité CIBr dans le PSII. En effet,
I’échantillon de PSII Sr/Br a une cinétique nettabralentie par rapport a I'échantillon Sr/Cl
(Figure 50).

Les échantillons de PSII testés ont été obtenua &ulte de la préparation de
thylakoides décrits dans le paragraphe précédestcellules ont été poussées en présence de
Sr/Br, puis toute la procédure de purification & étalisée avec Clniguement, ce qui
correspond a une durée d’environ 30 heures enmrésie Cl-.

Les résultats sont présentés dans la
Figure 77. Avant la mesure des cinétiques d’absorg 292 nm, le PSII est incubé

durant 6 heures supplémentaires a température armaldans du tampon CI- (courbe verte),
ou dans du tampon Br- (courbe bleue). Nous réaiségalement la mesure sur des
échantillons contréles : PSIl Sr/Cl (courbe noiet) Sr/Br biosynthétiques « normaux »

(courbe rouge).

2000
Figure 77 : Cinétiques de changements
1000 d'absorption a 292 nm aprés le troisieme

flash. En noir, I'échantillon contréle Sr/Cl, en
rouge I'échantillon contréle Sr/Br, en vert,
I’échantillon de PSII Sr/Br purifié dans du Cl

et incubé 6 heures dans du tamponh &l en

-Al/1*1076

-1000

bleu I'échantillon de PSII Sr/Br purifié dans

-20007 du CI et incubé 6 heures dans du tampon Br
T T T T T L | T T T
1000 10000 100000
Time(us)
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Pour les échantillons contrbles, nous retrouvoagdsultats précédents, a savoir une
cinétique ralentie pour I'échantillon contenantBit. L’échantillon incubé dans du tampon
CI' (en vert) a une cinétique superposée a celle dadillon Sr/Cl (en noir), ce qui laisse
entendre que la procédure de purification de 3@asesuivie de 6 heures d’incubation dans le
tampon contenant 60 mM de’@ist suffisante pour échanger le Bar du Cl D’autre part,
I'échantillon issu de la préparation spéciale, b¥® heures dans le tampon Bm bleu) a
une cinétique qui se trouve proche de celle derS®@B rouge). Il semblerait donc que

procédure de ré-échange/Blt soit détectable.
4) Conclusion

Pour les thylakoides, nous avons montré que I'égphaBr/Cl était total aprés 5
heures d’'incubation dans un milieu contenant 60 de\CI.

Pour le PSII, nous avons montré qu’aprés 36 heamggésence de 60 mM de €ans
Br' dans le milieu, 'échange était complet. Nous avan cours de la méme expérience
montré qu'apres 6 heures d’incubation, I'échangdClavait débuté. On pourra donc trouver
un compromis entre ces deux durées pour réaliéendnge du Cl- par d’autres halogénures :
I'iodure et le fluorure.

Il est important de noter que I'échange a lieuoldturité, c’est-a-dire dans I'état S
car il est fort possible que les propriétés d’égeailité varient en fonction de I'état @ans

lequel se trouve le centre PSII.

Il) Etude des propriétés de l'iodure

Nous avons dans un premier temps cherché a casactéeffet de la substitution du ClI
par I sur l'activité du PSII, les valeurs rapportéessimnlittérature étant peu concordantes
(cf. Chapitre I). Pour avoir matiere a comparaisarys avons €galement substitué lepar
F, qui est un inhibiteur connu du dégagement d’orggeéPuis nous avons étudié les
propriétés cinétigues de tels échantillons par RPEmMpérature ambiante, par oxymétrie

résolue en temps et par thermoluminescence.
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1) Dégagement d’oxygene sous éclairement continu

Les mesures de dégagement d’oxygene sous éclairemetnu sont réalisées sur du
PSII. Des cellules de PSII ont été cultivées dansndieu contenant du Clle PSIl en a été
extrait d’apres la procédure de purification dégride. Une fois déposé sur la colonne de
Ni%*, le PSIl a été lavé avec la solution TP3 habituetintenant du CHurant toute la nuit,
puis un deuxieme lavage supplémentaire avec uogmocontenant seulement 50 uM dé ClI
a été fait. L’élution a ensuite été réalisée avee solution ne contenant pas dé @i d’autre
halogénure. Aprés concentration de I'échantillorP&l recueilli en bas de colonne, il a été
réparti en 5 aliquots. Un aliquot a été conservis $mlogénure. Les autres ont été dilués dans

une solution contenant 60 mM soit de, Gbit de Br, soit d'I ou soit de HFigure 78).

Culture des cellules
Ca/Cl

Extraction
60 mM CI-

1er lavage (sur colonne)
60 mM CI-

2¢me Javage (sur colonne)

50 uM CI-
Elution
OCI
[%] Cl- Br I- F

(contrdle)

Figure 78 : Protocole de préparation des échantillts de PSII.

Nous avons ensuite mesure le dégagement d’oxygerseéslairement continu de ces
échantillons dans les solutions contenant I'aniomaspondant. Les résultats sont présentés
Figure 79. La mesure d’activité a eu lieu soit imimément apres la dilution dans le tampon
(batons gris), soit apres une incubation duranuiasur la glace (batons blanc). La référence

100% correspond a I'échantillon contrdle reprisddn tampon contenant 60 mM de.@a
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valeur d’activité est de 4200 umob/@g Ch. La valeur de I'activité de I'échantillon sueée
dans un tampon sans halogénure est de 80% (doon@aantrée).

L’activité de I'échantillon sans halogénure baisslativement peu (80% de l'activité
de I'échantillon contrdle). Deux hypotheses peuveomc étre émises a ce sujet: soit le
chlorure n'est pas nécessaire a l'activité, sosite de fixation du chlorure est de trés forte
affinité. Il serait alors possible que tous leesitle fixation au Cine soient pas libérés au

cours de la procédure de lavage.

‘ @ mesure immédiatc overnighﬂ

1004

80 1

60

40

20 A

Chlore Brome lode Fluor

Figure 79 : Mesures d'activité d’échantillons de P& qui ont été préparés selon la procédure décritélans
la Figure 78. L'activité a été mesurée dans un tampon conten@rmhll de I'halogénure correspondant. La

mesure a été réalisée soit immédiatement aprasdilsoit aprés une incubation durant la nuibhscurité.

On observe que I'activité décroit dans 'ordre sumit: Cl > Br > I >F, que la mesure
soit faite avant ou aprés incubation. Les valetastivité apres incubation baissent peu pour
les échantillons Clet Br et dans les mémes proportion$90%). Pour I'échantillon Clet
vraisemblablement pour I'échantillon ‘Baussi, cette baisse peut étre expliquée par une
inhibition de I'échantillon lorsqu’on I'incube alerqu’il est déja dilué. L'activité baisse de
maniére plus importante (50-60 %) pour les écHansl[ et F, soit parce qukeffet de la
dilution est plus important pour une dilution écplente, soit a cause d’'un effet spécifiquée a |
et F que nous chercherons a caractériser par la suite.

Pour savoir si I'inhibition par let F est réversible, nous avons replacé les échartillon
repris dans le tampon ét F dans du tampon contenant 60 mM dedfimesuré leur activité
soit immédiatement, soit aprés 2 heures d’incubat{bigure 80). Si l'inhibition est
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réversible, nous saurons que les échantillonsisbiités a cause d’'un échange dup@r I et
F, et non pas d’un relargage des Mn.

4000
= 7 _
< 30001
(@) |
(@]
g _
o i _
> 2000+
2 |
=
2 |
é 1000+
Q 1
< 4
N
Sels de i i i § § §
léchantillon ! ! ! F F F
Sels de la mesure I- Cl Cl F Cl Cl
Incubation Sans Sans 2h Sans Sans 2h

Figure 80 : Mesures d’activité d'un échantillon dePSll Ca/Cl qui a été mis dans du tampon contenant(®6

mM de I'ou F a la fin de la procédure de purification.Les mesures ont été réalisées soit immédiatement
apres avoir replacé les échantillons dans un tamspatenant 60 mM de Clsoit aprés 2 heures d'incubation.
Les mesures contréles correspondent a une mesuaee ldadampon contenant I'halogénure correspondant a
I'échantillon (T ou F).

L’activité des échantillons ket F remonte en présence de.@our I'échantillon |
I'incubation de deux heures permet de retrouveniveau de dégagement d'@roche de
celui d'un échantillon Ca/Cl contr6le (4200 umeli®g Chl.h). La perte d’activité avedlla
place de Clest donc un phénoméne réversible. La réversilabtémoins importante avec le
F. De la méme maniére que nous l'avons fait powhidge biosynthétique, nous allons
étudier I'effet de I'échange biochimique du @ar I, par différentes méthodes, pour tenter de
mettre en évidence l'origine de la baisse d'adiv@eul I'échange avecdst désormais étudié

car c’est celui qui présente les caractéristigasplus intéressantes.

2) Cinétiquesde déclin du radical Tyr;

Premierement, nous avons voulu étudier les cinésiglu c6té donneur en mesurant la
réduction du radical Tyt par le cluster de Mi€a par RPE a température ambiante. Cette
méthode nous permettra aussi d’estimer la propodi centres inactifs pour le dégagement

d’oxygene.
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Les études des cinétiques de formation et de dédekndeux radicaux Tyret Tyr’
ont souvent été conduites sur du PSII déplété endsinle déclin de Tyiest beaucoup plus
long dans ce type de matériel. Le radical;Tgécline avec des valeurs dg variant de 20-
600 ms, alors que dans du PSII actif, lessbnt de 0,03-1ms. Comparé a Fyfyrp est trés
stable : elle décline avec uptdans un domaine de temps des plusieurs minutesrash

Les premiéres mesures de vitesse de réductiontgieokine Z par RPE a température
ambiante ont été réalisées par Babcock éE%alqui ont montré que la vitesse variait en
fonction de I'état d’'oxydation du cluster de Mia. Des études plus récentes ont montré que
ces vitesses peuvent étre altérées quand le coenplxydation de l'eau est modifié
chimiquement, biochimiquement ou génétiquertféif>'%® Une étude qui nous intéresse
particulierement est celle qui concerne des meneisrae PSII qui ont été déplétées eACa
puis reconstituées par du®Sf’. Les cinétiques de réduction de Tyont été déterminées
dans deux conditions: 1) En les moyennant sur tegsétats $§ Ces cinétiques sont
biphasiques. La phase rapide représente 50 % dw®lltade totale et est attribuée aux
transitions $Tyr, =S, Tyrz et STyr; —#S3Tyrz. La phase lente représente 35 % de
I'amplitude totale et correspond a la transitiogly8; 2 SoTyrz. Les 15 % d’amplitude
restants sont attribués aux centres endommagéshdriéllon reconstitué au 8ra un {5, de
~ 900us pour la phase rapide et de 15 ms pour la phate lgn échantillon contréle dépléte
en C&" puis reconstitué en €aprésente unbde ~ 300us et de 4 ms pour la phase lente.
Dans I'échantillon au &F il est observé une augmentation du signal catrdasition
SoTyrz, =S, Tyr; est également en partie détectée du fait de santisdement. 2) Les
cinétiques ont ensuite été déterminées séparément chacune des transitions
STyr; S Tyrz. Les cinétiques sont biphasiques dans tous lesl@gshase rapide étant
attribuée au déclin de Tyr durant la transition {$yr; =S Tyr; et la phase lente a la
réduction de Ty dans les centres endommagés. Les valeurs gele$ phases rapides pour

chaque transition sont indiquées dans le Tableau 13

Reconstitué en Ga Reconstitué en St
SiTyrz =2 S,Tyrz ~ 200ps ~ 900us
STyrz; = SsTyrz ~ 450ps ~1,3ms
SsTyrz = SoTyrz ~5ms ~ 18 ms

Tableau 13: Valeurs des i, de la transition STyr; =S, Tyr; déterminées par RPE a température
ambiante. Les échantillons ont été déplétés erf'Qaar un traitement & forte concentration en selss p

reconstitués soit en €asoit en St'. Tiré de la référence 187.
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On observe que toutes les transitions sont rakepte la reconstitution en%rNous
allons maintenant présenter les résultats que agoss obtenus. Dans notre cas, on ne
détecte que les espéces qui déclinent avegasupérieur a 1 ms. L’échantillon Ca/Cl n’a pas
été mesuré car la réduction du radicalzT{#i»1,1 ms) est trop rapide pour la résolution du

spectrometre.

L’échantillon placé dans la cavité RPE est flasla pne série de 64 flashs a
température ambiante et on enregistre la formaide déclin du signal de la tyrosine Z aprés
chaque flash. Les échantillons actifs sont flasbates les 640 ms. Pour I'échantillon déplété
en Mn, le déclin est plus lent donc les flashs smmacés de 960 ms pour ne pas tronquer
I'amplitude du signal. Comme I'amplitude du sigdal Tyr' ne varie pas dans le domaine de
temps que nous considérons, on peut détecteritmtdgr; sans aucune autre contribution.

L’amplitude du signal est maximale pour un échbotilsans Mn (aprés lavage au
Tris) dont la formation et déclin du signal sonffisamment lents pour étre détectés a chaque
flash. Le signal de I'échantillon lavé au Tris esinc considéré égal a 100 % du signal
(courbe noire de la Figure 81).

Pour les autres échantillons, seule la transitidty!S" a STyrz est suffisamment lente
pour étre détectée de facon certflinga transition STyr;"a STyrz pourra également étre
détectée en partie. Puisque les cinétiques obtetareespondent a une accumulation des
traces indivuelles obtenues sur une série de flashsont une moyenne des cinétiques
observées dans tous les étatsC3est pourquoi on s’attend a ce que I'amplitudesiynal des
échantillons actifs soit égale a environ 25% dunaigmaximum qui est obtenu pour

I'’échantillon sans Mn.

La formation et la réduction de la tyrosine Fyont été ensuite mesurées dans un
échantillon de PSIlI Sr/Cl biosynthétique. Deux esitréchantillons ont également été
analysés : un échantillon Ca/l (dont la préparaéishexpliquée Figure 78) et un échantillon
Sr/l (dans ce cas, un échantillon de PSIl Sr/Céymthétique a été lavé a trois reprises dans
du tampon contenant de I'iodure et incubé au nmira glace durant 18h). Les résultats des

cinétiques sont présentés Figure 81.
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Amplitude du radical Tyr, (%)

-20 T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temps (Ms)
Figure 81 : Cinétiques de formation et de déclin &mpérature ambiante du signal RPE Ty enregistré a
3434 G (position a laquelle 'amplitude du signal € Tyr;" est maximale).Les échantillons sont soumis a une
série de 64 flashs en présence de 0,5 mM de PPB®.signaux enregistrés aprés chaque flash ont été
moyennés. L'amplitude du signal pour I'échantillsens Mn correspond arbitrairement a une échellE00&6.
Conditions expérimentales : puissance micro-ondes\VZ, amplitude de modulation 4 G, fréquence de

modulation 100 kHz, fréquence micro-ondes 9,4 Gidnstante de temps 0,32 ms.

L’amplitude des cinétiques des échantillons moslifiarie entre 16t 25% par rapport
a I'amplitude de I'échantillon sans Mn. Cette valparait un peu faible compte tenu dgs t
des transitions des échantillons modifiés. On exmltait & détecter la totalité de la transition
SsTyr, & STyrz et une grande partie deT$r, & STyrz Dans une publication précédetite
une valeur de 40% avait d’ailleurs été rapportéarpon échantillon de PSIlI Sr/Cl
biosynthétique. Cela peut étre di a I'existencendaques en nombre important.

Les cinétiques des échantillons Sr/Cl, Ca/l et Se/ldécomposent en deux phases :
une premiéere phase rapide correspondant au décliadical Tys" dans les centres actifs, et
une deuxieme phase lente correspondant au décliadical dans les centres morts. Pour
cette fraction de centres morts, le déclin de-'|8st identique a celui des centres sans Mn.

Pour la simulation, la cinétique de déclin de l&atillon sans Mn a été enregistré
dans les conditions des autres échantillons, airskasoflashés espacés de 640 ms. Dans ce
laps de temps, le déclin de la tyrosinezI'west pas total. Cependant, nous avons été obligés
de réaliser cette mesure pour nous placer danméeses conditions que les échantillons
actifs. Cette cinétique a été simulée selon unatéumono-exponentielle qui nous a donné

une valeur pour lgt de 125 ms.
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Les cinétiques des autres échantillons ont été I&aauselon une équation bi-
exponentielle. La phase de I'échantillon sans Metéaimposée comme phase lente et nous
avons ainsi pu déterminer les valeurs de la phagsde pour chaque échantillon. Les résultats

sont présentés dans le Tableau 14.

Phase lente Phase rapide
PSII amplitude ty2 (MS) amplitude ty2 (MS)
Sr/Cl 21 125 79 111
Sr/l 23 125 77 18,6
Cal/l 25 125 75 11,6

Tableau 14 : Valeurs des parameétres déduits de lansulation des cinétiques de déclin de la tyrosine Z
selon une équation biexponentielleLa valeur du f,de la phase lente a été imposée d'apres la vasdculée

pour I'échantillon sans Mn.

La valeur du {, de la phase rapide pour Sr/Cl est relativemerg grande que celle
déterminée auparavant a 292 nm, qui était de 4,&eEendant, ces résultats sont issus d’'une
étude préliminaire et demandent a étre confirmésdf@utres mesures. On observe que la
transition STyrz; a STyrz est ralentie dans les échantillons contenant idelute. Nous
montrons ainsi que I'effet de I'iodure n’est pas & une réduction du cluster de /@a mais
au ralentissement d’au moins une des étapes de cgtdlytique.

Nous allons maintenant étudier cette transitionpdint de vue du dégagement en

oxygene, par des mesures sur I'électrode résoluensps.

3) Séquences de dégagement d’oxygene

Nous avons mesuré les séquences de dégagemengehexyg’échantillons Ca/l et Sr/l
pour étudier I'effet de I'iodure sur la vitesse dégagement d’oxygene en présence de
calcium et de strontium.

Nous avons préparé les échantillons en centrifuge&ois reprises des échantillons de
thylakoides Ca/Cl et Sr/Cl dans du tampon conte6@nhM d’iodure, puis en les incubant 5
heures sur la glace a I'obscurité.

Nous avons d’abord mesuré le dégagement d’oxygenere séquence de 19 flashs
pour les échantillons Ca/Cl, Sr/Cl et Sr/l (Fig2). Les échantillons de thylakoides

proviennent de la souche dleelongatusauvage appelée 43H. Les trois genes psbAl, psbA2
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et psbA3 sont présent et le géne psbAl est expnragritairement. Nous avons choisi
d’utiliser cette souche plutét qugsbA1ApsbA2 car nous espérions améliorer les séquences

d’oscillations (cf. chapitre 1l1).

Figure 82 : Séquences de dégagement
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Nous observons sur la séquence des thylakoidesl Ga&Cles oscillations sont tres
amorties, comme dans le cas des thylakoides Cad@kpant de la souchlpsbA1ApsbA2
(Figure 54). Néanmoins, nous pouvons observer aufigure 54, que les oscillations
lorsqu’elles s’amortissent arrivent a un niveau eroyle 25%, ce qui est en accord avec la
théorie. En effet, apres un certain nombre de $laEs centres se répartissent équitablement
entre les quatre étatg &u fait des manques et doubles coups. Cette vdedb% n’était pas
atteinte dans I'expérience précédente (Figure &l)qui laisse quand méme penser que les
cellules 43H ont des propriétés difféerentes desulesl ApsbAlApsbA2, notamment au
niveau du pool de quinones. La deuxieme observapi@nnous pouvons faire sur la Figure 82
concerne I'échange du Glvec 1. Les séquences de dégagement d’oxygene sontgdesti
dans les trois échantillons. Globalement, la mémaentité d'Q est émise dans tous les

échantillons.
4) Cinétiques de dégagement d’oxygene

Nous avons ensuite mesuré les cinétiques de dégagelnxygéne apres le troisieme
flash sur les échantillons Ca/Cl, Ca/l, Sr/Cl €t @tigure 83).
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Les courbes présentées Figure 83A correspondentcaurbes expérimentales de

dégagement d’oxygene brutes.

Signal ampérométrique (u.a.)
L
Signal ampérométrique (u.a.)

b ——CaCl
—Cal
- —— SrCl
Srl

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 o 5 10 15 20 25 20
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] C
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0 5 10 15 20 25 30
Temps (ms)

Figure 83 : Cinétiques de dégagement d’oxygéne meéas sur des échantillons de thylakoides adaptés a
I'obscurité sur une électrode Pt/Ag/AgCI. A : courles expérimentales brutes, B : courbes expérimentale

normalisées en amplitude, C : courbes simulées.

On observe que I'amplitude des courbes des échmmsticontenant du Gaest trés
inférieure & celle des échantillons contenant dti. ela pourrait étre dii & la variation du
rapport PSII/PSI dans chaque échantillon de thytkdso Comme nous nous intéressons ici a
la vitesse du dégagement et que les données dastiions CA" d’un coté et St de l'autre,
sont en concordance entre elles, cette variatiampas d’'importance sur nos conclusions.

Pour la simulation, nous avons procédé un peurdifitnent que précédemment, ne
connaissant pas les valeurs des constantes de teoyssles échantillons contenant de
I'iodure, pour la transition Fyr;'—SeTyrs.

Pour pouvoir faire la simulation de ces courbesnetiéduire les valeurs des constantes
de vitesse pour chaque échantillon, nous avonsremi@r lieu déterminé la valeur de la
constante de diffusion pour le systeme en consildechantillon Ca/Cl. Cette constante a
changé depuis la derniere expérience car le momtagé légerement modifié. En utilisant la
valeur de la constante de vitesse égale a 1,1 éer(inée auparavant a 292 nm) pour cette

- 120 -



Chapitre IV : ECHANGE BIOCHIMIQUE

échantillon, nous avons représenté la fonctioenSaisant varier la valeur dgusqu’a ce que
courbe expérimentale et courbe théorique soientrpogées. Nous avons ainsi trouvé une
valeur pour la constante de diffusion égale a 58 m

Nous avons ensuite injecté cette valeur ddains I'équation de la fonction Svec
S =Ky ><inc><zl“(d>j xexp(—k,, xincx(i - j))) . Le seul paramétre inconnu est }g MNous

i=0

faisons ensuite varier ok jusqu’a ce que courbes théoriqgue et expérimensalient
superposées. Les valeurs des constantes de tengpgi@ierminées sont présentées dans le
Tableau 15. Nous obtenons ainsi les quatre cowibegées Figure 83C.

La Figure 83B correspond aux courbes expérimentademalisées en amplitude, de
telle sorte qu’elles croisent la courle(t) théorique correspondant a un dégagement
instantané d’oxygene, a leur maximum. Nous nousarthissons ainsi de la variation du

rapport PSII/PSI d’'un échantillon a l'autre.

PSI| t12 (Ms)
Call 3
Sr/Cl 3,6
S/l 9,9

Tableau 15 : Valeur des constantes de vitesses dégdgement d’oxygéne pour les trois échantillons de
thylakoides Cal/l, Sr/Cl et Sr/l. Elles ont été déduites par la procédure décrits tatexte.

Pour I'échantillon Sr/Cl, nous obtenons une vajsour le {,, Iégerement inférieure a
la valeur utilisée pour la simulation précédentdéxtuites de la cinétique a 292 nm (4,8 ms).
Une des raisons possible est que la vitesse deyedgamt d’'oxygene est trés dépendante de la
températurf® or nous n'utilisons pas de montage thermostaté.

Par nos mesures d’oxymétrie résolue en temps, nougrons: 1) il n’y pas de
centres inactifs dans les échantillons substitué®adure, comme suggéré par la RPE ; 2)

I'lodure ralentit la vitesse de dégagement d’oxygdn PSII.

-121 -



Chapitre IV : ECHANGE BIOCHIMIQUE

5) Courbes d’émission de thermoluminescence

Pour savoir si les propriétés thermodynamiques 8U Bn présence d’iodure sont
modifiées, nous avons mesuré les courbes de themmméscence des échantillons de
thylakoides Ca/l et Sr/l correspondant aux recomibons s et SQg (Figure 84). Les

échantillons sont les mémes que ceux utilisés [@sumesures de cinétiques de dégagement

, R
d’oxygene.
10000 A = CaCl 10000 -
«  Cal Fe]
8000 1 +  SrCl 8000 - f "'-_‘
< sl || 'S / 1
2 6000 3 60004
- -
= =
\© 4000 W 4000
‘0 ‘0
5 5
g 2000 g 20004
o 04

Température (C) Température ()

Figure 84 : Courbes d’émission de thermoluminescebacprovenant de la recombinaison &g~ aprés un
flash et SQg™ apres deux flashs, d’échantillons de thylakoideses échantillons ont été préalablement adaptés

a I'obscurité a température ambiante avant la neesur

On peut dans un premier temps comparer les résoltaénus ici pour I'échantillon de
thylakoides Ca/Cl avec les résultats obtenus pefnétent (Figure 59). On se rend compte
que la température de recombinaison est légeremkrst élevée dans cette derniére
expérience. Le maximum est atteint a 59°C et 553@r pes recombinaisonsGs et SQp
respectivement, alors que précédemment le maximtaih agteint a 57°C et 53°C. Cette
difféerence est difficile a expliquer. Nous nous so@s rendu compte au cours des
manipulations, que la température de recombinammuvait varier légerement d’'un jour a
I'autre. Nous avons pallié a ce probléme en faisautes les mesures d’'une méme expeérience
dans une méme journée et avec les mémes miliewx, o pas introduire de différences
artefactuelles. L'important réside dans le fait dmelifférence de température entre les deux
recombinaisons soit toujours identique.

Pour la recombinaison,Qg, la thermoluminescence est tres faible en présence
d’iodure. On observe pour la recombinaisofQs$ que les pics de thermoluminescence

baissent en amplitude (baisse de 50 a 60% par nappa controles) et sont décalées
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d’environ 8°C vers les basses températures pouohdtdillon Ca/l par rapport a Ca/Cl, et
d’environ 11°C pour I'échantillon Sr/l par rappat Sr/Cl. On observe une petite bande
supplémentaire vers les hautes températures (ausors de 78°C). Cette bande peut étre
attribuée & une recombinaison F@a >3

On peut comparer les résultats obtenus ici aver peisentés dans la Figure 75. Les
thylakoides testés ici ont montré que I'échang&typar I avait été réalisé apres 5 heures de
lavage et d’'incubation, alors que cela n’avait @igsle cas pour I'échange du Bar ClI, dans
les mémes conditions de lavage et d’'incubationp@ut suggérer que le site de fixation aux

halogénures a une plus grande affinité pour I'iedywe pour les autres halogénures.

Les résultats obtenus par thermoluminescence selisotités et comparés a ceux
décrits dans la littérature dans la conclusionalet@pitre. Nous allons maintenant étudier les
caractéristiques structurales des échantillonstisués biochimiquement, par RPE.

6) Caractérisation par Résonance Paramagnétique Eleainique
a)Résultats des échantillons biochimiqguement modifiés

Nous avons enregistré les spectres RPE de PSllla@gnéparation a déja été décrite
auparavant (Figure 78). Nous avons cinq types digtions : Ca/Cl, Ca/Br, Ca/l, Ca/F et
sans halogénure. Les spectres des échantillonsééntenregistrés apres adaptation a
I'obscurité (sans procédure de préflash pour nerg@akser de traitement additionnel), puis
apres éclairement a 200 K pour observer les sigdang I'état &

i.Eclairement a 200 K
I.i Echantillon Ca/Cl
Nous avons dans un premier temps enregistré lesrepale I'échantillon repris dans

du tampon Clpour contréler que le fait d’éluer en absence ld@@nure ne modifie pas la
structure du PSII, ou n’induit pas la présenceatdres morts (Figure 85).
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Figure 85 : Spectres RPE de I'échantillon contrbleCa/Cl dans I'état S enregistrés dans les conditions
suivantes : A. 4K ; B. 8,5 K; C.15K; D. Spectre Jrp’ puissance 5 mW, E. Spectre Tyl puissance 2

MW En noir, le spectre enregistré aprés adaptatlmbscurité, en rouge le spectre enregistré apcksrément

a 200K et en bleu, le spectre de différence. Leamatres d’enregistrement sont les mémes que ogcrks

auparavant.

On observe que le signal 'Féiminue aprés éclairement, le rappoi/Qg est donc

supérieur a 1, aprés adaptation a I'obscurité antaaddition de PPBQ.

Le spectre de Ty enregistré avec une puissance de 5 mW (spectragieF85)

augmente apres éclairement (variation

de 100 %ie Gaigmentation du signal traduit la
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production d'un état relaxant qui esf"8(Figure 86). Ce spectre vient donc confirmer la
formation de § apres I'observation du signal multilignes a 8,fsfectre B Figure 85)).

Sur le spectre de Tyr enregistré avec une puissance dgVZ on n’observe pas
d’apparition de radical chlorophylle ou caroténgicke qui montre I'absence de centres morts
dans I'échantillon. A cette puissance micro-ondedfet de S sur la vitesse de relaxation
n’est pas visible car I'amplitude du signal ereSt trop faible (Figure 86).

5mw

Amplitude Tyr_ oxydée

0.0 0.1 0.2 03 0.4

T T T T
0 2 4 6
Puissance micro-ondes (mw"?)

Figure 86 : Effet de la formation de $ sur l'intensité du signal de la tyrosine D oxydéeEn abscisse, est
représentée la racine carré de P, la puissance mizondes (en mW)Cette courbe peut étre simulée par une
équation de la forme : Amplitude =/R(1+P/R,)*?avec P la puissance micro-ondes en mW, k un facteur

normalisation, I, la puissance de demi-saturation et b le parandéiieomogénéité.
Cet échantillon se comporte comme un échantilloi€Canormal ».
it Echantillon Ca/F

On observe sur les spectres de I'échantillon CBigue 87) plusieurs similitudes avec
I'échantillon Ca/Cl :

- Le signal F& diminue aprés éclairement comme pour le contdi®) une plus grande

proportion de centres dans I'étaik2' Qg™ aprés adaptation & I'obscurité et avant addition

de PPBQ.

- Le spectre de Ty enregistré avec une puissance de 5 mW (spectrégire~89)

augmente en amplitude aprés éclairement (variat@obd %).
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Figure 87 : Spectres RPE de I'échantillon Ca/F dankétat S, enregistrés dans les conditions suivantes : A.
4K ; B. 8,5 K; C.15K ; D. Spectre Tyg' puissance 5 mW; E. Spectre Ty puissance 2uW. En noir, le
spectre enregistré aprés adaptation a I'obscugitéouge le spectre enregistré aprés éclairem2a0§ et en

bleu, le spectre de différence. Les parametregelgstrement sont les mémes que ceux décrits atgrara

Un fait nouveau apparait cependant sur le speatregistré a 15 K (spectre C) : la
présence d'un signal composé de 6 raies a I'oldgcatia la lumiére, qui correspond a la
présence de Mndans le milieu. Le fluor provoquerait « I'éclatamhe du cluster de MCa.

On observe d’ailleurs sur le spectre 3yavec une puissance de?/ (spectre E) I'apparition
d'un radical d0 a l'oxydation des chlorophylles aatroténoides de la voie secondaire de

transfert d’électrons, ce qui confirme la présetheeentres morts.
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Nous n’observons pas de signal & ¢, ce qui parait étonnant car en contradiction
avec la littérature rapportant un grand signakddgde membranes enrichies en PSll ou le Cl

a été substitué par du-¥.

i.iii Sans halogénure
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Figure 88 : Spectres RPE de I'échantillon « sans lgénure » dans I'état $enregistrés dans les conditions
suivantes : A. 4K ; B. 8,5 K ; C.15K ; D. Spectre ¥Jrp puissance uW ; E. Spectre Tyry’ puissance 5 mW.
En noir, le spectre enregistré aprés adaptatibwbacurité, en rouge le spectre enregistré apci&Erément a
200K et en bleu, le spectre de différence. Lespanes d’enregistrement sont les mémes que ceuxtsdéc

auparavant.
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Les spectres de I'échantillon sans halogénuresiomlaires a ceux du contrdle Ca/Cl.
La présence d'un grand signal multilignes (Spe8Yyeainsi que la forte augmentation du
signal Typ" avec une puissance de 5 mW (Spectre D) suggeriétpteS est formé de fagon
normale dans la majorité des centres. Ceci sugidgug hypothéeses : 1) soit I'élution sans
halogénure n'a pas 6té tous les fésents dans les centres PSIl ; 2) Soit I'abseec€l
n'empéche pas la formation du signal multilignesnmed, ce qui pourrait paraitre en
contradiction avec la littérature. En effet, Onoaétont réalisé une étude sur du PSII de
plantes déplété en Gdar un traitement au sulfate. Apres éclaireme2@@K, ils ont observé
I'absence de multilignes et la présence d’'un Iaigeal a g= 4,1. Dans I'échantillon contréle,
le signal a g~ 4 est induit dans les mémes proportions que déasdntillon déplété en ClI
en plus du signal multilignes. Le traitement biocitgjue sévere utilisé par Ono et al. explique

sans doute la différence avec les résultats que aans obtenus.
I.iv Echantillon Ca/I

On observe sur les spectres de I'échantillon Cla8igurs similitudes avec I'échantillon
Ca/Cl (Figure 89):
- Le signal F& diminue aprés éclairement comme pour le contdi®) une plus grande
proportion de centres dans I'état®@! Qs aprés adaptation & I'obscurité et avant addition
de PPBQ.
- Le spectre de Ty enregistré avec une puissance de 5 mW (spectrégire~89)
augmente en amplitude apres éclairement (variatien 70 %). L'augmentation
d’amplitude est moins importante que dans le caBSill Ca/Cl, suggérant la présence de
moins de centres dans I'état, $e qui est d’ailleurs en accord avec 'observatie
I'amplitude du signal multilignes a 8,5 K : 'ampide du signal est plus faible que dans la
Figure 85. L'échantillon Ca/l contiendrait donc glde centres dans ['étaty @pres
adaptation a I'obscurité.
- Il 'y a pas d’apparition de radical sur le speale Typ' enregistré avec une puissance
de 2uW aprés éclairement, montrant I'absence de cemi@ss dans I'échantillon. Ce
résultat vient confirmer celui précédemment obtgrar mesure des seéquences de

dégagement d’oxygene (chapitre 1l1).
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Figure 89 : Spectres RPE de I'échantillon Ca/l dangétat S, enregistrés dans les conditions suivantes : A.
4K ; B. 8,5 K; C.15K; D. Spectre Typ' puissance 2UW ; E. Spectre Tyry" puissance 5 mWEn noir, le
spectre enregistré apreés adaptation a I'obscwitéouge le spectre enregistré aprés éclairem200l et en

bleu, le spectre de différence. Les parametregelgstrement sont les mémes que ceux décrits atgrara

Deux faits notables apparaissent sur le spectfédwantillon Ca/l :
- La présence d’'un grand signal aux environs de4g02. Cette observation est a mettre
en corrélation avec la faible amplitude du signaltitiignes. Les centres dans I'état 182
montrant pas un signal multilignes ne sont pas adedres morts, mais des centres se

trouvant dans un étap &gerement modifié qui donne lieu au signala4y02.
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- L’amplitude du signal lié aux cytochromes esstgéande, visible &, 2,97, g= 2,24
et g = 1,49. On observe un épaulement a g = 3,0, cenguitre I'oxydation du
cytochromeb559 méme a l'obscurité. Cela pourrait s’expliquer [@arconversion de la
forme haut potentiel du cytochrome (qui est normalet majoritaire) en forme bas
potentiel, en présence d’iodure.

La présence d’'un signal a=g4™>*

en présence d’iodure et la disparition quasi-¢otal
du signal multilignes a déja été décrite par Onaalet mais dans des conditions assez
différentes. Le Cla été remplacé par de’ldans des membranes de PSII et étudié par RPE
apres éclairement a 200 K. Il est observé un Isigyeal & g= 4. Cependant, dans I'expérience
de Ono et al., le signal a~g4 est déja observé dans I'échantillon controldeoBSII a été
reconstitué avec du TlL’existence de ce signal a~g4 est décrite dans des expériences
réalisées sur des échantillons intacts éclairémn@drature ambiante ou a 200 K en présence
de sucros&, qui est connu pour favoriser le signat @ au détriment du signal multilignes.
On peut donc supposer que son observation par ©ab B'est pas a relier a la présence
d’iodure.

Aprés quelques secondes de décongélation a tempgérambiante, nous avons
remarqué que le signal a g = 4,02 disparaissaigjuetle signal multilignes diminuait en
amplitude, suggérant une instabilité du signal igties a température ambiante. Pour le
vérifier, un nouvel échantillon a été flashé unée fa température ambiante, puis congelé
immeédiatement (en 1~2 s) pour piéger les centresaq stables en,Slans le domaine de
temps étudié, puis éclairé a 200 K pour donneedeis le maximum de signal multilignes
(Figure 90). Ce protocole nous permet de sonderdportion de centres qui déclinent deaS

S, dans le temps entre le flash et la décongélation.
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Figure 90 : Mise en évidence de l'instabilité dedtat S, en présence d’'iodure. Un échantillon de PSII Ca/l
a été adapté a lI'obscurité pendant une heure a terépature ambiante (spectre noir). Apres ajout de 09
mM de PPBQ dissous dans du DMSO, I'échantillon a étflashé une fois a température ambiante (spectre
rouge), puis éclairé a 200K (spectre bleuRaramétres : température : 8,5 K ; amplitude deutatidn : 25 G ;

puissance micro-ondes : 20 mW, fréquence micro-®n8et GHz ; fréquence de modulation ;: 100 kHz.

On observe que le signal multilignes augmente abgéekirement a 200 K, ce qui
confirme I'hypothese selon laquelle le signal niigities de I'échantillon Ca/l est instable a
température ambiante. L’'état &&cline donc rapidement a température ambianfeésence

d’iodure.
il.Eclairement par flashs

Puisque nous arrivons quand méme a détecter uteneequantité de centres dans
I'état S, nous avons regardé l'effet de I'iodure aprés 1p@2 3 flashs suivants sur des
échantillons de PSII Ca/l préflashés. Les échanslide PSIlI sont dans du tampon sans
glycérol contrairement aux précédents, car il a agiservé que la présence de glycérol
diminue la résolution de certains signaux RPE. &miqulier, la présence de glycérol qui est
souvent utilisé comme cryoprotectant dans les pafipas de PSIl, empéche la formation du
signal g~ 4 et complémentairement favorise I'intensité dynal multilignes*%°

ii.i Aprés un flash

Apres un flash, (
Figure 91), on retrouve les caractéristiques dextegs que nous avons observées apres

éclairement a 200 K (Figure 89) :
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» Laprésence d’'un grand signal aux environs delga mettre en corrélation avec la
faible amplitude du signal multilignes. Les centesnant ces deux types de signaux
se trouvent dans I'étabSC’est pourquoi on observe également une forte
augmentation du signal tyrosine D oxydée a unespnie de 5 mW.

* Le signal lié aux cytochromes est trés grand enliardp, visible a g = 3,02, g =2,24
etg=1,49.
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Figure 91 : Spectres RPE de I'échantillon de PSIl &I qui a recu un flash a température ambiante,
enregistrés dans les conditions suivantes : A. 4KB. 8,5 K ; C.15K ; D. Spectre Typ' puissance UW ; E.
Spectre Tyry” puissance 5 mMWER noir, le spectre enregistré aprés adaptatimiscurité, en rouge le spectre

enregistré aprés éclairement a 200K et en blespdetre de différence.
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ii.ii Aprés deux flashs

Comme nous détectons malgreé tout I'étae® présence d’iodure, nous avons cherché
a observer le signakSFigure 92). Il est possible que &cline en §dans le temps entre le

premier et le deuxieme flash et que les centresriRSpuissent pas passer en S
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Figure 92 : Spectres RPE de I'échantillon de PSII &I qui a recu deux flashs a température ambiante,

enregistrés dans les conditions suivantes : A. 4KB. 8,5 K ; C.15K ; D. Spectre Typ" puissance uW ; E.
Spectre Tyry puissance 5 mWER noir, le spectre enregistré aprés adaptatimbsacurité, en rouge le spectre

enregistré aprés éclairement deux flashs satueaets bleu, le spectre de différence.
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Aprés deux flashs, on observe moins de signal higmiéis a 8,5 K (spectre B) et de
signal g = 4 qu'apres un flash, ce qui laisse sappgu’une grande partie des centres sont
quand méme engS
Deux faits sont a remarquer sur ces spectres (& @ir:

- Sur le spectre a 15 K (spectre C), on obsenpp#ation d’'un petit épaulement sur le
signal du cytochrome a g = 3,0. Cet épaulemenhdatateur de I'oxydation du
cytochromeéb559qui donne un signal tres Iégerement décalé paorapu signal du
cytochromec5500xydé.

- Le signal de la Ty obtenu avec une puissance de/\® augmente de maniére tres
importante apres deux flashs (60% environ), tounroe le signal obtenu avec une
puissance de 5 mW (85%) Cette augmentation peaitdée a plusieurs facteurs: 1) La
présence de centres morts, mais nous avons momré&a n'était pas le cas dans les
paragraphes précédents ; 2) L'oxydation de la igyeoB. Si I'iodure réduit la tyrosine D
oxydée, alors on la réoxyderait en flashant I'étHan. La question qui se pose
maintenant est la suivante : pourquoi n'avons massobservé d’oxydation de la tyrosine
D aprés éclairement a 200K et apres un flash ? @elerait étre di a I'accélération de la
recombinaison Jyrp = STyrp” en présence d’iodure, contrairement a la recongmna
S, Tyrp = SiTyrp, le potentiel du couple s, étant attendu plus grand que celui du
couple 9/S;.

Apres trois flashs (Figure 93), nous sommes samgeden présence d’'un mélange
d’état S du fait du rapide déclin de I'état & température ambiante. Les flashs donnés a
température ambiante sont espacés de 1 seconds.adYous montré dans les expériences
d’oxymétrie résolue en temps dans lesquelles keshdl sont espacés de 400 ms que la
quantité globale d'@émise est similaire dans les échantillons Sr/Chrélt (Figure 82). Le
déclin de $d0 a la présence d’iodure aurait donc lieu dantemps supérieur a 400 ms. Le
mélange d’états S est confirmé par le fait que ndabservons pas ou trés peu de signal

multilignes Sapres 3 flashs.
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Figure 93 : Spectres RPE de I'échantillon de PSIl &I qui a regu trois flashs a température ambiante,

enregistrés dans les conditions suivantes : A. 4KB. 8,5 K ; C.15K ; D. Spectre Typ" puissance uW ; E.
Spectre Tyry” puissance 5 mWER noir, le spectre enregistré aprés adaptatimibsacurité, en rouge le spectre

enregistré aprés éclairement a 200K et en blespdetre de différence.
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7) Discussion

Nous allons maintenant comparer les résultats ques ravons obtenus dans nos
échantillons lorsqu’on substitue le' @har I avec ceux décrits dans la littérature.
Concernant I'activité, plusieurs résultats ontptEsentés :
- Ono et af*** ont montré que des membranes de PSII qui ontéées dans un milieu
sans Cl| puis remises en présence danbntrent un dégagement d’oxygene de 17% par
rapport a une réactivation par du.Gls ont expliqué leurs résultats par I'effet réthur de
I'lodure sur le PSII. Notre activité en présencé€ Haisse moins que dans cette expérience
(60% d’activité résiduelle), ce qui pourrait indejuque la procédure d’échange n’a pas été
suffisamment efficace. Les résultats cinétiqueth@modynamiques que nous avons obtenus
montrent un clair phénotype en présence d'ioduk®et a I'encontre de cette hypothése. Ono
et al. ont montré lirréversibilité de l'inhibitiomvec 1, contrairement & nous. Une autre
publicatiorf® rapporte une inhibition totale en présence d’iedmais réversible. C’est donc
un sujet extrémement difficile a discuter, qui neet jeu des effets secondaires de la
substitution a I'iodure.
- Ikeuchi et al**® ont réalisé des mesures sur des membranes del€Bétées en Cl
par un traitement au NacCl (qui enleve égalemenpitegines extrinséques de 18 et 23 kDa),
puis mises en présence de 10 mM de Nal. L’acth@iése immédiatement pour atteindre un
niveau de 25% par rapport a un échantillon coatrépris dans 10 mM de NaCl. L’inhibition
est plus importante que dans notre cas, mais aal& yenir de I'absence des protéines
extrinséques qui protegerait le PSII de I'actidmiliitrice de l'iodure.
- Homanr*® a déplété en CHes membranes de PSII par un traitement & pH éjevé
permet de conserver les protéines extrinseque®sAR0 min en présence de 20 mM,d&
PSIl a été lavé dans un milieu sans anion pouwvenlgodure non lieé. Ces expériences ont
été réalisées en présence de bétaine pour favdaig@tention des protéines extrinséques.
Dans ce cas, l'activité avec ést de 60% par rapport & un échantillon contrédequi est
beaucoup plus proche de la valeur que nous avamesndéée. Il semblerait donc que la
présence de bétaine et des protéines extrinseqitesmdacteur trés important pour empécher
I'inhibition du dégagement d’oxygene par |
- Bryson et af®* ont également réalisé des mesures pour mettresamt & role des
protéines extrinseques. D’un coté, du PSII a épéti® en Clpar un traitement au NaCl qui
enléve aussi les protéines extrinseques et dad’adtu PSIl a été dialysé contre un milieu

sans chlorure, ce qui permet de conserver les ipestéextrinséques. L’activité sous
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éclairement continu a été mesurée dans un miliatenant une concentration croissanté. d’l
Dans les deux cas, I'activité remonte lorsque leceatration atteint une certaine valeur (entre
2 et 3 mM), puis diminue. L’activité maximale obbtena cette concentration est 4 fois plus
grande en présence des protéines extrinseques tpuerabsence. Cependant, une autre
différence qui nous interpelle dans ces résultsitéeeniveau d’activité avec 0 mM d’Dans

le cas du traitement au NaCl, l'activité est nufleggérant que tout le Gl bien été enlevé.
Par contre, l'activité apres dialyse atteint 30fol O,/mg Chl (activité de 50-60% par
rapport au controle). Cette observation rejointecgue nous avions faite sur le travail de
Lindberg et al. en introduction. La procédure daydie utilisée dans les deux expériences est
identique et vraisemblablement pas suffisammentaaf® pour enlever tout le Glu PSII.
Quoi gqu’il en soit, les auteurs en ont conclu qegeprotéines extrinseques n’empéchaient pas
I'accés delau site de fixation, malgré le fait qu’il ait urachétre plus grand que le"@,40

A contre 3,63 A), conclusion qui reste valable. @ésultats ont été interprétés comme
I'existence de deux sites de fixation aux halogésuun site a partir duquel le' @l I active

le dégagement d’oxygéne, et le second a partir@luginhibe directement ou indirectement
par son effet sur le premier site. Il est suggére lg@ premier site de fixation doit étre rempli
pour que l'inhibition suite au remplissage du déeax¢ site puisse avoir lieu. Cependant, nous
pouvons relever une contradiction qui apparait datte conclusion si I'observation que nous
avons faite sur 'efficacité de la dialyse est eote. Si les sites de haute affinité sont remplis
de CI au départ, alors I'ajout d’méme en treés faible concentration devrait immédiaint
avoir un effet inhibiteur sur l'activité, ce quiast pas le cas dans leur expérience. Cela ne
signifie par pour autant que nous déclinons laipdg8 d’existence d’'un deuxieme site de
fixation. En effet, lorsque nous avons mesuré iV@ét d'un échantillon de PSII Sr/Br
biosynthétique dans du tampon contenant 60 mM denQlis avons observé qu’elle est 20%
supérieure a celle mesurée dans du tampon conté@anM de Br. Cette observation est en
accord avec I'existence d’'un deuxieme site de dadffinité dont le remplissage par du ClI

stimulerait Iégérement I'activité.

Sur les échantillons ayant incorporé de l'iodula @lace du chlorure, nous avons pu
montrer par RPE que le déclin de la tyrosine Z éeydst ralentie fortement, ce qui vient
confirmer le ralentissement de la transitionsT{®;) a STyrz vu a 292 nm pour les
échantillons biosynthétiques. Nous avons pu momaercette expérience également que la
fraction de centres morts dans les échantillons §est pas plus grande que dans

I’échantillon contrdle Sr/Cl. Ce résultat est en@d également avec les résultats RPE.
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Plusieurs groupes ont également décrit des expé&sete thermoluminescence sur du
PSIl de plantes déplété en €l réactivé par .l
- Ono et af* ont mesuré la courbe de thermoluminescence proveda la
recombinaison £z de membranes de PSII qui ont été lavées dansiligursans C| puis
remises en présence de. llls ont montré que la recombinaison avait liedaaméme
température qu’en présence dé @lais que I'amplitude totale était diminuée. lig expliqué
ce résultat par la réduction du cluster de;®mpar I'iodure.

- Ikeuchi et al*® ont réalisé des mesures sur des membranes del€Sétées en Cl

par un traitement au NacCl (qui enleve égalemenpitegines extrinséques de 18 et 23 kDa),

puis mises en présence de 10 mM de Nal. L'amplitlel¢éa thermoluminescence suite a la
recombinaison £)s" baisse de 50% a pH 7,5 par rapport a un échantiltmtrole et est
quasiment nulle a pH 6,0. Ce résultat a été attribbnouveau a la perte de charge positive de

I'état S, par réduction d’l La température de recombinaison est identiqueli@ cl’'un

échantillon controle.

- Homanr*® a déplété en CHes membranes de PSII par un traitement & pH éjevé

permet de conserver les protéines extrinseque®sAR min en présence de 20 mM,d&

PSIl a été lavé dans un milieu sans anion pourvenléodure non lié. La recombinaison

S,Qg" a lieu a une température plus élevée qu'un édlmantiontréle, ce qui a été interprété

comme une baisse du potentiel d’'oxydation degbi a pour conséquence une conversion

ralentie de Sen S par incubation a I'obscurité.

Dans notre cas, nous avons réalisé des mesurebedmoluminescence sur les
échantillons Ca/l et Sr/l. Pour la recombinaisonctiarges s, nous montrons que la
thermoluminescence est quasiment nulle en prés#ramiure, ce qui est en accord avec le
résultat obtenu par lkeuchi et al a pH 6,0. Celat pére mis en corrélation avec linstabilité
de l'état S que nous avons observé par RPE. Apres un flasimédanl’échantillon de
thylakoides préalablement adapté a [I'obscuritétat’éS est formé mais décline
immédiatement vers I'état; Svant le début de la rampe de chauffe. Ce déclih gexpliquer
par deux types de recombinaison :

1) L’absence de thermoluminescence provenant dedembinaison £z  impliquerait la
possible réduction de I'état, $ar [. En effet, I'iodure est non seulement capable de
prendre la place du chlorure, mais aussi de dodesr électrons au c6té donneur en
absence de chlorurf8 Les centres en,@prés le flash sont réduits rapidement pawant
le début de la rampe de chauffe. Ces centres neepeuwonc plus émettre de

luminescence. Cette voie est représentée en odamgda Figure 94.
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2) Une deuxieme hypothése serait que les voiegauiatives de recombinaison@ et SI°
deviendraient prépondérantes en présence d’io@iet#e modification du rapport de la
voie radiative par rapport aux voies non radiatipesviendrait d’'une modification des
equilibres entre les difféerents états intermédsagai se forment entre;Qg” et SQa. En
particulier, si la différence de niveaux d'énerijtre entre $° sgdPheo et F'ssPheo
(niveaux indiqués en rouge sur la Figure 94) augejealors les voies non radiatives

seront favorisées par rapport a la voie radiative.
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Figure 94 : La quasi-absence de thermoluminescencaprés 1 flash peut s’expliquer par deux

phénomenes : 1) La réduction de Sar |”; 2) La prépondérance des voies non radiatives.

Pour la recombinaison de chargesQ$, nous montrons que le pic de
thermoluminescence est décalé de 8°C vers lesdhtmspératures, et que I'amplitude du pic
est également diminuée. A nouveau, deux cas peéwentonsideérés :

1) I' réduit le cluster de My&a dans l'état $Ségalement. L'effet de l'iodure réducteur est
dépendant de la température. Au début de la rarepehduffe, la recombinaisors@s
débute, puis’lcommence a réduire; 8t I'émission de thermoluminescence est stoppée,
comme dans le cas de. S

2) La fixation de Tmodifie les propriétés thermodynamiques intringsqdu coté donneur ou
accepteur. D'aprés la théorie de la thermolumines&, une baisse de la température de

recombinaison accompagnée d’'une baisse de l'ardpligignifie une augmentation du
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potentiel redox de I'étatsSet donc une instabilité de cet état. Cette balgsseempérature
pourrait également s’expliquer par une baisse dterpiel de @ qui devient plus
réducteur. Dans ce cas, I'absence de thermolurmeénescaprés un flash s’expliquerait

seulement par le fait que I'amplitude d’émissiontesp faible pour étre détectée.

Nous pouvons proposer une expérience pour savbiegsiréducteur ou non du cluster
de Mn,Ca. Elle consisterait a mesurer le déclin du sigh@l.” en présence de DCMU qui
bloque le transfert d’électron entrg &t @, par mesure des changements d’absorption a 320
nm. Le principe de la méthode est présenté Figbrd 320 nm, on mesure I'absorption lié a
la quinone Q et aux Mn. Apres un flash donné a un échantilloapé&l & I'obscurité, on a
formation de I'état £)a~ dans 100% des centres. Si on suit les changend&tisorption
apres le flash a 320 nm, on va suivre le déclitgbaption lié a la réduction de Bar Q-

(cas 1), ou par [cas 2). Si'lest non réducteur, le signal lié aed Q\” disparait. Dans le cas
contraire, une fraction des centres aura toujouss ppésent a la fin de I'expérience et

I'absorption ne sera pas nulle.

A

100% S,

/ 100% Q,°

100% S,
/ Qa

Fraction de
Q,” restante

100% S,
100% Q,

[
>

Temps

Figure 95 : Principe de la mesure du changement disorption a 320 nm d’'un échantillon Ca/l pour
savoir si I est réducteur de $ou non. (1) résultat attendu si 1n’est pas réducteur. (2) résultat attendu si’l

est réducteur. L'expérience serait réalisée avec MU pour former 100% de Q,” dans les centres.

Dans le cas dezSi faudrait réaliser le méme type d’expérienceagutant le DCMU

entre le premier et le deuxieme flash.
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Chapitre V. STRUCTURE

|) Etude du blocage des états,&n fonction de la température

1) Introduction

Nous avons montré dans le chapitre Il qu’en alaaisk température, la transitiop S
— S était ralentie. Nous allons donc maintenant étudiéiet de la température sur chacune
des transitions du cycle des états éh illuminant les échantillons de PSII par destk a
diverses basses températures. La température deirdebition, si elle est plus élevée ou
plus basse dans les échantillons ou les cofactmirgté substitués, et si cet effet varie en
fonction de la transition, peut nous donner desrinitions sur le mécanisme impliqué dans
la transition $—-S:1 et en les reliant aux données thermodynamiquda d&action, et peut
nous permettre de formuler des hypothéses condelemmécanismes ayant lieu a chaque
étape d'oxydation du cluster de Ma. D’'autre part nous espérons piéger des états
intermédiaires dans le cas ou nous pouvons ateetel températures limites.

Dans la littérature, ce genre de caractérisationdéga été réalisé soit par
thermoluminescence, soit par spectroscopie RPE.

En thermoluminescence, la mesure repose sur lantdnaison de I'état St de I'état
S; avec I'électron présent du coté accepteur. Dansptesniers travaux réalists, la
procédure complete d’illumination était réalisédasse température, ce qui induisait des
limitations provenant du coté accepteur en desdeu30 K pour toutes les transitions des
états $— S.1, exceptée celle deg 8 S (un seul électron peut étre stocké a basse tempéra
du c6té accepteur).

Les travaux suivants ont été réalisés avec debsflamnnés a basse température

précédés de flashs & température ambiante powr @étprobléme”. lls ont rapporté des
valeurs de température de demi-inhibition de 17828 K et 250 K pour les transitions &
S, S aSet$a respectivement. L'intérét des mesures de thermiokesoence repose sur
le fait que la bande B provient de la recombinaiden@” avec soit $ soit § et que le
décalage en température entre les deux types dmbétaison permet de quantifier la part de
S,etde &

La deuxieme méthode utilisable pour déterminevédsurs des températures de demi-

inhibition pour chaque transition est la spectrgseoRPE. Nous disposons d’'une sonde
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bY

spectroscopique trés facile a mesurer qui est daakimultilignes caractéristique de la
formation de I'état & Nous pouvons également dans ce cas réaliserdfilagdr pour éviter
les problemes de synchronisation d’échantillon. Lakeurs déterminées par cette méthode
sur des membranes enrichies en PSII sont de 22@<2®kir |a transition Sa §, 135-140 K
pour la transition Sa S, 230 K pour la transition, 52 S et 235 K pour la transitionzS
80196.

Nous avons choisi de mesurer la dépendance en tatapedes transitions, & S et
Sza § par thermoluminescence, et celle des transitiand S et S a S par spectroscopie
RPE. Les échantillons sont soumis a des flashgasdtua température variable. Avec les
montages dont nous disposons, la température emdhaninescence ne peut pas étre
inférieure a 200 K, alors qu’en RPE, on peut refiroféchantillon jusqu’a une température
de 100 K.

2) Méthodes de mesure

a) Transitions S—S; et $—S; : Résonance Paramagnétique Electronique

Comme nous l'avons déja dit, les mesures de déperdan température par RPE sont
fondées sur I'existence du signal multilignes ctmastiques des centres se trouvant dans
I'état S.

i.Protocole blocage 2 S

Les échantillons de PSII sont dilués a 1 mg deroploylle/mL puis introduits dans des
tubes RPE. Apres la procédure de préflash, 0,5 mMPEBQ dilué dans du DMSO sont
ajoutés dans chaque tube comme accepteur finagéatféhs. Immédiatement apres, les
échantillons sont rapidement immergés dans un @eircarboglace-éthanol a 198 K, puis
transférés dans I'azote liquide, toujours a I'olvgéu

Le tube est inséré dans un cryostat a I'obscuréé&ryostat a été au préalable refroidi a
la température désirée. Apres 30 secondes néasgaiur amener I'échantillon a la bonne
température, I'échantillon est flashé. Immédiatenagmes le flash, le tube est replacé dans un
bain a 198 K puis dans l'azote liquide avant d’énseré dans la cavité RPE. Les spectres
RPE sont enregistrés avant le flash pour connlaitiigne de base, puis aprés pour estimer la

quantité de signal multilignes formé.
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ii.Protocole blocage & S

Les échantillons de PSII sont dilués a 1 mg deroploylle/mL puis introduits dans des
tubes RPE. Apres la procédure de préflash, 0,5 emMPEBQ dilué dans du DMSO sont
ajoutés dans chaque tube comme accepteur finaatféhs. Les échantillons sont ensuite
soumis a 3 flashs a température ambiante pour amegecentres dans ['étaty,Spuis
immédiatement congelés par immersion dans un ba#8a& durant quelques secondes, puis
dans l'azote liquide.

Le tube est inséré dans un cryostat a I'obscurédéryostat a été au préalable refroidi a
la température désirée. Apres 30 secondes néasgaiur amener I'échantillon a la bonne
température, I'échantillon est flashé. Aprés carpee flash a basse température variable, le
cryostat est réchauffé a température ambiant@ehdntillon est a nouveau flashé pour passer
dans I'état & Nous pouvons ainsi mesurer la quantité de signatilignes formé, qui est
proportionnelle a la quantité de centres dans Hksqla transition &S, a eu lieu.
Immédiatement apres ce dernier flash, le tube egdacé dans un bain a 198 K puis dans
I'azote liquide avant d’étre inséré dans la calREE.Les spectres RPE sont enregistrés avant
le flash dans I'état S puis aprés les deux flashs pour estimer la quiéadé signal multilignes
formé. Le protocole est résumé dans la Figure 96.

1 flash
T

ambiante

Centres

bloqués Pas de signal
3 flashs S, il
Préflash 0 1 multilignes

Tam biante

Détection

1 heure l 1 heure 1 flash
a l'obscurité a l'obscurité ’ T RPE

ambiante

Centres
non

blogués l Signal
Sl multilignes

Figure 96 : Protocole d'étude de la dépendance earhpérature de la transition $—S;.

b) Transitions $—S; et $—S : Thermoluminescence
Par mesure de la bande B qui correspond aux recambns &)z et SQg’, nous

pouvons suivre la formation des étate8S d’'un échantillon de PSII préalablement adapté a

I'obscurité. Les échantillons de PSII sont préaai#@nt dilués a une concentration de 5 pug de
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chlorophylle/mL dans du TP1, puis adaptés a l'obsewurant 1 heure a température
ambiante. Le dépét de I'échantillon dans la celigemesure se fait a I'obscurité totale.

Pour étudier la transition,& S, I'échantillon de PSII synchronisé majoritairement
S; recoit un flash a température ambiante pour amesearentres en,Spuis I'échantillon est
refroidi, flashé a la température désirée, puisesmpiO secondes utiles pour ramener
I’échantillon a la température de -10°C, une raa@éempérature de -10°C a 90°C est lancée,
a la vitesse de 0,33°C/s, pour permettre la recoamnn. Plus la température du deuxieme
flash est basse, plus la transition &S sera bloquée. Etant donné que les recombinaisons
S$:Qs” et SQg ont des caractéristiques différentes, nous pouwstisner la contribution
respective de chaque recombinaison dans la couebghermoluminescence que nous

mesurons a chaque température.

(s ]!

25°C

Température variable

Figure 97 : Protocole utilisé en thermoluminescengeour I'étude de la transition S—S..

Pour étudier la transition 3Sa &, I'échantillon de PSIl recoit deux flashs a
température ambiante pour amener les centres tdas %. Il est refroidi a la température
désirée, et un troisieme flash est donné a cettgpdrmture. Aprés 10 secondes pour
réchauffer I'échantillon a -10°C, la rampe de terapée est lancée. Selon la température du
troisieme flash, une certaine fraction des centeste dans I'état :Set émet de la
thermoluminescence par recombinaison avgc [es centres qui passent dans I'étah&
peuvent pas émettre de thermoluminescence puisgestlin état stable. Cependant, étant
donné I'existence de manques et de doubles conps;ertaine fraction des centres se trouve
encore dans I'état ;,Sou dans l'état Saprés le troisieme flash. Une petite émission de
thermoluminescence est donc quand méme mesuréenartt des centres encore dans I'état

S, ou Slorsque le systeme n’est pas bloqué.
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Température variable

Figure 98 : Protocole utilisé en thermoluminescengaour I'étude de la transition $S—S,.

3) Résultats

a) Blocage $—&5

i.Dépendance en température de la transitigrrS3 dans les thylakoides

Nous avons commencé par mesurer la températurtodaegle de la transition,$S;,
pour les quatre types d’échantillons Ca/Cl, Ca@fClI et Sr/Br.

Nous mesurons d’abord I'émission de thermolumineseales recombinaisons(g’
et $SQg aprés un flash et deux flashs a 0°C, qui nousrsetvde contréles pour déterminer
par la suite la part de recombinaisaiQS et $SQg dans chaque pic de thermoluminescence
enregistré apres un flash a température ambiaiviepsun un flash a basse température.
La Figure 99 présente les courbes d’émission demiilaminescence mesurées sur
I’échantillon Ca/Cl. La courbe en bleu foncé quirespond a la recombinaisos(®™ apres
deux flashs montre comme attendu l'aire sous labepla plus grande et une température de
50°C. La courbe en orange a été enregistrée apreflash a température ambiante,
correspondant a la recombinaisoiQS. L'aire sous la courbe est minimale dans ce cés et
maximum est atteint pour une température légereiplestélevée égale a 52°C que pour la
recombinaison ). Les autres courbes d’émission de thermoluminesceont été
enregistrées apres un flash a température amtpanteamener I'échantillon dans I'état, S
suivi par un flash a basse température, variantL@eC a -70°C. A -10°C (courbe rose), on
peut supposer que la transitioneBS n’est pas du tout inhibée, c’est pourquoi on olEsen
pic de thermoluminescence identique a celui deelombinaison s  en bleu foncé.
Ensuite, plus I'échantillon est éclairé a basseptmature, plus l'aire sous la courbe de

thermoluminescence est petite, et plus le pic saldévers les hautes températures, pour
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finalement arriver a tres basse température aadepthermoluminescence presque identique
a celui issu de la recombinaison controp€s. Ceci signifie que la transition,& S est

totalement bloquée a basse température.
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Figure 99 : Etude de la dépendance en températureedla transition S, a S dans les échantillons de
thylakoides Ca/Cl, Ca/Br, Sr/Cl et Sr/Br (Chl = 50ug/mL). Les courbes de thermoluminescence ont été
enregistrées sur un échantillon qui a été adaptgbacurité, a recu un flash a température ambjgmiés un
flash a température variable (indiquée dans larc@a droite de la figure).

Pour pouvoir déterminer les températures de dehilbition de chaque transition, les
courbes présentées Figure 99 ont été enregistr@as ghaque échantillon. Pour chaque
courbe de thermoluminescence obtenue a basse tmmgémous avons déterminé a I'aide du
solveur Excel et des courbes des deux controlessh ét deux flashs & température ambiante,
quelle part de luminescence est due a la reconsnnatQg et quelle part est due a la
recombinaison &)s. Nous avons pu ainsi représenter en fonction deera@pérature du
deuxiéme flash, le pourcentage de(Qui est en fait le pourcentage de thermoluminesee
identique a celle obtenue apres 2 flashs a tempérambiante) présent dans I'échantillon de
thylakoides apres un flash a température ambianta dlash a basse température. Plus la

température du flash est basse, plus la propodigorentres dans I'étag 8st faible.
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La Figure 100 montre les courbes de dépendancesrapérature de chacun des

échantillons pour la transition-SS;.
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Figure 100: Courbes de dépendance en températureeda transition S, & S pour les quatre types
d’échantillons de thylakoides (Chl = 50 pg/mL).Le pourcentage des;% été déterminé en estimant la part

relative de recombinaison@;” et $SQg” dans chaque émission de thermoluminescence dgpite fprécédente.

On observe : 1) les courbes des échantillons Cat/Cla/Br sont superposées et les
courbes des échantillons Sr/Cl et Sr/Br sont suységs. L'échange WBr n’a donc pas
d’effet sur les températures d’inhibition des tiaoss S$—S;, contrairement a I'échange
C&'ISP*; 2) les courbes des échantillons contenant @uéSa place du Gé sont déplacées
vers les basses températures. La température deirdenition des thylakoides Ca/Cl et
Ca/Br est de -36°C environ, et celles des thylad®igr/Cl et Sr/Br est de -59°C.

Une autre remarque importante a faire sur la Eidi0 est qu'a basse température
(-70°C), dans les échantillons contenant dti,Sm n’atteint pas 0% de;®ais la courbe
donne l'impression d’avoir atteint un palier auwieons de 30%. Nous avons voulu savoir si
ces 30% correspondaient a des centres qui ne asrblpqués en,Jors de la transition a
basse température. Un moyen pour répondre a agttign est une mesure de spectroscopie
RPE en utilisant comme sonde le signal multiligeesctéristique de I'étabSJn échantillon
de PSII Sr/Cl a été adapté a I'obscurité, éclaméynm flash a température ambiante suivi d’'un
éclairement a 200 K (~ -75°C) (Figure 101). Sontcde est un échantillon de PSII qui a recu
deux flashs a température ambiante. Nous n'avossuflesé de procédure de préflash pour

nous placer dans les mémes conditions que la meguthermoluminescence. Hormis la
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difféerence d’échantillon PSll/thylakoides, l'autdifférence entre les deux expériences est

I'utilisation de PPBQ comme accepteur d’électroosrga RPE.

4 K A

*

T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
Champ magnétique (Gauss)

8.5K

0 1000 2000 3000 4000 5000
Champ magnétique (Gauss)

15K

T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
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4 K B

T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
Champ magnétique (Gauss)

8.5 K

0 1000 2000 3000 4000 5000
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15K

0 1000 2000 3000 4000 5000
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Figure 101 : Spectres RPE de I'échantillon de PSISI/Cl. Colonne A. Echantillon qui a été adapté a

I'obscurité (en noir), puis a regu 1 flash a tempéture ambiante (en rouge), puis un éclairement a 2K

(en bleu). Colonne B. Echantillon contréle qui a & adapté a I'obscurité (en noir), puis a recu 2 fihs a

température ambiante (en rouge).0,5mM de PPBQ dilué dans du DMSO a été ajouté tamsbe comme

accepteur final d’électrons.
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Nous observons gu’il y augmentation de la taille ciges du signal multilignes aprés
éclairement a 200 K. Cela signifie qu’il y a encales centres en;Sapres un flash a
température ambiante. Nous savons qu’apres unee ltBadaptation a I'obscurité, il y a
environ 75 % de centres dans I'étal B et 25% de centres dans I'étalf@p” (ou STyrp).

Les centres gyrp’ vont passer dans I'état B/rp” aprés le premier flash (état qui ne donne
pas de signal multilignes), puis dans I'étal\8p" apres I'éclairement a 200 K. C’est cette
fraction de centres qui est a l'origine de I'augtaéion du signal multilignes.

Nous pouvons maintenant relier cette observationx avésultats de
thermoluminescence. Apres un flash, la thermolusdeece provient de la recombinaison de
75 % des centres car 25 % des centres sont eneore l@état $. Apres deux flashs, la
thermoluminescence provient de la recombinaiso% des centres ery @ux manques
pres) et de 25% de centres erfadbix manques pres). Apres un flash a températubéaate
suivi d'un flash a 200 K, tous les centres sonSgfaux manques prés), donc I'émission de
thermoluminescence est plus importante gu'apréffash seul, méme si la transition & S
est bloquée. Nous montrons ainsi que le rappg; 8st plus grand dans les échantillons
contenant du &Ff. C’est ce que nous avions détecté, au moins pécindntillon Sr/Br par
analyse des oscillations a 292 nm.

On peut noter également sur le spectre a 4 K (EigQd, colonne A) la présence d’'un
petit split signal apres 1 flash a température amtbipuis un éclairement a 200K (pics positif
et négatif indiqués par des astérisques). Ce sghial a déja été observeé chieelongatuset

attribué & sTyr; ",

ii.Dépendance en température de la transitigpsSz dans le PSII

Les courbes précédentes ont été enregistrées sé@ctantillons de thylakoides. Pour
confirmer les résultats que nous venons de préserias avons réalisé la méme mesure sur
des échantillons de PSII pour Ca/Cl et Sr/Cl unmiggiet puisque nous avons montré que
I’échange CIBr n’a pas d’effet sur le blocage des transitiofns.;.

Nous observons Figure 102 que la température dé-idarhition de I'échantillon de
PSII Sr/Cl est plus basse que celle de I'échantiltz/Cl : -51°C pour Sr/Cl contre -37°C
pour Ca/Cl. L'écart en température entre les édllamg de PSII contenant du €zt du St
est donc légerement moins important que pour lémréidlons de thylakoides, mais la

différence reste tout de méme tout a fait signiiiea
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Figure 102 : Courbes de dépendance en température da transition S, a S pour les deux échantillons de
PSII Ca/Cl et Sr/Cl. Le pourcentage de; 8 été déterminé en estimant la part relative dembinaison g’ et

S:Qg” dans chaque émission de thermoluminescence.

On remarque également qu'a la température la passdy 10% des centres de
I'échantillon Sr/Cl ne sont pas blogués alors gudtec valeur était de 30% dans les
thylakoides (Figure 100). Cela suggére que le rapfgS; est modifié dans le PSIl par

rapport aux thylakoides.
iii.Effet du pH sur la dépendance en températuréadeansition 3—S

Pour tenter d’expliquer cette différence dans lep@rature d’inhibition de la
transition $ a S entre les échantillons €aet SF*, nous avons réalisé des mesures de
thermoluminescence a basse température a diffépeht&n effet, comme nous 'avons noté
dans lintroduction, le transfert de protons poitrétre impliqué dans le phénoméne
d’inhibition des transitions;S>S;; a basse température. Comme montré dans la Figute 2
pH n’a pas d’effet sur le relargage des protonsdamilieu au cours de la transitiop &3S,
mais on peut envisager qu'il y ait un effet localgH. En mettant en évidence un effet du pH
sur la température d’inhibition de la transitiomus pourrions confirmer I'implication des
protons dans la dépendance en température, etenante I'échange GHSF* induit des
modifications qui ont des répercussions directesndirectes sur le transfert de protons au

cours de la transition,& S.
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Figure 103 : Courbes de dépendance en températureeda transition S, @ S pour les échantillons de
thylakoides Ca/Cl (a gauche) et Sr/Br (a droite), @eux valeurs de pH(Chl = 50 pg/mL) Le pourcentage de
S; a été déterminé en estimant la part relative edmbinaison £ et $Qg” dans chaque émission de

thermoluminescence.

La Figure 103 montre le pourcentage def@mé par un flash en fonction de la
température a laquelle est éclairé I'échantillonsiéétat $. Les échantillons ont été adaptés
a l'obscurité a une concentration d’environ 2-3 @ig./mL dans du tampon a pH 6,5 (pH
optimal pour l'activité du PSII), puis au moment ldemesure, ils ont été dilués dans une
solution tampon de pH 6,5 ou 7,5. La dilution aréisée juste avant la mesure pour éviter
gue l'activité du PSII ne soit modifiée aprés uraptlongue incubation dans une solution au
pH inadapté.

Nous pouvons remarquer qu’'a pH 7,5, l'inhibitioest’ pas totale puisqu’il reste dans
le cas de Ca/Cl, plus de 30% de centres dans Btapres un deuxiéme flash a -70°C, et
dans le cas de Sr/Br, il y a encore 70% de cemmne$. Pour confirmer ce résultat, nous
avons testé une plus large gamme de pH allani=da 3,0, en flashant I'échantillon & -60°C.
Cette température parait adéquate car on peuiqueirplus on descend en température, plus
I'effet du pH est important. On ne choisit pas CQ%ar c’est une une valeur trés difficile a
atteindre avec notre montage. On obtient la Fidu4 qui représente le pourcentage de S
d’'un échantillon de thylakoides Ca/Cl et Sr/Br gqurecu un flash a température ambiante
suivi d’'un flash a -60°C, en fonction du pH de lalusion dans laquelle a été dilué

I’échantillon.
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Figure 104 : Etude de la variation du pH sur le blecage de la transition $ a & des échantillons de
thylakoides Ca/Cl (a gauche) et Sr/Br (a droitg Les échantillons adaptés a I'obscurité (Chl fus0mL) ont

recu un flash a température ambiante, suivi d'astfla -60°C.

On observe en premier lieu que le pourcentageed&ras non bloqués a tendance a
augmenter avec le pH pour les deux échantillonzaréir de pH 6,5. Si on suppose que le
blocage fait intervenir le départ d’'un proton gaise fixer a un résidu A, a une valeur de pH
supérieure au pK de ce groupe, le groupement Adé&stotoné au départ et peut fixer le
proton relargué au cours de la transition. Cetfgothese est en accord avec I'absence d’effet
du pH sur les protons relachés dans le milieu awsocde la transition S S.

On observe également que le pourcentagesdees§ plus important pour Sr/Br que
pour Ca/Cl a toutes les valeurs de pH. Cela estrdpartie a la plus grande proportion de
centres dans |'étatySlans I'échantillon modifié apres adaptation adalrité. Une premiere
remarque d’intérét que nous pouvons faire est @slilpossible d’obtenir 80% dg &ns un
échantillon de PSII Sr/Br concentré. Il faudraiupaela traiter I'échantillon pour avoir au
départ les centres dans I'étatf@" Qg, puis lilluminer par un éclairement continu & @t5.
C’est un protocole qui peut étre utile pour des éeigmces ultérieures. La deuxieme
explication est que la valeur du pK du groupemenimpliqué dans le blocage serait
diminuée dans I'échantillon Sr/Br, permettant awugement A d'étre déprotoné plus

facilement.

b) Blocage 9—%

Nous avons procédé de maniére identique pour étlad@dépendance en température

de la transition $a S, en mesurant tout d’abord les deux courbes denttieminescence qui
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nous serviront de contrdles : aprés 2 flashs a éemtyre ambiante pour la recombinaison
S:Qg” (Figure 105, orange) et apres 3 flashs a tempérambiante. Apres 3 flashs, I'état S
est formé et cet état ne donne pas de thermolungnes. Malgré tout, du fait de I'adaptation
a I'obscurité sans procédure de préflash et déstemce de doubles coups et de manques, un
certain nombre de centres se trouvent dans les Stat S apres 3 flashs et sont capables
d’émettre de la thermoluminescence. C’est pour gak nous observons quand méme une
emission de thermoluminescence relativement imptetapres 3 flashs (Figure 105, courbe
bleu foncée).

La Figure 105 montre également les courbes de tiieminescence observées apres
2 flashs a température ambiante suivis d’'un fladgkasse température, variant de -10°C a
-60°C. Lorsque les centres PSIl sont bloqués g $asse température, I'émission de
thermoluminescence est importante cag &8st l'état qui émet le maximum de

thermoluminescence par recombinaison avgc Q
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Figure 105 : Etude de la dépendance en températutke la transition § a § de I'échantillon de thylakoides
Ca/Cl (Chl = 50 pg/mL). Les courbes de thermoluminescence ont été en@gsssur un échantillon qui a été
adapté a I'obscurité, a recu 2 flash a températmigiante, puis 1 flash a température variable quné dans la

colonne a droite de la figure).

Pour pouvoir observer plus aisément la dépendamdenepérature de la transition S

a $, nous avons calculé le paramétre suivant pourushsempérature du troisieme flash :

- 153 -



Chapitre V : STRUCTURE

_ Aire(temp) - Aire(3F)

0
s Aire(2F) - Aire(3F)

Avec Aire(temp) correspondant a I'aire sous la beuapres 2 flashs a température ambiante
suivis d’un flash a température variable, Aire(8B)respondant a l'aire sous la courbe apres
3 Flashs a température ambiante et Aire(2F) I'sings la courbe apres 2 Flashs a température

ambiante.

Le parameétre «%S> qui reflete la proportion de centres dans I'&aest égal a 1
lorsque tous les centres sont bloquésget & 0 lorsque la transition & S n’est pas inhibée.
Nous l'avons représenté en fonction de la tempggatu troisieme flash (Figure 106).

1.2

T T T T T T T T T T T T T T T
70 60 50 40 30 20 -10 0
Température du troisieme flash

Figure 106 : Courbes de dépendance en température da transition § a § des 4 types d’échantillons de
thylakoides (Chl = 50 pg/mL).Les courbes de thermoluminescence ont été enreggssur un échantillon qui a
été adapté a l'obscurité, a recu 2 flashs a terhpérambiante, puis 1 flash a la température irébqle

pourcentage de;& été estimé selon la méthode décrite dans le.text

On observe a nouveau que les courbes correspoadargchantillons Ca/Cl et Ca/Br
sont superposées. La température de demi-inhibitiences échantillons est d’environ
-31,5°C. Les échantillons ou le calcium a été stu#spar du strontium ont une température
de demi-inhibition plus basse : -35°C pour Sr/GI3&°C pour Sr/Br.

De la méme maniére que pour la transitigr@ S, nous avons voulu étudier I'effet du
pH sur la température d’inhibition de cette traositdurant laquelle deux protons sont
relachés. Nous avons représenté le parameétrez e reflete le pourcentage d’inhibition

de la transition $a S en fonction de la température du troisieme flastipis pH différents :
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5,5 en rouge, 6,5 en noir et 7,5 en bleu. La meawgtd réalisée pour les thylakoides Ca/Cl
(Figure 107) et Sr/Br (Figure 108).

E— = pH6.5 ]
104 = 104 &
084 ® 0.8
o 0.6+ o 0.6 -
OQ 0.4 O\O 0.4 1
0.2+ 0.2 -
0.0 A 0.0 B
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-70 60 -50 -40 -30 -20 -10 O 70 60 -50 -40 -30 -20 -10 O
Température du troisiéme flash (C) Température du troisieme flash ()

Figure 107 : Courbes de dépendance en températureeda transition S a § pour les échantillons de
thylakoides Ca/Cl, a trois valeurs de pH.Panneau A, la figure non normalisée et panneala Bigure
normalisée a 1 pour la température la plus froigs. échantillons adaptés a I'obscurité (Chl = 50mig ont

recu deux flashs a température ambiante, suivi flagh a température variable.

Pour les thylakoides Ca/Cl (Figure 107A), on remarqu’a trés basse température (-
70°C), a pH 6,5 on atteint bien une valeur de arpe parametre « %S, comme attendu
lorsque la transition est completement bloquéecBatre, pour les pH 5,5 et 7,5, on n’atteint
pas une valeur de 1, mais soit supérieure a llpqui 7,5 soit inférieure a 1 pour le pH 5,5.
Pour pouvoir comparer avec plus de justesse lepéeatures de demi-inhibition, nous avons
normalisé le dernier point de la mesure (-70°Ch@waleur de 1 pour les 3 pH.

Apres normalisation (Figure 107B), les 3 courbesespondant au trois pH sont
superposées. La demi-inhibition de la transitigra & est atteinte a la température de -31°C
guel que soit le pH. On montre quand méme un dffgtH : a bas pH, il semblerait que tous
les centres ne soient pas bloqués car on attaitdreent 80% de 552 basse température. On
peut expliquer cet effet par deux hypothéses: stt modification du pH induit une
modification de la structure, soit I'acidificati@u milieu entraine la protonation d’'un groupe
qui empéche le blocage de la transition. Dans ceietecas, cette expérience est a réitérer
avec beaucoup plus de valeurs de pH, pour détermeimpd du groupe impliqué.

Pour les thylakoides Sr/Br, les données ont-ellssiaété normalisées a la valeur de 1
a -70°C (Figure 108).
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Figure 108 : Courbes de dépendance en températureeda transition § a § pour les échantillons de
thylakoides Sr/Br, a trois valeurs de pH.A gauche, la figure non normalisé et a droitdigare normalisée a 1
pour la température la plus froide. Les échantilladaptés a I'obscurité (Chl = 50 pg/mL) ont reewdflashs a

température ambiante, suivi d’un flash a tempéeatariable.

Les courbes correspondant aux pH 6,5 et 7,5 sopergasées Pour la courbe
correspondant au pH 5,5, elle est Iégérement d&vals les basses températures entre 0°C et
-40°C, c’est-a-dire que l'inhibition est moins gdana température comprise entre 0°C et
-40°C. Cependant, la température de demi-inhibitemte inchangée et a une valeur de -41°C
quel que soit le pH.

Dans cas de I'échantillon Sr/Br, on n'observe mlieffet du pH. Une hypothese est
gue le groupement protonable dont nous avons mé&viglence I'implication lors du blocage
de la transition $+S dans Ca/Cl, a un pK plus haut en présence ffe IS¥ groupement
serait donc toujours protoné dans la gamme de p#Hés et n'implique pas de blocage a bas
pH. Il faudrait a nouveau réaliser cette expériesureune plus large gamme de pH pour voir

si on arrive a empécher le blocage a une certateivde pH.

c) Blocage $3—S;

La mesure de la température de demi-inhibitionadgdnsition $a S a été réalisée
par RPE, en utilisant la sonde que représente geakimultilignes dans I'état ,S Des
échantillons de PSIl ont été adaptés a l'obscupidis flashés une fois a différentes
températures, variant de 100 K a 200 K. La taillesdjnal multilignes varie en fonction de la

température du flash. Le signal multilignes estithat plus petit que la transition est inhibée.
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Les spectres RPE sont enregistrés avant le flasiéshantillon adapté a I'obscurité
pour connaitre la ligne de base, puis apres Ié fiemsir mesurer le signal multilignes qui est
apparu. Pour estimer la quantité de signal mutg) qui reflete la proportion de centres
présents dans I'état pres le flash, nous avons soustrait au spectsandapres éclairement
la ligne de base enregistrée a l'obscurité. Ldetadlu signal multilignes est estimée en
mesurant la hauteur des plus grandes raies dul.signaéférence est le signal multilignes
mesuré apres un flash a 200 K qui représente 1@0eeiwtres dans I'étab.9 e pourcentage
de centres dans I'étap Spres un flash a basse température est reprgsmnie pourcentage
de la taille du signal multilignes par rapport ad&rence.

La Figure 109 représente le pourcentage de signdiilignes en fonction de la
température du flash. Les données sont d’aborceseptées séparément pour chacun des
échantillons, puis les courbes obtenues suite &umalation sigmoidale sont toutes figurées

sur le méme graphe pour faciliter la comparaison.

On observe que les courbes des échantillons CGHIBr et Sr/Cl sont superposées.
La température de demi-inhibition, a laquelle gnal multilignes a une taille égale a 50% de
sa taille maximale, est de 142 K. L’échantillonB3nprésente une courbe d’allure Iégérement
différente. La transition Sa S n’est pas inhibée jusqu’a une température de 1,6pui§ la
taille du signal multilignes décline rapidementqu&s atteindre son niveau minimal (25%)
des la température de 130 K. Bien que l'allure sfhiftérente, la température de demi-
inhibition est tres similaire a celle des autrdsagtillons et égale a 143 K.

La substitution des cofacteurs <at CI n’entraine donc pas de modification sur la
dépendance en température de la transitioh $, en accord avec I'absence de libération de
protons au cours de la transition a pH 6,5. Il fauidéitérer cette expérience a pH 7,5 car a

cette valeur de pH, la quantité de protons reladaés le milieu augmente (Figure 28).
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Figure 109 : Courbes de dépendance en températureeda transition § a S pour les quatre types
d’échantillons de thylakoides.Certains points ont été mesurés plusieurs faissdint indiqués par une barre
correspondant a I'écart type. Le pourcentage deasigultilignes a été estimé par rapport a un éillanqui a
recu un flash a température ambiante. L’amplitudsignal est mesurée manuellement sur un certainreode

raies déterminées et indiquées Figure 30 par wile ébuge.

d) Blocage 59—

Nous étudions maintenant la transition &S, dont la mesure est légérement plus
compliquée que les autres du fait que ces deus aeatlonnent pas de signal caractéristique
facilement quantifiable, ni en thermoluminescenteen RPE. La méthode la plus simple
consiste a mesurer par RPE le signal multiligneéaairant I'’échantillon apres la formation
de l'état S par un flash supplémentaire pour former I'étatq8i lui est quantifiable. Les
échantillons de PSII préflashés sont donc adaptésbacurité, puis recoivent 3 flashs a
température ambiante pour amener la majorité desesedans I'étatSEnsuite I'échantillon
est flashé a une température variable comprise @98 K et 100 K, puis flashé a température

ambiante. Suite au flash a basse température, an@ine fraction des centres passent dans
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I'état S;, puis apres le flash a température ambiante, bétas S. On mesure la taille du
signal multilignes de ces centres présents datet B qui reflete la fraction des centres dans
I'état S avant le dernier flash. Comme pour la transitigla &, on représente le pourcentage
de signal multilignes par rapport a la référence agi la taille du signal multilignes d’un

échantillon de PSII qui a recu 5 flashs a tempéeambiante (Figure 110).
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Figure 110: Courbes de dépendance en températureeda transition § a S pour les quatre types
d’échantillons de thylakoides. Le pourcentage de signal multilignes a été esparérapport a un échantillon
qui a regu 4 flashs a température ambiante. L'aog®i du signal est mesurée manuellement sur umimert

nombre de raies déterminées et indiquées FigumaBQne étoile rouge.

On observe que les courbes des échantillons Ca#ZBr et Sr/Cl sont superposées
dans la limite de la précision expérimentale, ave¢emps de demi-inhibition d’environ 205
K. Le pourcentage de signal multilignes diminue idadmatement des que le flash est donné a
une température inférieure a 295 K.

La courbe de I'échantillon Sr/Br a une allure |&yeent différente. Elle semble
atteindre un pallier a basse température des 178K ’jnhibition est de 77 % environ. La
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température de demi-inhibition est Iégérement glasée que dans les autres échantillons et
égale a 230 K.

e) Mise en évidence d’'un « split » signal par RPE dae PSII Sr/Br

Dans les expériences précédentes, nous avonsgiardtutempérature d’inhibition de
chacune des transitions—3S.; sous éclairement par flashs. Nous avons ensuéecloé a
piéger un état intermédiaire sous éclairement oandi basse température. Nous avons pu
mettre en évidence par RPE un signal caractérestitps €chantillons PSIl Sr/Br. Ce signal
apparait suite a I'éclairement a la température -#l@°C d'un échantillon de PSII
préalablement adapté a I'obscurité. Il est absesté&thantillons PSIlI Sr/Cl, comme montré

sur la Figure 111.

PSII Sr/Cl PSII Sr/Br

I e

. R \

0 1000 2000 3000 4000 5000 O 1000 2000 3000 4000 5000
Champ magnétique (gauss) Champ magnétique (gauss)
Figure 111 : Observation d’'un “split signal” d’'un échantillon de PSII Sr/Br adapté a I'obscurité, apres
éclairement a -10°C (indiqué par des étoiles). Enair le signal avant éclairement et en rouge apres
éclairement. L'échantillon Sr/Cl est montré pour @mparaison. Paramétres : température : 8,5 K;

amplitude de modulation : 25 G ; puissance micro-athes : 20 mW,; fréquence micro-ondes : 9,4 GHz;
fréquence de modulation : 100 kHz.

Le split signal est obtenu aprés éclairement aG1C% signal peut étre attribué soit a
des centres qui sont inhibés a cause de la baspénature mais cela semble étre improbable
car nous sommes trés éloignés de la températuderdeinhibition de la transition:& S,
soit a un ralentissement d’'une des transitionsydieales états S en présence de strontium et
de bromure. En effet, les mesures de changemealbsatption a température ambiante ont
montré des modifications des phases ps quand lEsteors sont substitués. Ainsi le
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piégeage du split signal pourrait étre di & umtesement des phases de relaxation lors de la

transition $Tyr;— STyrz associées a I'oxydation de la tyrosine Z.

4) Discussion

Les valeurs des températures de demi-inhibition mues avons pu déterminer sont

rappelées dans le Tableau 16. On rappelle égaldewntaleurs trouvées dans la littérature,

obtenues sur du PSII de plafite

S—S S-S S-S S-S
Ca/Cl 237 2415
Ca/Br 205 142
Sr/Cl 214 238
Sr/Br 230 235
Plante Ca/CI *°¢ | 220-225 | 135-140 230 235

Tableau 16 : Valeurs de température de demi-inhibibn déterminées pour chacune des transitions par
thermoluminescence et par RPE.

Nous trouvons donc des valeurs en accord avecsaidtida littérature dans les plantes
pour I'échantillon Ca/Cl, ce qui nous indique quethermophilie n'a pas d'effet sur les
températures de blocage. La température de blogstgdonc un phénomene intrinséque au
mécanisme et pas un phénomene lié aux protéinamétere thermophile.

Les substitutions CG&SP* et CI/Br aboutissent a des résultats différents a chaque
transition entre états,SOn peut noter que I'échange/Bl en présence de &an’entraine
pas de modification sur le blocage des transiti@ndar contre, pour les transitiong 83,

S, a S et S a9, des différences sont bien observées suite adidgd CYBr en présence de
SP*. Pour la transition §a S, seul I'échantillon doublement substitué Sr/Br meu
température de demi-inhibition plus basse. Poutrdasition $ a S, la température de
blocage est inférieure de 23 K pour les échansliBriCl et Sr/Br. Enfin, pour la transitiog S
a S, les échantillons contenant dui¥'Ssont bloqués & une température légérement plise bas
que les échantillons au €a

La transition $—S; est celle qui a lieu a la température la plusdaSs fait a été mis
en relation auparavant avec le schéma de libérdegorotons qui suit la stcechiométrie 1-0-1-
2 pour les transitions dgy & $: c’est la seule transition durant laquelle auctotgn n’est

relaché dans le milieu a pH 6,5. Aux autres traomsst la libération des protons étant
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probablement couplée a un changement de conformatiportant ne peut pas avoir lieu a
des températures inférieures a 200 K, aussi bies tiéchantillon contréle que dans les
échantillons substitués. Si cette hypothése est,Wachange biosynthétique des cofacteurs
n’induirait pas de modification au niveau de la ct@métrie de libération de Hau moins
durant la transition Sa S|l serait toujours vrai qu’aucun proton n’est rél@adurant cette

transition.

Par contre, les autres transitions qui impliquelentbdes départs de protons, sont
sujettes a des différences de température d'inbibaprés substitution du ou des cofacteurs.
Une variation de pH pourrait donc modifier ces témapures dans le cas ou elles sont liées au
transfert de protons. Nous avons donc réalisé desuras en fonction du pH pour les
transitions $a S et $§ a $. Nous n‘avons pas pu réaliser cette étude pouddes autres
transitions car elle trés longue et tres consomogagn matériel, devant étre réalisée par
RPE.

Cependant, ces mesures ont déja été réaliseeRparsur du PSIl isolé de la souche
sauvage del. elongatu§. Il a été montré dans cette étude que la transiie~S, est
indépendante du pH dans une région de pH alla®sl@ 9,5 tandis que les probabilités de
transition de £-S;, S$S—S et $—S; diminuent a pH acide. Une étude plus anciennésgsal
par RPE®® avait montré que la transition-SS, est indépendante du pH entre 4,1 et 8,4. Les
autres transitions seraient bloquées a bas pH. Rarégion acide, les pK d’inhibition des
transitions $-S;, $S—S et $—S; sont respectivement de 4,0, 4,5 et 4,7. Dansdmmé
basique, la transition ;$S est clairement bloquée avec un pK aux environ (e 8
L’inhibition dans le domaine basique a été explegpér la modification du potentiel redox de
Tyrz' [Tyrz. A pH élevée, le potentiel d’oxydation de TYFyrz devient plus bas que celui de
S)/S: et S/S,. L'inhibition a bas pH a été expliquée par unet@mation de groupements
impliqués dans la voie de transfert d&¥

Nous montrons que la température de blocage deatsition 3—S n'est pas
dépendante du pH, aussi bien pour I'échantillontrébm Ca/Cl que pour I'échantillon
doublement substitué Sr/Br, mais cela serait dia@wue nous n'avons pas testé une gamme
de pH assez large. Le pK de l'inhibition a pH adigela transition $a $ a été estimé a 4,2.
Or le pH le plus acide auquel nous avons mesurBiliition de la transition est de 5,5. Au vu
de cette valeur ainsi que de lincertitude de nobEsure, nous pouvons penser gque nous
n‘avons pas détecté d’inhibition a pH 5,5 car ce ¢ encore trop élevé pour affecter

I'efficacité de la transition considérée. Nous avaservé qu'a pH 5,5, I'échantillon Ca/Cl
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était moins bloqué qu’a des valeurs de pH plugééle, mettant en évidence la protonation
d’'un groupe qui empéche le blocage de la transittm effet n'existe pas dans I'échantillon
Sr/Br : dans ce cas, le pK du groupe serait plexséel

Pour la transition Sa S, nous avons également observé un effet du pH lesur
pourcentage de centres non bloqués a basse tenrgé@é pourcentage est plus élevé a haut
pH pour les échantillons Ca/Cl et Sr/Br, mettang€eidence I'existence d’'un groupe dont la
protonation a bas pH serait a I'origine du blocagen pK serait inférieur dans I'échantillon
Sr/Br par rapport a Ca/Cl.

Pour la transition $-S, la présence de 8ra la place de Gaentraine une petite
baisse de la température d’inhibition. Dans le n®g&oposé par Suzuki et ). une des
molécules d’eau substrat est liée ad'@a se déprotone au cours de la transition. Lorégue
Sr** se trouve a la place du €ala déprotonation de 4@ serait donc facilitée. Cet effet est en
concordance avec les valeurs d’électronégativit diux cations. Le strontium est moins
électronégatif que le calcium, ce qui peut expligaeplus grande facilité qu’'a la molécule
d’eau a relacher son proton.

On peut mettre en corrélation les effets obsergedds substitutions des cofacteurs
sur la température d’inhibition des transitions>Si;; et les valeurs des énergies d’activation
pour expliquer la transitionsS»S,. Pour résumer grossierement, on observe une bdésse
énergies d’activation apres substitution des cetast accompagnée d'une baisse de la
température d’inhibition des transitions-§5.,. Si le changement de conformation est moins
important durant la transitionsSS,, I'énergie demandée sera moins grande donc léragst
sera d’autant plus apte a le réaliser a basse tatnpe.
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II) Etude de la fixation des molécules d’eau substrat

1) Introduction

Les techniqgues d’EXAFS combinées a la spectroscBBIE ont permis de grandes
avancees sur la connaissance des structures g@praédt électronique du cluster de JZa.
Cependant, aucune information précise n’'est a ue @isponible concernant les sites de
fixation et les modes de fixation des deux molézuleau substrat, dans chacun des états S
La liaison des molécules d’eau au complexe d'oxpdatn été étudiée par différentes
techniques telle que la RBE 20 201gt IRTF?92:293 Ces expériences révélent des
informations sur le mode de fixation des molécdlesu sur le cluster de M@a. Cependant,
un probléme commun a toutes ces techniques esfleguige distinguent pas les molécules
d’eau substrat de celles présentes dans le mieprobleme a été résolu grace a l'utilisation
de la spectrométrie de masse. Elle permet de diéierhes vitesses d’échange des molécules
d’eau substrat. Par un préflash des echantillons lgs amener dans I'état d’'oxydation désiré
dans de 'eau non marquée, suivi immeédiatement diurichissement avec de I'eau marquée
H,'®0 & un temps variable avant une séquence de figsmséne a I'oxydation de I'eau et au
dégagement d’oxygene. La spectrométrie de masseepda détection en temps réel des
différentes espéces contenant de I'oxygéf@*0, °*0*0 et'®0'®0) en fonction du temps
de mélange de #£O avec I'échantillon de thylakoides. Grace au suiui produit de la
réaction (Q), les vitesses d’échange obtenues reflétent eimet les propriétés d’échange
et de liaison des deux molécules d’eau substrat.

L’application de la technique en temps résolu arbdiverses informations sur la
fixation des molécules d’eau en fonction des éBatd es premieres mesures étaient limitées
par la résolution, de 30-63°%2%>2°® || a cependant pu étre conclu que dans le dondene
temps observé, il n'y a pas de molécule d’eau iée échangeable en dessous de I'éiat S
Une grande amélioration a été apportée a la régolde la technique par Messinger et al.
(<30 ms}® grace & la construction d’'une cuve de mesuregermet un mélange rapide de
I'H ,*®0 ajoutée. Il est apparu qu'il y a deux sites aatfon du substrat ayant des propriétés
différentes, une des molécules d’eau s’échangeatgrhent .= 500 ms a 10°C) dans I'état
S;, et 'autre s’échangeant plus rapidement€£t25 ms a 10°C). L’échange lent est couplé a
une énergie d'activation d’environ 75 kJ/mol etté& discuté en termes d’un ligand terminal

manganese oxo, tandis que la molécule d’eau s'@elaaunh rapidement représenterait une
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molécule d’'eau fixée dans I'environnement du cluste MnCa. Plusieurs améliorations
ultérieures apportées a la technid@i€®?'*ont permis de mesurer les cinétiques d’échange
dans tous les états, Bour le site d’échange lent, & savajr(§ = 10 §*, soit t,= 70 ms), $
(ky = 0,02 &, soit t,= 35 s), $ (ks = 2,0 §', soit t,= 350 ms) et $(k; = 2,0 §', soit ti,=
350 ms) et dans,$k, = 120 §', soit t,= 6 ms) et $(k, = 40 %, soit t,= 17 ms) pour le site
d’échange rapide.
La vitesse d’échange lent est ralentie d'un factéB00 durant la transitionyS>S;.

Par comparaison avec d'autres complexes de métalratés’’?% |a vitesse d’échange dans
I'état § correspondrait plutét & une molécule d’eau liéenaMn". Cette étape pourrait
correspondre a I'oxydation du site de fixation dibbsrat, ou a la déprotonation du substrat
suite a un changement de pK causé par l'oxydatiorldster de MgCa. Au contraire, la
deuxieme étape 1S>S, montre une augmentation par un facteéurl00. Il apparait trés
clairement que le site auquel est fixée la molédigdau qui s’échange lentement ne peut pas
étre I'ion Mn qui subit une oxydation durant cedtnsition. L’accélération pourrait étre due a
une déprotonation d’'un ligand du Mn, ou a I'échaongela fixation d’'un ligand au Mn. Le
dernier cas parait le plus probable pour respéetechéma de libération des protons. Durant
la transition $ a S, il n'y a pas de changement supplémentaire auanivde ce site de
fixation car la vitesse d’échange est inchangéendtare du site de fixation de I'eau doit étre
identique dans les états & S, pour la molécule d’eau qui s’échange lentement.
Pour le site d’échange rapide, ses vitesses nerésalues que dans les étatsed ™
Comme I'échange dans I'état &st trop rapide pour étre mesurable, ceci noweaéw’il y a
un ralentissement significatif de la transitionaSS et un autre petit ralentissement durant la
transition $ a S. Le ralentissement durant de &S peut étre associé a I'oxydation du Mn au
site de fixation du substrat. Cependant, le radeetnent de 52 Sest trop faible par rapport
a ce qu'on attend en cas de changement d’état dabon du Mn. Les changements durant
la transition $a S peuvent résulter de I'oxydation d’un site voisin.
Ceci a mené a la conclusion que I'eau se fixegsuble site lent et au moins epssir le site
rapide et aux remarques suivantes :

- Les deux sites ne sont pas équivalents au coursycla des états,Sen termes de

vitesse d’échange, d’énergie d’activation et d'epit.
- La molécule d’eau du site d’échange rapide estes@gllement de plus en plus liée

apres les transitiongSS,—S;,
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- La molécule d’eau du site d’échange lent est li@nmfortement apres la transition
S,—S,, mais son affinité reste inchangée durant la itiansS,—S;,

- Le site d’échange lent fixe I'eau avec une affisgit@ilaire dans les étatg 8t S.

Concernant le réle du cofacteur ¢ ades expériences de spectrométrie de masse ont
montré que suite & I'échange biochimique dd*Gmar Sf*, la phase rapide est trés peu
affectée par la reconstitution al”Sdans I'état & Dans les états; @t S, le t.de la phase
d’échange rapide est trop petit pour le détermibarvitesse de la phase d’échange lente est
augmentée d’'un facteur d’environ 3~4 dans les &at$ et S. 1l en a été conclu que la

molécule d’eau qui s'échange lenteniéee lie au site de fixation du €a
2) Matériel et méthode
a) Principe

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Kckinann et J. Messinger (Max

Planck Institut) qui a réalisé le montage dontrlagipe est resumé Figure 112.

Cuvette _, | « vige

échantillon

D CcO ceee Sépa_ration des ions par
Echantil 2 1 5 2 2 HD le ratio masse/charge
c gntl on 1150
liquideou H 2

gazeux Cl0%0 [0, 2
2
Membrane lonisation Détection des ions

perméable aux gaz

Figure 112 : Schéma de principe du montage de speatétrie de masse appliquée a I'étude des vitesses
d’échange des molécules d’eau substrdtes gaz issus de la photosynthése traversentabmane et pénétrent
dans le vide. lls sont ensuite ionisés par imp&attédnique. Les ions produits sont ensuite analysr un

détecteur a cages de Faraday.

Lors des mesures, I'état 8st induit par 2 flashs puis de I'eay¥D est injectée. A
des temps variables apres cette injection, uniémis flash est donné pour induire la
transition $—S—S+0, et le pourcentage d&0'®0 et'®0, dans le dioxygéne émis est suivi
en fonction du temps séparant l'injection dg®® et le troisiéme flash. Ce protocole est

schématisé Figure 113.
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Figure 113 : Protocole utilisé pour la mesure desitesses d’échangeEn vert, un premier échantillon et en
bleu un deuxiéme échantillon. Le temfisentre I'injection de KO et le troisiéme flash varie en fonction de

I’échantillon, laissant plus ou moins de temps mumtécules d’eau pour s’échanger.

Nous avons ainsi pu déterminer les cinétiques degh des molécules d’eau dans
I'état S pour les quatre types d’échantillons : Ca/Cl, €a®/Cl, Sr/Br, et en déduire des
informations sur les affinités de liaison et sumkture des sites de fixation des molécules
substrat.

b) Matériel

La piéce centrale de ce type d’appareil est une bmame semi-permeéable, qui sépare
la cuvette porte-échantillon du vide, et permet gax mais non aux liquides de pénétrer a
lintérieur du spectrométre de maS8&™°

Le spectrométre de masse a ratio isotopique (Th&imugan, DeltdXP) est équipé
d’'une source d’ionisation électronique et de seppes de Faraday qui détectent
simultanément®0, (m/z = 32),'°0™0 (m/z = 34)*®0, (m/z = 36) et”’C*®0, (m/z = 44),
12¢*0%0 (m/iz = 46)*C*®0, (m/z = 48). A m/z = 36, deux espéces différentest s
détectées'®0, et un isotope de I'’Argorf°Ar. A m/z = 40 le pic Argon principal est détecté
simultanément.

Les mesures peuvent étre réalisées indépendammemS3l ou thylakoides, nous

avons choisi les thylakoides qui sont plus facilgmirifier.
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Les échantillons de thylakoides sont dilués & wwentration de 0,2 mg Chl.AiL
(pour que le flash soit saturant) dans du TP1sdist préflashés avec un flash saturant au
Xénon pour synchroniser les centres gndans des tubes en verre (3 mm de diametre), puis
incubés 45 minutes a température ambiante. L'édlmentde thylakoides ainsi préparé est
ensuite injecté dans la cuvette porte-échantillorsmgectrométre de masse. La température au
niveau de la cuvette est maintenue constante a 1@°€eringue utilisée pour injecter bHO
est remplie d’'H®0O (enrichie & 98%) & laquelle on a préalablemeattéj un mélange
d’enzyme (voir plus bas). Pour avoir une ligne dsébstable, I'échantillon est dégazé dans la
cuvette pendant environ 20 minutes avant de famedtion et de lancer la mesure.

Pour réduire le bruit de fond dt &°0, présent naturellement dans I'échantillon
(~0.2% dans I'eau), de petits aliquots d’'un mélangelucose/glucose oxydase/catalase sont
ajoutés. La glucose oxydase (181,000 unités/gesofigma aldrich) catalyse la réaction de
O, et dup-D-(+)-Glucose (sigma aldrich) en,6,, tandis que I'HO, oxydoréductase (ou
catalase, 1,927 unités/mg de solide, sigma aldriotyde deux molécules de peroxyde
d’hydrogéne en deux molécules d’eau et une molégeleioxygéne. On convertit ainsi le
dioxygene en eau. La quantité de glucose et lesetrations des enzymes ont été optimisées
pour enlever pratiquement totalement le dioxygéesadit de I'H'®0 avant I'injection, sans
avoir d’effet sur la quantité d’O&mise par le PSII.

Apres dégazage, les échantillons sont illuminésdearx flashs saturants au xénon
(durée de 5us, flashs espacés de 500 ms) pouregueeihtres PSII soient dans I'état &
10°C, les réactions inverses deeéSS et S sont lentes. De cette maniére, les centres restent
dans I'état $ pendant les 15 secondes séparant le deuxiemediagivisieme, qui induit la
formation du dioxygéne. L'enrichissement final &0 dans I'eau dans la cellule du
spectrométre est de 21,5%. Aprés injection de'f®l 'O, émis suite au troisiéme flash est
détecté et enregistré pendant 3 minutes. Puisséme de 8 flashs au xénon est donnée. Le
signal de dioxygéne ainsi généré est utilisé paumaliser le rendement en, @duit par le
troisieme flash. En effet, 'amplitude du signalupétre perturbée par des changements de
perméabilité de la membrane et surtout par destiams de concentrations durant la série de
mesures. L’intégration du signal obtenu sur ce$a8hé est une mesure de la quantité de
centres réactionnels dans I'échantillon.

La vitesse d’échange des molécules d’eau peutnédsurée dans tous les états S
mais nous n‘avons étudié que &ar la mesure des autres états eSt beaucoup plus
compliquée. Il faut flasher plusieurs fois I'’éctiion aprés I'injection d’H'*®0 pour amener

les centres PSII jusqu’a la transition & & durant laquelle 'oxygéne est émis. Cela
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nécessite I'utilisation de plusieurs laser Nd:Ypgur avoir des flashs suffisamment
rapprochés et éviter des échanges parasites d@mflashs supplémentaires.

c) Analyse des résultats

Le rendement en par flash est déterminé en extrapolant au tempifadh (Figure
113).

L’amplitude du signal obtenu ) représente essentiellement la production de
dioxygene dans la cellule au moment du troisiéraghfl Trois corrections doivent cependant
étre apportées: 1) Il faut soustraire au signalatefact hautement reproductible di a
linjection de I'H,"®0 (Yi,). A m/z = 34, cet artefact est dii & une petitetiva de >0,
présent dans I'air qui est dissous dan¥’®|, tandis qu'a m/z = 36 on observe un isotope de
I'’Argon, *°Ar. Ynj peut étre déterminé par une série de mesureesunjctions seules sans
flash puis soustrait aw 2) Pour permettre la comparaison entre les diffésr échantillons,
les valeurs ¥ ont été normalisées au rendement en dioxygenewlatex temps longdt,
quand la réaction d’échange est terminée (cf. paphg précédent). 3) Pour les temps courts,
une correction supplémentaire est apportée cajediion de H'@0 réduit a la fois la
concentration de I'échantilloAChl), et augmente la fraction de'fD dans la cellule =

97 s' sur ce montad@&®y.

Vs fashs Lt~ explkt i+ AChLexpl- kit

Les rendements ei0'®0 et*®0™0 corrigés obtenus sont représentés en fonction du

Y(t): I.YM 'Ylnj]x 1

c

temps entre l'injection et le troisieme flash (t‘asdire le temps d’échange).

Les données & m/z = 34 (correspondant aux molécti@¥0) montrent un
comportement biphasique, avec deux phases diginctee phase rapide et une phase lente,
correspondant a deux sites de fixation aux progsiéd’échange différentes. Avec un
enrichissement effO de 21,5%, la distribution isotopique est 78,352 0 pour m/z 32 :
34 : 36 aux temps courts. Aux temps plus longs duardeuxiéme molécule d'eau a fini de
s'échanger, la distribution a I'équilibre deviedt®: 33,8 : 4,6 pour m/z 32 : 34 : 36, calculée
d’aprés I'équationg(= enrichissement €0) :

%0, : %00 : 180, = (1 —€)?: 2(1 -¢)e : €

Ainsi, les contributions relatives des deux phasesont pas égales : la phase rapide

représente environ 64% (21,5/33,8) de 'amplituatalé et la phase lente environ 36%.
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Les cinétiques d’échange pour les données a mfzpeBvent étre simulées par la somme de
deux fonctions exponentiels de premier ordre :
Y c(t) = 0,64[1-exp(-k)] + 0,36[1-exp(-i)]

A m/z=36, les deux molécules d’eau substrat doietrd échangées contre de I'eau
marquée. La vitesse d’échange est donc limitédapaitesse de I'échange lent. Les données
montrent un comportement monophasique et sont éesulu mieux avec une fonction
exponentielle de premier ordre :

*Yc=[1 - exp (-4)]
3) Résultats

Les vitesses d’échange des molécules d’eau suloktrat I'état $ du PSIl ont été
mesurées dans nos échantillons, pour étudierfiets efe la substitution des cofacteur$’Ga
CI par Sf* et Bf. Malheureusement, pour une raison que nous exgbas par la suite, seuls
les résultats concernant I'échangeéter¥** sont exploitables pour 'instant.

Nous commencerons donc par observer les donnéegroamt les échantillons de
thylakoides Ca/Cl et Sr/Cl. La Figure 114 montre lendements en ,Onormalisés en
fonction du temps entre linjection de, O et le troisiéme flash. Seuls les résultats
concernant le ratio m/z = 34 correspondant a lm#ion du dioxygéné®0*®sont présentés.
Lors des expériences, la solution dg®8 a été malencontreusement maintenue sous Argon,
qui contient naturellement une petite fraction ‘lope *°Ar. Celui-ci a augmenté le bruit
de fond présent & m/z = 36 & un point tel quegeaiprovenant du dioxygertO, représente
un trés petit pourcentage par rapport au bruitatel.f Une possibilité pour corriger cette
erreur est d'utiliser le signal Argon enregistrén& = 40, mais les résultats resteraient peu

fiables.
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Figure 114 : Mesures de spectrométrie de masse déchange des molécules d’eau substrat,HO/H,*°0

dans des thylakoides Ca/Cl et Sr/ClLes rendements en oxygéne corrigés correspondaviz & 34 {°0*0)

sont représentés en fonction du temps d'échangs. ligaees représentent les courbes simulées seln le

parametres de vitesse présentés dans le Tableale&7encarts présentent les phases rapides. Gorditi

expérimentales : 10°C, pH 6,5, enrichissement &mah,'0 aprés injection 21,5%.
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Pour les deux échantillons, on observe les cinésiduphasiques caractéristiques, qui
refléetent le comportement d’échange différent desixdmolécules d’eau substrat. Une
simulation de ces données nous donne les valegrsatestantes de vitesse d’échange pour

chacune des phases (Tableau 17).

Cinétiques de vitesse d’échange des molécules d’'dauz = 34)

Echantillon

thylakoides kfast (5-1) t1/2 fast 34kslow (S-l) t1/2 slow
Ca/Cl 16,5+ 0,7 42 ms 0,3+0,1 2,3s
Sr/Cl 10,7+1,1 65 ms 3,2+05 0,22 s

Tableau 17 : Constantes de vitesse et,,tdéduits de la simulation des données a m/z = 34tenues a 10°C

sur des échantillons de thylakoided.a concentration en chlorophylle était de 0,2 mg/mL

Les vitesses déduites de la simulation pour la@hagide (k= 16,5 § ) et pour la
phase lente k= 0,2 &) sont proches des valeurs déterminées sur du iP&é deT.
elongatué™ (k = 34,6 & et k, = 0,5 §). Mais elles sont plus lentes que celles déteresiné
précédemment dans des thylakoides d’épinards efragsients de membranes enrichies en
PSII (30-38 & pour la phase rapide et 1,8-2;5mour la phase lent® 206221,

La Figure 114 montre leffet de I'échange biosytitnée C&'/Sr* dans des
thylakoidesT. elongatusLa phase rapide est légérement ralentie (k0,7 §") par rapport &
I’échantillon de thylakoides Ca/Cl et la phase deast accélérée trés nettement d’un facteur
10 (k = 3,2 §). L'effet de la substitution G&SF* est identique a celle déterminée
auparavant sur des membranes de PSII d'épinardsldsquelles le Gaa été substitué de
maniére biochimique par du’5f? Cependant I'effet observé sur la phase lentaets¢ment
plus important dans le cas de notre mesure suthigakoides Sr/Cl biosynthétiques. Dans
notre cas, la phase lente est accélérée d’'un fat@walors que dans la littérature, la valeur du
facteur rapportée pour du PSII Sr/Cl d’épinardsiess-42

Les résultats concernant I'échange CI/Br sont reasntit présentés pour information,
mais les mesures vont étre realisées de nouveahgnement, car un rapport signal/bruit
trop important réside dans les résultats pour pirende dire si une différence ou non existe
entre les échantillons Gt Bf. Cependant, au vu de ces résultats et des valéteaminées
par la simulation a m/z = 34, nous pouvons émdtisgothése provisoire que I'échange

CI/Br n’induit pas de différence sur les vitess&hdange des molécules d’eau substrat.
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Figure 115 : Mesures de spectrométrie de masse déchange des molécules d’eau substrat,HO/H,*°0
dans des thylakoides Sr/Cl et Sr/BrLes rendements en oxygéne corrigés correspondait & 34 {°0'%0)
sont représentés en fonction du temps d'échangs.libees représentent les courbes simulées sekn le
parametres de vitesse présentés dans le Tableale&7encarts présentent les phases rapides. Gordliti

expérimentales : 10°C, pH 6,5, enrichissement &mah,'0 aprés injection 21,5%.

4) Discussion

La comparaison des vitesses d’échanges mesuréeas lemrthylakoides avec les
vitesses d’échange de molécules d’eau avec deslexespinorganiques peut fournir des
informations d’intérét pour expliquer le mécanisde notre systéme. La vitesse d’échange
d’'un complexe dépend de plusieurs propriétés dalmdif) la nature du métal ; 2) la charge
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cationique ; 3) le champ du ligand. Ces paramésoes également modulés dans un contexte
biologique par : 1) les barrieres d’activation gant couplées aux réseaux de protons ; 2) la
modulation de la charge par I'environnement du citialytique ; 3) I'échange avec le solvant
et I'entrée dans la protéine. D’autres contraipiesiennent de la nature méme du substrat du
photosystéme Il Mn—OH, > Mn—-OH > Mn—p0xo—Mn en termes de vitesses d’éghan

Les prédictions de vitesses d’échange sont dondéatdes extrémement difficiles,
d’autant plus que peu de complexe modéles sontti mbspositiod™®. D’une maniére
générale, on peut dire que l'oxydation du Mn aigee la déprotonation menent a un

ralentissement des vitesses d’échange de I'eau.

Deux situations peuvent étre envisagées :

- Soit la molécule d’eau qui s’échange lentementiés directement au ¢a Ceci est
cependant étonnant pour deux raisons : 1) Enisp|utéchange de I'eau liée au €aest
beaucoup plus rapide que I'échange de I'eau lidesaligands de Mhor Mn", qui sont les
états d’oxydation des Mn présents dans I'étatd® PSIl. Pour expliquer cette apparente
contradiction, il a été émis I'hypothése que laéoale d’eau qui s’échange lentement pouvait
étre un pont oxo ou hydroxo entre le Ca et le Mett&€ hypothése permet également
d’expliquer la dépendance des vitesses d’échangforatiion des états,S2) La vitesse
d’échange de complexes de’Clées a I'eau est extrémement rapide, d0 & unsitdede
charge a la surface basse qui correspond au gagod ronique du Ca. La vitesse d’échange
avec I'eau pour [Ca(D)s]*" a été estimée a 6-9*4§", ce qui est beaucoup plus rapide que
les vitesses d’échange lent dans le PSII. 1% &wun rayon ionique plus grand que I€Ca
(1,12 et 0,99 A respectivement), ce qui est enrdcavec I'accélération de la phase lente en
présence de St D'aprés la relation de Eyring entre les conssude vitesse et la différence
de valeurs de pK des ions’Set C&" dans I'eau (log(k/k’)-ApK), sachant quApK ~ 0.4, la
vitesse d’échange du complexeQHSF* devrait étre ~ 3 fois plus rapide que pour Ié'Ca
Nous trouvons dans notre étude un facteur d’ac#bér plus grand, environ égal a 10. Si
l'eau substrat est vraiment liée au“Gad’autres facteurs doivent ralentir les vitesses
d’échange, comme la charge positive du cluster deCisl.

- Soit le C&" n'est pas directement impliqué dans la liaisonladenolécule d’eau
substrat. Il est possible que le ?Caffecte I'échange des molécules d’eau de maniére
indirecte, en affectant le réseau de protons, etr@ant 'acces du substrat au site d’échange

lent ou en modifiant la géométrie des ligands du Mn

- 174 -



Chapitre V : STRUCTURE

[[l) Structure par cristallographie aux rayons X

1) Introduction

Comme nous l'avons déja expliqué, I'une des raigamg lesquelles nous avons mis
au point I'’échange biosynthétique CI/Br est quesnaaulions éclaircir la situation concernant
le réle et I'implication du Cldans le mécanisme d’oxydation de I'eau. Pour noagler,
nous pouvons également nous attacher a déternait@edlisation précise du chlorure au sein
du site d’'oxydation de I'eau. Elle est en effet@ecincertaine, certains auteurs favorisent un

é‘+58,63

CI" directement lié & un des atomes de Mn du clttéten au C , et d’autres préferent

localiser le Cl en-dehors de la sphére de premiére coordinatioclukter*>?1%2 | es
structures a ce jour n'ont en effet pas pu assignerdensité électronique au chlorure, au vu
des résolutions des structures cristallographidaef006, une étude d’absorption aux rayons
X (XAS), utilisant du PSII contenant du bromtifea mis en évidence la présence possible
d'un Br & une distance d’environ 5 A d’'un métal (probai#at Ca ou Mn), mais cette

distance est trop grande pour étre celle d’'un tigdirect.

Nous avons travaillé en collaboration avec J. BadieJ.W. Murray de I'lmperial
College London, pour obtenir une structure cristathphique de PSII contenant du bromure a
la place du chlorure. Le chlorure n’a qu’un seudbdorption difficilement accessible, alors

qgue le bromure en a un a 13.47 keV.
2) Publication
Ces résultats ont été publiés dans l'article suivan W. Murray, K. Maghlaoui, J.
Kargul, N. Ishida, T.-L. Lai, A. W. Rutherford, Maugiura, A. Boussac and J. Barber, X-ray

crystallography identifies two chloride binding esit in the oxygen evolving centre of
Photosystem lIEnergy Environ. Sci2008 1, 161-166.
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Bromide anomalous X-ray diffraction analyses have been used to locate chloride binding sites in the
vicinity of the water splitting/oxygen evolving centre (OEC) of Photosystem II. Three-dimensional
crystals of PSII from Thermosynechococcus elongatus were grown from (i) isolated PSII crystals
infiltrated with bromide or (ii) PSII obtained from cells cultured in a medium in which the chloride
content was totally replaced by bromide. In either case, the anomalous diffraction yielded the same
result, the existence of two bromide binding sites in the vicinity of the OEC. Neither are in the first
coordination sphere of the Mn and Ca ions which form the catalytic centre of the OEC, being about 6 to
7 A from the metal-cluster. Site 1 is located close to the side chain nitrogen of D2-K317 and the
backbone nitrogen of D1-Glu333 while Site 2 is adjacent to backbone nitrogens of CP43-Glu354 and
D1-Asn338. Their positioning close to postulated hydrophilic channels may suggest a role in proton

removal from, or substrate access to, the OEC.

Introduction

In the region of 3 billion years ago biology developed the
capacity to efficiently capture solar energy and use it to power the
synthesis of organic molecules. This photosynthetic process set
into motion an unprecedented explosion in biological activity
allowing life to prosper on an enormous scale as witnessed by the
fossil records and by the extent and diversity of living organisms
on our planet today. Indeed, it was the process of photosynthesis
over eons of time which has provided us with the oil, gas and coal
needed to power our technologies, heat our homes and produce
the wide range of chemicals and materials that support everyday
life.

Today, it is estimated that photosynthesis produces more than
100 billion tons of dry biomass annually, which would be
equivalent to a hundred times the weight of the total human
population on our planet at the present time and equal to a mean
storage rate of about 100 TW. The success of this energy
generating and storage system stems from the fact that the raw
materials and energy needed to drive the synthesis of biomass are
available in almost unlimited amounts; sunlight, water and
carbon dioxide. At the heart of the reaction is the splitting of
water by sunlight into dioxygen and reducing equivalents. Prior
to the evolution of the water splitting reaction, photosynthetic
organisms had relied on hydrogen/electron donors such as H,S,
NH;, organic acids and Fe**, which were in limited supply
compared with the vast quantities of water available on our
planet.

“Division of Molecular Biosciences, Imperial College London, London, UK
SW72AZ. E-mail: j.barber@imperial.ac.uk; Fax: +44 20 759 45267, Tel:
+44 20 759 45266

’iBiTec-S, URA CNRS 2096, CEA Saclay, 91191 Gif sur Yvette, France
‘Cell-Free Science and Technology Research Center, Ehime University,
Bunkyo-cho, Matsuyama Ehime, 790-8577, Japan

The appearance of the water splitting reaction of photosyn-
thesis had dramatic consequences, converting the atmosphere of
Earth from anoxygenic to oxygenic and at the same time
allowing the ozone layer to be established. With oxygen avail-
able, the efficiency of metabolism increased significantly since
aerobic respiration provides in the region of twenty times more
cellular energy than anaerobic respiration. It was probably this
substantial improvement in cellular efficiency, due to aerobic
metabolism, which drove the subsequent evolution of eukaryotic
cells and multicellular organisms. The establishment of the ozone
layer provided a shield against harmful UV radiation allowing
organisms to explore new habitats and especially to exploit the
terrestrial environment.

The photosynthetic enzyme that uses light energy to split water
is known as Photosystem II (PSII). It is a multiprotein complex
contained within the thylakoid membranes of all types of plants,
algae and cyanobacteria.! In contrast to chemical and electro-
chemical water splitting, which are thermodynamically highly
demanding, the PSII-catalyzed biological water-splitting mech-
anism is truly remarkable since it proceeds with very little
over-potential.>* The processes underpinning this reaction are
initiated by the absorption of visible light by chlorophyll (Chl)
and other pigments that act as an antenna system for the reaction
centre (RC) where energy is initially stored by charge transfer.
The primary electron donor consisting of Chla is located within
the RC, composed of the D1 and D2 proteins, and is called P680.
Excited P680 (P680*) donates an electron to the primary electron
acceptor, pheophytin (Pheo) a. The formation of a radical pair
P680°*Pheo’~ takes place in a few picoseconds and occurs across
the membrane. Stabilisation of the charge transfer state is
accomplished by electron transfer from Pheo™ to a plastoqui-
none acceptor Qg in the microsecond to millisecond time domain
according to the redox state of Qg. This electron transfer is aided
by an intermediate plastoquinone molecule Q4. Unlike Qg, Qa
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plastoquinone is tightly bound within the RC, functions as
a single electron acceptor and does not undergo protonation. The
Qg plastoquinone, however, accepts two electrons and is fully
protonated prior to its departure from the RC via the hydro-
phobic lipid phase of the membrane. In this way reducing
equivalents leave PSII and with the aid of a second light reaction
occurring in Photosystem I (PSI) are used to reduce NADP* and
ultimately CO».

On the oxidising side of the PSII RC, which is localised
towards the lumenal surface of the thylakoid membrane, P680"*
is used to split water. Four oxidising equivalents are needed to
form dioxygen. Since each water splitting reaction occurs at
a single catalytic centre, the formation of dioxygen requires four
photochemical turnovers of the PSII RC and the storage of four
oxidising equivalents. This storage of oxidising potential is
driven by electron transfer to P680°* via a redox active tyrosine
Yz and occurs in a catalytic centre containing four Mn ions and
a Ca?". The S-state cycle of Joliot and Kok®*® provides a frame-
work for describing the chemical intermediates of the catalytic
cycle, where the energy of each photon absorbed by PSII drives
the conversion from Sy to S;, S; to S,, S, to S; and S; to S4, where
the S4 to Sy transition is a dark reaction giving rise to the
formation of dioxygen. In this cycle the S;-state is stable in the
dark so that maximum oxygen emission occurs from dark-
adapted cells on the third, single turnover, flash followed by
a subsequent period of four. The details of the S-state cycle and
the chemistry of the water splitting reaction have been emerging
over many years through the application of a wide range of
techniques (see various articles in ref. 7 and 8) being particularly
spurred by the recent structural analyses of PSII by X-ray
absorption spectroscopy®™® and X-ray crystallography.’*'?
These studies, coupled with quantum mechanical analyses have
provided detailed schemes for the water splitting chemistry
leading to O-O bond formation'®?° and refinement of the
structure of the oxygen evolving centre (OEC).?"?> However, one
factor which has been difficult to consider is the apparent
involvement of chloride in the chemistry of the water splitting
reaction.

The recognition that chloride is required as a cofactor for
photosynthetic oxygen evolution stems from the pioneering
studies of Arnon and Whatley,?* Bove et al.** and Izawa et al.*®
Since then this requirement has been investigated in great depth
as detailed in the recent review of van Gorkom and Yocum.?®
However the role and function of Cl~ within the S-state cycle is
not understood and remains the subject of a good deal of
debate.>*?® In plant PSII, spectroscopic and enzymological
studies have led to proposed models with either a single Cl-site
with two different binding affinities* or two independent binding
sites (ref 30-32, see also ref. 33 for a recent discussion).

The location of the CI-—binding site (or sites) is also uncertain,
with some authors favouring a Cl~ directly liganded to one of the
Mn ions of the cluster®** or to Ca®*,*>3¢ and others preferring the
Cl~ to be outside the first coordination sphere of the metal
cluster.’”3® To date the resolutions of the crystal structures
available are insufficient to assign electron density to this anion.
Bromide is known to substitute for chloride in the OEC and give
almost complete enzyme function.** Indeed, a recent X-ray
absorption study, using Br--containing PSII,* has provided
what the authors describe as “tentative evidence” for a Br~ (and

hence CI") at a distance of =5 A from a metal (presumably Ca or
Mn): too far to be a direct ligand.

X-Ray anomalous dispersion, a specific and sensitive method
to detect heavy atoms within crystals,*! has been successfully
used, even at low resolution, to confirm the localisation of the Sr
ion in the Mn,Sr cluster of the OEC after a biosynthetic Ca**/Sr**
exchange.”” Chloride has no accessible absorption edges, but
bromide does at 13.47 keV, a near-optimal wavelength for many
synchrotron beam lines and therefore ideal for X-ray anomalous
diffraction studies.

In the present work we have prepared two kinds of 3-dimen-
sional crystals of PSII isolated from Thermosynechococcus elon-
gatus: (1) standard PSII crystals infiltrated with bromide and (ii)
PSII crystals obtained from cells grown in a culture medium in
which the chloride content was replaced by bromide. In both
cases, anomalous X-ray diffraction analyses were conducted to
detect bromide binding sites at or close to the OEC. We find
similar results in both types of sample: the presence of two
bromide binding sites close to the Mn4Ca cluster but too far to be
ligands to the metals.

Material and methods
Culturing of cells

For the bromide-infiltration experiments, PSII was isolated from
Thermosynechococcus elongatus wild type (WT) cells, while for
the experiments involving cells grown in bromide-containing
media*® a strain was used which had a Hisg-tag on the CP43
subunit®® with only the psbA; gene (WT*).*

For the bromide-infiltration experiments, small cultures of WT
Thermosynechococcus elongatus (100 mL and 1 L) were grown in
Cl-containing DTN-medium. Cell suspensions were incremen-
tally sub-cultured from 100 mL to 1 L before inoculating a 20 L
culture. These 20 L cultures were grown at 57 °C while bubbling
continuously with 5% CO,-enriched air and illuminating with
white light (Growlux, Sylvania) of increasing intensity (50-250
umoles photons m~2 s~') according to cell density. Cells were
harvested in the log phase after 8 days at a final ODggs ~ 1.8. For
the CI/Br physiologically exchange experiments, the WT* cells
were grown as previously reported.3

Isolation of thylakoids and PSII

Br~ containing PSII from WT* cells was purified exactly as
reported previously.** Chloride was substituted with bromide in
all buffers. PSII from WT cells were isolated as described
previously,* with the following modifications. WT cells were
disrupted with two passes in a French press at 6000 psi and
thylakoids resuspended at a Chl concentration of 1.6 mg mL " in
20 mM MES pH 6.5, 25% (v/v) glycerol, 20 mM CaCl,, 10mM
MgCl, prior to solubilisation with 0.5% (w/w) B-DDM (Biomol,
Germany). Core complexes were isolated after 2 successive anion
exchange chromatography steps as described by Kern et al. *
yielding only dimeric PSII. The sample was washed with 40 mM
MES-NaOH, pH 6.0, 20 mM CaBr», 0.02% (w/w) B-DDM, 5%
(w/w) glycerol to remove traces of chloride and concentrated in
a Millipore ultra-free centrifugation device (100 KD MWCO) at
6000g.
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Crystallisation

For the bromide-infiltration experiments (Br-infiltrated), PSII
core complexes purified from WT cells grown in the presence of
chloride were incubated on ice for 30 minutes in 40 mM MES-
NaOH, pH 6.0, 100 mM CaBr,, 0.02% (w/w) B-DDM, 5% (w/w)
glycerol and spun for 30 minutes at 18 000g in a microfuge at
4 °C. The Chl concentration was adjusted to 1.75 mg mL~' and
no chloride was present in the crystallisation solutions. PSII core
complexes were mixed 1 : 1 with a solution twice as concentrated
as the reservoir solution, consisting of 100 mM Hepes pH 7.5,
100 mM (NHy4)>SO4 20% glycerol, 10-16% PEG-4000 (Fluka),
1 mM of methyl mercurial chloride (Hampton Research),
0.11 mM polyoxyethylene lauryl ether (C;,Eg) (Hampton
Research), as described in Ferreira et al.*® Crystals were grown at
17 °C using the hanging drop vapour diffusion method.

PSII core complexes purified from WT* cells grown in the
presence of bromide (Br-physiologically substituted) were
washed with 40 mM MES-NaOH, pH 6.0, 20 mM CaBr,, 0.02%
(wiw) B-DDM, 5% (w/w) glycerol and concentrated in a Milli-
pore ultra-free centrifugation device (100 KD MWCO) at 6000g.
The sample was spun at 18 000g in a microfuge at 4 °C and
crystallisation trials performed as described above.

Crystals obtained in both experiments reached maximum
dimensions of 400-500 microns in the longest dimension and
were harvested after 3-5 days. Crystals were cryo-protected by
stepwise addition of mother liquor with glycerol replacing water
to a final concentration of 25% (v/v) and flash frozen in liquid
nitrogen. Crystals were viewed with SZX-12 Olympus Stereo-
microscope coupled to a DP12 digital camera.

X-Ray data collection and analysis

X-ray data sets were collected using the undulator MAD
beamline X06SA at the Swiss Light Source from crystals derived
from PSII soaked with 100mM CaBr, (Br-infiltrated) as well as
from crystals obtained from WT* in which chloride had been
physiologically replaced by bromide (Br-physiological
substituted). Datasets were integrated and scaled using XDS and
XSCALE,* and further processed using programs of the CCP4

Table 1 Data collection and processing statistics for the crystals with
Br-infiltrated and Br-physiologically substituted crystals. Rmeas is the
multiplicity independent merging R as defined by Diederichs and Kar-
plus.®* Values in brackets refer to the outer resolution shell

Br-infiltrated Br-physiologically

[ca. 450 xtal] substituted [806 xtal]
Detector MarCCD PILATUS 6M
wavelength/A 0.90500 (13.6999) 0.9150 (13.55018)
(energy/keV) i )
Cell a=131.73 A a=13342A
b=1226.68 A b=220682A
R ¢ =306.71A ¢ =309.52 A
Resolution/A 10-4.45 (4.8-4.45) 10-4.21 (4.3-4.2)

Observations
Unique observations

223 263 (27 217)
100 620 (15 188)

914 340 (64 387)
132 169 (9076)

Multiplicity 2.21 (1.79) 6.92 (7.09)
Completeness (%) 92.3 (68.2) 99.9 (99.8)
<Isigl> 5.68 (2.41) 13.45 (2.12)
Rmeas 0.116 (0.702) 0.096 (1.08)

suite (CCP4, 1994).#® Molecular replacement was performed
using the PSIT model 2AXT?*¢ with PHASER,* which was also
used to calculate phases. Phased anomalous difference maps
were calculated in COOT?° and subjected to 2-fold non-crystal-
lographic averaging (see Table 1 for the crystallographic data).
These maps were searched for peaks which could be identified as
bromide sites. Figures were prepared using the PyMol molecular
graphics system.*!

Results and discussion

For the Br-infiltrated crystals, two peaks in the phased anoma-
lous difference map not attributable to sulfur atoms or other
known PSII anomalous ions such as Ca and Fe, were identified
within a radius of 10 A of the OEQC; Site 1 at 13.60 and Site 2 at
12.1¢ which are very close to the OEC (see Fig. 1A). These peaks
are interpreted as bromide sites as they are not present in
equivalent anomalous diffraction maps calculated from crystals
of PSII containing no bromide. The 9.7¢ peak at the OEC is due
to the anomalous Mn signal. Site 1 is close to the terminal
nitrogen of D2-Lys 317 and the backbone nitrogen of D1-Glu
333, while Site 2 is in the vicinity of the backbone nitrogens of
D1-Asn 338 and of CP43-Glu 354, where CP43 is a light har-
vesting Chl-binding protein of PSII. However, their distance
from the closest Mn ion, no matter which model for the cluster is
used,'®'>16 indicates that under the conditions of the experiment,
the identified halide binding sites are not in ligating distance to
Mn or to the Ca®* within the OEC.

The results presented in Fig. 1A show potential chloride
binding sites in PSII which are readily exchangeable with
bromide and are close to the OEC. However, there is a possibility
that a high affinity chloride-binding site exists within the OEC
which does not readily exchange during the 100 mM CaBr,
treatment of isolated PSII sample prior to crystallisation. For
this reason we cultured 7. elongatus in a medium in which its
chloride content was replaced entirely by bromide following the
procedure of Ishida er al.*®* The resulting anomalous difference
map derived from Br-physiologically substituted PSII is shown in
Fig. 1B where it can be seen that the three main peaks in the
anomalous difference map are similar to those shown in Fig. 1A
and that there are no other visible strong peaks, indicative of
additional bromide-binding sites within 10 A of the OEC. In this
case the sigma values for Site 1 and Site 2 were 1.6 and 2.5,
respectively, while the anomalous Mn signal at the OEC was at
5.15¢. Site 1 in the Br-physiologically substituted crystal was
4.3 A from the side chain nitrogen of D2-K317 and 3.4 A from
the backbone nitrogen of D1-Glu333. Site 2 is 3.5 A from both
the backbone nitrogens of CP43-Glu354 and D1-Asn338 which
agree, within the resolution of the data, with the results obtained
with the Br-infiltrated PSII crystals.

Agreement between the two sets of data also applies for the
distances between the OEC and the two bromide sites. Note that
the contouring levels between the two data sets shown in Fig. 1
differ. This is due to different levels of signal, with the physio-
logically substituted being better because the quality of the
crystals used for data collection were poorer for Br-infiltrated
PSII.

Coordinates for the two sites, either from the Br-infiltrated or
Br-physiologically substituted are given in Table 2.
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Fig.1 The bromide sites identified at the OEC in context of the Ferreira ez al.** structure (1S5L). Amino acids belonging to the D1 protein are in yellow,
those of D2 protein are in orange and those of CP43 are in green, with selected residues labelled. 2-Fold averaged phased anomalous difference maps are
shown. Panel (A) shows data from a crystal from Br-infiltrated PSII contoured at 3¢. (B) Shows data from a crystal grown with Br-physiologically
replacing chloride contoured at 9¢. The distances shown are between the peak of anomalous Br diffraction for site 1 and site 2 and the closest Mn of the

Ferreira et al.' model.

Table 2 The coordinates (in x,y,z triples of orthogonal A°)7 of the two
sites, in both crystals measured in the context of the 3.5 A (1SSL) and
3.0 A (2AXT) refined crystal structures

Br-physiologically

PDB Br-infiltrated

substituted

ISSL (site 1)
2AXT (site 1)
1S5L (site 2)
2AXT (site 2)

24.882, 34.256, 64.135
24.707, 32.614, 63.526
28.402, 35.568, 75.946
27.994, 33.862, 75.410

23.572, 34.771, 63.300
23.419, 33.141, 62.669
29.306, 35.990, 75.957
28.901, 34.273, 75.445

Under the experimental conditions used, our data show that
neither of the two Br~-binding sites is close enough to form direct
ligands to Mn or Ca**. Indeed, several studies suggest that CI- is
not a direct ligand to the OEC metal-cluster.*****2 For example,
in the recent extended X-ray absorption fine structure (EXAFS)
work on PSII (isolated from spinach) which had been bio-
chemically infiltrated with bromide, Haumann ez al.* concluded
that a bromide ion is bound at =5 A from Mn or Ca. This
distance differs from those reported here, but this difference is
probably within the limitation imposed by the resolution of the
X-ray diffraction. It is worth pointing out that Haumann ez al.*®
only saw the =5 A back-scattering peak at low Br~ concentra-
tions. This peak was lost as the Br~ concentration was increased
with an apparent concentration dependence that matched the
Br~-induced recovery of enzyme activity. In the present work,
X-ray data was collected from crystals exposed to variable levels
of Br~ (Br-infiltrated, Br~ = 50 mM; Br-physiologically
substituted, Br~ = 10 mM or less) without any significant change
in the data.

The demonstration here of the existence of two halide-binding
sites does not eliminate the earlier one-site two-state model,?
since no correlation has been made with activity. However, the
presence of the two halides in the crystallographic data is clearly

more consistent with a two-site model (ref. 30-32; see also
ref. 38).

Site 1 is close to D2-Lys317, which is believed to form part of
a proton channel leading from the OEC to the lumen.'> The
bound CI™ may help to maintain a proton-relay in this proposed
channel, a suggestion previously made in the absence of struc-
tural information.3”-*® Site 2 is close to the backbone nitrogen of
D1-Asn 338 and CP43-Glu 354 where the latter is a residue
contained within a conserved 3jo-helix of the large extrinsic
lumenal loop of CP43 and almost certainly acts as a ligand for
a Mn ion within the OEC.** It has also been suggested that CP43-
Glu354 is a component of a second water/proton channel linking
the OEC with the lumen,® and again the Cl~ bound at site 2
could facilitate proton transfer. The proximity of the CI~ to
a direct ligand of a Mn ion could be consistent with perturbations
of the Mn EPR signal seen when Cl™ is removed.?>**

Since our analysis relates to the S;-state or a modification of
it, it does not rule out Cl -binding to the Mn or Ca*" in other
S-states, where it may have a more direct role in water oxidation
catalysis.®* Indeed, there is evidence from studies with synthetic
binuclear Mn-compounds that Cl~ will form direct ligands when
Mn is in its high oxidative state, apparently playing a role in
charge neutralisation and redox potential control.5¢-*” However,
since both binding sites are located in regions postulated to be
hydrophobic channels, then the suggestion that chloride facili-
tates substrate access*>® and proton release®”-*® to and from the
OEC would be consistent with the proposal that one of the two
halides is not absolutely required for the water splitting reaction
and that removal of Cl~ slows the kinetics of the S-state cycle but
does not inhibit O,-evolution completely.?**2

Although it is possible that during the collection of the X-ray
data the oxidation state of the Mn ions within the OEC may have
changed due to the generation of free electrons in the crystal,>*¢°
it is unlikely that any associated conformational changes would
be sufficiently large to affect the interpretation of the diffraction
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data presented here given its intermediate resolution. It is
possible, however, that X-ray induced reduction of the Mn-
cluster by the X-ray beam could bring about a change in the
chloride binding. Given this proviso, our results indicate two
bromide (and by analogy chloride) binding sites within the
vicinity of the OEC but not sufficiently close to the metal-cluster
to form direct ligands to it.

Abbreviations
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photosystem II; PSI, photosystem I; Q4, Qg, fixed and mobile
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Chapitre V : STRUCTURE

I\VV) Discussion

Le travail présenté dans ce manuscrit met en égal€émplication du chlorure dans
le mécanisme d’oxydation de I'eau. Son échangalpdiromure, en présence de calcium ou
de strontium, entraine des modifications importardaessi bien du point de vue cinétique
(chapitre 1ll) que structural (chapitre V).

Le nombre de sites de fixation du chlorure au seitomplexe d’oxydation de I'eau
n'est pas une donnée acquise, et peut étre discl#dumiére des résultats obtenus et des
récentes publications parues sur le sujet.

Trois publications relatant des expériences detatlographie aux rayons X ont
rapporté la présence d'un ou deux sites de fixaaanchlorure/bromure/iodure dans la
structure. La premiere publication (de Murray et est celle qui est décrite dans le chapitre V
et qui a reporté la présence de deux sites dedixau bromure & environ 6-7 A du cluster de
MnsCa. La deuxiéme publicatibh (de Guskov et al) qui est celle de la structure
cristallographique du PSII avec une résolution @efa montré la présence d’un seul site de
fixation au chlorure & 6,5 A du cluster de /@a. Enfin, la troisiéme publicatith (de
Kawakami et al.) présente des résultats de coggaphie obtenus sur du PSII ou le chlorure
a été substitué par iodure et bromure. Dans lex adas, deux sites de fixation aux
halogénures ont été détectés, a égale distanclustercde MgCa (environ 6,5 A du Mn le
plus proche).

Dans la structure de GusKoyla présence d’un seul site de fixation dudr lieu des
deux détectés dans mes deux autres publicationgepdrait de la qualité des données,
d’artefacts provenant d’une résolution insuffisaoie des dommages causés par les rayons X.

La premiere et la troisieme publication font étatdd#ux sites de fixation aux halogénures

dans du PSII ou le chlorure a été préalablemertdtisu® par du bromure ou de l'iodure. La
premiere chose a noter est la méthode de substitethployée :

- Dans la structure de Murray et al., les échantsllde PSII infiltrés au Bromure de
facon biochimique sont mis au contact durant 30uteim avec 100 mM de CaBr
avant la cristallisation, pour échanger le chlopaele bromure.

- Dans létude de Kawakami et B). du PSIl purifié de la cyanobactérie
Thermosynechococcus vulcanasété incubé durant 30 minutes dans du tampon

contenant 40 mM de Bou I.
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Au vu des résultats présentés dans ces deux piidntisail paraitrait que I'échange du
chlorure par les autres anions a bien eu lieu. @etrilleurs été vérifié par deux moyens.
Dans le cas de Murray et al., une analyse réatiggaealléle sur du PSII Ca/Br biosynthétique
a montré les mémes sites de fixation. Dans le ea¥awakami et dl°, I'activité des
échantillons substitués avecdst nulle en présence de 15-20 mM deans le milieu et
remonte lorsque le PSII est lavé et remis dansuwhpon contenant du Cl

Les résultats de ces vérifications nous paraissgsgz surprenants car nous avons montrée
dans notre étude sur I'’échangeabilité que I'échadig8r  ne débutait qu'apres 5~6 heures
d’incubation. Les 30 minutes d’incubation utiliséemns les études de Murray et Kawakami
nous paraissent trop peu pour permettre I'échange.

Une explication proviendrait des conditions utiéisdors de I'expérience. Des variations
dans les conditions de lumiéere ou de températurpwoendommager le PSII.

La deuxiéme explication serait I'existence d’'unesitle fixation au chlorure
supplémentaire, de forte affinité. Il ne serait gétecté dans les structures. Ce fait a d’ailleurs
été évoqué par Kawakami et®3l.La réduction du cluster de MBa par les rayons X peut
tout a fait endommager le site et empécher I'otzerm d’un Cl ligand direct du cluster. Les
deux sites de faible affinité détectés ici n'aunaigas d’effet majeur sur les cinétiques, seul le
site de forte affinité en aurait. Il faut donc atlee 6 heures d’incubation pour commencer a
échanger le site de forte affinité et le détectéexistence de ce site de forte affinité est
d’ailleurs confirmée par les mesures d’activitéséalairement continu d'un échantillon qui a
été repris dans un tampon sans halogénure penldargyrs heures. Son activité reste de 80%
par rapport a un échantillon contréle Ca/Cl (Figr®g.

Une autre situation peut étre envisagée suite aadedtats non publiés de mesures Br-
EXAFS d’'un échantillon biosynthétique Ca/Br dariddt S. lls sont présentés Figure 116.
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Br-EXAFS

.- Br-Mn/Ca

5 1

FT amplitude

——HYD treated
PSlI

0.0 20 40 60 8.0
Apparent distance R' (A)

Figure 116 : Spectres Br-EXAFS d’'un échantillon dePSll Ca/Br dans I'état S;. Un premier pic a environ
2,6 A est attribué a une liaison Br-O et un deuxiéme dienviron 4,5A & une liaison Br-Mn/Ca. La
concentration en Bdans le milieu est minimale (Pushkar, Yano, Lddayer, Ishida, Lai, Boussac, Yachandra,

En préparation)

Cette étude détecte la présence d’un ioréBme distance d’environ 4,5 A du cluster
de manganése. Ce résultat est en accord avec ude EXAFS'’ réalisée sur du PSII
d’épinards dans I'état;®u le Cl a été enlevé par dialyse, puis substitué par dailBnombre
de 1/PSII, il a été suggéré qu’'un ion Be trouve a une distance d’environ 5 A d’'un ion
métallique qui peut étre soit le Ca, soit le Mn.

Les deux autres sites détectés par cristallograplée7 A sont de toute fagon trop
éloignés pour étre détectés par EXAFS. L’hypotigigeante est envisageable : il existerait
uniqguement deux sites de fixation, un site de haiftmité (détecté par EXAFS car la
concentration en Beest trés faible dans le milieu et par cristallpipa), et un site de faible
affinité (uniquement détecté par cristallographley.différence entre les distances estimées
peut s’expliquer soit par un effet des rayons Xisdts en cristallographie, soit par une
mobilité d’'un des deux sites de fixation. En effatfixation d’un halogénursur le site de
fixation de faible affinité, lorsqu'on augmente &mncentration en halogénure, pourrait
provoquer I'éloignement du site de fixation de éaaffinité déja rempli.

Pour clarifier la situation, il faudrait reconsgtule spectre EXAFS théorique du site
de fixation de haute affinité connaissant ses acairinés périphériques d’apres la structure

cristallographique. Si I'on arrive & mettre en @vide I'existence d’un pic & 4,5 A, on pourrait
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bY

I'attribuer non pas a une distance Br-Mn/Ca, maisurge distance Br-C/N/O, ce qui
expliquerait la non concordance des distances laverstallographie. Sinon, notre hypothése

serait a considérer.

Nous pouvons maintenant discuter de l'effet dedli@ pour tenter d’expliquer son
mécanisme d’inhibition, dans I'hypothése ou il &xisn site de haute affinité et un site de
faible affinité aux halogénures. L’effet observéeaVviodure (baisse d’activité de 50-60 %
d’'un échantillon qui a d’abord été repris dansampon sans halogénure, puis incubé durant
toute une nuit dans un tampon contenant 60 mM dedut correspondre a plusieurs
situations :

1) Suite au traitement, le site de haute affinib@tient toujours du Clet I' vient remplir
uniquement le site de fixation de faible affinidéské vide suite au passage dans le tampon
sans halogénure. Or, au vu des cinétiques ralestiexet échantillon, le site de forte
affinité est forcément rempli apres l'incubationraht la nuit. Cette hypothese est donc
inenvisageable.

2) Par un mécanisme d’inhibition non compétitive,fixation de 1sur un site spécifique
viendrait modifier la fixation du Clsur son propre site. Cette hypothése est en
contradiction avec les résultats de Kawakami etjail.ont montré que les sites Bt I
étaient localisés a la méme position, méme si seglssites de faible affinité ont été
détectes.

3) I prend la place du Chprésent dans le site de fixation de forte affinéé@ plus du

remplissage des sites vides. Cette solution paraitus probable.

Il est étonnant que les effets des échangéd/&a et CI/Br soient additifs. Cela
suggére que les propriétés physicochimiques soiCdti, soit du St dépendent de la
présence du Cbu du Br. La présence de I'un modulerait les propriétéd aldre. Il serait
sinon difficile d’expliquer pourquoi I'échange ®r du PSIl Sr/Br entraine un
ralentissement encore plus grand de I'étape lirtetantroduite par le $f seul.

Dans I'un des modéles du mécanisme d’oxydatioriedelf*'2 le niveau d’oxydation
des Mn dans I'état.Sest proposé étre (Mn(Mn'")s). Une des molécules d’eau substrat est
lié sous forme d’un dérivé oxo au MnA cause du haut degré d’oxydation du‘Met de la
présence des trois autres idans le cubane, I'oxo est trés déficient en électrest a dire
que c’est un électrophile tellement fort qu'il pdatiliter une attaque nucléophile de la part

d’'un oxygéne provenant de la seconde molécule dsabhatrat qui se trouve dans la sphére de
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coordination du C&. Un autre modéle trés proche remplace &' MrO par un radical M
—oxyl*?,

La baisse d’'activité observée aprés I'échang&/S&" pourrait étre liée a la plus
grande acidité de Lewis de aqu& Srar rapport a aqua-€aLa liaison d’'un Brau C&" et
S pourrait aussi augmenter I'acidité de Lewis df*Ga Sf*liés a I'eau et expliquer les
effets additifs des deux échanges biosynthétiques.

D’aprés I'observation que nous avons faite surviessses d’échange des molécules
d’eau substrat, nous pouvons raisonnablement pgugedans ce modele, la molécule d’eau
qui s'échange lentement est la molécule qui estdiéC4' (car la phase lente est trés affectée
par la substitution) et la molécule d’eau qui s@ule rapidement est celle qui subit I'attaque
nucléophile.

Une autre alternative est que les effets de I'égbadl/Br pourraient provenir d’'un
effet longue distance de I'halogénure, hypothéseegtien accord avec la localisation des
sites de fixation au Ctans les structures cristallographiques. Plusieffiess longue distance
ont pareillement été observés lors de I'échang&/®&", comme la baisse d'affinité du
cytochrome c55Q la baisse de la constante d’équilibre d@™@ <« QaQs”, et un
changement dans I'environnement du fer non-héme e@ets pourrait étre mis en corrélation
avec I'effet du retrait du Gasur le potentiel redox du couple’@Qa. Tous ces effets longue
distance pourrait inclure une modification du résda liaisons hydrogene autour du cluster
de Mn,Ca, qui viendrait ralentir certaines étapes dusfiemh d’électrons. Cet effet longue
distance est en accord avec la localisation des di fixation par rapport aux canaux mis en
évidence dans la structdfeLes deux sites de fixation sont proches de rés{B2-Lys 317 et
CP43-Glu 354) formant partie de canaux supposaspaater les protons.

Cette théorie est cependant contredite par deugsargsultats : 1) Bien que I'échange
biochimique C&7Sr* affecte trés fortement plusieurs modes infraroudgess la région de
fréquence des carboxylates, la déplétion éesElsilencieuse dans cette région speéfrad®
Murray et al. ont mené une étdthpour détecter les cavités hydrophobes au seinSdueR
introduisant du xénon sous pression dans des uxisla PSIl. Aucun site de fixation au

Xxénon n’a été identifié dans les canaux précédernpreposeés.
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The active site for water oxidation in photosystem II goes
through five sequential oxidation states (S, to S,) before O, is
evolved. It consists of a Mn,Ca cluster close to a redox-active
tyrosine residue (Tyr,). Cl™ is also required for enzyme activ-
ity. To study the role of Ca®>* and Cl~ in PSII, these ions were
biosynthetically substituted by Sr>* and Br ™, respectively, in
the thermophilic cyanobacterium Thermosynechococcus
elongatus. Irrespective of the combination of the non-native
ions used (Ca/Br, Sr/Cl, Sr/Br), the enzyme could be isolated
in a state that was fully intact but kinetically limited. The
electron transfer steps affected by the exchanges were iden-
tified and then investigated by using time-resolved UV-visi-
ble absorption spectroscopy, time-resolved O, polarography,
and thermoluminescence spectroscopy. The effect of the
Ca®*/Sr** and C1~/Br~ exchanges was additive, and the mag-
nitude of the effect varied in the following order: Ca/Cl <
Ca/Br < Sr/Cl < Sr/Br. In all cases, the rate of O, release was
similar to that of the S;Tyr;," to S,Tyr, transition, with the
slowest kinetics (i.e. the Sr/Br enzyme) being ~6-7 slower
than in the native Ca/Cl enzyme. This slowdown in the kinet-
ics was reflected in a decrease in the free energy level of the S5
state as manifest by thermoluminescence. These observa-
tions indicate that Cl™ is involved in the water oxidation
mechanism. The possibility that Cl™ is close to the active site
is discussed in terms of recent structural models.

Light-driven water oxidation by the photosystem II (PSII)®
enzyme is responsible for the O, on Earth and is at the origin of
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the production of most of the biomass. Refined three-dimen-
sional x-ray structures at 3.5 and 3.0 A resolution have been
obtained by using PSII isolated from the thermophilic cya-
nobacterium Thermosynechococcus elongatus (1, 2). PSII is
made up of more than 20 membrane protein subunits, 35-36
chlorophyll molecules, more than 10 carotenoid molecules,
several lipids, two hemes, and the cofactors involved in the elec-
tron transfer reactions (1, 2). Absorption of a photon by chlo-
rophyll is followed by the formation of a radical pair in which
the pheophytin molecule, Pheop,,, is reduced and the accessory
chlorophyll molecule, Chly;, is oxidized (3-5). The cation is
then stabilized on Py, a weakly coupled chlorophyll dimer (see
e.g. Refs. 6 and 7 for energetic considerations). The pheophytin
anion transfers the electron to a quinone, Q,, which in turn
reduces a second quinone, Q. Py, * oxidizes a tyrosine residue
of the D1 polypeptide, Tyr,, which in turn oxidizes the Mn,Ca
cluster.

The Mn,Ca cluster acts as a device for accumulating oxidiz-
ing equivalents and as the active site for water oxidation. Dur-
ing the enzyme cycle, the oxidizing side of PSII goes through
five sequential redox states, denoted as S,,, where # varies from
0 to 4 upon the absorption of four photons (8). Upon formation
of the S, state, two molecules of water are rapidly oxidized, the
S, state is regenerated, and O, is released.

The mechanism by which water is oxidized and O, produced
is still largely unknown (9-17). The geometry and ligand envi-
ronment of the Mn,Ca cluster in the crystal structure is not
clearly defined because the x-ray beam reduces the native high
valence manganese cluster back to the Mn" state (18, 19). The
transition from S, (or S;Tyr,, which is kinetically indistin-
guishable) to S, probably involves several reaction intermedi-
ates. These have largely escaped detection for the following
reasons: 1) the rate constant of this transition is rapid (t,, ~ 1
ms); 2) the reduction of Tyr," is the limiting step for water
oxidation in the native enzyme; and 3) experimental methods
for trapping potential intermediate states are lacking (see Refs.
20 and 21 for a recent elegant thermodynamic approach). One
strategy that could allow intermediates to be detected is to
modify the enzyme, maintaining its capacity for turnover but
impairing its kinetics. A change in the rate-limiting step could

Qpg, primary and secondary quinone acceptors; MES, 4-morpholineethane-
sulfonic acid; Tricine, N-[2-hydroxy-1,1-bis(hydroxymethyl)ethyl]glycine.
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allow one or more intermediates to become detectable.
Recently (22), we have shown that growing the thermophilic
cyanobacterium T. elongatus in the presence of Sr*" instead of
Ca®" resulted in the exchange of Ca®>" by Sr**, and this pro-
duced a significant slowdown of the oxygen evolution rate.
Among all of the cations tested, only Sr** can substitute for
Ca®" (23-26).

The effects of Ca®>" /Sr>" exchange have been studied by EPR
(22, 27-29), Fourier transform infrared spectroscopy (30-32),
EXAEFS spectroscopy (33, 34), mass spectrometry experiments
monitoring the water substrate exchange rates (35), and time-
resolved UV-visible spectroscopy (22). Ca®>"/Sr** exchange
has a slight effect on the geometry of the manganese cluster as
detected by EPR (27, 28). The kinetics of O, release and the
S;Tyr," to S Tyr, transition are slowed down to the same
extent (22). The affinity of the slowest exchangeable water sub-
strate molecule bound in the S; state is decreased (35). These
studies indicate the involvement of Ca?" (or Sr*") in the cata-
Iytic cycle (10, 36, 37).

When Ca®* is removed from its site, manganese oxidation
can still take place, allowing the formation of the S, state, but
in the following step, the normal S; state is not formed.
Instead, an alternative, abnormally stable form appears to be
induced in which the Mn, cluster is in the same redox state as it
was in S, state but in magnetic interaction with a radical (spin =
1/2) (38), likely Tyr," (39, 40), giving rise to a characteristic EPR
signal that is known as the split signal.

Choride is also an essential ion for PSII activity (24, 26,
41-53). In plant PSII, removal of Cl ™~ inhibits oxygen evolution
and perturbs the Mn, cluster to a variable extent depending on
the precise Cl™ -depletion method used (24, 26, 46). The
removal of Cl™ by incubation in Cl™ -free buffer increased the
proportion of the Mn, cluster in the high-spin state (g = 4 EPR
signal), but the enzyme continues to work at a reduced rate (46).
When Cl™ is removed by a high pH shock, the high-spin state is
formed, and the S-state cycle is blocked after S, formation in
the majority of centers, whereas treatment with SO, inhibits
the enzyme but allows radical (Tyr, ") formation in the presence
of S,, giving rise to the split EPR signal, at least in a fraction of
the centers (46, 47, 53, 54). In the SO,> ™ -treated enzyme the
electron donation rate from Tyr, to Pyg,* is not greatly affected
on the first two flashes (47), but Cl™ is required to progress
through the S, to S; (46, 47, 50) and S, to S, transitions (50).

When the first PSII structural models from crystallogra-
phy appeared, the resolution was not good enough to detect
the Ca®" ion (55, 56), and the question arose whether Ca®*
really was intimately associated with the Mn, cluster in cya-
nobacteria as was thought to be the case in plants. This
prompted us to develop a method for biosynthetic Ca**/
Sr*" exchange in T. elongatus (22). We showed that there is
one Sr*>* per PSII in fully active cyanobacterial PSII (22). At
the same time, a structure with 3.5 A resolution was reported
in which a Ca®" ion in close interaction with the Mn, cluster
was identified based on anomalous diffraction data (1).
Recently, x-ray crystallography and EXAFS spectroscopy
using the Sr**-containing enzyme confirmed that Sr** was
associated with the Mn, cluster and was located in a position
similar to that of Ca®" (34, 57).
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The situation for chloride is less clear. No chloride ions are
defined in the current three-dimensional structural models of
the enzyme (1, 2). This is partly because the resolution is insuf-
ficient but also because the structure of the cluster is perturbed
by the x-ray beam, which reduces the high valence manganese
cluster to the Mn" state (18, 19). The role and location of chlo-
ride as a cofactor in PSII from cyanobacteria thus remain open.
For this reason, C1™/Br~ exchange experiments are potentially
interesting.

Previously reported C1™/Br~ exchange studies were done in
chloride-depleted PSII. Depending on the Cl™ -depletion pro-
cedure (eg sulfate treatment at high pH versus extrinsic
polypeptide depletion), the Br™~ reconstitution may have differ-
ent effects. These differences can be explained by the presence
of more than one chloride-binding site in PSII, the activity of
which would depend on the binding of chloride to a high affin-
ity site; and this activity could be modulated by the binding of
another chloride to a low affinity binding site (46, 48). An
alternative interpretation has been suggested, namely that
many of the effects induced by Cl™ depletion are depletion-
induced artifacts and that there is a single Cl™ -binding site
that has only an indirect effect on enzyme function. Indeed,
in this interpretation Cl~ is not considered necessary for
enzyme activity (51, 52).

As in the case of Ca>*/Sr>", the biosynthetic substitution of
Br~ for Cl™ could provide a “bromide phenotype” that does not
suffer from the ambiguities associated with biochemical
exchange procedures. The study of the bromide exchanged PSII
could yield evidence for the involvement of Cl™ in the water-
splitting process and provide new insights on the role of chlo-
ride in the water oxidation mechanism.

Here we present the results of this biosynthetic Cl™/Br™
replacement study using T. elongatus with either Ca>* or Sr>*
in the active site. Fully intact PSII preparations containing
Ca/Cl, Ca/Br, Sr/Cl, and Sr/Br were analyzed using a combina-
tion of spectroscopic and enzymological studies.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Culture of the Cells and Purification of Thylakoids and PSII—
Thylakoids, and thence PSII, were purified from a T. elongatus
strain that had a His, tag on the CP43 subunit (58) and in which
the psbA, and psbA, genes were deleted (WT*) (59). The D1
protein in PSII can potentially be encoded by three genes,
psbA ;, psbA ,, and psbA ;, each differing slightly. Because in this
WT* T. elongatus only the psbA; gene is present, the enzyme is
not affected by the possible heterogeneity in D1 that would
result from the expression of more than one of the three psbA
genes. Such a situation could occur, for example, because of
regulatory mechanisms triggered when changing light intensity
during batch culture (60).

The WT* cells were grown in 1 liter of culture medium (58) in
3-liter Erlenmeyer flasks in a rotary shaker with a CO,-enriched
atmosphere at 45°C under continuous light (80 umol of
photons'm %s~'). The culture medium was supplemented
with either 0.8 mm CaX, or SrX, (X was either bromide or
chloride depending on the experiments). The grade of the
chemicals used was =99.999% for CaBr,, SrCl,, and SrBr, and
=99.99% for CaCl,. The chloride content was =0.001% in glyc-
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TABLE 1
- » » by .
PSII Activity” o So/Sy " ; ; ; 2 TLin S;°
S, TyrZ to S,TyrZ S;Tyr, to (S;Tyr,’)’ (S3Tyr,) to S

pmol O,/mg Chi-h % %/% us us ms °C
CaCl 5000-6000 9 0/100 ~50 115 11 48
CaBr 3200-3600 9 10/90 ~100 140 2.1 50
SrCl 1800-2600 9 9/91 ~150 210 4.8 52
SrBr 1500-2000 8 23/77 ~400-500 230 7.2 56

“ Measured under continuation illumination.
® Miss parameter calculated from the oscillating patterns at 292 nm.
¢ Measured at 292 nm.

@ The kinetics after the third flash were fitted according to the equation: A(f) = (A(0)k1/(k2 — k1)) X (e~ V' — e7**%) + A(0)-e *"* + offset, in which A(0) is the calculated
absorption at time ¢ = 0; i.e. the absorption 10 us after the third flash (the first point of the kinetics) and the offset is the calculated absorption 300 ms after the flash (the last

point of the kinetics). See supplemental data for additional comments.

¢ Temperature peak position of the thermoluminescence glow curves from the S;Qg™ charge recombination.

erol, =0.02% in betaine, and =0.005% in MES. In the culture
medium and before the addition of the CaX, or SrX, salts, the
Ca®* contamination was measured by ICP (22) to be less than
1.5 um. The C1™ contamination can be estimated from the spec-
ifications given by the suppliers of the chemicals to be =40 um
(essentially from the Tricine buffer).

Thylakoids and PSII were prepared as described earlier (61)
with the exception that no polyethylene glycol was used to con-
centrate the samples. Instead, the samples were concentrated
by using Amicon Ultra-15 concentrator devices (Millipore)
with a 100-kDa cut-off. Routinely, the total amount of Chl after
the breaking of the cells was ~180 mg, and the yield after PSII
purification in terms of Chl amounts was ~4—5%. Thylakoids
and PSII were stored in liquid nitrogen at a concentration of
about 1.5-2 mg Chl/ml in a medium containing 10% glycerol, 1
M betaine, 15 mm CaX,, 15 mm MgX,, and 40 mm MES, pH 6.5
(pH adjusted with NaOH), until they were used.

Oxygen Evolution under Continuous Light—Oxygen evolu-
tion of PSII under continuous light was measured at 25 °C by
polarography using a Clark-type oxygen electrode (Hansatech)
with saturating white light at a Chl concentration of 5 ug of
Chl'ml™" in the media described above. A total of 0.5 mm
DCBQ (2,6-dichloro-p-benzoquinone, dissolved in dimethyl
sulfoxide) was added as an electron acceptor. The betaine,
DCBQ, and Qj react in the time range of minutes in the pres-
ence of O,. For that reason, measurements of PSII activity were
done at =1 min after the addition of DCBQ.

Flash-induced Oxygen Evolution—Oxygen evolution under
flashing light was measured with a laboratory-made rate elec-
trode (22). Two combinations of electrodes were used: either
Pt/Ag/AgCl or Pt/Ag/AgBr, depending on the conditions. The
Ag/AgCland Ag/AgBr electrodes were prepared by using 1-2 M
HCl or HBr acids, respectively. Thylakoids were used at 1.2 mg
Chl'ml™". Typically, 25 ul of a thylakoid suspension was put
onto the platinum electrode. The volume of the circulating
medium was ~250 ml and contained 10% glycerol, 1 m betaine,
15 mMm CaX,, 15 mm MgX,, 50 mm KX, and 40 mm MES, pH 6.5
(pH adjusted with NaOH). Illumination was done with a xenon
flash (PerkinElmer Optoelectronics). The intensity of the flash
was adjusted so that the light intensity was saturating (i.e. the
miss parameter was minimum). Measurements were done at
room temperature (20-25°C). The amplified amperometric
signal resulting from the flash-induced oxygen evolution was
recorded with a numerical oscilloscope.
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UV-visible Absorption Change Spectroscopy—Absorption
changes were measured with a laboratory-built spectropho-
tometer where the absorption changes were sampled at discrete
times by short flashes (62). These flashes were provided by a
neodymium-yttrium aluminum garnet (Nd:YAG) pumped (355
nm) optical parametric oscillator, which produces monochro-
matic flashes (1 nm full-width at half-maximum) with a dura-
tion of 6 ns. Excitation at 685 nm was provided by a dye laser
pumped by a frequency-doubled Nd:YAG laser. The path
length of the cell was 2.5 mm. PSII was used at 25 ug of
Chl'ml™" in 10% glycerol, 1 M betaine, 15 mm CaX,, 15 mm
MgX,, and 40 mm MES, pH 6.5 (pH adjusted with NaOH). After
dark adaptation for 1 h at room temperature (20-22 °C), 0.1
mM PPBQ dissolved in dimethyl sulfoxide was added as an elec-
tron acceptor. PPBQ was used here instead of DCBQ because of
the length of the experiment (see above).

Thermoluminescence Experiments—Thermoluminescence
glow curves were measured with a laboratory-built apparatus
(63). PSII samples at 10 ug Chl'ml ™" were first dark-adapted at
room temperature for 1 h. Illumination was done by using sat-
urating xenon flashes (PerkinElmer Optoelectronics) at 5 °C.
Then the samples were frozen to —10°C in 5 s. After an
additional 5 s at —10 °C, the frozen samples were heated at a
constant rate (0.33 °C/s). From the lifetime of the S, and S,
states at room temperature (22), these states can be consid-
ered as stable under these experimental conditions before
the heating process. Analysis of the data was done as
described previously (63— 65).

EPR Spectroscopy— cw-EPR spectra were recorded using a
standard ER 4102 (Bruker) X-band resonator with a Bruker
Elexsys 500 X-band spectrometer equipped with an Oxford
Instruments cryostat (ESR 900). Flash illumination at room
temperature was provided by a Nd:YAG laser (532 nm, 550 m],
8-ns Spectra Physics GCR-230-10). PSII samples at ~1 mg of
Chl'ml ™! were loaded in the dark into quartz EPR tubes and
further dark-adapted for 1 h at room temperature. Then, the
samples were in some cases synchronized in the S, state with
one pre-flash (66). After another dark period of 1 h at room
temperature, 0.5 mm PPBQ was added (the final concentration
of dimethyl sulfoxide was ~2%). The samples were frozen in the
dark to 198 K and then transferred to 77 K. Prior to the meas-
urements the samples were degassed at 198 K as described pre-
viously (29).
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FIGURE 1. Sequence of the amplitude of the absorption changes at 292

nm. The measurements were done during a series of saturating flashes
(spaced 400 ms apart) given to CaCl-PSlI (A), CaBr-PSII (B), SrCI-PSlI (C), and
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Analysis of the data was done using Excel (Microsoft), Math-
cad 14 (Parametric Technology Corp.), and Origin 7.5 (Origin-
Lab Corp.).

RESULTS

O, Evolution under Continuous Illumination—We have
shown previously that PSII purified from T. elongatus cells
grown in the presence of Sr*>* salts incorporated one Sr** ion
per four manganese ions (22), and that replaces the Ca*>* in the
active site of PSII (22, 34, 57). Without any further biochemical
treatments, this Sr>* ion was not exchangeable for Ca®" ions
when present in the medium (22). In contrast, the exchange-
ability of C1~ in the chloride site(s) is still being discussed in the
literature. Therefore, to avoid any potential Br~/Cl™ (or C1™/
Br) exchange during the purification procedures, the thyla-
koids and the isolated PSII preparations were purified in media
containing either (i) CaCl, and MgCl, for the cells grown in the
presence of chloride salts or (ii) CaBr, and MgBr, for the cells
grown in the presence of bromide salts. PSII (and thylakoids)
purified under these different conditions are designated CaCl-
PSII (CaCl-thylakoids), CaBr-PSII (CaBr-thylakoids), SrCI-PSII
(SrCl-thylakoids), and SrBr-PSII (SrBr-thylakoids). The O,
evolution activities of these four different PSII types under con-
tinuous illumination and in the corresponding suspending
media are shown in Table 1. In all of these cases, the exchange of
Ca®" or/and Cl~ resulted in a decrease in the steady-state oxy-
gen evolution rate.

Absorption Changes at 292 nm—Fig. 1 shows the amplitude
of the absorption changes upon flash illumination recorded
with the four PSII preparations. Measurements were done
using a Joliot-type spectrophotometer at 292 nm (67, 68) and in
the hundreds of ms time range, i.e. after the reduction of Tyr,’
by the Mn,Ca(Sr) cluster was complete. This wavelength cor-
responds to an isosbestic point for PPBQ’/PPBQ, the added
electron acceptor (not shown), and is in a spectral region where
the absorption of the Mn,Ca cluster depends on the S-states
(68). The oscillating pattern with a period of four is clearly
observed for all four types of PSII preparations irrespective of
their Ca®>*/Sr®>" and C17/Br ™ status.

Using the formula developed by Lavorel (69) and the oscillat-
ing patterns shown in Fig. 1, the miss (a) and double-hit (B)
parameters could be calculated. In this experiment, the double-
hit parameter, 4—5%, was due to a small actinic effect of the
measuring beam rather than an intrinsic property of PSII. The
miss parameter was independent of the nature of ion present
(Table 1) as already observed in CaCl-PSII and SrCI-PSII (22).
Using the method developed by Lavergne (68), the four sets of
data in Fig. 1 were fitted simultaneously as described previously
(22, 61). Each of the three different differential extinction coef-
ficients, A€y, A€;, A€,, corresponding to the Sy to S, S; to S,
and S, to S transitions, respectively, was kept fixed for the four
types of PSIL The S,/S, ratio was allowed to vary for each type
of sample (Table 1).

SrBr-PSII (D). The samples (Chl = 25 ng/ml) were dark-adapted for 1 h atroom
temperature before the addition of 100 um PPBQ. The measurements were
done 300 ms after each flash. The symbols correspond to the experimental
points and the lines to the fit of the data.
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The Ae, (0.70 10 3), A¢, (1.98 107 3), and Ae, (1.33 103)
values found here are in good agreement with those found ear-
lier at this wavelength (22, 61, 68). The reasonably good fits
obtained when using the same set of Ag, for various PSII sam-
ples indicate that: (i) the Sr>* and/or Br~ substitutions did not
significantly modify the absorption of the Mn, cluster, at least
at 292 nm; and (ii) there were no nonfunctional centers in the
CaBr-, SrCl-, and SrBr-PSII. EPR measurements without any
pre-flash illumination showed no indication for an increased
proportion of centers with reduced Tyrp in the dark-adapted
SrBr-PSII (not shown) (66). Therefore, the apparent higher
proportion of the S, state in the dark-adapted SrBr-PSII (Table
1) more likely corresponds to a higher proportion of the Sy T'yr,’
state rather than to a higher proportion of the S, Tyry, state.

The absence of any major consequences of the Sr** and/or
Br™ substitution on the turnover of the S-state cycle under
flashing conditions contrasts with the significant decrease in
the oxygen evolution rate under steady-state conditions. This
suggests that this decreased efficiency results not from a frac-
tion of PSII centers inactive in water splitting but rather from a
change in the intrinsic kinetics of at least one of the steps in the
cycle.

To determine which step(s) is affected by the CI”/Br™ and
Ca®"/Sr** exchanges, we measured the absorption changes at
292 nm in the hundreds of ns to ms time range after each of the
first four flashes given to dark-adapted PSII (Fig. 2). Absorption
changes at this wavelength reflect the Mn, cluster valence
changes and the Tyr, redox state changes occurring in the
S, Tyr, to S,Tyr,, S,Tyr," to S;Tyr,, S;Tyr, to S Tyr,, and
SoTyr, to S, Tyr, transitions (68). Fig. 2 shows that only minor
absorption changes could be detected after the second flash
(panel B) and the fourth flash (panel D). This means that, in all
four types of the enzyme, the AI/I changes associated with the
Tyr,'S, to Tyr,S; and Tyr,'S, to Tyr,S; were small, thus pre-
cluding the reliable kinetic analysis of the S, to S; and S, to S;
transitions. On the other hand, because these two transitions
only weakly contribute to the absorption changes at this wave-
length, the half-times of the S, to S, and S; to S, transitions may
be reliably determined from the raw data without any deconvo-
lution procedures. The S, Tyr, to S,Tyr,, transition (Fig. 2A4)
was slowed down from t, =~ 50 ws in CaCl-PSII to £, ~ 400 —
500 ws in SrBr-PSII with the following order for the t., values: t1,
in CaCl-PSII < t1, in CaBr-PSII < t1, in SrCI-PSII < ti, in SrBr-
PSII (Table 1). The small absorption change associated to the
S,Tyr," to S,Tyr, transition did not allow us to determine
whether a multiphasic process was involved.

The kinetics of the S;Tyr," to S Tyr,, transition in the CaCl,
sample (Fig. 2C) was much better fitted when a lag phase was
introduced (see supplemental data). Such a lag phase was
observed earlier and was attributed to structural rearrange-
ments in the S;Tyr," state (67, 70-72). Therefore the four
traces were fitted with a sequential model involving the tran-
sient formation of a (S;Tyr,’)’ state (Table 1). Based on this
fitting procedure, the ti, of the lag phase in SrBr-PSII is double
that in CaCl-PSII. In agreement with the oxygen evolution rate
under continuous illumination, the kinetics of the S;Tyr," to
SoTyr, transition observed after the third flash (Fig. 2C) was
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FIGURE 2. Kinetics of the absorption changes at 292 nm after the first
flash (A), the second flash (B), the third flash (C), and the fourth flash (D)
given to dark-adapted CaCl-PSlI (black), CaBr-PSlI (blue), SrCI-PSll (red),
and SrBr-PSlI (green). Other experimental conditions were similar to those
in Fig. 1.
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also significantly slowed down, with half-times ranging from
1.1 ms in CaCl-PSII to 7.2 ms in SrBr-PSII (Table 1).

Time-resolved O, Evolution—Another way to study specifi-
cally the S;Tyr, to S, Tyr, transition is to follow the O, release
with a time-resolved polarized electrode. Because this tech-
nique requires the sedimentation of the sample on the platinum
electrode, thylakoids were used instead of purified PSII. The
classical electrode combination, Pt/Ag/AgCl, requires the pres-
ence of a chloride salt as an electrolytic counter anion in the
circulating medium. To avoid the possible exchange of Br™ for
Cl™ in the bromide-containing samples during the course of the
experiment, a Pt/Ag/AgBr electrode combination with a bro-
mide salt as an electrolytic counter anion in the circulating
medium was also used as a control experiment.

Fig. 3 shows the kinetics of O, release in CaCl-, CaBr-, SrCl-,
and SrBr-thylakoids with either a Pt/Ag/AgCl (panel A) or a
Pt/Ag/AgBr (panel B) electrode combination. To get a signal
with maximal amplitude, the measurements were done upon
the third flash given to a dark-adapted sample. Although the
chlorophyll concentration was the same for each sample, the
traces shown in Fig. 3 were scaled so that the areas under
the curves (the amount of evolved O,) were identical in order
to take into account the possible variations in the PSII/PSI
ratio. The normalization factors were in the range of what was
expected from the PSI to PSII ratio, which varied from 1.8 to 2.5
in our T. elongatus thylakoids (not shown) as estimated by EPR
(73). Moreover, the kinetics of O, release were found to be
similar to those observed in whole cells, which indicates that
the isolation protocol had no secondary effects.

As demonstrated by Lavorel (74), the amperometric signal
results from the convolution of the diffusion limited O, pulse
produced instantaneously in a thin layer, ®(¢), with the rate
constant of the S;Tyr," — S, Tyr, + O, reaction, k. Thus, the
ideal experimental case is that of a thylakoid monolayer. Devi-
ating from this ideal case results in a divergence between the
theoretical and experimental curves, which increases with
the time after the O, pulse is triggered. We therefore ana-
lyzed the kinetics shown in Fig. 3 within a slightly simplified
framework (see supplemental data). The O, diffusion time
was first determined from the kinetics obtained with CaCl-thy-
lakoids. Then, the expected traces for the four samples were
calculated by using k, values equal to those of the rate con-
stants of the S;Tyr," to Sy Tyr, transition measured at 292 nm
(the lag phase was neglected) (Table 1). The calculated traces
resulting from such a procedure are shown in Fig. 3C. As men-
tioned above, the time resolution of the amperometric signal
strongly depends on the O, diffusion time, which is used to
calculate the function ®(t) (k, = 0.11 ms™ ' in Fig. 3C).
Although, this k, value does not seem large enough to fully
resolve the differences between the CaCl and CaBr samples, the
relative ti, values for both the O, release and the S;Tyr, to
SoTyr, transition in the four samples (Table 1) are in satisfac-
tory agreement with those of the O, evolution activities meas-
ured under continuous illumination. This provides further evi-
dence that, in these samples, the lower O, evolution activities
arise from a kinetic limitation of the water-splitting process
rather than from a fraction of inactive centers.
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FIGURE 3. Kinetics of the oxygen release measured after the third flash
given on CaCl-thylakoids (black), CaBr-thylakoids (blue), SrCl-thylakoids
(red), and SrBr-thylakoids (green). The measurements were done with
either a Pt/Ag/AgCl (A) or a Pt/Ag/AgBr (B) electrode combination. The time-
resolved flash-induced oxygen evolution was measured after the third flash
of a sequence of flashes spaced 400 ms apart. The samples (Chl = 1.2 mg/ml)
were dark-adapted for 45 min at room temperature on the polarized bare
platinum electrode prior to the illumination. C, expected amperometric sig-
nal in CaCl-thylakoids (black), CaBr-thylakoids (blue), SrCl-thylakoids (red), and
SrBr-thylakoids (green). The traces were calculated by using a diffusion time
value defined as indicated in the supplemental data and by using the rate con-
stant of the S;Tyr," to Sy Tyr,, transition measured at 292 nm, as reported in Table
1. The violet curve is the ®(t) function for a t, value equal to 7 ms.
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Another important conclusion, which can be drawn from a
comparison of Fig. 3, A versus B, is that the incubation of SrBr-
thylakoids in a Cl ™ -containing buffer and SrCl-thylakoids in a
Br ™ -containing buffer for the 45 min required for dark adapta-
tion of the samples had no detectable effect on the kinetics of O,
release. Based on the volume of the samples deposited onto the
platinum electrode (25 ul) and on the volume of the circulating
medium (250 ml), the concentration of bromide and chloride
salts can be estimated to be 6 um and 110 mm, respectively, for
the SrBr-thylakoids and vice versa for the SrCl-thylakoids.
Since the CI7/Br~ exchange strongly affects the rate of O,
release in the Sr“-containing sample, it is clear from the
results shown in Fig. 3 that during the course of the experiment
(=1 h), neither Br /Cl~ exchange nor Cl /Br~ exchange
occurred to a significant extent in SrBr- and SrCl-thylakoids,
respectively.

As a further test of the CI"/Br~ and Br™ /CI™ exchangeabil-
ities in thylakoids, we washed the SrBr-thylakoids more exten-
sively in the chloride-containing medium and the SrCl-thyla-
koids in the bromide-containing medium. The washing of these
samples was done by centrifugation and resuspension (three
times) until the residual amount of the contaminating halide
calculated from the starting concentration was theoretically
less than 0.1 um. The overall duration of these additional wash-
ing treatments was ~3 h. After these treatments the O, release
in SrBr-thylakoids resuspended in the chloride-containing
medium and in SrCl-thylakoids resuspended in the bromide-
containing medium was measured and was found to be similar
to that measured in Fig. 3, A and B. This showed that, under
these conditions, neither CI7/Br~ nor Br /Cl™ exchange
occurred. However, when isolated PSII was incubated in the
dark for 6-7 h (with a chlorophyll concentration of 25 pg/ml
and a halide concentration of 60 mMm as above), the measure-
ment at 292 nm of the S;Tyr, to Sy Tyr,, transition rate in SrCl-
PSII and SrBr-PSII showed that a Cl /Br~ and Br /Cl™
exchange had begun to occur (not shown).

Thermoluminescence and Thermodynamic Properties of the
S-states—All of the kinetic results presented above strongly
suggest that the redox properties of the Mn, cluster were mod-
ified upon Ca”>*/Sr*" and Cl /Br~ exchanges. Such redox
changes may be monitored by measuring the thermolumines-
cence glow curves (75, 76). Indeed, the amplitude and the tem-
perature dependence of the thermolumiscence glow curve,
which arises from the radiative recombination between the
positive charge stored on the Mn, cluster and the electron
stored on the quinone Qg", depend in part on the redox poten-
tial of the cofactors involved in the charge recombination
process, i.e. the redox potential of the S, /S, Tyr, /Tyr,,
Pysot/Pgsor Pheop, /Pheo;, Q,7/Q,, and Qz/Qp couples
(64, 65, 75-78). If we assume as a first approximation that the
Ca®"/Sr** and C1~/Br~ exchanges do not significantly modify
the redox potential of the Pygy,? /Py, Pheop, /Pheoy,;, Q,7/
Q,, and Qg /Qy couples and do not affect the proportion of
reduced Qg upon dark adaptation, then the changes in the
thermoluminescence glow curves are expected to reflect a
change in the redox properties of the S, /S, couple. Fig. 4
shows such an experiment with CaCl-PSII, CaBr-PSII, SrCI-
PSII, and SrBr-PSII.
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FIGURE 4. Thermoluminescence glow curves from S,Q;" charge recombi-
nation measured after one flash (A) and from S;Qg" charge recombina-
tion measured after two flashes (B) in CaCl-PSlII (black), CaBr-PSll (blue),
SrCI-PSIl (red), and SrBr-PSll (green). Samples were previously dark-
adapted at room temperature before being loaded into the cuvette and illu-
minated at 5 °C.

After one flash given to a dark-adapted sample, the glow
curve originates from S,Qp" charges recombination, whereas
after the second flash it originates from the S;Qg" charges
recombination (75, 76). The expected contribution of the
S,Qp" charge recombination to the thermoluminescence glow
curve after the second flash, which results from the miss factor
(=~ 9%, Table 1), is rather small, and the traces shown on Fig. 4B
can be considered essentially as reflecting the S;Qp" charge
recombination (see supplemental data). Fig. 4 shows that the
peak temperature of the S,Qg" charge recombination was less
affected by the Ca®*/Sr** and Cl/Br~ exchanges than that of
the S;Qp" charge recombination, suggesting that the free
energy level of S,Qy" is less affected by the substitutions than
that of S;Qy". This is consistent with previous studies (22) show-
ing that the reduction in the dark from S5 to S, is three times slower
in SrCl-thylakoids when compared with CaCl-thylakoids, whereas
the stability of S, in the dark is almost unchanged. Fig. 4B shows
that the peaks arising from the S;Q;;" charge recombination in the
ion swapped samples were shifted to higher temperatures when
compared with that for CaCl-PSII, and the extent of the up-shift
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showed the following order: CaCl-PSII < CaBr-PSII < SrCl-
PSII < SrBr-PSII (Table 1).

As shown previously (75, 76), the amplitude of the glow curve
arising from the charge recombination involving the S, state is
smaller than that involving the S; state. This seems to be an
intrinsic property, and a factor of approximately 2 was demon-
strated in plant thylakoids (75, 76). In T. elongatus the ratio
seems to be greater. One possible explanation for this would be
a higher Qg"/Qj, ratio after the second flash than after the first
flash, which would translate into a Qg /Qg ratio larger than 1 in
dark-adapted PSIIL This would be at odds with the recent report
showing that this ratio is close to or slightly lower than 1 in
T. elongatus (79), so that other hypotheses should be consid-
ered. The larger values found for the peak temperatures after
one flash than after two flashes (see also Refs. 58 and 79) indi-
cate that the energy gap between the S,/S; and Pgg,*/Pgg, cou-
ples is higher than that between the S;/S, and Pyg*/Pqo cou-
ples. Thus, the higher temperature required to thermally
populate P, from S,Qg" than from S,Qg" could favor the
nonradiative pathways through which charge recombination
may occur to the detriment of the radiative pathway.

In principle, the decrease in the energy level of the S;/S,
couple can be estimated from the simulation of the thermolu-
minescence glow curves seen in Fig. 4B (also see supplemental
data). Nevertheless, the lack of knowledge of the activation
energies of the different routes for the charge recombination
process, combined with the fact that the Ca>*/Sr*>* exchange is
known to affect the redox properties of cofactors other than the
manganese cluster (e.g. it is known to slow down the electron
transfer from Q, " to Qg (57)), precludes the accurate determi-
nation of the change in the energy level of the S;Qg" state
induced by the Ca®>"/Sr** and Cl/Br~ exchanges. A qualita-
tive estimate may be obtained, nevertheless, by comparing the
shiftin 7, observed here with those reported previously in the
literature and associated with a known change in the free
energy gap. Temperature peaks corresponding to the S,Qg"
and S;Qg" glow curves, which differ by ~8 °C, have been esti-
mated to correspond to a difference in the free energy gap
between the S, and S; state of ~50—60 meV (80). Recently, a
point mutation in the vicinity of Q4 has been found to induce a
shiftin T, of 9 °C and a change in free energy of ~60 meV (81).
In the case of the SrBr-PSII, we found an up-shift of T, by 8 °C,
i.e. of similar amplitude to those just discussed, so that we esti-
mate the change in free energy associated with the Sr**/Ca>"
and Br™ /Cl™ combined substitution to be =50 — 60 meV. Using
the procedure described previously to fit the thermolumines-
cence glow curves (64), with the assumption that the activation
energy value used for the simulations only depends on the
enthalpy of the charge recombination, yields a significantly
larger downshift (110 meV) for the free energy level of the S,
state in SrBr-PSII when compared with CaCl-PSII (see supple-
mental data).

DISCUSSION

The data in Table 1 corresponding to the CaCl and SrCl
samples are similar to those obtained earlier with the His,-
tagged PSII (22). The properties of the SrCl samples obtained
here in a PSII containing a D1 protein expressed only from the
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psbA ; gene are in agreement with those obtained upon a Ca®*/
Sr** exchange (22) done in the His,-tagged wild-type strain.

The flash-induced absorption changes measured at 292 nm
(Fig. 1) show that the four types of PSII (Ca/Cl, Sr/Cl, Ca/Br,
Sr/Br) were fully competent in O, evolution. Nevertheless, in
those with non-native ion combinations (Sr/Cl, Ca/Br, Sr/Br)
the S;Tyr," to SyTyr, transition was significantly slowed down
(Fig. 2).

Fig. 2 shows complex behavior for the kinetics measured at
292 nm. After the formation of Py, ¥, the change in the tens
of nanoseconds time scale corresponds to the pure electron
transfer from Tyr, to Pgg,?, whereas that in the us to the
hundreds of us time scale corresponds to the S, Tyr, Py, <
SaTyrz Pegg < S,TyrZPegy < (Sui1TyrzPes)’ <
Sni1Tyr Pego equilibria, where the (S, ; Tyr,Peg,)’ denotes an
unrelaxed state (82, 83). A change in the protein relaxation
processes is expected to modify one or more of these equilibria.
These relaxation processes, occurring in the earlier (ns to tens
of us) time range, can be followed through the reduction kinet-
ics of Pgg,* . Inthe S, state, time-resolved absorption changes at
433 nm showed that none of the exchanges studied here
affected Pq,? reduction in the ns time scale. In contrast, the
components present in the ws to the hundreds of us time range
were slowed down by the Ca®>*/Sr** exchange but remained
unaffected by the C17/Br™~ exchange (not shown, but see sup-
plemental data). This suggests that Ca®**, but not Cl, is
involved in the relaxation processes associated with (or trig-
gered by) the oxidation of Tyr, by P, ¥ .

Fig. 2 shows that the kinetics at 292 nm after the first flash
were also modified by the Cl7/Br~ exchange, in agreement
with previous time-resolved studies of the Tyr," decay in Ca-
depleted/Sr-reconstituted PSII in all of the S-state transitions
(84). As it is widely agreed that none of the S-state transition is
kinetically limited by the electron transfer reaction per se (7),
this indicates that both Ca®>" and CI~ participate in setting the
factors that modulate the electron transfer between the Mn,
cluster and Tyr,".

After the third flash, a lag phase can be observed before the
absorption decay, which corresponds to the (S;Tyr,)" to
SoTyr, + O, transition. This lag phase had already been
reported (67, 70—72) and was attributed to electrostatically
triggered structural rearrangements in the S;Tyr," states (67),
which could involve proton release (72). The data in Fig. 2 show
that the duration of the lag phase was significantly increased
upon the Ca>"/Sr** exchange and to a lesser extent upon Cl ™~/
Br~ exchange. The increase in the lifetime of the intermediate
(S;Tyr,’")’ state in SrBr-PSII could make this sample the mate-
rial of choice for further characterizations of the events occur-
ring in the lag phase.

We took advantage of the clear slowdown of the O, release in
SrBr-thylakoids when compared with the SrCl-thylakoids (Fig.
3) in order to study the exchangeability of CI~ and Br™. The
kinetic consequences of the substitution of bromide for chlo-
ride proved to be unaffected by additional washings of the SrBr-
thylakoids in a Br™-free, Cl™ -containing medium, indicating
that under these conditions, the bromide responsible for the
slower kinetics is strongly bound and/or occluded. Neverthe-
less, when the isolated Br™ -containing enzyme was incubated
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in Cl™ -containing buffer in the dark (i.e. in the S, state) for 6 -7
h, the effects of exchange became detectable. The halide
exchange kinetics in PSII from the thermophilic cyanobacte-
rium T. elongatus thus seem to be comparable with those
observed in plant PSII (85).

In plant PSII, the release of Ca** in PSII lacking some of the
extrinsic polypeptides was shown to be very efficient in the S,
state but hardly occurred (at least under the experimental con-
ditions used) in the S, state (86). In addition, the binding of Sr>*
in the empty Ca®" -binding site has been shown to require light
(28) indicating the likely involvement of the S, Tyr, state in the
binding. These results suggested that in the higher S-state con-
formational changes occurred making possible the Ca** (Sr*™)
release and Ca*>" (Sr*>™") binding. Sr-EXAFS spectroscopy per-
formed in SrCI-PSII recently substantiated these conforma-
tional changes by providing evidence for modifications in the
coordination sphere of the Sr>* ion associated with the succes-
sive S-state transitions (34). The S-state dependence of Cl ™~
release and Cl~ rebinding has been less documented. Neverthe-
less, it has been shown that reactivation of the S-state cycle in
Cl -depleted PSII by nitrate is more efficient in the higher
S-states (43), suggesting that, as for Ca®>*, the binding efficiency
increases with the S-states.

It should be pointed out that the Ca®>*/Sr?>" and Cl~ /anion
exchange mechanisms discussed in the previous paragraph dif-
fer from those involved in biosynthetic exchange. The former
involves the structural rearrangement of the Mn,Ca cluster
occurring during the S-state cycle, whereas the latter involves
the assembly of the cluster in the photoactivation process (see
Ref. 87 for a review). In vitro it has been shown that the Sr*>™ ion
is able to substitute for Ca*>* in the photoactivation process (87,
88). Biosynthetic exchange studies have shown that this is also
the case in vivo (Ref. 22 and this work; see also Ref. 30). The
demonstration that biosynthetic C1~/Br~ exchange is possible
is in agreement with in vitro photoactivation experiments
showing the ability for Br™ to fully substitute for CI™~ (89).

It has been proposed that most experiments in the literature
on the role of chloride, including those studying bromide
exchange, have been affected by artifacts induced biochemi-
cally (51, 52, 90) using chloride depletion procedures. This
remains a point of contention in the field, which we will now
discuss in the light of the present results, because the strategy
followed here eliminated biochemically induced artifacts.

In previous work (52, 85) the binding of Cl™ to PSII was
studied with the following protocol. First, the **Cl~ that was
incorporated into PSII biosynthetically was found to be fully
exchangeable when dialyzed in a **Cl -containing medium.
Second, it was observed that the dialysis of PSII againsta Cl™ -
free medium resulted in only a partial loss of activity (51, 52).
Third, the remaining activity arose from all centers turning
over at a lower rate. From these observations it was concluded
that C1~ was not required for enzyme turnover (51, 52). This
conclusion, however, assumes that all of the CI™ was released
under the conditions used by Lindberg et al. (51, 52) for dialy-
sis/washing of PSII in Cl™ -free medium (this assumption was
not demonstrated experimentally). In short, biosynthetically
labeled 2°C1~ PSII preparation has not been studied in a Cl ™ -
free medium either in terms of its C1~ content or in terms of its
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activity. Admittedly, these would be difficult experiments; how-
ever, the point we would like to make is that the conclusion that
Cl™ is not required for enzyme turnover remains open to
discussion.

Some EXAFS studies suggest a possible Cl™-binding site
close to the Mn, cluster (91), whereas other EXAFS studies
propose that, upon biochemical CI™/Br~ exchange, the bro-
mide site is located at a distance greater than 5 A from the Mn,
cluster (45). Nevertheless, the chloride depletion protocol (52)
used in that work (45) would not have resulted in a full deple-
tion of the PSII-bound chloride as discussed above. Therefore,
the bromide site investigated by Haumann et al. (45) is not
necessarily the one directly associated with the Mn, cluster.
One way to avoid some of the ambiguities on the number and
type of chloride-binding sites would be to use the PSII prepara-
tion described in this work.

It is striking that the effects of exchanging Ca**/Sr*" and
Cl"/Br~ are additive. This might suggest that the physico-
chemical properties of either Ca*>* or Sr>" depend on the pres-
ence of either CI™ or Br~ and vice versa. If this were not the
case, it would be more difficult to explain why the Cl™/Br—
exchange resulted in a further slowdown of the limiting step
introduced upon Ca*>*/Sr>" exchange. This hypothesis agrees
with models for the water oxidation mechanism, which involve
the formation of an electrophilic MnY=0 (or Mn""-oxy radi-
cal) and Ca®" -aqua motifs in the S, state (see Ref. 37 for a recent
review). These models suggest that a chloride ion is close (or
bound) to the calcium ion (10, 36, 92). Also, it has been pro-
posed that the lower O, activity observed upon Ca*"/Sr*"
exchange could be linked to the higher Lewis acidity of aqua-
Sr*" versus aqua-Ca>"* (93). The binding of Br~ to Ca®>" and
Sr*" could also increase the Lewis acidity of the aqua ion of
Ca®" and Sr*", respectively. This could explain the additive
effects of the CI7/Br~ and Ca®"/Sr*" exchanges.

Alternatively, the effects of the Cl”/Br~ exchange investi-
gated here could originate from a more distant halide-binding
site. Several long distance effects indeed have been observed
already upon Ca®"/Sr** exchange, such as the decrease of
affinity of cytochrome c55, followed by manganese release in
the absence of betaine,* the decrease in the equilibrium con-
stant of Q,"Qp <> QAQy™ (57), and a change in the environ-
ment of the non-heme iron (27). These effects could well be
related to the marked effect of Ca>" removal on the redox
potential of the Q,"/Q, couple (94). All of these long distance
effects could include a modification of the H-bond network
around the Mn, cluster, which would slow down some of the
electron transfer steps. However, although the biosynthetic
Ca®"/Sr*>* exchange strongly affects several infrared modes in
the carboxylate frequency region (30, 32), the biochemical Cl™/
Br™ exchange is reported to be silent in this spectral region (44).

From the thermoluminescence experiment, the decrease in
the energy level of the S,/S, couple could be roughly estimated
to be 50-110 meV in SrBr-PSII when compared with CaCl-
PSII. An implicit hypothesis behind this estimate is that the
substitution only affects the energy levels of the S-states. As

4 A. Boussac, unpublished result.
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discussed above, this is certainly an oversimplification, which
results in an overestimate of the energy level decrease. Yet, the
marked increase in the duration of the lag phase that precedes
the oxidation of water and the 6 —7-fold slowdown of the water
splitting both point to a role of Ca®>" and Cl~ in the oxygen
production mechanism, raising the issue of the possible corre-
lation between the thermodynamic and kinetics consequences
of the substitution.

Clausen and Junge (20) recently reported that water oxida-
tion may be driven backward by increasing the O, pressure.
They estimated the overall driving force of the S;Tyr,'/S, to
So + O, transition to be 80 meV (20, 21). In this context,
decreasing the available driving force by lowering the free
energy level of the S;Tyr,", as in the present case, could affect
the overall water splitting process kinetically. However, the
kinetics consequences reported here are quite different from
those reported from the O, back-pressure experiments (20, 21).
In the latter case, the amplitude of the millisecond phase asso-
ciated with water splitting was decreased, and its observed rate
was slightly increased. These data could be accounted for by a
two-step model involving an intermediate state (B) which accu-
mulates under large O, pressure and is formed at the expense of
S;Tyr,'/S,, It is of note that neither the forward nor the back-
ward rates of the S;Tyr,'/S, <> B equilibrium were affected by
the increased O, pressure. In the present case, the apparent rate
constant of the S;Tyr,'/S, decay is affected, implying that the
forward rate constant (and possibly the backward rate as well)
of this equilibrium is decreased, so that the efficiency of the
chemistry involved is decreased by the Sr**/Ca** and/or Br ™/
Cl1™ substitution (see above for a more detailed discussion of the
possible mechanisms).

The lack of changes in the overall amplitude of the ms com-
ponent indicates, again in contradiction to Clausen and Junge’s
data (20), that the overall driving force of the S;Tyr,'/S,to S, +
O, transition is not decreased enough to result in a detectable
accumulation S;Tyr,'/S,. This is somewhat surprising. Indeed,
because the present data point to a decrease in the free energy
level of S, Tyr,’/S, in the modified PSII, such a decrease com-
bined with the shallow driving force of the water splitting reac-
tion (20, 21) should result in the accumulation of a detectable
amount of S;Tyr,'/S,. Because of the error bars in our estimate
of the change in the free energy level of the S; state, this appar-
ent discrepancy may not be irreconcilable. In any case, the SrBr-
PSII seems ideally suited for further studies of the effect of O,
pressure on the water oxidation mechanism.
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I) Time-resolved absorption changes at 292 nm.

The kinetics of the S;Tyrz" to SoTyrz transition measured at 292 nm were fitted assuming
either a single exponential decay corresponding to scheme 1 or to scheme 2 which involves an

intermediate state with:

Scheme 1 S:Tyr," —— SoTyrz

With  A(t) = A(0).e™" + offset (eql)
Scheme 2: SiTyr,” —— (S3Tyrz" ) —2— SoTyry

With  A(t) = —(?2(0_)’; i) (- &) + A0).e™ + offset (eq2)

In eq2, (S;Tyrz")’ is a transient state with the same extinction coefficient than S;Tyrz". The
rate constant k; thus corresponds to the “lag phase”. In eq2 we aassume that the structural
rearrangements are not accompanied by an absorption increase at 292 nm which would

compensate for the absorption decrease resulting from the S;Tyr;" to STyry transition.

For eql and eq2 “A(0)” is the calculated absorption at time t = 0 i.e. the absorption 10 ps after
the third flash (the first point of the kinetics) and the offset is the calculated absorption 300
ms after the flash (the last point of the kinetics).

Figure S1 shows the results of the fits in CaCl-PSII and CaBr-PSII by using either eql
(dashed lines) or eq2 (continuous lines). The result of the fits seems better with eq2, so we
used Scheme 2 for all the data (Figure S2). The values found from the fitting procedure are

indicated Table 1 of the manuscript.
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Figure S1: Figure S1: Kinetics of the absorption changes at 292 nm after the third flash given

to dark-adapted CaCl_PSII and CaBr-PSII. The full circles are the experimental points, the

continuous lines are the fit obtained with eq2 and the dashed lines are the fit with eql.
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Figure S2: Kinetics of the absorption changes at 292 nm after the third flash given to dark-
adapted CaCl-PSII, CaBr-PSII, SrCI-PSII and SrBr-PSII. The full circles are the experimental

points and the continuous lines are the fits according to equation (eq2) with the values in

Table ST1.
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II) Time-resolved O, detection.

As demonstrated by Lavorel (69), the amperometric signal is the convolution product of the
wholly diffusion limited O, pulse, ®(t), with the rate of the O, release by PSII in the S;Tyrz’
to SoTyryz transition.

The ®(t) function versus the time “t” is:

o
O(t) = X e 3
( ) W exp( p ) (eq )

In which “t4” is the diffusion time.

The rate of O, release is:

do,
dt

=k, xexp(—k, x1) (eq4)

With: S;Tyr;” —2— (S3Tyrz") —%— S¢Tyrz + O,

The resulting convolution product of ®(t) with the exponential O, release in the S;Tyrz" to

SoTyry transition becomes (69):

S, =k, xincx Y (@, xexp(—k,, xincx (i - j))) (eq5)

j=0
In which S; is the amperometric signal at time “inc x 1” (“inc” is the time increment and “i” is

the step of the integral). “®;” is the value of the ®(t) function at step “j =1".

If the sedimentation does not vary from sample to sample the “ts” value can be considered to
be an instrumental constant. In order to check the behaviour of the “ty” value, the procedure

described below has been done.

The S; function defined above was first plotted for different “ty” values by using (eq5) in
which “k,” was set equal to k2, the rate constant of the (S;Tyrz")’ to SoTyrz transition in

CaCl-PSlII, that is 630 gt (Figure S2 and Table ST1). For each “ty” value, the time “t;,,” at
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which the S; function reached its maximum (i.e. the time at which the derivative is zero) was

determined (Figure S3). Then, the value of “tn.” versus “ty” was plotted (Figure S4).

Amperometric signal (a.u.)

0O 5 10 15 20 25 30

Time (ms)

Figure S3: Examples of calculated amperometric signals by using (eq5) with kox = 630 s™ and
tq = 2 ms (pink), t4 = 4 ms (purple), ty = 8 ms (cyan) and ty = 16 ms (orange). The arrows

indicate the t,,x value for each of the curves.
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Figure S4: Variation of “tyax” versus “tg” for kox = 630 s! by using (eq5).
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Experimentally (see Figure 3, Panel A, in the paper) we found that for the CaCl-thylakoid
sample the “ty.x” value was = 7 ms which gives a “ty” value equal to 7 ms from Figure S4.
This “tq” value equal to 7 ms was then injected into the S; function and the S; function was
plotted for each of the 4 samples by using the 4 “k.x” value found in Table ST1. Figure 3C in
the manuscript shows the expected amperometric signal assuming a similar “ty” value for all
the samples.

Comparison of Figure 3C with Figures 3A and 3B in the paper shows that the experimental
traces are in good agreement with the calculated traces. This indicates that the assumption that

there was not a great variation in the sedimentation properties of the samples is reasonable.
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III) Thermoluminescence.

The thermoluminescence glow curves arising from the S;Qg” and S;Qg" charge
recombinations can be simulated using a numerical method already described (64) on the
basis of the Arrhenius-Eyring equation (eq6). Assuming a first order reaction for charge pairs
not exchangeable between PSII centers, the TL emission, L(T), is calculated at each sampling

step at temperature T by the equation:

L(T)=Nx P x T x d; x exp (-Ea/kgT) (eq6)

N represents the number of charge pairs still able to recombine at temperature T, and is
decreased at each sampling step by L(T). The initial concentration, Ny, of identical charge
pairs detected through the measuring system, which can be known exactly by photon counting,
corresponds to the integrated band area in the analogical recording system used here (i.e.
amplitude and integrated area in arbitrary units). P is the pre-exponential factor that can be
related to the Arrhenius-Eyring entropic frequency factor, s, as P =K x s, K being an
unknown factor which contains the retrapping probability of excitons (created by
recombination) by empty centers. d; is the duration of the sampling step (generally 1s), Ea is
the activation energy (enthalpy) and kg the Bolztmann constant.

The 3 governing parameters Ea, NO and P were first determined for a S;Qg” band,
produced by 1 flash. For glow curves induced by 2 flashes, the Ea and P parameters of the
S,Qg” component were blocked and Ny was set to its expected value computed from Sy/S; and
miss parameter, then a S3Qg” component was created and fitted to the overall TL signal
(Figure S5 and Table ST1). In this procedure we neglected the proportion of centers in the
S3;Qg" state after the 2" flash and which results from the QAQB & QA" Qg equilibrium.

We assumed that only the energy level of the Mn, cluster was affected by the
Ca”*/Sr*" and C1/Br exchanges. This is an over-simplification since the Ca*"/Sr*" exchange
seems at least to change the QA Qp & QaQg" equilibrium (57). Yet, this allows one to obtain

an estimate of the changes expected in term of redox potential. The parameters resulting from
the fitting procedure are listed in Table ST2 and the simulated glow curves together with the

experimental curves are shown in Figure S5 and Table ST1.
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Table ST1: Parameters resulting from the simulation procedure (average of three different

samples).
PSII sample Activation Energy, Ea, | Preexponential factor Tm (°C)
ineV (£0.02eV) (£0.5°C)
Ca/Cl 0.74 (3.5+0.2) 107 48.2
Ca/Br 0.75 (3.7+0.2) 107 48.7
St/Cl 0.83 (70 £ 5) 10’ 51.6
St/Br 0.85 (100 + 20) 10’ 55.1
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Figure S5: Thermoluminescence glow curves from S;Qg" charge recombination measured
after 2 flashes in CaCI-PSII, CaBr-PSII, SrCI-PSII and SrBr-PSII (full black circles). The

green curve is the fitted curve for the S,Qg" contribution expected after 2 flashes; the blue
curve is the fitted curve for the S;Qg" contribution; the red curve is the sum of the two

contributions, S,Qg*" and S;Qg"".
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IV) Pggo” reduction kinetics.

Figure S6 shows the Peso”" reduction kinetics measured at 433 nm after the first flash given to
dark-adapted samples, i.e. in the S, state. The reduction of Peso’" in the 10 to 20 ns time-scale
is similar in all the 4 samples. This indicates that the electron transfer from Tyrz to Peso” is
not significantly modified by the Ca*"/Sr*" and CI/Br exchanges. In contrast, in the 0.1 to
100 ps time-scale, the reduction of Peso” by Tyrz was slowed-down by the Ca®/sr**
exchange but remained unaffected by the C1/Br” exchange (the differences between the fours
samples are less clear on the following flashes). A modification of the Peso’ reduction
kinetics in the 0.1 to 100 us time-scale indicates that the Ca*"/Sr*" exchange affects the

proton(s) relaxation(s) associated to the oxidation of Tyrz by Pego"".
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Figure S6: Kinetics of reduction of Peso” . The flash-induced absorption changes were
measured at 433 nm in CaCl-PSII (black), CaBr-PSII (blue), SrCI-PSII (red) and SrBr-PSII
(green). After dark-adaptation of the samples (Chl =25 pg » mL™) for 1 hour at room
temperature, 100 uM PPBQ was added. Then, 1 saturating laser flash was given and the decay
of Pgso”” was followed by a train of detecting flashes at the indicated times. The four traces

were normalized to the amplitude of the signal observed in CaCl-PSII.
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