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Vers une production bio-
inspirée d’hydrogene sans
métaux nobles

La production dOhydrogene constitue
un enjeu majeur pour IOavenir de Iz
bliere  hydrogene. Utiliser des
ressources renouvelables est de plu
un impZratif pour sOinscrire dans une
dZmarche de dZveloppement durabl
Pour cela, on peut sQinspirer de‘?v‘
processus chimiques ~ 1Oluvre
naturellement dans certains micro-
organismes photosynthZtiques tels qu
les algues vertes et les cyanobactZri
IOhydrogene " partir de |Oeau, sous
IOeffet de la lumiere.

recours au platine, en permettant la préparation de
catalyseurs a base de métaux plus abondants et
moins chers qui sont utilisés par les organismes
naturels (fer, nickel, cobalt, manganese).

b W\cent»\mr\. CEA/CN

qui ont la particularitZ de produire de [ W

Pour reproduire et améliorer les processus

Pour la premisre fois, les chercheurs dgqibe biologiques de photoproduction d’hydrogene, le

BiocatalysedirigZe par le Professeur Marc Fontecagﬂlmlste

(Laboratoire de Chimie et Biologie des MZtasmnt

parvenus
ensemble molZculaire sans mZtal noble.

Actuellement, tous les dispositifs technologiques
développés pour produire ou utiliser I’hydrogene
renferment des métaux nobles ! tels que le platine
comme Les montrent
aujourd’hui que les réserves en platine sont
limitées et que la rareté et le cotit de ce métal ne
permettent pas d’envisager une économie basée
sur I'hydrogene sur le long terme, malgré les
efforts pour en diminuer les quantités dans les
électrolyseurs et les piles. Cest la qu'une
démarche biomimétique permet de saffranchir du

catalyseurs. analyses

produire de |Ohydrogene en utilisant %pable de capter I'¢

cherche a élaborer des systemes
complexes renfermant un photosensibilisateur,
énergie lumineuse et d’induire
une séparation de charge, et un catalyseur qui
utilise I'électron ainsi photogénéré pour réduire

’eau en hydrogene.

Une premiere version d'un tel ensemble a été mise
au point avec des systémes supramoléculaires,
c'est-a-dire oli une méme molécule assure
plusieurs comportant un
photosensibilisateur et un catalyseur a base de
cobalt. Sous l'effet de la lumiere, les électrons

fonctions,

fournis par donneur sacrificiel (la triéthylamine)
sont utilisés pour la réduction de l'eau en
hydrogene catalysée au niveau de l'atome de

cobalt, avec une efficacité supérieure aux systemes
comparables a base de métaux nobles (Pd, Rh et
Pt) précédemment décrits. Certes, le systeme
utilise encore le ruthénium pour ses propriétés
photochimiques.
étape visera a s’en affranchir.

Méme si, a la fagon des
'utilisation

Une prochaine

organismes vivants,
de l'eau non seulement comme
source de protons, mais aussi
comme source d’électrons (évitant
ainsi d’avoir a une
molécule organique) reste
I'objectif ultime de ces recherches,
ce résultat constitue une avancée

ajouter

considérable dans le domaine de
la photo-production d’hydrogene.

1 Historiquement, les mZtaux nobles
Ztaient les mZtaux prZcieux (or, argent, platine) utilisZs
en orfevrerie. lls correspondent pour le chimiste ~ des
mZtaux qui ne sOoxydent pas facilement. Ce term
sOapplique maintenant aux autres mZtaux de faible
abondance dans la croZte terrestre et qui sont donc ~ la
fois rares et coZteux (palladium, rhodium, iridium).

Contact : Vincent Artero
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Figure 1!: Les molZcules de VE-cadhZrine appartenant ~ des cellules
voisines Zlaborent via leur partie extracellulaire (Extra) des interactions

homophiliqgues et recrutent par

Extra

IOintermZdiaire de

leurs parties

cytoplasmiques (Cyto) lgdet y- catZnines qui interagissent ~ leur tour
avec I@-catZnine. LOannexine 2 est un nouveau partenaire du complexe de
VE-cadhZrine qui Ztablit une connexion avec les blaments dDactine.

Transmcmhrancl ' l
pl120 (Annex 2.

Ce dogme a été récemment contesté >et c’est dans

Un chainon manquant pour )
, . R " ce contexte que ces chercheurs ont entrepris
1 anglogenese- d’identifier toutes les protéines du complexe

. ~ 5 j i 1 E hérine. A ffet, il i
La croissance dOune tumeur dZpend fortement delosnocr%10nrle de VE cadhérine. A cet effet, ils ont mis

- . en place une méthode originale d’immuno-
approvisionnement en oxygene et en nutriments. Cés_ = e
: . _— 5 éareapltatlon permettant de capturer et de purifier
apports sont fournis par |OintermZdiaire du rZséau . R .
. 5 A s e complexe a base de VE-cadhérine a partir de
vasculaire prZsent ~ |OintZrieur de la tumeur. En fait, les . .
- cellules endothéliales humaines en culture. Cette
tumeurs promeuvent leur propre vascularisation en = . . L J
. . . s technique d’immuno-précipitation a été couplée
induisant la formation de -capillaires

partir des e 3 h téomi
vaisseaux prZ-existant au sein du tissu h™te. epgute .a approche .pro comique .
- ) collaboration avec M. Jaquinod (Laboratoire
processus correspondant " la formation de nouveaux

) . ) ) o EDyP), et a permis d’identifier de nouvelles
vaisseaux " partir de vaisseaux prZ-existant est ap ~ N

. < . otéines du complexe adhésif a base de VE
angiogenese. La comprZhension des

chanis%ceﬂsq, } dont blusi i bl
5 . 5 x . . .._cadhérine don usieurs protéines capables
molZculaires rZgulant IOangiogenese et IO|dent|Dcaf|pn . , L I,J . ps
5 S s d’interagir avec l'actine telle I’annexine 2 (Figure
des molZcules clZs impliguZes dans ce processus . ]
. . . .1). Ces nouvelles protéines pourraient donc
pourraient permettre dOidentiPer de nouvelles cibles ~
5 ) nstituer les chainons manquant assurant la
thZrapeutiques  pour  combattre et

/o)
contr”"‘fer K .

a ! 5 connexion entre le complexe VE cadhérine-

IOangiogenese et par voie de consZquence le cancer. .

: = . = . _caténines et le cytosquelette d’actine.

Au sein de |IOendothZlium, le processus dOangiogensse . ; ~ .

R A . ans le but de déterminer le role de ces protéines

implique |Oactivation des cellules endothZliales qui

se . , ) ' .
- e : ans l’élaboration ou la régulation des jonctions
mettent alors " prolifZrer, = migrer au travers de la
membrane basale avant de former des structures

aglﬁérentes inter-endothéliales, les chercheurs ont
forme de tubes " IQorigine des nouveaux capillaires.

Cyto

une en

observé que l'ablation de Iexpression de

) 'Y Y )
VE-cad (f® 1Y}
A 'Y Y}

'Y Y

I'annexine 2 par siRNA dans des
cellules

endothéliales humaines

R

induisait une délocalisation de la VE-
cadhérine des jonctions adhérentes et
) leur déstabilisation.
I |F-act|ne Cette premiere étude a montré, d'une
facon indirecte, le role que joue le
» mouvement latéral cytosquelette d’actine dans le maintien
i complexe protéique0 des jonctions inter-endothéliales. Ces
chercheurs  proposent  que
remodelage dynamique permet le remaniement de
I'endothélium comme par exemple son extension
au cours de langiogenese. Les multiples
endothéliaux sont régulés par un récepteur adhésif ~connexions existant entre le complexe a base de
spécifique de I'endothélium, la VE-cadhérine (VE
pour Vascular Endothelial?, protéine essentielle a
I'angiogenese 2.

cholestérol

son

Les chercheurs de l'unité INSERM 882 étudient
I'endothélium vasculaire dont les contacts inter-

VE-cadhérine et le cytosquelette d’actine sont
régies par les protéines liant 1’actine et identifiées
au sein du complexe jonctionnel. Ces dernieres
Les molécules de VE-cadhérine participent au pourraient intervenir a différentes étapes de la

maintien et a la restauration de lintégrité de maturation des jonctions  inter-endothéliales
I'endothélium vasculaire 4 en s’associant entre elles participant par exemple au transport des
via leur partie extracellulaire et en interagissant iglécules de VE-cadhérine nécessaires au

avec différentes molécules cytoplasmiques 3
(Figure 1). Jusqu'a trés récemment, il était admis
que l'une d’entre elles , 1'a-caténine, établissait la

liaison entre les complexes a base de cadhérine, y

remaniement des jonctions inter-endothéliales.
Dans ce cadre, ces chercheurs ont montré que le
facteur de croissance pro-angiogénique VEGF
(Vascular Endothelial Growth Facforentraine le
découplage du complexe jonctionnel a base de VE-
cadhérine de I'annexine 2 et donc la déconnexion

compris ceux formés de VE cadhérine, et les
filaments d’actine.

du cytosquelette d’actine (Figure 2). Ceci aurait
pour conséquence de faciliter le passage des
cellules endothéliales d'un état quiescent a un état
migratoire et d’induire I’angiogenése 6.

Les prochaines expZriences tendront " Zlucider la

cascade de signalisation conduisant au
dZcouplage de IDannexine 2 du complexe
jonctionnel ouvrant ainsi la voie vers la
conception de nouveaux traitements anti-

angiogZniques.

Contact : Danielle Gulino
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Figure 2!: Le VEGF dZstabilise Iéintergction entre le complexe de VE-
cadhZrine et I0annexine 2 entra’nant la dZconnexion des bPlaments dOactine.

Angiogenése
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PSAQ, un metre-étalon
pour la protéomique

protZomique, mais les donnZes gZnZfFBgntaires
restent principalement qualitatives. Rend

trypsique identifié exclusivement dans la protéine
a doser (peptide protZotypique ).

Les toxines superantigZniques de Staphylococcus
aureus (entérotoxines et TSST-1) sont responsables
La spectromZtrie de masse sOest impsss/pathologies séveres chez I'homme [l et
comme une technique de rZfZrence en anafyg@emtemt la seconde cause de toxi-infections

collectives apres Salmonella Ces
toxines peuvent contaminer la chaine alimentaire
'St les réseaux d’eau potable. Leur détection et leur

les donnZes de spectromZtrie de MQ@uaftification par des approches immuno-
quantitatives constitue donc un enjechimiques reste problématique. En collaboration

majeur. Une Zquipe du laboratoiref wide
de la Dynamique des ProtZomes ainsi
coneu la mZthode C!PSAQ!E (pdiotein
Standard Absolute Quantification) qui

permet la quantibcation exacte de protZirglggnﬁﬁcaﬁon des

avec l'équipe du professeur F Vandenesch
(INSERM U851, Lyon) et JA Hennekinne (AFSSA,
Paris), le laboratoire LEDyP a donc testé une
approche de spectrométrie de masse utilisant des
étalons de type AQUA et QconCAT (1. 3] pour la

entérotoxines  staphylo-

dans des Zchantillons biologiques Comp|eé@§ques. Les quantifications obtenues par cette

par spectromZtrie de masse.

Eraction enrichie

Echantillon complexe

(peptida loger)

e rsité du signal
Into naité du signal

>
Temps d'élution (nanol.C)

€Dyl
La protéomique a vécu une véritable révolution
technologique  gréace de Ia

spectrométrie de masse (MS). Durant ces dernieres
années, un effort particulier de la communauté

aux avancées

internationale a porté sur le développement de

méthodes de  spectromZtrie de masse
quantitatives dédiées a la protéomique 6.
Plusieurs méthodes génériques permettent

actuellement une comparaison des concentrations
en protéines présentes dans différents échantillons
biologiques, mais ne fournissent pas d’information
sur la quantité exacte (« absolue ») de chaque
protéine présente. Pourtant, une quantibcation
exacte est requise dans des domaines clefs tels que
I'analyse clinique,
biomarqueurs, le contrdle qualité des médicaments
ou des aliments, ou la surveillance sanitaire.
Suivant le principe de la dilution isotopique, une

I’évaluation de candidats

quantification exacte d’'un composé peut étre
obtenue en spectrométrie de masse en ajoutant
dans I’échantillon a analyser une quantité connue
d’un étalon interne chimiquement identique au
composé a doser, mais alourdi par l'incorporation
d’isotopes stables. Ainsi, deux méthodes de
des peptides
marqués (3C et/ou 1°N) comme étalons internes
publiées (stratégies AQUA et
QconCAT) [1 51, Ces méthodes reposaient toutes

quantification exacte utilisant

avaient été

deux sur l'utilisation d'un peptide rapporteur par

protéine a doser. Ce peptide rapporteur, marqué
(18C et/ou ®N) est identique a un peptide

Peptides trvpsiaues.

Paptide nature Poptide PSAQ

|(poptide lourc)

Spectre de masse

approche se sont avérées inexactes. En effet, alors

Figure 1!: Synopsis de la mZthode PSAQ

La mZthode PSAQ repose sur la biosynthese h

vitro dOZtalons protZiques

chaque Zchantillon prZalablement

~  exacte du peptide cible.

qu'elles permettent une quantification exacte
(« absolue ») de la quantité du peptide ciblé dans
I'’hydrolysat trypsique de l’échantillon, elles ne
prennent pas en compte les rendements de toutes

isotopiquement. Ces Ztalons, biochimiquemé,n
Zquivalents aux protZines ~ doser, sont ajoutZs
" to
traitement. LOZchantillon est ensuite fractionnZ, ) )
digZrZ " la trypsine puis analysZ en nanoLC—Mg:.OntaCt + Alain Dupuis
Chaque peptide issu dOun Ztalon PSAQ va ainsi

produire un massif isotopique carathristiunéférenceS
dZcalZ du peptide naturel ~ doser. LOintZgratiop

digestion trypsique. Une étude comparative a
montré que seule la méthode PSAQ permettait une

quantification exacte des toxines
staphylococciques (Figure 29 23],
Les chercheurs de LEDyP développent

actuellement la méthode PSAQ dans plusieurs
directions : i/ ils cherchent a repousser la limite de
sensibilité de cette méthode sous le nanogramme
de protéine cible par ml de matrice complexe
(plasma, etc). ii / ils optimisent cette approche
pour l'évaluation de biomarqueurs
clinique. iii) enfin, ils mettent en place une plate-
forme de production « haut-débit » et de
calibration d’étalons PSAQ pour permettre des
analyses multiplexes.
En conclusion, la méthode PSAQ s’avere beaucoup
plus robuste et juste pour la quantification de
dans des échantillons
que les méthodes concurrentes
développées précédemment. Sa justesse,
précision, tres grande spécificité et
compatibilité avec des dosages multiplexes, font

d’intérét

protéines
complexes

biologiques

sa

sa sa

e cette méthode une alternative trés intéressante a

marquZs

]A%LISA pour de nombreuses applications, dont
I'évaluation a grande échelle de biomarqueurs

uc%ans les fluides biologiques tels que le sérum.

Beynon et al. Nat. Methods 2005, 2: 587-589

des signaux Q!Ide[!E et Cllourd!E rZsultantp) i1 gryn et al. Mol Cell Proteomics2007, 6(12):
nous permet de dZterminer la concentrationy(39.0149 et demande de brevet Method for

absolute quantification of polypeptides ». PCT/
1B2007/053424

141 Dinges et al. Clin Microbiol Rey 2000, 13: 16-34
151 Gerber et al. Proc Natl Acad Sci USA2003, 10G
6940-6945

61 Ong SE and Mann M . Nat Chem Bial 2005, 1:

les étapes biochimiques nécessaires a la ~ 252-262

préparation de Iéchantillon.

Les auteurs ont donc

développé la mZthode ! de PSAQ QCAT

quantipcation PSAQ  qui z \ 4

utilise comme étalons % s SN Z

. L. — = =

internes des protéines [:,‘:> o= o [:> AL

recombinantes entieéres Urine = y
. L. . ) Contaminée

biochimiquement identiques  §ga +TsST

aux protéines naturelles a
doser. Ces étalons PSAQ sont
alourdis par incorporation de
[13Cs, 15N2]L—lysine et [13Cs,
1’Ny]L-arginine lors de leur
biosynthese
« Cell-Free ». Les étalons
PSAQ,

comme

o
Etalonage
PSAQ standard
y = 1.05x

en  systeme

internes se

[SEA] 2ioutée (oo/miurine)
5
\

comportant leurs

Dosage SEA (Peptide NVIVQELDLQAR)

Dosage TSST-1 (peptide LPTPIELPLK)

200
Etlonage
PSAQ standard
y = 1.08x

g

A
/
Etelonage
QeonGAT
% y = 0.19x

g

* Etalonage
. AQUA
+ y = 0.035x

[TSST-1] mesurde (no/ml urine)

o —a—

«contre-parties»
étre

préalablement a
traitement de 1’échantillon, ce

naturelles, °
ajoutés
tout

0

peuvent

2 ] £ 100
[SEA] ajoutéa (ag/ml urine)

5 100 150 200 250
[TSST-1] aloutée (ng/ml urine)

Figure 2!: Evaluation comparative des mZthodes AQUA, QconCAT et
PSAQ pour la quantiPcation exacte des entZrotoxines SEA et TSST.

qui permet d’éviter tout biais
dti au processus analytique
(Figure J). La technique PSAQ
est de fait la seule qui prenne
en compte les rendements des
étapes de pré-fractionnement,
de décomplexification et de

Un Zchantillon dOurine est contaminZ avec des quantitZs connu
dOentZrotoxines SEA et TSST (toxines naturelles). Chaque Zchantillon
divisZ en trois, enrichi en toxine cible par concentration sur Strataclean? et
Zlectrophorese, et quantibZ de manisre comparative par les 3 mZthodes.
trois types dOZtalon utilisZs sont ajoutZs comme indiquZ par les Reches. |
chaque toxine, la titration dOun meme peptide protZotypique est reprZser
pour les trois mZthodes (y = pente de la droite de titration)

PSAQ


http://www-dsv.cea.fr/edyp
http://www-dsv.cea.fr/edyp
http://www-dsv.cea.fr/edyp
http://www-dsv.cea.fr/edyp
mailto:Alain.Dupuis@cea.fr?subject=email%20subject
mailto:Alain.Dupuis@cea.fr?subject=email%20subject
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16094383?ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16094383?ordinalpos=21&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17848587?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17848587?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10627489?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10627489?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12771378?ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12771378?ordinalpos=23&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16408053?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16408053?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

Revue

La revue publiZe dans BBJ
Biomembranes par Yan
Wallez et Philippe Hubel
(LAPV-UB82) fait le pointl
sur IOensemble des propriZ
connues  des protZine‘
jonctionnelles et analyse le
diffZrents types dd
rZgulation auxquelles elleg
sont soumises dans &
physiopathologie vasculaire

Référence
¥ Wallez Y and Huber P . Endothelial adherens
and tight junctions in vascular homeostasis,

inflammation and angiogenesis. Biochimica et

Biophysica Acta (BBA) - Biomembrane2008,
17783): 794-809

Chapitres de livres

Nathalie Picollet D'Hahandu laboratoireBiopucesa Le laboratoire LAPV-U882 a mis en place un modele

Transfert

publiZ deux chapitres s'intZgrant dans t@e3fome du dOangiogenesén vitro rZcapitulant les diffZrentes
Livie C!Les Nanosciences!E, intitulZ C!Nanohirases de |Oangiogenise vivo et permettant la

technologies et Nanobiologie!E

Les « canaux ioniques et patch-clamypdécrits au
chapitre 11, représentent un aspect de la
dynamique et caractérisation électrique du
transport. Ce chapitre permet de repréciser d'une
part le role physiologique des canaux ioniques,
leur implication dans les pathologies et leur
pharmacologie ; d’autre part, de redonner les
concepts de base de I'électrophysiologie et la mise
en ceuvre expérimentale du patch-clamp.

Les « puces patch-clamp, décrites au chapitre 19,
représentent un exemple de puces a cellules, qui
de l’analyse
électrophysiologique haut-débit, répondant aux
enjeux de lindustrie pharmaceutique dans la
découverte accélérée de nouvelles molécules
d’intérét et dans I’évaluation tres précoce des effets
secondaires de futurs médicaments.

ont révolutionné le domaine

quantibcation de IQinvasion vasculaire. Ce modsle a Zt
transfZrZ " la sociZtZ Sanob- Aventis pour le criblage
pharmacologique et la caractZrisation de molZcules anti

angiogZniques " visZe anti-cancZreuse.
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