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

La production dÕhydrog•ne constitue 
un enjeu majeur pour lÕavenir de la 
Þli•re hydrog•ne. Utiliser des 
ressources renouvelables est de plus 
un impŽratif pour sÕinscrire dans une 
dŽmarche de dŽveloppement durable. 
Pour cela, on peut sÕinspirer des 
processus chimiques  ̂ lÕÏuvre 
naturellement dans certains micro-
organismes photosynthŽtiques tels que 
les algues vertes et les cyanobactŽries, 
qui ont la particularitŽ de produire de 
lÕhydrog•ne  ̂ partir de lÕeau, sous 
lÕeffet de la lumi•re.
Pour la premi•re fois, les chercheurs de lÕŽquipe 
Biocatalyse dirigŽe par le Professeur Marc Fontecave 
(Laboratoire de Chimie et Biologie des MŽtaux) sont 
parvenus  ̂ produire de lÕhydrog•ne en utilisant un 
ensemble molŽculaire sans mŽtal noble.

Actuellement, tous les dispositifs technologiques 
développés pour produire ou utiliser l’hydrogène 
renferment des métaux nobles 1 tels que le platine 
comme catalyseurs. Les analyses montrent 
aujourd’hui que les réserves en platine sont 
limitées et que la rareté et le coût de ce métal ne 
permettent pas d’envisager une économie basée 
sur l’hydrogène sur le long terme, malgré les 
efforts pour en diminuer les quantités dans les 
électrolyseurs et les piles. C’est là qu’une 
démarche biomimétique permet de s’affranchir du 

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

Pour reproduire et améliorer les processus 
biologiques de photoproduction d’hydrogène, le 
chimiste cherche à élaborer des systèmes 
complexes renfermant un photosensibilisateur, 
capable de capter l’énergie lumineuse et d’induire 
une séparation de charge, et un catalyseur qui 
utilise l’électron ainsi photogénéré pour réduire 
l’eau en hydrogène.

Une première version d’un tel ensemble a été mise 
au point avec des systèmes supramoléculaires, 
c’est-à-dire où une même molécule assure 
plusieurs fonctions, comportant un 
photosensibilisateur et un catalyseur à base de 
cobalt. Sous l’effet de la lumière, les électrons 
fournis par donneur sacrificiel (la triéthylamine) 
sont utilisés pour la réduction de l’eau en 
hydrogène catalysée au niveau de l’atome de 

cobalt, avec une efficacité supérieure aux systèmes 
comparables à base de métaux nobles (Pd, Rh et 
Pt) précédemment décrits. Certes, le système 
utilise encore le ruthénium pour ses propriétés 

photochimiques. Une prochaine 
étape visera à s’en affranchir.
Même si, à la façon des 
organismes vivants, l’utilisation 
de l’eau non seulement comme 
source de protons, mais aussi 
comme source d’électrons (évitant 
ainsi d’avoir à ajouter une 
molécule organique) reste 
l’objectif ultime de ces recherches, 
ce résultat constitue une avancée 
considérable dans le domaine de 
la photo-production d’hydrogène.

1  Historiquement, les mŽtaux nobles 
Žtaient les mŽtaux prŽcieux (or, argent, platine) utilisŽs 
en orf•vrerie. Ils correspondent pour le chimiste  ̂ des 
mŽtaux qui ne sÕoxydent pas facilement. Ce terme 
sÕapplique maintenant aux autres mŽtaux de faible 
abondance dans la crožte terrestre et qui sont donc  ̂ la 
fois rares et cožteux (palladium, rhodium, iridium).
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 Angiogenèse

Un chaînon manquant  pour 
l’angiogenèse?
La croissance dÕune tumeur dŽpend fortement de son 
approvisionnement en oxyg•ne et en nutriments. Ces 
apports sont fournis par lÕintermŽdiaire du rŽseau 
vasculaire prŽsent  ̂ lÕintŽrieur de la tumeur. En fait, les 
tumeurs promeuvent leur propre vascularisation en 
induisant la formation de capillaires  ̂ partir des 
vaisseaux prŽ-existant au sein du tissu h™te. Le 
processus correspondant  ̂ la formation de nouveaux 
vaisseaux  ̂ partir de vaisseaux prŽ-existant est appelŽ 
angiogen•se. La comprŽhension des mŽcanismes 
molŽculaires rŽgulant lÕangiogen•se et lÕidentiÞcation 
des molŽcules clŽs impliquŽes dans ce processus 
pourraient permettre dÕidentiÞer de nouvelles cibles 
thŽrapeutiques pour combattre et contr™ler 
lÕangiogen•se et par voie de consŽquence le cancer. 
Au sein de lÕendothŽlium, le processus dÕangiogen•se 
implique lÕactivation des cellules endothŽliales qui se 
mettent alors ˆ prolifŽrer, ˆ migrer au travers de la 
membrane basale avant de former des structures en 
forme de tubes ˆ lÕorigine des nouveaux capillaires. 

Les chercheurs de l’unité INSERM 882 étudient 
l’endothélium vasculaire dont les contacts inter-
endothéliaux sont régulés par un récepteur adhésif 
spécifique de l’endothélium, la VE-cadhérine (VE 
pour Vascular Endothelial) 1, protéine essentielle à 
l’angiogenèse 2.
Les molécules de VE-cadhérine participent au 
maintien et à la restauration de l’intégrité de 
l’endothélium vasculaire 4 en s’associant entre elles 
via leur partie extracellulaire et en interagissant 
avec différentes molécules cytoplasmiques 3 
(Figure 1). Jusqu’à très récemment, il était admis 
que l’une d’entre elles , l’α-caténine, établissait la 
liaison entre les complexes à base de cadhérine, y 
compris ceux formés de VE cadhérine, et les 
filaments d’actine.

Ce dogme a été récemment contesté 5 et c’est dans 
ce contexte que ces chercheurs ont entrepris 
d’identifier toutes les protéines du complexe 
jonctionnel de VE cadhérine. À cet effet, ils ont mis 
en place une méthode originale d’immuno-
précipitation permettant de capturer et de purifier 
ce complexe à base de VE-cadhérine à partir de 
cellules endothéliales humaines en culture. Cette 
technique d’immuno-précipitation a été couplée 
ensuite à une approche protéomique en 
collaboration avec M. Jaquinod (Laboratoire 
EDyP), et a permis d’identifier de nouvelles 
protéines du complexe adhésif à base de VE 
cadhérine dont plusieurs protéines capables 
d’interagir avec l’actine telle l’annexine 2 (Figure 
1). Ces nouvelles protéines pourraient donc 
constituer les chaînons manquant assurant la 
connexion entre le complexe VE cadhérine-
caténines et le cytosquelette d’actine. 
Dans le but de déterminer le rôle de ces protéines 
dans l’élaboration ou la régulation des jonctions 
adhérentes inter-endothéliales, les chercheurs ont 
observé que l’ablation de l’expression de 

l’annexine 2 par siRNA dans des 
cellules endothéliales humaines 
induisait une délocalisation de la VE-
cadhérine des jonctions adhérentes et 
leur déstabilisation. 
Cette première étude a montré, d’une 
façon indirecte, le rôle que joue le 
cytosquelette d’actine dans le maintien 
des jonctions inter-endothéliales. Ces 
chercheurs proposent que son 

remodelage dynamique permet le remaniement de 
l’endothélium comme par exemple son extension 
au cours de l’angiogenèse. Les multiples 
connexions existant entre le complexe à base de 
VE-cadhérine et le cytosquelette d’actine sont 
régies par les protéines liant l’actine et identifiées 
au sein du complexe jonctionnel. Ces dernières 
pourraient intervenir à différentes étapes de la 
maturation des jonctions inter-endothéliales 
participant par exemple au transport des 
molécules de VE-cadhérine nécessaires au 
remaniement des jonctions inter-endothéliales. 
Dans ce cadre, ces chercheurs ont montré que le 
facteur de croissance pro-angiogénique VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor) entraîne le 
découplage du complexe jonctionnel à base de VE-
cadhérine de l’annexine 2 et donc la déconnexion 

du cytosquelette d’actine (Figure 2). Ceci aurait 
pour conséquence de faciliter le passage des 
cellules endothéliales d’un état quiescent à un état 
migratoire et d’induire l’angiogenèse 6.
Les prochaines expŽriences tendront ˆ Žlucider la 
cascade de signalisation conduisant au 
dŽcouplage de lÕannexine 2 du complexe 
jonctionnel ouvrant ainsi la voie vers la 
conception de nouveaux traitements anti-
angiogŽniques. 
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Figure 1 ! : Les molŽcules de VE-cadhŽrine appartenant ˆ des cellules 
voisines Žlaborent via leur partie extracellulaire (Extra) des interactions 
homophiliques et recrutent par lÕintermŽdiaire de leurs parties 
cytoplasmiques (Cyto) les β-et γ- catŽnines qui interagissent ˆ leur tour 
avec lÕα-catŽnine. LÕannexine 2 est un nouveau partenaire du complexe de 
VE-cadhŽrine qui Žtablit une connexion avec les Þlaments dÕactine.

Figure 2 ! : Le VEGF dŽstabilise lÕinteraction entre le complexe de VE-
cadhŽrine et lÕannexine 2 entra”nant la dŽconnexion des Þlaments dÕactine.
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PSAQ, un mètre-étalon 
pour la protéomique
La spectromŽtrie de masse sÕest imposŽe 
comme une technique de rŽfŽrence en analyse 
protŽomique, mais les donnŽes gŽnŽrŽes 
restent principalement qualitatives. Rendre 
les donnŽes de spectromŽtrie de masse 
quantitatives constitue donc un enjeu 
majeur. Une Žquipe du laboratoire dÕƒtude 
de la Dynamique des ProtŽomes a ainsi 
con•u la mŽthode Ç!PSAQ!È (pour Protein 
Standard Absolute Quantification) qui 
permet la quantiÞcation exacte de protŽines 
dans des Žchantillons biologiques complexes 
par spectromŽtrie de masse. 

La protéomique a vécu une véritable révolution 
technologique grâce aux avancées de la 
spectrométrie de masse (MS). Durant ces dernières 
années, un effort particulier de la communauté 
internationale a porté sur le développement de 
méthodes de spectromŽtrie de masse 

quantitatives  dédiées à 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 quantiÞcation 
exacte est requise dans des domaines clefs tels que 
l’analyse clinique, l’évaluation de candidats 
biomarqueurs, le contrôle qualité des médicaments 
ou des aliments, ou la surveillance sanitaire. 
Suivant le principe de la dilution isotopique, une 
quantification exacte d’un composé peut être 
obtenue en spectrométrie de masse en ajoutant 
dans l’échantillon à analyser une quantité connue 
d’un étalon interne chimiquement identique au 
composé à doser, mais alourdi par l’incorporation 
d’isotopes stables. Ainsi, deux méthodes de 
quantification exacte utilisant des peptides 
marqués (13C et/ou 15N) comme étalons internes 
avaient été publiées   (stratégies AQUA et 
QconCAT) [1, 5]. Ces méthodes reposaient toutes 
deux sur l’utilisation d’un peptide rapporteur par 
protéine à doser. Ce peptide rapporteur, marqué 
(13C et/ou 15N) est identique à un peptide 

trypsique identifié exclusivement dans la protéine 
à doser (peptide protŽotypique ).
Les toxines superantigŽniques de Staphylococcus 
aureus (entérotoxines et TSST-1) sont responsables 
de pathologies sévères chez l’homme   [4] et 
représentent la seconde cause de toxi-infections 
alimentaires collectives après Salmonella. Ces 
toxines peuvent contaminer la chaîne alimentaire 
et les réseaux d’eau potable. Leur détection et leur 
quantification par des approches immuno-
chimiques reste problématique. En collaboration 
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, 5] pour la 
quantification des entérotoxines staphylo-
cocciques. Les quantifications obtenues par cette 
approche se sont avérées inexactes. En effet, alors 

qu’elles permettent une quantification exacte 
(« absolue ») de la quantité du peptide ciblé dans 
l’hydrolysat trypsique de l’échantillon, elles ne 
prennent pas en compte les  rendements de toutes 
les étapes biochimiques nécessaires à la 
préparation de l’échantillon. 
Les auteurs ont donc 
développé la mŽthode ! de 
quantiÞcation PSAQ  qui 
utilise comme étalons 
internes des protéines 
recombinantes entières 
biochimiquement identiques 
aux protéines naturelles à 
doser. Ces étalons PSAQ sont 
alourdis par incorporation de 
[13C6, 15N2]L-lysine et  [13C6, 
15N4]L-arginine lors de leur 
biosynthèse en système 
«   Cell-Free   ». Les étalons 
internes PSAQ, se 
comportant comme leurs 
«contre-parties» naturelles, 
peuvent  être ajoutés 
préalablement à tout 
traitement de l’échantillon, ce 
qui permet d’éviter tout biais 
dû au processus analytique 
(Figure 1). La technique PSAQ 
est de fait la seule qui prenne 
en compte les rendements des 
étapes de pré-fractionnement, 
de décomplexification et de 

digestion trypsique. Une étude comparative a 
montré que seule la méthode PSAQ permettait une 
quantification exacte des toxines 
staphylococciques (Figure 2) [2, 3]. 
Les chercheurs de LEDyP développent 
actuellement la méthode PSAQ dans plusieurs 
directions : i/ ils cherchent à 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 d’intérêt 
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’avère beaucoup 
plus robuste et juste pour la quantification de 
protéines dans des échantillons biologiques 
complexes que les méthodes concurrentes 
développées précédemment. Sa justesse, sa 
précision, sa très grande spécificité et sa 
compatibilité avec des dosages multiplexes, font 
de cette méthode une alternative très intéressante à 
l’ELISA pour de nombreuses applications, dont 
l’évaluation à grande échelle de biomarqueurs 
dans les fluides biologiques tels que le sérum.
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Figure 1!: Synopsis de la mŽthode PSAQ
La mŽthode PSAQ repose sur la biosynth•se in 
vitro dÕŽtalons protŽiques marquŽs 
isotopiquement. Ces Žtalons, biochimiquement 
Žquivalents aux protŽines ˆ doser, sont ajoutŽs ˆ 
chaque Žchantillon prŽalablement ˆ tout 
traitement. LÕŽchantillon est ensuite fractionnŽ, 
digŽrŽ ˆ la trypsine puis analysŽ en nanoLC-MS. 
Chaque peptide issu dÕun Žtalon PSAQ va ainsi 
produire un massif isotopique caractŽristique 
dŽcalŽ du peptide naturel  ̂ doser. LÕintŽgration 
des signaux Ç! lŽger !È et Ç! lourd !È rŽsultants 
nous permet de dŽterminer la concentration 
exacte du peptide cible.

Figure 2!: Evaluation comparative des mŽthodes AQUA, QconCAT et 
PSAQ pour la quantiÞcation exacte des entŽrotoxines SEA et TSST.
Un Žchantillon dÕurine est contaminŽ avec des quantitŽs connues 
dÕentŽrotoxines SEA et TSST (toxines naturelles). Chaque Žchantillon est 
divisŽ en trois, enrichi en toxine cible par concentration sur Stratacleanª et 
Žlectrophor•se, et quantiÞŽ de mani•re comparative par les 3 mŽthodes.  Les 
trois types dÕŽtalon utilisŽs sont ajoutŽs comme indiquŽ par les ß•ches. Pour 
chaque toxine, la titration dÕun m•me peptide protŽotypique est reprŽsentŽe 
pour les trois mŽthodes (y = pente de la droite de titration)
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Revue
La revue publiŽe dans BBA 
Biomembranes par Yann 
Wallez et Philippe Huber 
(LAPV-U882) fait le point 
sur lÕensemble des propriŽtŽs 
connues des protŽines 
jonctionnelles et analyse les 
diffŽrents types de 
rŽgulation auxquelles elles 
sont soumises dans la 
physiopathologie vasculaire.

Référence
¥ Wallez Y and Huber P . Endothelial adherens 

and tight junctions in vascular homeostasis, 
inflammation and angiogenesis. Biochimica et 
Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 2008, 
1778(3): 794-809

Chapitres de livres
Nathalie Picollet D'Hahan du laboratoire Biopuces a 
publiŽ deux chapitres s'intŽgrant dans le 3•me Tome du 
Livre Ç ! Les Nanosciences ! È, intitulŽ Ç ! Nanobio-
technologies et Nanobiologie!È 

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

Les «  puces patch-clamp », décrites au chapitre 19, 
représentent un exemple de puces à cellules, qui 
ont révolutionné le domaine de l’analyse 
électrophysiologique haut-débit, répondant aux 
enjeux de l’industrie pharmaceutique dans la 
découverte accélérée de nouvelles molécules 
d’intérêt et dans l’évaluation très précoce des effets 
secondaires de futurs médicaments.

Transfert
Le laboratoire LAPV-U882 a mis en place un mod•le 
dÕangiogen•se in vitro rŽcapitulant les diffŽrentes 
phases de lÕangiogen•se in vivo et permettant la 
quantiÞcation de lÕinvasion vasculaire. Ce mod•le a ŽtŽ 
transfŽrŽ  ̂ la sociŽtŽ SanoÞ- Aventis pour le criblage 
pharmacologique et la caractŽrisation de molŽcules anti-
angiogŽniques ˆ visŽe anti-cancŽreuse.

Contact : Philippe Huber
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