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

La production d’hydrogene constitue
un enjeu majeur pour l'avenir de la
filiere Utiliser

ressources renouvelables est de plus

hydrogene. des
un impératif pour s’inscrire dans une
démarche de développement durable.
Pour cela, on peut s’inspirer des
processus  chimiques a  ['ceuvre
naturellement dans certains micro-
organismes photosynthétiques tels que
les algues vertes et les cyanobactéries,
qui ont la particularité de produire de
I'hydrogene a partir de 1'eau, sous
effet de la lumiere.

Pour la premiere fois, les chercheurs de ['équipe
Biocatalyse dirigée par le Professeur Marc Fontecave
(Laboratoire de Chimie et Biologie des Métaux) sont

parvenus a produire de I'hydrogene en utilisant un
ensemble moléculaire sans métal noble.

Actuellement, tous les dispositifs technologiques
développés pour produire ou utiliser I’hydrogene
renferment des métaux nobles ! tels que le platine
comme catalyseurs. Les analyses montrent au-
jourd’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 ’hydro-
gene sur le long terme, malgré les efforts pour en
diminuer les quantités dans les électrolyseurs et
les piles. C’est 1a qu'une démarche biomimétique
permet de s’affranchir du 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).

périeure aux systémes comparables a base de
métaux nobles (Pd, Rh et Pt) précédemment dé-
crits. Certes, le systeme utilise encore le ruthénium
pour ses propriétés photochimiques. Une pro-
chaine étape visera a s’en affran-
chir.

Meéme si, a la fagon des organis-
mes vivants, 1'utilisation de 'eau
non seulement comme source de
protons, mais aussi comme source
d’électrons (évitant ainsi d’avoir a
ajouter une molécule organique)
reste 1'objectif ultime de ces re-
cherches, ce résultat constitue une
avancée considérable dans le
domaine de la photo-production
d’hydrogene.

5 Vincent Artero CEA/CNRS/Université Joseph Fourer,

: o ble, France

Pour reproduire et améliorer les processus biolo-
giques de photoproduction d’hydrogene, le chi-
miste cherche & élaborer des systémes complexes
renfermant un photosensibilisateur, capable de
capter I'énergie lumineuse et d’induire une sépa-
ration de charge, et un catalyseur qui utilise I'élec-
tron ainsi photogénéré pour réduire l'eau en
hydrogene.

Une premiere version d'un tel ensemble a été mise
au point avec des systémes supramoléculaires,
C’est-a-dire ott une méme molécule assure plu-
sieurs fonctions, comportant un photosensibilisa-
teur et un catalyseur a base de cobalt. Sous 1'effet
de la lumiere, les électrons fournis par donneur
sacrificiel (la triéthylamine) sont utilisés pour la
réduction de l'eau en hydrogene catalysée au ni-
veau de I'atome de cobalt, avec une efficacité su-

I Historiquement, les métaux nobles
étaient les métaux précieux (or, argent, platine) utilisés
en orfevrerie. Ils correspondent pour le chimiste i des
métaux qui ne s’oxydent pas facilement. Ce terme s’ap-
plique maintenant aux autres métaux de faible abon-
dance dans la croilte terrestre et qui sont donc a la fois
rares et coiiteux (palladium, rhodium, iridium).

Contact : Vincent Artero
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Figure 1 : Les molécules de VE-cadhérine appartenant a des cellules voisi-
nes élaborent via leur partie extracellulaire (Extra) des interactions homo-
philiques et recrutent par l'intermédiaire de leurs parties cytoplasmiques
(Cyto) les (-et y- caténines qui interagissent a leur tour avec I’a-caténine.
L'annexine 2 est un nouveau partenaire du complexe de VE-cadhérine qui
établit une connexion avec les filaments d’actine.
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Un chainon manquant pour
I’angiogenese?

La croissance d'une tumeur dépend fortement de son
approvisionnement en oxygene et en nutriments. Ces
apports sont fournis par l'intermédiaire du réseau vas-
culaire présent a l'intérieur de la tumeur. En fait, les
tumeurs promeuvent leur propre vascularisation en
induisant la formation de capillaires a partir des vais-
seaux pré-existant au sein du tissu hote. Le processus
correspondant a la formation de nouveaux vaisseaux i
partir de vaisseaux pré-existant est appelé angiogenese.
La compréhension des mécanismes moléculaires réqu-
lant I'angiogenese et l'identification des molécules clés
impliquées dans ce processus pourraient permettre
d’identifier de mnouvelles cibles thérapeutiques pour
combattre et controler l'angiogenese et par voie de
conséquence le cancer.

Au sein de l'endothélium, le processus d’angiogenese
implique l'activation des cellules endothéliales qui se
mettent alors a proliférer, a migrer au travers de la
membrane basale avant de former des structures en

forme de tubes a Iorigine des nouveaux capillaires.

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 jonc-
tionnel de VE cadhérine. A cet effet, ils ont mis en
place méthode
précipitation permettant de capturer et de purifier
ce complexe a base de VE-cadhérine a partir de
cellules endothéliales humaines en culture. Cette

une originale  d’immuno-

technique d’immuno-précipitation a été couplée
ensuite a une approche protéomique en collabora-
tion avec M. Jaquinod (Laboratoire EDyP), et a
permis d’identifier de nouvelles protéines du
complexe adhésif a base de VE cadhérine dont
plusieurs protéines capables d’interagir avec l'ac-
tine telle I'annexine 2 (Figure 1). Ces nouvelles
protéines pourraient donc constituer les chainons
manquant assurant la connexion entre le complexe
VE cadhérine-caténines et le cytosquelette d’actine.
Dans le but de déterminer le role de ces protéines
dans I'élaboration ou la régulation des jonctions
adhérentes inter-endothéliales, les chercheurs ont
observé que l'ablation de I'expression de I'annex-
ine 2 par siRNA dans des cellules endothéliales

humaines induisait une délocalisation

de la VE-cadhérine des jonctions adhé-
rentes et leur déstabilisation.
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Cette premiere étude a montré, d’'une
fagon indirecte, le role que joue le cy-
tosquelette d’actine dans le maintien
des jonctions inter-endothéliales. Ces
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— p11 cholestérol

Les chercheurs de l'unité INSERM 882 étudient
I’endothélium vasculaire dont les contacts inter-
endothéliaux sont régulés par un récepteur adhésif
spécifique de I'endothélium, la VE-cadhérine (VE
pour Vascular Endothelial) 1, protéine essentielle a
I'angiogenese 2.

Les molécules de VE-cadhérine participent au
maintien et a la restauration de l'intégrité de 1'en-
dothélium vasculaire 4 en s’associant entre elles via
leur partie extracellulaire et en interagissant avec
différentes molécules cytoplasmiques 3 (Figure 1).
Jusqu’a trés récemment, il était admis que l'une
d’entre elles , l'o-caténine, établissait la liaison
entre les complexes a base de cadhérine, y compris
ceux formés de VE cadhérine, et les filaments d’ac-
tine.

-+ mouvement latéral
I complexe protéique0

chercheurs proposent que son remode-
lage dynamique permet le remaniement
de I'endothélium comme par exemple
son extension au cours de l'angiogenese. Les mul-
tiples connexions existant entre le complexe a base
de VE-cadhérine et le cytosquelette d’actine sont
régies par les protéines liant 1’actine et identifiées
au sein du complexe jonctionnel. Ces dernieres
pourraient intervenir a différentes étapes de la
maturation des jonctions inter-endothéliales parti-
cipant 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) entraine le découplage du complexe
jonctionnel a base de VE-cadhérine de I’annexine 2
et donc la déconnexion du cytosquelette d’actine
(Figure 2). Ceci aurait pour conséquence de facili-
ter le passage des cellules endothéliales d'un état

quiescent a un état migratoire et d’induire 1’angio-
genese °.

Les prochaines expériences tendront a élucider la
cascade de signalisation conduisant au dé-
couplage de l’annexine 2 du complexe jonction-
nel ouvrant ainsi la voie vers la conception de
nouveaux traitements anti-angiogéniques.

Contact : Danielle Gulino
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Figure 2 : Le VEGF déstabilise l'interaction entre le complexe de VE-cadhé-
rine et I'annexine 2 entrainant la déconnexion des filaments d’actine.

Angiogenése
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PSAQ", un metre-étalon
pour la protéomique

La spectrométrie de masse s’est imposée
comme une technique de référence en analyse
protéomique, mais les données générées res-
tent principalement qualitatives. Rendre les
données de spectrométrie de masse quantita-
tives constitue donc un enjeu majeur. Une
équipe du laboratoire d'Etude de la Dynami-
que des Protéomes a ainsi concu la méthode
« PSAQ™ » (pour Protein Standard Ab-
solute Quantification) qui permet la quan-
tification exacte de protéines dans des échan-

tillons biologiques complexes par spectromé-
trie de masse.

Eraction enrichie

Echantillon complexe

Peptide naturel
(peptide léger)

Inte nsité du signal
Inte nsité du signal

GD.g ( Temps d’élution (nanol.C)
La protéomique a vécu une véritable révolution
technologique grace aux avancées de la spectromé-
trie de masse (MS). Durant ces derniéres années,
un effort particulier de la communauté internatio-
nale a porté sur le développement de méthodes de
spectrométrie de masse quantitatives dédiées a la
protéomique tel,

Plusieurs méthodes génériques permettent actuel-
lement une comparaison des concentrations en
protéines présentes dans différents échantillons
biologiques, mais ne fournissent pas d’information
sur la quantité exacte (« absolue ») de chaque pro-
téine présente. Pourtant, une quantification exacte
est requise dans des domaines clefs tels que 1’ana-
lyse clinique, I'évaluation de candidats biomar-
queurs, le contrdle qualité des médicaments ou des
aliments, ou la surveillance sanitaire.

Suivant le principe de la dilution isotopique, une
quantification exacte d'un composé peut étre obte-
nue en spectrométrie de masse en ajoutant dans
I’échantillon a analyser une quantité connue d’un
étalon interne chimiquement identique au compo-
sé a doser, mais alourdi par l'incorporation d’iso-
topes stables. Ainsi, deux méthodes de quantifica-
tion exacte utilisant des peptides marqués (1°C et/
ou ®N) comme étalons internes avaient été pub-
liées (stratégies AQUA et QconCAT) [1, 5] Ces
méthodes reposaient toutes deux sur 'utilisation
d’un peptide rapporteur par protéine a doser. Ce
peptide rapporteur, marqué (3C et/ou °N) est

identique a un peptide trypsique identifié exclu-

Peptides trynsiaues.

Peptide PSAQ
|(peptide lourd)

Spectre de masse

sivement dans la protéine a doser (peptide protéo-
typique).

Les toxines superantigéniques de Staphylococcus
aureus (entérotoxines et TSST-1) sont responsables
de pathologies séveres chez 'homme [ et repré-
sentent la seconde cause de toxi-infections alimen-
taires collectives apres Salmonella. Ces toxines peu-
vent contaminer la chalne alimentaire et les ré-
seaux d’eau potable. Leur détection et leur quanti-
fication par des approches immuno-chimiques
En
I'équipe du professeur F Vandenesch (Inserm
U851, Lyon) et JA Hennekinne (AFSSA, Paris), le
laboratoire EDyP a donc testé une approche de

reste  problématique. collaboration avec

spectrométrie de masse utilisant des étalons de
type AQUA et QconCAT (1, 5] pour la quantifica-
tion des entérotoxines staphylococciques. Les
quantifications obtenues par cette approche se sont
avérées inexactes. En effet, alors qu’elles permet-
tent une quantification exacte (« absolue ») de la
quantité du peptide ciblé dans 1'hydrolysat trypsi-

Figure 1 : Synopsis de la méthode PSAQ™
La méthode PSAQ™ repose sur la biosynthese
in vitro d’étalons protéiques iso-

Ces
équivalents aux protéines a doser, sont ajoutés a

marqués
topiquement. étalons,  biochimiquement
chaque échantillon préalablement a tout traite-
ment. L'échantillon est ensuite fractionné, digéré
a la trypsine puis analysé en nanoLC-MS.
Chaque peptide issu d'un étalon PSAQ™ va
ainsi produire un massif isotopique caractéris-
tique décalé du peptide naturel o doser. L'inté-
gration des signaux « léger » et « lourd » résul-
tants nous permet de déterminer la concentra-
tion exacte du peptide cible.

que
de l’échantillon, elles ne prennent pas en compte
les rendements de toutes les étapes biochimiques
nécessaires a la préparation de I'échantillon.

Les auteurs ont donc déve-
loppé la méthode de quanti-
fication PSAQ™ qui utilise
comme étalons internes des

montré que seule la méthode PSAQ™ permettait
une quantification exacte des toxines staphylococ-
ciques (Figure 2) 23],

Les chercheurs de LEDyP développent actuelle-
ment la méthode PSAQ™ dans plusieurs direc-
tions
sensibilité de cette méthode sous le nanogramme
de protéine cible par ml de matrice complexe
(plasma, etc). ii / ils optimisent cette approche
pour I'évaluation de biomarqueurs d’intérét clini-
que. 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’avére beau-
coup plus robuste et juste pour la quantification
de protéines dans des échantillons biologiques
complexes que les méthodes concurrentes déve-
loppées précédemment. Sa justesse, sa précision,
sa trés grande spécificité et sa compatibilité avec
des dosages multiplexes, font de cette méthode
une alternative trés intéressante a I’'ELISA pour
de nombreuses applications, dont 1’évaluation a
grande échelle de biomarqueurs dans les fluides
biologiques tels que le sérum.

: i/ ils cherchent a repousser la limite de

Contact : Virginie Brun
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tés préalablement a tout trai-
tement de l'échantillon, ce
qui permet d’éviter tout biais
d@i au processus analytique
(Figure 1). La technique
PSAQ™ est de fait la seule qui
prenne en compte les rende-
ments des étapes de pré-frac-
tionnement, de décomplexifi-
cation et de digestion trypsi-
que. Une étude comparative a

0 20 0 60 80
[SEA) ajoutéa (ng/ml urine)

100 200 250

50 100 150
[TSST-1] aloutée (np'ml urine}

Figure 2 : Evaluation comparative des méthodes AQUA, QconCAT et
PSAQ™ pour la quantification exacte des entérotoxines SEA et TSST.
Un échantillon d'urine est contaminé avec des quantités connues d’entérotox-
ines SEA et TSST (toxines naturelles). Chaque échantillon est divisé en trois,
enrichi en toxine cible par concentration sur Strataclean™ et électrophorese,
et quantifié de maniere comparative par les 3 méthodes. Les trois types d'éta-
lon utilisés sont ajoutés comme indiqué par les fleches. Pour chaque toxine, la
titration d'un méme peptide protéotypique est représentée pour les trois méth-
odes (y = pente de la droite de titration)

PSAQ
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Revue

La revue publiée dans BBA
Biomembranes par  Yann
Wallez et Philippe Huber
(LAPV-U882) fait le point
sur 'ensemble des propriétés §
connues  des  protéines @
jonctionnelles et analyse les
différents

types de §
régulation auxquelles elles

sont soumises dans la

physiopathologie vasculaire.
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Biomembranes,

Chapitres de livres

Nathalie Picollet D'Hahan du laboratoire Biopuces a

publié deux chapitres s'intégrant dans le 3*" Tome du
Les

technologies et Nanobiologie »

Livre « Nanosciences », intitulé « Nanobio-

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

Les « puces patch-clamp », décrites au chapitre 19,
représentent un exemple de puces a cellules, qui
ont révolutionné le domaine de I’analyse électro-
physiologique haut-débit, répondant aux enjeux
de I'industrie pharmaceutique dans la découverte
accélérée de nouvelles molécules d’intérét et dans
I'évaluation tres précoce des effets secondaires de
futurs médicaments.

Transfert

Le laboratoire LAPV-U882 a mis en place un modele
d’angiogenése in vitro récapitulant les différentes
phases de l'angiogeneése in vivo et permettant la
quantification de l'invasion vasculaire. Ce modele a été
transféré a la société Sanofi- Aventis pour le criblage
pharmacologique et la caractérisation de molécules anti-

angiogéniques a visée anti-cancéreuse.
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