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Biocatalyseur: Les Hydrogénases

Biopile
H, =2H*+ 2e

Platine

l

Hydrogénases

Turn over Biodégradables
1000 st

Utilisation gaz reformage




Verrous Technologiques

+ Sensibilité des hydrogénases a la température,
pH, oxygene
- « molecular-engineer » enzymes

- enzymes naturellement résistantes aux
environnements extrémes

* Vectorisation du biocatalyseur



PROHYD

+ Objectifs: production et/ou création de
biocatalyseurs (multi)résistants a différents
facteurs physicochimiques (pH, T, O,, Sulfure...).

+ Stratégie:  Utilisation de  biocatalyseurs
naturellement résistants, détermination des
raisons de ces résistances, développement d'un
systeme d'expression non limitant.

 Financement sur 2 ans , 50 keuros (+10)
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Choix du biocatalyseur modeéle

Aqu/f ex aeolicus -Actif dans une large

gamme de temperatures
(20-90°C).

-Grande  résistance a
I'inactivation thermique.

- _Pas dinhibition par le
| CO, les sulfures, tolérant
a l'oxygene.

Brugna et al 2003, Guiral et al 2005



Augmentation des hydrogénases
connectées: utilisation des nanotubes
de carbone

Tranfert d'électrons direct

(H2 oxydation)

l

Cluster FeS distal est
directement
Connecté avec l'electrode

(\IIA
S
(&)
El
)
c
()
|-
F S
>
@)

Comportement différent /
[NiFe] hydrogenase sensible a
O,-

-550 -450 -350 -250 -150 -50 50

Potential (mV vs Ag/AgCl)

XJ Luo et al., JBIC (2009)



Augmentation des hydrogénases
connectées: utilisation des nanotubes
de carbone
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Choix du systeme d'expression et
du mode de détection

- Shewanella oneidensis - Mode de détection

- la bactérie connue dont
les capacités
respiratoires sont les plus
étendues.

- hydrogénases présentent.
- une bactérie facile a

- électrochimie sur
cellule entiere.

- détection d'activité
sur gel d'acrylamide

cultiver. | couplée a une
- nombreux outils identification par
genetiques . spectrométrie de

masse.



Production hétérologue

« Clonage des genes et expression des
hydrogénases solubles et membranaires
d’A. aeolicus dans Shewanella oneidensis .

« Seule I'hydrogénase membranaire est
produite mais en faible quantité (probleme
de maturation?).



Bases de la multirésistance des
hydrogénases d'A. aeolicus

» Approche physiologique (croissance a différentes
concentrations en O,).

» Approches biochimiques (roles des partenaires /e
lipides, quinones, cytochrome).

+ Approches  physico-chimiques  (FTIR, RPE,
électrochimie).



Bases moléculaires de la résistance a
'oxygene: Etude du centre actif

Hase « classique » Hase Aquifex

Il n'existe pas d'espece inactivée par I'oxygene chez A.a
bien que I'oxygeéne puisse accéder au centre actif

Pandelia et al 2010 JACS
Pandelia et al 2010 Biochemistry
Fourmond et al 2010 JACS



Bases moléculaires de la résistance a
'oxygene: Etude des centres Fe-S

(l?eenqcc;)e( Midpoint potential, mV vs NHE
A. D. D. R.eutropha A
aeolicus  gigas®?  vulgaris® H16/ vinosum#0
R. eutropha
CH34%

HP +232 nd nd +160/+240 nd

[Fe354]1+/0 +68  -35,-70 -70 +25/+100 -10
2+/1+

Lﬁﬁiml +87  -350 350 -60/+50 nd
2+/1+

[Feéiss‘gl 78 -350 -350 -180/-80 nd

Pandelia et al 2011 PNAS



Bases moléculaires de la résistance a
'oxygene: Etude des centres Fe-S

A.a. MBH - ---METFWEVFKRHGVSRRDFLKFATTI TGLMGLAPSMVPEVVRAMETKPRVPVLWIHGLECTCCSESF IRSATP
E. ¢c. (Hyd-1) - - MNNEETFYQAMRRQGVTRRSFLKYCSLAATSLGLGAGMAPKI| AWALENKPRIPVVWIHGLECTCCTESF IRSAHP
MBH - - -MVETFYEVMRRQGISRRSFLKYCSLTATSLGLGPSFLPQIAHAMETKPRTPVLWLHGLECTCCSESF IRSAHP
MBH - - ARRPSVIWLSFQECTGCTESLTRAHAP

- - --MKFCTAVAVAMGMGPAFAPKVAEALTAKKRPSVVYLHNAECTGCSESLLRTVDP

/. M.F MKIS|GLGKEGVEERLAERGVSRRDFLKFCTAIAVTMGMGFAFAPEVARALMGPRRFSVVYLHNAECTGCSESVLRAFEP
LTAKHRPSVVWLHNAECTGCTEAAIRTIKP

MBH LASDVVLSMISLEYDDTLSAAAGEAVEKHRER!| IKEYWGNY | LAVEGNPP - LGEDGMYC | IGGRPFVE | LKESAEGAKAV
(Hyd-1) LAKDVILSLISLDYDDTLMAAAGTQAEEVFEDI| ITQYNGKYILAVEGNPP -LGEQGMFCISSGRPFIEKLKRAAAGASAI
MBH LAKDVVLSMISLDYDDTLMAAAGHQAEAILEEIMTKYKGNY I LAVEGNPP -LNQDGMSC | IGGRPFIEQLKYVAKDAKAI
MBH TLEDLILDFISLDYHHTLQAASGEAAEAARLQAMDENRGQYLVIVDGS |IPGPDANPGFSTVAGHSNYS I LMETVEHAAAV

E YVDELILDVISMDYHETLMAGAGHAVEEALHEAIKG- - -DFVCVIEGGIP-MGDGGYWGKVGRRNMYD I CAEVAPKAKAV
/. M.F YIDTLILDTLSLDYHET IMAAAGDAAEAALEQAVNSPH-GFIAVVEGGIP-TAANGIYGKVANHTMLDICSRILPKAQAV
YIDALILDTISLDYQET IMAAAGEAAEAALHQALEGKD-GYYLVVEGGLP -TIDGGQWGMVAGHPMIETTKKAAAKAKGI

MBH | AWGSCASWGCVQAAKPNPTTAVPIDKVIKD- -KP I IKVPGCPP IAEVMTGV IMYMVLFDRIPPLDSQGRPKMFYGNR I H : M M
. (Hyd-1) | AWGTCASWGCVQAARPNPTQATPIDKVITD- -KPI1 IKVPGCPP IPDVMSAI I TYMVTFDRLPDVDRMGRPLMFYGQR I H O l IcaTlon u
MBH | SWGSCASWGCVQAAKPNPTQATPVHKVITD- -KP I IKVPGCPPIAEVMTGV I TYMLTFDRIPELDRQGRPKMFYSQR I H
MBH IAVGTCAAFGGLPQARPNPTGAMSVMDLVRD - -KPVINVPGCPPIPMV I TGVIAHYLVFGRLPELDGYGRPLAFYGQS IH
. IAIGTCATYGGVQAAKPNPTGTVGVNEALGKLGVKAINIAGCPPNPMNFVGTVVHLLT - KGMPELDKQGRPVMFFGETVH CenTre Fes
M.F IAYGTCATFGGVQAAKPNPTGAKGVNDALKHLGVKAINIAGCPPNPYNLVGTIVYYLKNKAAPELDSLNRPTMFFGQTVH
ICIGTCSAYGGVQKAKPNPSQAKGVSEALG- - -VKTINIPGCPPNPINFVGAVVHVLT -KGIPDLDSNGRPKLFYGELVH

.

. MBH DTCYRRSFFNAGQFVEQFDDEGAKKGWCLYKVGCRGPTTYNSCGNMRWYNGLSYP IQSGHGC | GCAENNFWDNGPFYERI r‘oxlmal
c. (Hyd-1) DKCYRRAHFDAGEFVQSWDDDAARKGYCLYKMGCKGPTTYNACSSTRWNDGVSFPIQSGHGCLGCAENGFWDRGSFYSRV
MBH DKCYRRPHFDAGQFVEEWDDESARKGFCLYKMGCKGPTTYNACSTTRWNEGTSFP IQSGHGC I GCSEDGFWDKGSFYDRL

MBH DRCYRRPFYDKGLFAESFDDEGAKQGWCLYRLGCKGPTTYNACATMKWNDGTSWPVEAGHPCLGCSEPQFWDAGGFYEPV M 4 .
DNCPRLKHFEAGEFATSFGSPEAKKGYCLYELGCKGPDTYNNCPKQLFNQ-VNWPVQAGHPC I ACSEPNFWDLYSPFYSA mlse en eV| ence

. M.F EQCPRLPHFDAGEFAPSFESEEARKGWCLYELGCKGPVTMNNCPKIKFNQ- TNWPVDAGHPC | GCSEPDFWDAMTPFYQN
DNCPRLPHFEASEFAPSFDSEEAKKGFCLYELGCKGPVTYNNCPKVLFNQ-VNWPVQAGHPCLGCSEPDFWDTMTPFYEQ dlune nouvel Ie
spec

medial

Pandelia et al 2011 PNAS




Conclusions et perspectives

 Optimisation des conditions dexpression
hetérologue en vue de création de nouvelles
enzymes ( recherche voie maturation).

* Optimisation de limmobilisation des
hydrogénases d’A. aeolicus sur des électrodes
our une utilisation dans les biopiles. (PR
nteraction hydrogénase - électrodes pour la
bioconversion de I'hydrogene E. Lojou).

- b publications.

- ANR Bioénergie 2010-2014
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