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Introduction 

Depuis le dŽbut de ma th•se en 1998, mon activitŽ de recherche sÕest orientŽe vers des 

dŽveloppements mŽthodologiques en cristallographie des macromolŽcules biologiques. Ces 

dŽveloppements sÕarticulent autour de deux thŽmatiques qui sont lÕutilisation de complexes de 

lanthanide pour la dŽtermination des structures ˆ travers les mŽthodes mettant en Ïuvre la 

diffusion anomale et lÕutilisation des hautes pressions hydrostatiques. 

Je fais ici le choix dÕexpliquer lÕhistorique de mon cheminement en espŽrant que cela puisse 

servir ˆ un Žtudiant qui lira ce manuscrit, car ce cheminement illustre ce quÕest la recherche 

fondamentale, sans idŽe prŽcon•ue dÕune quelconque application industrielle ou sociŽtale ˆ 

court ou moyen terme, mais en Žtant vigilant ˆ la possibilitŽ quÕelle puisse conduire  ̂ une 

application. 

Apr•s un stage de Ma”trise (Master1) effectuŽ au CEA de Grenoble qui mÕa permis de 

(re)dŽcouvrir le monde des protŽines, puisque lÕŽtude portait sur la simulation de spectre RPE 

dÕune catalase, jÕai suivi le DEA national de Cristallographie et RMN Biologique, formation 

qui a malheureusement disparu avec la mise en place du syst•me LMD. Mon sujet de stage de 

DEA (Master2) portait sur le dŽveloppement de la mŽthode MASC, pour Multi-wavelength 

Anomalous Solvent Contrast (Fourme et al., 1995; Ramin et al., 1999; Shepard et al., 2000). 

DÕun point de vue thŽorique, cette mŽthode met ˆ profit une variation de contraste obtenue en 

modifiant le signal anomal dÕun agent de contraste (un diffuseur anomal) alŽatoirement 

dispersŽ dans le solvant dÕun cristal. La variation du signal anomal, et donc la variation de 

contraste, sont obtenues par variation de lÕŽnergie du faisceau incident au voisinage de lÕun 

des seuils dÕabsorption du diffuseur anomal. Cette variation de contraste fournit de 

lÕinformation ˆ basse rŽsolution sur la macromolŽcule composant le cristal en permettant en 

principe dÕobtenir son enveloppe. 
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ReprŽsentation 2D dÕune maille, de volume V, dÕun cristal qui contient un domaine ordonnŽ U 

correspondant ˆ la protŽine et le domaine dŽsordonnŽ V-U reprŽsentant le solvant. La fl•che en pointillŽ 

indique une coupe de cette maille reprŽsentŽe en (b) o• lÕon observe lÕŽvolution de la densitŽ Žlectronique. 

(c) DensitŽ Žlectronique pour lÕensemble de la maille o• trois densitŽs Žlectroniques du solvant sont 

reprŽsentŽes. (AdaptŽs de Shepard et al (2000)). 

DÕun point de vue expŽrimental, il fallait trouver un diffuseur anomal qui puisse •tre introduit 

ˆ forte concentration dans le cristal sans se fixer sur la protŽine. Les expŽriences initiales 

(Ramin et al., 1999; Shepard et al., 2000) ont montrŽ que les sels dÕatomes lourds nÕŽtaient 

pas adŽquats pour ce type dÕexpŽrience car ils se fixent en gŽnŽral plus ou moins fortement ˆ 

la protŽine. Afin de contourner le probl•me, lÕidŽe a ŽtŽ dÕutiliser des molŽcules contenant le 

diffuseur anomal qui puissent •tre dispersŽes dans le solvant ˆ tr•s forte concentration. La 

premi•re de ces molŽcules, testŽe pendant mon stage de DEA, Žtait une sulfobŽta•ne (Vuillard 

et al., 1995) contenant un atome de brome. Cette molŽcule a pu •tre introduite ˆ forte 

concentration (0,72 M) dans les cristaux de lysozyme, protŽine test. Nous nÕavons pas dŽtectŽ 

de fixation sur la protŽine. Malheureusement le faible signal anomal de lÕatome de brome ne 

permettait pas dÕobtenir un effet MASC suffisant. 

Ces expŽriences prŽliminaires permirent de dŽfinir les caractŽristiques de la molŽcule idŽale 

pour les expŽriences MASC. Cette derni•re devait porter un fort diffuseur anomal (prŽsentant 

de prŽfŽrence une Ç raie blanche È dans le spectre dÕabsorption tels le sŽlŽnium, le platine, 

lÕosmium ou les lanthanides), •tre soluble dans lÕeau au-delˆ de 1 M, •tre stable dans les 

conditions physico-chimiques que lÕon rencontre au cours dÕune cristallisation (pH, salinitŽ 

etcÉ) et possŽder une charge globale neutre afin de limiter les interactions avec les zones 

chargŽes de la protŽine. 

CÕest ainsi que, apr•s une annŽe de Service National et une expŽrience biologique fascinante 

(la naissance de notre fils a”nŽ), dŽbuta ma th•se avec trois mois intenses de bibliographie ˆ la 

recherche de Ç La MolŽcule È. Tr•s rapidement mes recherches mÕont conduit ˆ des 

molŽcules utilisŽes dans le milieu mŽdical : molŽcules contenant du platine pour la 

radiothŽrapie et complexes de lanthanides utilisŽs comme agents de contraste en Imagerie par 
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RŽsonance MagnŽtique. Ce sont ces complexes de lanthanides qui se sont avŽrŽs les plus 

prometteurs et que jÕai ŽtudiŽs par la suite. 

Le premier de ces complexes, le Gd-HPDO3A (voir Figure 1.2, page 11), Žtait une molŽcule 

qui respectait les crit•res MASC dŽfinis plus haut. JÕai donc produit des cristaux de lysozyme 

de blanc dÕÏuf de poule en prŽsence de 100 mM de ce complexe. JÕai enregistrŽ des donnŽes 

de diffraction etÉ dŽception totale : la carte de Patterson anomale rŽvŽla un Žnorme pic 

indiquant une tr•s forte fixation du complexe sur la protŽine. Il sÕensuivit une dizaine de jours 

de dŽpression, puisque lÕeffet observŽ Žtait aux antipodes du rŽsultat recherchŽ. Le renouveau 

vint dÕune discussion avec Laurent Chantalat, qui effectuait un post-doctorat dans lÕŽquipe 

dÕOtto Dideberg ˆ lÕIBS. Cette discussion peut se rŽsumer par Ç Le cristal obtenu a lÕair dÕ•tre 

un excellent dŽrivŽ lourd. Pourquoi ne pas essayer de dŽterminer la structure ab initio ? È. Ce 

qui fut fait avec lÕaide de Laurent qui proposa de rŽsoudre la structure par la mŽthode SAD 

(Single-wavelength Anomalous Diffraction), appelŽe ˆ lÕŽpoque mŽthode SAS et qui 

Žmergeait (Girard et al., 2002). La structure put •tre dŽterminŽe sans probl•me ˆ partir de 

donnŽes enregistrŽes avec le gŽnŽrateur ˆ rayons X du laboratoire. 

Ma th•se changea alors brutalement de direction pour une Žtude systŽmatique, sur diffŽrentes 

protŽines, de plusieurs complexes de lanthanides afin de dŽterminer leur domaine 

dÕutilisation, leur fixation et leur mode dÕinteraction avec les protŽines. 

Depuis, cette thŽmatique se poursuit au sein de lÕŽquipe et a conduit ˆ trois nouvelles th•ses, 

Meike Stelter (2002-2005), Guillaume Pompidor (2004-2007) et celle de Romain Talon 

(soutenance prŽvue Octobre 2011) que je co-encadre. Il convient dÕajouter la th•se de Marie-

Laure Chesne (1999-2002) qui a ŽtudiŽ des complexes dÕuranyle. 

Apr•s ma th•se, jÕai effectuŽ deux post-doctorats courts : le premier concernait lÕapport de 

phases expŽrimentales dans la dŽtermination de lÕinteraction dÕinhibiteurs dÕune ! -lactamase ; 

le second, financŽ par la sociŽtŽ Bracco Imaging, concernait lÕŽtude dÕune molŽcule dÕintŽr•t 

pharmaceutique sur une protŽine humaine. 

JÕai ensuite effectuŽ un post-doctorat sur la ligne de bio-cristallographie Proxima 1 au centre 

de rayonnement synchrotron SOLEIL o• je suis arrivŽ au dŽmarrage de la construction des 

b‰timents. JÕai ŽtŽ recrutŽ en tant que scientifique de ligne sur Proxima 1, avant de rejoindre 

lÕInstitut de Biologie Structurale en 2007. 

Et les hautes pressions en biophysique dans tout cela ? Et bien, jÕai dŽcouvert cette thŽmatique 

ˆ la fin de ma th•se. En effet, le projet de bio-cristallographie sous haute pression (HPMX 

pour High-Pressure Macromolecular Crystallography) a ŽtŽ initiŽ en 1999-2000 par Roger 

Fourme et Isabella Ascone (LURE, Orsay puis Synchrotron Soleil - Saint Aubin) avec lÕaide 
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de Mohamed Mezouar (ESRF - Grenoble). La premi•re expŽrience a eu lieu fin 2000. Or 

Roger Fourme et Richard Kahn ont un long passŽ commun avec, en particulier, la premi•re 

dŽtermination (Kahn et al., 1985) de la structure dÕune protŽine par la mŽthode MAD 

(Multiwavelength Anomalous Diffraction), une mŽthode qui a rŽvolutionnŽ la cristallographie 

des protŽines, et le dŽveloppement de la mŽthode MASC. Il Žtait donc naturel que Roger fasse 

partie de mon jury de th•se et que Richard me demande de participer ˆ la premi•re expŽrience 

haute pression, compte tenu de son implication. Par la suite, et en parall•le avec le travail 

autour de la mise en place de la ligne Proxima 1, le dŽveloppement de la bio-cristallographie 

sous haute pression fut mon projet de recherche en tant que post-doctorant Soleil et reste, 

maintenant, une partie extr•mement forte de mon activitŽ de recherche comme indiquŽ par la 

suite. 

Ce manuscrit est donc naturellement organisŽ en deux chapitres. Le premier rŽsume lÕactivitŽ 

de recherche autour des lanthanides, avec un Žclairage particulier sur les rŽsultats obtenus par 

notre dernier doctorant, Romain Talon. Le second dŽcrit lÕintŽr•t des hautes pressions en 

biologie et les dŽveloppements effectuŽs en bio-cristallographie et plus gŽnŽralement en 

biophysique des hautes pressions. Chaque chapitre comporte une partie dŽcrivant les 

perspectives que jÕenvisage pour chacune des deux thŽmatiques ainsi quÕune partie 

Ç Application È dŽcrivant des valorisations qui ont bŽnŽficiŽ de cette recherche 

mŽthodologique et des dŽveloppements techniques associŽs ce qui me permettra de revenir 

sur le second paragraphe de cette introduction. 
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Chapitre I  : Utilisation des lanthanides en biocristallographie 

Introduction  : 

M•me si bon nombre des structures actuellement dŽposŽes dans la Protein Data Bank (PDB) 

sont dŽterminŽes par remplacement molŽculaire, le phasage expŽrimental reste nŽcessaire 

pour dŽterminer la structure de protŽines prŽsentant un nouveau repliement et/ou qui diff•rent 

significativement des mod•les existants. Au cours des 15 derni•res annŽes, les mŽthodes 

utilisant la diffusion anomale, cÕest ˆ dire la mŽthode SAD (Single-wavelength Anomalous 

Diffraction) et la mŽthode MAD (Multi-wavelength Anomalous Difffraction), ont largement 

remplacŽ les mŽthodes utilisant le remplacement isomorphes (SIR/MIR pour Single/Multiple 

Isomorphous Replacement) devenant ainsi les mŽthodes de choix pour la dŽtermination de 

novo de la structure des macromolŽcules biologiques. Une recherche dans la PDB avec les 

mots clŽ Ç SAD or MAD or SIRAS or MIRAS or anomalous È conduit ˆ 11530 structures sur 

les 64784 structures obtenues par cristallographie des rayons X. Deux ŽlŽments dÕimportance 

dŽcisive dans lÕutilisation de la dispersion anomale ont ŽtŽ le dŽveloppement des sources 

synchrotron de seconde puis de troisi•me gŽnŽration, Žmettant un rayonnement X intense et 

de longueur dÕonde ajustable, et lÕincorporation du sŽlŽnium dans les mŽthionines (Doublie, 

1997; Hendrickson et al., 1990). 

En diffraction de rayons X, la diffusion anomale, ou diffusion rŽsonante, est un phŽnom•ne 

prŽsent ˆ toute Žnergie des photons incidents mais qui nÕest dÕintensitŽ apprŽciable quÕau 

voisinage dÕun des seuils d'absorption (K, L, M) d'une esp•ce atomique du cristal. La 

diffusion anomale introduit un dŽphasage de lÕonde diffusŽe, ce qui se traduit dans 

l'expression du facteur de diffusion atomique, qui devient un nombre complexe et sÕexprime 

de la mani•re suivante : 

! 

f =0f +" # f +i " # # f  

o• 

! 

0 f  est la partie normale du facteur de diffusion atomique indŽpendant de la longueur 

dÕonde qui correspond au facteur de diffusion pour un rayonnement de grande Žnergie par 

rapport aux Žnergies des Žlectrons dans lÕatome, et o• 

! 

" # f et 

! 

" # # f  sont respectivement les 

parties rŽelle et imaginaire de la contribution anomale au facteur de diffusion. La prŽsence de 

signal anomal conduit ˆ la brisure de la loi de Friedel et ˆ lÕapparition des paires de Bijvoet 
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que lÕon exploite pour dŽterminer la sous-structure des diffuseurs anomaux puis la structure 

de la protŽine ŽtudiŽe. 

Toutefois, il nÕest pas toujours facile dÕincorporer des sŽlŽnomŽthionines, ou plus rŽcemment 

des sŽlŽnocystŽines (Salgado et al., 2011; Sanchez et al., 2002; Strub et al., 2003; Walden, 

2010) dans la protŽine. Des mŽthodes alternatives consistent ˆ utiliser une sous-structure 

dÕŽlŽments intrins•ques ˆ la protŽine native (mŽtaux dans le cas des mŽtallo-protŽines, soufre 

des mŽthionines et des cystŽines) ou dÕatomes lourds introduits par des mŽthodes classiques 

comme le platine, le mercure, lÕor, qui peuvent •tre utilisŽs aussi bien comme atomes lourds 

et comme centres anomaux. Je citerai ici lÕidŽe originale des ŽlŽments de la solution de 

cristallisation (dŽtectable ˆ lÕaide dÕun spectre de fluorescence X) et dont on ne se doute pas 

toujours quÕils puissent contribuer au phasage (arsenic du cacodylate, nickel, iodeÉ) . 

Dans le tableau pŽriodique des ŽlŽments, les lanthanides se situent du lanthane (Z = 57) au 

lutŽtium (Z = 71). Ces atomes prŽsentent une coordination singuli•re puisquÕils peuvent avoir 

de 3 ˆ 11 atomes dans leur premi•re sph•re de coordination. Leur coordination privilŽgiŽe est 

de 9 atomes, ce qui conditionne leurs interactions avec les protŽines comme dŽcrit par la suite.  

Du point de vue de leur diffusion anomale, les lanthanides prŽsentent une forte raie blanche 

dans leur seuil dÕabsorption LIII  (Figure 1.1). Une raie blanche correspond ˆ un pic marquŽ 

dans le spectre dÕabsorption dÕun atome et se produit lorsque lÕŽnergie du  rayonnement 

incident correspond ˆ lÕŽnergie de transition de lÕŽlectron vers un Žtat liŽ du continuum. Ainsi 

la prŽsence de raies blanches pour des transitions K, L et M est attribuŽe ˆ lÕexistence dÕun 

grand nombre dÕŽtats accessibles dans le continuum (Brown et al., 1977). CÕest Coster 

(Coster, 1924) qui dŽnomma ces pics, raies blanches, du fait de leur aspect sur les nŽgatifs 

photographiques. Dans le cas des seuils L, la prŽsence de raie blanche est liŽe ˆ la prŽsence 

dÕŽtats inoccupŽs dans la bande de valence d. Ainsi dans le cas des lanthanides, comme la 

bande 5d est totalement inoccupŽe, lÕamplitude de la raie blanche est importante et identique 

pour tous ces ŽlŽments ce qui conduit ˆ de tr•s fortes contributions anomales de lÕordre de 30 

Žlectrons pour fÕ et pour fÓ.  
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Figure 1.1 : Spectre dÕabsorption enregistrŽ au seuil dÕabsorption LIII  du gadolinium. 

I.1. Lanthanide versus sŽlŽnium 

Comme indiquŽ dans lÕintroduction, le sŽlŽnium est le diffuseur anomal le plus utilisŽ. Il 

appara”t donc logique de comparer les lanthanides ˆ ce diffuseur anomal pour dŽmontrer leur 

pouvoir de phasage. Pour cela, considŽrons le rapport de Bijvoet qui fournit la contribution 

anomale au facteur de structure global. 

Nous avons montrŽ (Girard et al., 2003) que ce rapport peut •tre exprimŽ de la mani•re 

suivante : 

! 

" F ±

F
=

1
Zeff

2 qj
2 # # f j( )

2

j

$
NP

% 

& 

' 
' 
' ' 

( 

) 

* 
* 
* * 

1/ 2

 

o• 

! 

NP est le nombre dÕatomes de la protŽine possŽdant un facteur de diffusion moyen 

! 

Zeff , 

! 

qj

et

! 

" " f j  sont respectivement le taux dÕoccupation et la contribution imaginaire au facteur de 

diffusion atomique du diffuseur anomal

! 

j , 

! 

" F ± est la diffŽrence anomale (diffŽrence de 

Bijvoet) qui est la diffŽrence des amplitudes dÕune paire de Friedel 

! 

F(hkl) " F(hkl) , et 

! 

F  la 

valeur moyenne des amplitudes dÕune paire de Friedel 

! 

F =
1
2

F hkl( ) + F(hkl( ). 

Si lÕon suppose des taux dÕoccupation identiques pour les diffuseurs anomaux, et si lÕon 

consid•re que les donnŽes de diffraction sont enregistrŽes au seuil dÕabsorption correspondant 

(la contribution imaginaire 

! 

" " f j  vaut, respectivement, environ 10 et 30 Žlectrons pour le 

sŽlŽnium et pour les lanthanides), cette formule montre clairement quÕun site lanthanide 

totalement occupŽ permettra de dŽterminer la structure dÕune protŽine 9 fois plus grande 



Chapitre I : Utilisation des lanthanides en biocristallographie 

11 

quÕun site sŽlŽnium totalement occupŽ, ce qui montre clairement lÕintŽr•t de ce type dÕatome 

en terme de pouvoir phasant. 

De m•me, pour les techniques combinant signal anomal et signal isomorphe (mŽthodes 

MIRAS Ð SIRAS pour Multiple - Single Isomorphous Replacement with Anomalous 

Scattering), les lanthanides fournissent un fort signal isomorphe puisquÕils poss•dent 

environ 64 Žlectrons (57 Žlectrons pour le lanthane ˆ 70 Žlectrons pour le lutŽtium) comparŽ 

au 34 Žlectrons du sŽlŽnium. 

Les lanthanides sont donc clairement des atomes lourds particuli•rement intŽressant pour la 

dŽtermination de novo des structures de macromolŽcules biologiques. Pourtant ils nÕont ŽtŽ 

que peu exploitŽs ˆ ce jourÉ  

I.2. Pourquoi les lanthanides sont-ils sous-utilisŽs en bio-cristallographie ? 

Comme indiquŽ prŽcŽdemment, les lanthanides poss•dent une coordination particuli•re 

pouvant accueillir de 3 ˆ 11 atomes dans leur premi•re sph•re de coordination. La 

coordination privilŽgiŽe est de 9 atomes. Cette coordination est difficile ˆ satisfaire ˆ la 

surface dÕune protŽine et ce, dÕautant plus que les acides aminŽs favorables ˆ ce type de 

coordination sont principalement les aspartates et les glutamates avec leur fonction acide. 

Ainsi, lÕutilisation de sels de lanthanide endommage gŽnŽralement les cristaux de protŽines. 

Toutefois leur utilisation est possible dans le cas des protŽines possŽdant un site de fixation du 

calcium. En effet, dans ce cas prŽcis, lÕatome de lanthanide se substitue ˆ lÕatome de calcium. 

Cette particularitŽ a ŽtŽ exploitŽe lors des premi•res expŽriences MAD (Kahn et al., 1985; 

Weis et al., 1991). 

Des solutions ont ŽtŽ proposŽes pour introduire des lanthanides dans les cristaux de protŽines. 

Nagem et al. (2001) ont proposŽ dÕutiliser les sels de lanthanides via la mŽthode du trempage 

rapide  (Ç short cryo-soak È (Dauter et al., 2000)). Cette mŽthode dŽveloppŽe initialement 

pour utiliser les sels dÕhalogŽnure (NaCl, NaI, NaBr) consiste ˆ tremper pendant un temps tr•s 

court, infŽrieur ˆ la minute, les cristaux dans une solution tr•s concentrŽe, au delˆ du molaire, 

du sel utilisŽ. Dans le cas du sel de lanthanide, cette mŽthode introduit encore une dŽgradation 

rapide des cristaux. Purdy et al. (2002) ont proposŽ dÕutiliser une liaison covalente entre des 

complexes de lanthanide, dŽrivŽs des complexes dŽcrit au paragraphe suivant o• le complexe 

assure une coordination compl•te du lanthanide, et la protŽine par lÕintermŽdiaire dÕune 

fonction rŽactive thiol permettant la crŽation de ponts disulfure entre la fonction thiol et des 

cystŽines libres de la protŽine. Enfin, Silvaggi et al. (2007) ont proposŽ lÕutilisation dÕun tag 
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fixant un ou deux lanthanides (LBT pour lanthanoid-binding tag). Le LBT est fondŽ sur une 

sŽquence peptidique qui peut •tre introduite dans les protŽines par les techniques de biologie 

molŽculaire classiques (Allen and Imperiali, 2010). 

I.3. Les complexes de lanthanides issus de lÕimagerie mŽdicale 

Afin dÕintroduire des lanthanides dans les cristaux de protŽines, lÕapproche de lÕŽquipe a ŽtŽ 

dÕutiliser des complexes de lanthanides dŽveloppŽs pour lÕimagerie par rŽsonance magnŽtique 

(IRM). Les quatre complexes commerciaux (Gd-HPDO3A, Gd-DOTA, Gd-DTPA et Gd-

DTPABMA) ainsi que des complexes dŽrivŽs de ces derniers ont ŽtŽ testŽs (Figure 1.2). 

Ces complexes sont formŽs dÕun ligand (Figure 1.2) qui chŽlate un atome de lanthanide. Le 

ligand fournit ainsi lÕessentiel de la coordination du lanthanide.  
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Figure 1.2 : Complexes issus de lÕimagerie par rŽsonance magnŽtique.  

DO3A, acide 1,4,7,10- tetraazacyclododecane-1,4,7-triacŽtique;  

DOTA, acide 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetra- acŽtique;  

HPDO3A, acide 10-(2-hydroxypropyl) -1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7-tri acŽtique;  

DOTMA, acide a,a0,a00,a0000-tetramethyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-

tetraacŽtique;  

DTPA- BMA, acide diethylenetriaminepentaacŽtique bismethylamide;  

DTPA, acide diethylenetriaminepentaacŽtique;  

DOTA-BOM, acide (phenylmethoxy)methyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-

tetraacŽtique. 
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Ces complexes sont fortement solubles dans lÕeau. Ils sont stables sur une tr•s large gamme 

de pH (de 2 ˆ 11) et lÕaffinitŽ ŽlevŽe du ligand pour le lanthanide conduit ˆ des complexes 

extr•mement stables dans des solutions salines, y compris des solutions contenant des cations 

divalents ˆ forte concentration (ils sont injectŽs aux patients ˆ forte concentration). Ces 

complexes sont donc bien adaptŽs aux conditions physico-chimiques rencontrŽes aux cours 

des cristallisations de protŽines. Certains de ces complexes sont Žlectriquement neutres 

(indiquŽ par un astŽrisque rouge sur la Figure 1.2), dÕautres sont chargŽes nŽgativement 

(astŽrisque bleue). Ces complexes sont introduits soit par co-cristallisation, soit par trempage 

et sÕutilisent ˆ forte concentration (100 mM) sans que la cristallisation soit perturbŽe ou que 

les cristaux soient abimŽs. 

I.4. Les complexes luminescents de lanthanides.  

LÕidŽe sous-jacente liŽe ˆ la recherche et ˆ lÕutilisation de ce type de molŽcules Žtait de 

pouvoir dŽtecter une Žventuelle incorporation dans les cristaux de mani•re rapide. La 

premi•re approche, ŽtudiŽe au cours de la th•se de Marie-Laure Chesne, sÕappuie sur des 

colorants utilisŽs dans lÕindustrie textile par exemple (Figure 1.3). Ces molŽcules sont 

capables de fixer un ion uranyle, lÕuranium prŽsentant une diffusion anomale encore plus 

importante que les lanthanides. Malheureusement lÕintroduction de telles molŽcules dans les 

cristaux sÕest avŽrŽe assez difficile, m•me si lÕune dÕentre elles a permis la dŽtermination de 

la structure dÕune protŽine humaine de fonction et sŽquence inconnue puisque elle Žtait Ç un 

contaminant È de la protŽine ciblŽe, la paroxonase humaine (Contreras-Martel et al., 2006; 

Morales et al., 2006). 

 

 

Figure 1.3 : ReprŽsentation de quelques molŽcules capable de chŽlater lÕion uranyle. 

Toutefois cette approche a ouvert la voie vers la recherche de nouvelles molŽcules facilement 

dŽtectables et ˆ la seconde approche ŽtudiŽe initialement dans le cadre de la th•se de 
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Guillaume Pompidor. Cette approche sÕappuie sur une molŽcule, le tris-dipicolinate 

(Dipicolinate (DPA) = pyridine-2,6-dicarboxylate), qui forme en prŽsence dÕions lanthanide 

un complexe non cagŽ ˆ 3 ligands DPA pour un ion lanthanide possŽdant une charge globale 

3- (Figure 1.4). Ainsi, pour certains lanthanides, ce complexe prŽsente une forte luminescence 

dans le visible lorsquÕil est soumis ˆ de la lumi•re dans le proche ultraviolet. Suivant le 

lanthanide chŽlatŽ, on observe ainsi une luminescence dans le vert pour le terbium, ou dans le 

rouge pour lÕeuropium (Figure 1.5).  

 

 

Figure 1.4 : Le tris -dipicolinate (DPA, acide pyridine-2,6-dicarboxylique) de lanthanide 

Au cours de sa th•se (Soutenance prŽvue en 2011), Romain Talon a ŽtudiŽ des molŽcules 

dŽrivŽes du DPA. Ces molŽcules sont synthŽtisŽes par lÕŽquipe dirigŽe par Arnaud Gautier 

(Laboratoire de synth•se et Žtude de syst•mes ˆ intŽr•t biologique, Clermont-Ferrand) et sont 

obtenues par chimie dites Ç click È (Kolb and Sharpless, 2003; Kolb et al., 2001; Lewis et al., 

2002). Ainsi sur le cycle pyridine du DPA est greffŽ un noyau triazole puis une fonction 

chimique supplŽmentaire. Trois de ces complexes ont ŽtŽ ŽtudiŽs (Figure 1.5). ComparŽs au 

DPA, ils prŽsentent une luminescence encore plus importante. 

 




































































































































