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Le cancer est depuis des décennies un enjeu de santé publique avec la recherche constante de nouvelles
pistes thérapeutiques. Parmi celles-ci, la chélation des métaux impliqués dans la prolifération cellulaire,
et notamment le fer, apparait comme une stratégie prometteuse dans le développement de nouveaux
candidats médicaments. Aprés un rappel de l'importance de I'homéostasie du fer sur la prolifération
cellulaire, cet article passe en revue les différents chélateurs envisagés pour une thérapie anticancéreuse et
présente des travaux développés en laboratoire avec I'importance d’associer au ligand un vecteur pour un
gain de sélectivité et a I'avenir pour un traitement individualisé.

Fer, chélateur, 8-hydroxyquinoléine, cancer, agent antiprolifératif, vectorisation tumorale, polyamine.

Iron chelators for the treatment of cancer: where are we?

The development of new therapeutic alternatives for cancers is a major public health priority. Among the
promising approaches, the iron depletion strategy based on the metal chelation in the tumoral environment
has been particularly studied in the last decades. After a short description of the importance of iron for cancer
cells proliferation, this paper reviews the different iron chelators developed as potential chemotherapeutics
and presents the recent efforts to specifically vectorize the chelating agents in the microtumoral environment.
Iron, metal chelator, 8-hydroxyquinoline, cancer, antiproliferative agent, tumor vectorization, polyamine.

M algré les avancées continuelles en termes de traite-
ments, dépistages ou prises en charge, le cancer reste
un probleme majeur de santé publique, notamment a cause
de I'hétérogénéité intratumorale et de la résistance chimio-
thérapeutique. En plus des traitements conventionnels, les
efforts de lacommunauté scientifique portent surlarecherche
de nouvelles cibles thérapeutiques et sur une plus grande
sélectivité pour aller, a terme, vers un traitement individualisé.

Parmi les nouvelles orientations, certains nutriments
impliqués dans de nombreux processus métaboliques font
I'objet d’études comme cibles potentielles de traitements
anticancéreux. La meilleure compréhension des mécanismes
biochimiques a montré que les métaux de transition comme
le fer, le cuivre ou le zinc, sont essentiels pour la croissance
cellulaire. En raison de leur prolifération accrue, les cellules
tumorales requierent des quantités importantes de ce type de
nutriments, et plus particulierement du fer, et la perturbation
du métabolisme martial au sein des cellules cancéreuses
(captation accrue et élimination restreinte) contribue a leur
prolifération [1]. Des études in vitro ont montré que des ché-
lateurs du fer, initialement congus pour le traitement des sur-
charges en fer, présentaient des propriétés antiprolifératives
trés intéressantes [2]. En piégeant (mobilisant) le fer a I'inté-
rieur des tumeurs, ces molécules offrent de nouvelles pers-
pectives pour les traitements anticancéreux. La chélation des
métaux apparait alors comme une alternative prometteuse
dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques
originaux [3-5].

Le fer, indispensable a la vie

Le fer est un oligo-élément impliqué dans de nombreux
processus métaboliques et est donc indispensable a la vie.
Au niveau biologique, il existe sous deux états d’oxydation :
le fer ferreux (Fe?*) et le fer ferrique (Fe*). C’est sa facilité a
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passer d’un état a I'autre qui explique qu’il est un constituant
essentiel de nombreuses métalloprotéines qui exploitent
cette propriété d’oxydoréduction. La quasi-totalité des orga-
nismes requiert du fer comme micronutriment car il est néces-
saire a la biosynthése de macromolécules, a la division et la
prolifération cellulaire et intervient a des niveaux cellulaires
tres variés, comme la production d’énergie, le transport
d’oxygéne ou la synthese d’ADN. Par exemple, la ribonucléo-
tide réductase (RR), enzyme clé de la synthese d’ADN qui
catalyse la transformation des ribonucléotides en désoxy-
ribonucléotides, posséde deux atomes de fer dans son site
actif [6].

Chez ’'homme, le taux de fer est maintenu a un niveau
constant et sa quantité totale par individu est estimée a envi-
ron quatre grammes. Dans I'organisme, le fer existe sous une
forme héminique (liée a une porphyrine) au sein d’hémopro-
téines, qui représente environ 80 % du fer, et sous une forme
non héminique se distribuant entre protéines de stockage
(ferritine et hémosidérine) et de transport (transferrine).
L’homéostasie du fer est un processus finement régulé et sa
dérégulation conduit a des situations de carences ou a
I'inverse de surcharges déléteres pour I'organisme avec pro-
duction d’espéces réactives de I'oxygene (ROS, « reactive
oxygen species ») [7]. La formation de ROS, et plus particu-
liecrement de radicaux hydroxyles trés réactifs, selon une
réaction de Fenton, induit des mutations et des dommages
cellulaires importants. Comme conséquence a ces réactions,
un niveau intracellulaire élevé en fer a été identifi€ comme
facteur de risque pour le développement de cancers.

La balance parfaite :
métabolisme et régulation du fer

L’absorption intestinale du fer se fait essentiellement au
niveau du duodénum ou le fer non héminique alimentaire,
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Rendu dans le courant sanguin, le complexe
[(Fer3+)2—transferrine] (holotransferrine) est capté
par les cellules, par endocytose par un récepteur
membranaire, le TfR1 (« transferrine receptor 1 »).
L’acidification de I'endosome permet alors la
dissociation des atomes de fer de la transferrine,
leur réduction en fer ferreux par une ferriréduc-

tase appelée STEAP3 (« six-transmembrane
% epithelial antigen of the prostate-3 ») avant de
rejoindre le LIP via le transporteur DMT1 présent
également dans la membrane de I'’endosome
(figure 2, cellule saine) [3].

A partir du LIP, le fer peut étre soit directe-
ment utilisé (synthése protéique, synthése d’ADN,
syntheése mitochondriale...), soit exporté comme
précédemment par la Fpn1, ou bien stocké.
L’acteur principal du stockage du fer est
la ferritine, un hétéropolymere constitué de
24 sous-unités, pouvant accueillir dans son

Figure 1 - Absorption intestinale du fer.

sous forme ferrique Fe3*, est réduit en fer ferreux Fe2* par la
ferriréductase Dcytb (« duodenal cytochrome b »), puis est
internalisé au niveau de la membrane apicale des entérocytes
par le transporteur DMT1 (« divalent metal transporter 1 »)
pour rejoindre le pool de fer labile (LIP, « labile iron pool »)
(figure 1) [3].

En ce qui concerne le fer héminique, son mécanisme
d’absorption est mal connu mais il ne représente qu’une faible
partie du fer ingéré. L’héme serait internalisé par un transpor-
teur membranaire spécifique, HCP1 (« heme-carrier pro-
tein 1 »), puis une fois dans le réticulum endoplasmique,
le fer serait libéré par ’enzyme HO-1 (héme oxygénase 1)
pour rejoindre le LIP (figure 1).

Une fois dans I’entérocyte, le fer ferreux est libéré vers la
circulation sanguine par une protéine transmembranaire, la
Fpn1 (ferroportine 1), oxydé en fer ferrique par une ferroxydase,
I’lhéphaestine, puis transporté dans le plasma lié a une
protéine, la transferrine [8].

centre jusqu’a 4 500 atomes de fer sous forme
ferrique Fe3*. Ce stock protége I'organisme
contre les effets oxydants et toxiques du fer libre.
L’organisme peut mobiliser ses réserves si les besoins en fer
augmentent ou si les apports sont insuffisants [9].

Bien que les pertes journalieres soient compensées par
I’alimentation, I’équilibre entre I'absorption, I'utilisation et le
stockage du fer doit étre finement régulé. L’homéostasie du
fer est assurée par des mécanismes transcriptionnels et
post-transcriptionnels. Ces mécanismes trés complexes,
qui mettent principalement en jeu le systéme IRE/IRP
(« iron-responsive  element/iron-regulatory protein ») et
I’hepcidine (hormone peptidique), ne seront pas décrits
plus en détail ici [10].

Dérégulation de la balance en fer
et cancer [11]

Comme nous venons de le voir, en conditions physiolo-
giques, le taux de fer est contrdlé par divers mécanismes
aux niveaux hépatique, entérocytaire et macrophagique, qui
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Figure 2 - Transport cellulaire du fer (d’apres [3]).
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Lors de la conception de chélateurs
pour des applications cliniques, la sélecti-
vité envers le fer ainsi que la stabilité en
milieu physiologique des complexes formés
sont d’une importance cruciale. Pour étre
entierement satisfaite, la coordination du fer
requiert six atomes donneurs dans une
configuration octaédrique avec I'ion métal-
lique en son centre. Lorsqu’un ligand
contient deux atomes donneurs, il est dit

Figure 3 - Représentation schématique des chélates de fer possibles.

bidentate. Pour trois atomes donneurs, on
parle de ligand tridentate et pour six atomes
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de ligand hexadentate (figure 3).

La desferrioxamine (DFO, figure 4),
sidérophore utilisé historiquement en cli-
nique pour les traitements des surcharges
en fer, est le premier chélateur du fer qui a
été examiné comme anticancéreux [19]. De
nombreuses études ont montré une acti-
vité antiproliférative vis-a-vis d’une grande
variété de lignées tumorales. Par exemple,
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Figure 4 - Structures de différents ligands du fer utilisés en clinique.

maintiennent une balance idéale. La dérégulation de cette
subtile homéostasie du fer s’inscrit dans les nombreux dys-
fonctionnements caractérisant les cellules cancéreuses. Bien
que le fer puisse induire la formation de ROS, il n’est pas
considéré carcinogene en lui-méme, mais agirait comme un
cofacteur qui favoriserait la progression tumorale. De nom-
breux travaux ont démontré la perturbation de I’lhoméostasie
du fer dans les cellules cancéreuses, associée a la dérégula-
tion de nombreux autres génes. Cela induit des changements
phénotypiques conférant a ces cellules un avantage de survie
en stimulant leur prolifération.

Dans la plupart des cellules cancéreuses, le besoin en fer
largement accru est associé a une accélération des divisions
cellulaires. Dans les cellules tumorales, ’'augmentation de la
synthése d’ADN explique que I'activité de la ribonucléotide
réductase (RR) ainsi que son expression soient amplifiées.
L’augmentation de I'expression du TfR1 permet d’augmenter
I’entrée de fer dans la cellule (figure 2, cellule cancéreuse). De
plus, les niveaux de Fpn1, I'expression de la ferritine et de la
protéine STEAP3 sont perturbés dans les cellules cancé-
reuses. Ainsi au bilan, une augmentation de I’entrée de fer,
une diminution de sa sortie et une perturbation de son stoc-
kage se traduisent par une accumulation du fer qui devient
disponible pour la synthése d’ADN et donc la prolifération
cellulaire, ou pour la formation de ROS responsables de
dommages cellulaires.

Les chélateurs du fer comme agent
chimiothérapeutique

Initialement développés pour le traitement des surcharges
en fer dans des cas de pathologies comme la béta-thalassé-
mie, il a été montré que la déplétion induite par I'utilisation de
chélateurs s’accompagne d’une diminution de la croissance
tumorale [12]. L'inhibition de la prolifération cellulaire a lieu par
différents processus qui régulent le cycle cellulaire. En effet,
les chélateurs du fer ont de nombreuses cibles moléculaires,
ce qui se traduit par un impact en termes de mécanismes
d’action. C’est pourquoi depuis une vingtaine d’années de
nombreux chélateurs du fer ont vu le jour pour une thérapie
anticancéreuse dans des études in vitro et in vivo [13-18].
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la DFQO inhibe, in vitro etinvivo, la croissance
des cellules de mélanomes et d’hépatomes
en bloquant la prolifération a la phase S du
cycle cellulaire. Lors d’essais cliniques préliminaires, ce ché-
lateur s’est avéré également efficace dans le traitement de
leucémies et de neuroblastomes [20]. C’est un composé
hexadentate qui possede trois motifs hydroxamate et qui
forme un complexe de steechiométrie 1:1 trés stable avec
Fe3+, empéchant alors la formation de ROS. Cependant, la
DFO possede une demi-vie plasmatique faible et une forte
hydrophilie qui la rendent inefficace par voie orale, et néces-
site une administration par injections sous-cutanées conti-
nues longues et douloureuses. Ces inconvénients ont conduit
la communauté scientifique a trouver des ligands du fer sinon
plus efficaces, du moins d’administration plus aisée.

Le déférasirox (DFX) (figure 4), molécule tridentate syn-
thétique qui forme des complexes 2:1 avec Fe3*, est utilisé
en clinique en administration orale pour les traitements des
surcharges sidériques secondaires et est testé sur des lignées
humaines de leucémies myéloblastiques [18, 21]. Ce com-
posé hydrophobe a montré des activités antiprolifératives
in vitro sur des cultures cellulaires, mais les concentrations
utilisées pour obtenir un effet sur 'inhibition de la synthése
d’ADN sont assez élevées. L’effet antiprolifératif du déférasi-
rox résulte a la fois de la déplétion en fer et d’une modulation
du métabolisme des polyamines, molécules ubiquitaires
essentielles comme le fer a la prolifération cellulaire.

La défériprone (DFP) (figure 4), approuvée aux Etats-Unis
pour le traitement des thalassémies, inhibe également la pro-
lifération de cellules tumorales en culture [22]. C’est un ligand
synthétique bidentate de la famille des hydroxypyridinones
qui possede une forte affinité pour le fer(lll) mais un manque
de sélectivité plus marqué que les autres composés. Ce ché-
lateur présente une forte toxicité qui est notamment due a la
production de ROS car s’il forme des complexes de stcechio-
métrie 3:1 en milieu concentré et a pH physiologique, il est
observé une dissociation en complexes de fer 2:1 et 1:1 en
milieu dilué. Cette coordination incompléte du fer explique
alors la réduction de Fe3* en Fe?* puis la production
d’espéces radicalaires cytotoxiques.

En dehors de ces trois ligands qui ont une autorisation de
mise sur le marché, il en existe de nombreux qui sont en essais
cliniques plus ou moins avancés [17-23]. Les thiosemicarba-
zones, avec la triapine (figure 5) comme chef de file, sont des
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ferritine et induit 'apoptose sur un grand
nombre de lignées cellulaires [27].

La desferrithiocine (DFT) (figure 6), sidé-
rophore isolé de Streptomyces antibioticus,
est un chélateur tridentate tres efficace et
administrable par voie orale. Par contre, sa
forte toxicité se traduit par des atteintes
rénales et des problemes neurologiques.

Figure 5 - Structures de différents ligands du fer utilisés en essais cliniques.

C’est pourquoi de nombreux travaux por-
tent sur la synthése d’analogues moins
néphrotoxiques [28-29]. Des études derela-
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tions structure/activité ont montré que le
remplacement de la pyridine par un noyau
benzénique (deferitrine) et I'introduction d’un
fragment polyéther (deferitazole) (figure 6)
diminuaient considérablement la toxicité,
méme avec une prise orale deux fois par
jour [30]. Le deferitazole est trés prometteur
et est actuellement en phase Il d’essais
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Figure 6 - Chélateurs analogues de la DFT.

cliniques [31-32].
Une derniere famille intéressante pos-
sede le motif 8-hydroxyquinoléine que I'on

SO;Na

NaO;S HO
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Clioquinol O-Trensox

retrouve dans le chélateur O-Trensox, I'un
des chélateurs du fer les plus efficaces, ainsi
que dans le clioquinol, un agent anti-infec-
tieux qui a une forte capacité chélatante
(figure 7) [33]. Le O-Trensox est un ligand
hexadentate qui forme un complexe de
stoechiométrie 1:1 trés stable avec le fer
ferrique par coordination des trois oxygénes
St phénoliques et des trois azotes pyridi-
niques. Il a été montré que le O-Trensox est

Figure 7 - Chélateurs a structures hydroxyquinoléine.

chélateurs tridentates qui ont montré des activités antiproli-
fératives marquées in vitro et in vivo sur une grande variété
de cancers et agiraient comme un inhibiteur de la RR [24].
Ces composés sont capables de chélater le fer(lll) et le fer(1l)
intracellulaires et d’induire une déplétion pour ce métal, mais
également de générer des espéces réactives de I'oxygene
responsables de leur effet antitumoral. Il y a actuellement a
travers le monde 31 études cliniques sur divers cancers avec
la triapine, certaines ayant montré un effet antiprolifératif
beaucoup plus important que la DFO [25].

Les hydrazones sont également une classe de chélateurs
développée suite aux études réalisées avec le pyridoxal iso-
nicotinyl hydrazone (PIH, figure 5). Ces composés tridentates
complexent fortement le fer de fagon similaire a la triapine a
la différence des atomes impliqués dans la coordination. Le
PIH est plus efficace en termes de chélation que la DFO mais
semble agir de la méme fagon sur I'inhibition de la synthése
d’ADN dans divers modeles cellulaires. La majorité des ana-
logues du PIH posséde un caractére lipophile, en comparai-
son des autres chélateurs, ce qui leur confére une bonne
pénétration des membranes plasmiques et facilite leur
absorption aprés administration orale [26].

La tachpyridine est un ligand hexadentate constitué de
trois motifs pyridine reliés a un chassis moléculaire triamino-
cyclohexane ou la chélation est assurée par les six atomes
d’azote (figure 5). Elle possede la capacité de chélater diffé-
rents cations autres que le fer, mais des études ont montré
que son effet cytotoxique est bien d a une déplétion en fer.
Sur des études in vitro, ce chélateur a montré une meilleure
activité cytotoxique que la DFO. Il inhibe la synthése de la

moins efficace que la DFO pour mobiliser le
fer de la ferritine ou des hépatocytes, mais
plus efficace pour diminuer le niveau en fer
hépatique. Ce chélateur provoque une déplétion en fer dans
les cellules qui s’accompagne d’un ralentissement de la
prolifération cellulaire associée a I'inhibition de la synthése
d’ADN. Devant ces propriétés intéressantes, de nombreux
travaux portent sur I’élaboration d’analogues, notamment par
modification des longueurs des chaines polyéthyléniques
portant les trois motifs hydroxyquinoléiques afin de moduler
la balance hydrophile/lipophile. Plus récemment, I'lInstitut de
Recherche Servier, en collaboration avec I'équipe de
F. Gaboriau, s’est intéressé a I'analogue S1 (figure 7) qui ne
possede que deux noyaux hydroxyquinoléiques reliés par une
chaine diéthylbenzylamine. Les essais in vitro effectués sur
des hépatocytes humains ont montré une inhibition de la syn-
thése d’ADN et de la prolifération cellulaire supérieures au
O-Trensox. Ainsi, le chélateur S1 présente une activité anti-
tumorale améliorée par rapport a la molécule parente [34].
Sur la base de ces observations, nous nous intéressons
a I'étude de nouveaux ligands sélectifs du Fe3* issus de
I’association du motif chélatant hydroxyquinoléine et de poly-
amines linéaires qui jouent le réle de vecteur. En effet, un pro-
bléme récurrent rencontré dans la thérapie anticancéreuse
est la forte toxicité des molécules utilisées qui génére des
effets secondaires importants. C’est pourquoi la délivrance
spécifique de molécules thérapeutiques vers un organe, un
tissu ou une cellule est devenue primordiale pour le traitement
des maladies humaines et notamment cancéreuses. Nous
avons ainsi développé au laboratoire des molécules
chiméres, que nous avons baptisées « quilamines ». Ces
composeés, et notamment la molécule la plus efficace, HQ1-
44 (figure 8), possédent un motif hydroxyquinoléine couplé en
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Figure 8 - Ligands vectorisés quilamines et HQ1-44.

position 2 & un espaceur porteur d’'une polyamine de type
spermine et spermidine [35-36].

La chaine polyaminée joue un triple réle : (i) elle sert dans
un premier temps de taxi moléculaire pour véhiculer spécifi-
quement le chélateur au cceur des cellules cancéreuses qui
possedent un systéeme de transport des polyamines (STP)
suractivé ; (i) aprés ciblage, elle participe a la coordination du
fer par le biais de son premier atome d’azote ; (iii) et aprés
internalisation, la chaine polyaminée pourrait se complexer a
I’ADN et augmenter ainsi I’activité antiproliférative. Le chéla-
teur HQ1-44 possede une forte affinité pour Fe3*, en formant
un complexe 2:1 a pH physiologique, ainsi qu’une grande
sélectivité vis-a-vis d’autres métaux d’intérét biologique. Une
bonne activité antiproliférative in vitro des quilamines a été
montrée sur plusieurs lignées cancéreuses dans la gamme
des concentrations micromolaires, ainsi qu’une faible cyto-
toxicité et une sélectivité accrue vis-a-vis du STP sur le
modeéle cellulaire CHO/CHO-MG. De plus, la quilamine HQ1-
44 a peu d’effet sur une lignée fibroblastique non transformée,
ce qui démontre son différentiel d’activité entre cellules saines
et cancéreuses et, de facto, son fort potentiel pour une utili-
sation en oncologie. La preuve du concept a été apportée par
la démonstration de son activité antitumorale chez I’'animal,
comparable a celle du cis-platine, agent anticancéreux de
référence. Contrairement au cis-platine, la quilamine HQ1-44
est dénuée de toxicité chez les souris immunodéprimées
Swiss nude.

Une étude de I'activité antitumorale de HQ1-44 apres acti-
vation du STP, par carence nutritionnelle et/ou pharmacoin-
duite en polyamine, a confirmé le fort potentiel de ce nouveau
chélateur. En effet, une diéte en polyamine a été ou non asso-
ciée a 'administration dans I’eau de boisson de difluoromé-
thyl-ornithine (DFMO), inhibiteur de la synthése des polya-
mines. De cette étude réalisée sur des souris Swiss nude
xénogreffées par des cellules HCT116 issues d’adénocarci-
nome colorectal humain, il ressort que I'action conjuguée
HQ1-44/DFMO couplée a une alimentation sans polyamine
tendent vers un quasi arrét de la croissance tumorale aprés
deux semaines de traitement [37].

Del’ensemble de ces résultats, il résulte que les propriétés
antiprolifératives et apoptotiques des chélateurs du fer per-
mettent d’envisager leur utilisation comme élément adjuvant
dans le traitement de certains cancers particulierement fer-
dépendant (leucémies, neuroblastomes ou cancers du sein)
[8, 38]. Méme si les besoins en fer des cellules néoplasiques
sont plus élevés que ceux des cellules normales, il semble
indispensable a I'avenir pour un traitement personnalisé de
vectoriser spécifiquement les chélateurs vers les cellules
tumorales.
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L'utilisation des chélateurs et complexes de cuivre en biologie
et en médecine

Résumé

Le cuivre est essentiel pour la plupart des étres vivants et existe principalement dans les deux états d’oxydation
Cu(l) et Cu(ll). Les complexes Cu-ligand exogénes (Cu-L) ou les chélateurs capables de former des Cu-L avec le cuivre
endogéne sont intéressants comme outils biologiques et comme approche thérapeutique dans les maladies liées
ou non au cuivre. Certains aspects fondamentaux de la chimie du cuivre en biologie sont traités ici, notamment
la stabilité du complexe Cu-L en milieu biologique et son activité redox potentielle, principalement en termes
d'activation du dioxygéne. Enfin, I'antagonisme récemment découvert entre la stabilité et l'activation efficace
du dioxygene est discuté.

Mots-clés  Chimie bioinorganique, cuivre, oxydo-réduction, activation du dioxygéne, thiols.

Abstract The use of copper chelators and complexes in biology and medicine
Copper is essential for most living beings and exist mainly in the two redox states Cu(l) and Cu(ll). Exogenous
Cu-ligand complexes (Cu-L) or chelators able to form Cu-L with endogenous Cu are of interest as biological tools
and as therapeutically approach in copper related or unrelated diseases. Here some basic aspect of Cu-chemistry
in biology are treated, including the stability of Cu-L in biological medium and its potential redox activity mainly
in terms of dioxygen activation. Finally, the recently found antagonism between stability and efficient dioxygen
activation is discussed.

Keywords Bioinorganic chemistry, copper, redox, dioxygen activation, thiols.

L’aire de jeux: le cuivre en biologie

Le cuivre est un oligo-élément essentiel pour la plupart des
organismes. Son role principal est de servir de centre cataly-
tique dans les enzymes, notamment en changeant d'état
d’oxydation entre Cu(l) et Cu(ll). Pour insérer correctement le
cuivre dans les enzymes, plusieurs transporteurs sont néces-
saires, incluant l'absorption, le transfert et I'excrétion a
plusieurs niveaux (cellules, corps entier, etc.). Ces transpor-
teurs sont également des protéines. Par conséquent, le cuivre
est, du moins dans des conditions saines, presque exclusive-
ment lié a des chaines polypeptidiques, et le transfert d'une
protéine a l'autre se fait par un mécanisme associatif, de sorte
que, généralement, les ions cuivre ne sont jamais présents
« libres », c'est-a-dire sous forme d'aquo-complexe [1-2].

Il s'agit d’'une caractéristique générale des cations métalliques
essentiels du bloc d, car les concentrations des ligands, des
petits acides aminés aux protéines entiéres, sont beaucoup
plus élevées que celles de ces ions métalliques. Cela permet
également de contréler la chimie de ces ions par coordination,
ce qui est d'une grande importance pour le cuivre, car le
complexe Cu-aquo ou le cuivre dit «lachement lié» (par
exemple lié a des acides aminés) est tres efficace dans la
production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) (comme
0,7, Hy,0,, HO’) en présence d'agent réducteur (par ex.
vitamine C) et de dioxygene [2].

Le cuivre chez’homme

Le cuivre est un site catalytique dans des enzymes comme la
cytochrome c oxydase, dernier complexe de la chaine respira-
toire, ou dans la superoxyde dismutase Cu/Zn (SOD1 et 3), une
enzyme qui maintient la concentration de O,™ sous controle.
Ici, le cuivre oscille entre Cu(l) et Cu(ll). Une caractéristique
générale est que le cuivre est principalement présent sous
forme de Cu(ll) au niveau extracellulaire, comme dans le sang,
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qui est plus oxydant. Mais au niveau intracellulaire, en raison
de la forte concentration de thiols, le Cu(ll) serait immédiate-
ment réduit en Cu(l), et de fait, a part le Cu(ll) généré pendant
le cycle redox dans les enzymes, le cuivre est essentiellement
présent sous forme de Cu(l) - aucune preuve tangible de la
présence de Cu(lll) n'a été rapportée jusqu’a présent, mais si
elle existe, elle est probablement limitée a un état transitoire
dans la catalyse [3].

Le principal transporteur transmembranaire qui importe le
cuivre est le CTR1 (« copper transporter 1 »), dont il est établi
qu'il est un transporteur de Cu(l). Le CTR1 des entérocytes
de l'intestin est responsable de I'absorption du cuivre de la
nourriture, présent sous forme de Cu(l) et de Cu(ll). Ce dernier
doit d'abord étre réduit pour pouvoir étre absorbé par CTR1.
L'arrivée du Cu(l) au niveau intracellulaire dans les entérocytes
est prise en charge par un chaperon de Cu(l) (c'est-a-dire
des navettes) qui améne le Cu(l) aux enzymes cibles ou a un
autre transporteur transmembranaire de Cu(l), 'ATP7A. Cet
ATP7A transporte le Cu(l) vers le sang ou il est oxydé par
un mécanisme inconnu et lié principalement a I'albumine
sérique humaine (HSA) sous forme de Cu(ll). Les cellules de
I'organisme peuvent alors absorber le cuivre de I'albumine
sériqgue humaine, toujours par l'intermédiaire de CTR1, apres
une réduction probablement induite par une réductase. Pour
extraire le cuivre de I'organisme, le transporteur transmem-
branaire de Cu(l) ATP7B peut excréter le Cu(l) intracellulaire
de la cellule hépatique vers la bile [3].

Maladies liées au cuivre

- La maladie de Wilson (MW) : il s'agit d'une maladie génétique
due a des mutations du transporteur ATP7B qui entrainent son
dysfonctionnement. En conséquence, le cuivre ne peut étre
excrété par la bile et s'accumule lentement dans I'organisme.
Si elle n'est pas traitée, cette maladie est mortelle a un jeune
age [4].
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- Maladie de Menkes (MM) : ici, la maladie est
due a des mutations dans le transporteur
ATP7A, responsable du transport du cuivre
nutritionnel des entérocytes (intestin) vers
la circulation sanguine. Cela conduit a un
manque de cuivre dans |'organisme [2].

- Le cuivre dans la maladie d’Alzheimer (MA) :
dans la maladie d’Alzheimer, il semble qu’il y
ait plutot un déséquilibre du cuivre, et non
pas un manque ou une surcharge globale
comme dans les maladies de Menkes ou
de Wilson. Le cuivre s'accumule dans les
plaques amyloides extracellulaires, principa-
lement constituées de peptides agrégés
appelés amyloide-béta. Le cuivre ainsi lié est
censé étre impliqué dans le stress oxydatif
de la maladie d’Alzheimer par la production
catalytique d’espéces réactives de I'oxygene
(ROS). En revanche, il semble que la quantité
de cuivre soit amoindrie au niveau intracel-
lulaire. Ainsi, une stratégie thérapeutique
consiste a ramener le cuivre lié a 'amyloide-
béta et a d'autres sources extracellulaires
dans les cellules, ou il devrait étre réintégré
dans le circuit cellulaire du Cu [5].

- Le cuivre dans le cancer : plusieurs cancers
ont une teneur cellulaire en cuivre plus
élevée, qui semble également rendre
cetélément plus disponible. On pense quela
demande plus élevée en cuivre est justifiée
car les cellules cancéreuses convertissent
plus d’énergie et sont soumises a un stress
oxydatif plus important, dans lequel la
cytochrome ¢ oxydase et la superoxyde
dismutase (SOD) sont respectivement impli-
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quées. Deux stratégies opposées sont a
I'étude : 'une consiste a priver les cellules
cancéreuses de cuivre, afin d'entraver leur
conversion énergétique et d’inhiber la SOD
antioxydante; l'autre consiste a essayer
de piéger le cuivre « supplémentaire » des
cellules cancéreuses (qui rendent I'élément
plus enclin a la production de ROS), en utili-
sant des ligands chélateurs [6].

Bactérie

Thérapie pour tuer les bactéries :
ajouter du Cu ou du Cu-1.

pour exercer une toxicité sur

les bactéries

(par exemple, agrégation de protéines,
ROS ou transmétallation)

ur de Cu
périplasme

- Le cuivre dans les bactéries : la plupart des
bactéries n‘ont pas besoin de cuivre dans le
cytoplasme (pas de Cu-enzyme présente),
mais I'élément est primordial dans le périplasme ou résident
des Cu-enzymes essentiels. Par analogie avec le corps humain,
la forte teneur en thiol dans le cytoplasme des bactéries
maintient le cuivre a I'état redox (), mais dans le périplasme,
plus oxydant, le Cu(ll) est probablement présent. Le cuivre
exogéne peut pénétrer dans le périplasme par une voie incon-
nue (transporteur, porines ?), soit sous forme de Cu(ll), soit sous
forme de Cu(l), selon I'environnement (aérobie/anaérobie). L
cuivre entre ensuite dans le cytoplasme (par une voie incon-
nue) ou il se trouve a I'état de Cu(l) réduit. Ce Cu(l) peut ensuite
étre extrudé dans le périplasme ou a I'extérieur sous forme de
Cu(l) par des transporteurs. Dans le périplasme, ce Cu(l) peut
alors étre inséré dans les enzymes a cuivre. Un facteur de trans-
cription peut détecter le Cu(l) dans le cytoplasme et, en cas
d’augmentation de la concentration de Cu(l), induire I'expres-
sion des systemes d'extrusion du métal [7] (voir figure 1).

les bactéries.
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Figure 1- Schémas trés simplifiés du métabolisme du cuivre chez'homme sain et dans plusieurs maladies, ainsi que chez

Regles, équipements et jouets pour l'aire de jeux:
chimie du cuivre, chélateurs et complexes Cu-ligand

Chimie du cuivre

Une caractéristique assez prononcée du cuivre est que les
deux principaux états redox, Cu(l) et (ll), ont une chimie de
coordination trés différente, en termes de préférence pour le
type de ligands et de géométrie (tableau l). Ceci peut avoir
différents impacts, tels que :

- il est assez facile de fabriquer des ligands avec une forte sélecti-
vité pour'un des états redox par rapport a l'autre (Cu(l) ou Cu(ll)) ;
- il est difficile de fabriquer un ligand qui se lie tres fortement
al'un ou l'autre des états redox ;

-le changement de l'état redox peut étre exploité pour
modifier la géométrie de coordination et donc provoquer des
mouvements ;
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Cu(l) Cu(ln
s Aot . . o . Plan carré, avec un ou deux ligands axiaux
Géométrie préférée Digonal, trigonal, tétraédrique ou penta-coordonné ol (el

Ligands biologiques préférés Thiolates > thioéther, amines > oxygene

Amines, soufre > oxygéne

Stabilité en milieu aérobie Facilement oxydable

Stable

Pas stable

Stabilité dans I'eau (pH 7) Rigpieperteneion)

Stable

Solubilité dans I'eau KCOH = 21071

KCUOH, =2,5x1071°

Peut se lier fortement aux thiols
Pas de disproportionation disperse plus
Oxydation lente par O,

Interaction avec les thiols

Est réduit en Cu(l) par les thiols

Affinités typiques du Cu
a pH 7,4 des protéines qui sont
présentes sans Cu, et donc
capables de lier le Cu provenant
du Cu-L ajouté

Cytosol et noyau
logKd'- 16 to - 20

Cu «libre » calculé dans les bactéries 102" M

HSA dans le sang
logKd'-13

Cu «libre » calculé dans le sang10'> M

Tableau | - Chimie de coordination du cuivre.

Etat Potentiel Extracellulaire/ Intracellulaire Dissociation
Classe | redox L. (haute teneur du Cuduligand | Exemples Applications
s s redox périplasme R . 4
préféré en thiols) intracellulaire
Trés bas Stable Pas de réduction Pas de relaraage
A Cu(l-L (silog Kd? <-14 ou trés lente . 929 Cu(ll)-atsm MW, MA, cancer
<-03? 5 ou trés lente
pour Cu(ll)) >10°s
Bas Stable . . S
B CulllLl | ~-03- (silogKd'<-14 | Reductionlente | Libérationlente |\ oo | M, MA, bactérie
(10°°s) de Cu(l)
-0,1 pour Cu(ll))
Que stable si log . . . S .
C Cul/-L | ~0-03 | Kd'deCu(l Sz"C”uc(tI:;’” rapide ;'ebgf(tl')m fapide | -\ ()-phen, | Cancer, bactérie
ET Cu(l) bas
. Stable si Kd' trés o
Haut Stable si log Kd’ . MoS,4
D Cu(l)-L 505 Stable <-17520 bas, sinon BC ot BCS MW, cancer
relargage

Tableau Il - Classification des complexes Cu-L bioactifs.
30g Kd': constante de dissociation (Kd) a pH 7,4.

- le potentiel redox du Cu(l/Il) dépend fortement de la géomé-
trie de coordination et du type de ligand, le potentiel redox
peut donc étre réglé sur une large gamme.

Classes de Cu-L

A partir de la chimie de coordination discutée ci-dessus et
pour la suite de la discussion, nous pouvons classer les
complexes Cu-L bioactifs en quatre classes, A-D (tableau ). Il
s'agit d'une classification artificielle et les frontiéres ne sont
pas clairement définies car les propriétés changent progressi-
vement (« incrémentales »). Elle est principalement basée sur
le potentiel redox, a savoir quel état redox du cuivre est le plus
stabilisé et la réactivité face a une concentration élevée de
thiols (comme on en trouve dans les cytosols). La classification
est censée faciliter la rationalisation des différentes applica-
tions.

Denticité

En raison de I'effet chélate, I'affinité augmente généralement
avec la denticité du ligand et avec le cycle de chélation (les
cycles a cing et six chainons, incluant le métal, sont préférés).
Comme les affinités de Cu(l) et Cu(ll) des protéines dans
les systemes biologiques sont assez élevées (voir tableau ),
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des ligands de plus grande denticité sont nécessaires pour
étre compétitifs. Les ligands monodentés se dissocient classi-
quement aux concentrations biologiques pertinentes (voir
tableau ll).

Chélateurs

L'intérét pour les chélateurs du cuivre est multiple. L'idée est
que le chélateur lie le cation métallique dans le systeme biolo-
gique et effectue ensuite I'action souhaitée. L'action recher-
chée peut étre I'excrétion de cuivre dans la maladie de Wilson
(MW), la privation de cuivre dans le cancer, ou la captation du
cuivre extracellulaire et son transport intracellulaire ou il est
libéré.

Dans tous les cas, la question de la sélectivité se pose, c'est-a-
dire que le chélateur ne cible que le cuivre et non les autres
ions métalliques essentiels, principalement le Zn(ll), le Fe(lI/Il1),
etc. La question du ciblage de Cu(l) ou Cu(ll) est également
cruciale en raison de leur chimie de coordination différente,
et donc de la conception appropriée du chélateur.

On peut citer 'exemple de la triéthylénetétramine (également
appelée TETA, trientine ou triene), un ligand bien adapté au
Cu(ll) car il répond au type de ligand préféré (azote), a la
géométrie (plan carré) et posséde des cycles de coordination
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Exemples Affinité Echange de(s) Stabilité dans le milieu biologique
ligand(s) (plasma, cytosol, etc.)
Monodentate Bas Rapide Dissociation presque complete
Bidentate 1:1et1:2 Phen Souvent dissociation d’au moins
un ligand
Un complexe ternaire peut étre formé
Tridentate 1:1 PyTSC Les ligands les plus forts peuvent étre
1:2 ou un ligand stables
externe
Tétradentate/ou plus | Souvent sphére bisTSC Souvent stable
de coordination
saturée
Haut Lente

Tableau Il - Classification des ligands.

5 6
4 7
X4 MY
2 N N=g

Phenanthroline
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HN-N N-NH
ﬁN—(\
bis-thiosemicabazone (bTSC)
gtsm: Ry, = H, (1;3"‘ =CH, pyridine-thiosemicarbazone (PyTSC)
atsm: Ry, 34=CH;y
0 0]
S ©
NH HN CuH 11 N7 N\ S
\ P Mo
NH, // \ o
S S
Trietylentetraamine (trientine) Cu(II)-Elesclomol Tertathiomolybdate

Figure 2 - Ligands discutés et complexes Cu-L.

a cing chainons favorisés (tableau | et figure 2). L'inadaptation
aux autres ions métalliques présents, en particulier Zn(ll), est
tout aussi importante pour la sélectivité. Zn(ll) préfere le
tétraedre dans un complexe de coordinence 4. En effet, la
trientine présente une forte sélectivité pour Cu(ll) par rapport
a Zn(ll) ou Fe(lll), les métaux de bloc d les plus abondants aux
endroits les plus oxydants chez ’homme. Cependant, dans les
organismes ou le nickel est un métal essentiel, la sélectivité
devient plus difficile, car Ni(ll) peut aussi adopter favorable-
ment une géométrie plan carré. La liaison sélective de Cu(l)
semble se produire pour MoS42‘.

- Maladie de Wilson (MW) : des chélateurs puissants (Cu(l) ou
Cu(ll)) sont nécessaires pour lier I'exces de cuivre car I'affinité
de I'élément pour des biomolécules, comme le gluthation
(GSH) ou I'albumine sérique humaine, méme a des concentra-
tions de I'ordre du millimolaire, est forte. De plus, les compo-
sés ne doivent pas étre redox actifs car ils pourraient produire
des espéces réactives de 'oxygene (ROS). Les classes A ou D
du tableau Il semblent étre les plus appropriées. Une évacua-
tion efficace du corps est également nécessaire.

- Maladie d’Alzheimer (MA) : dans la MA, I'approche consiste
souvent a éliminer le Cu(ll) de I'amyloide-béta de maniére
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sélective, pour former un complexe extracellulaire stable sans
activité redox afin d’éviter les ROS. Le complexe doit ensuite
passer la membrane vers le cytosol et étre réduit par la forte
teneur en thiol, du Cu(ll) en Cu(l), qui est ensuite libéré. Ce sont
les caractéristiques classiques des complexes de la classe B, et
un exemple de ces chélateurs est le ligand gtsm (tableau Il). La
classe A pourrait étre utile en raison de leur libération tres
lente. Les composés de classe D (chélateurs forts de Cu(l)) sont
également étudiés, sur la base du raisonnement selon lequel
il se peut que le Cu(l) soit également lié a I'amyloide-béta,
au moins pendant le cycle redox conduisant aux ROS.

- Cancer : des stratégies consistent a séquestrer le cuivre intra-
ou extracellulaire avec des chélateurs de Cu(l) ou Cu(ll) tres
puissants et sélectifs. Il peut étre intéressant de noter que les
complexes Cu-L formés dans les cellules cancéreuses ou a
proximité sont redox actifs et produisent des ROS pour tuer les
cellules cancéreuses. Par conséquent, toutes les classes
peuvent étre utiles, tant que la sélectivité des composés du
cuivre pour les cellules cancéreuses par rapport aux cellules
saines est élevée.

- Capteurs pour Cu(l) et Cu(ll) : la détection des changements
dans les concentrations de cuivre est un outil trés approprié
pour comprendre le métabolisme de cet élément. Comme les
concentrations de cuivre sont relativement faibles, la lumines-
cence (fluorescence ou phosphorescence) est souvent utilisée
pour la détection en raison de sa grande sensibilité. De tels
capteurs nécessitent plusieurs propriétés dont les plus impor-
tantes sont la sélectivité pour le Cu(l) ou le Cu(ll), une affinité
pour entrer en compétition avec les molécules natives de
liaison au cuivre, et une cinétique suffisamment rapide. Il sagit
donc classiquement de la classe A pour Cu(ll) et de la classe D
pour Cu(l), avec une forte affinité (le plus souvent 4 ou plus)
pour étre compétitif [8].

Complexes de Cu (Cu-L)

- Maladie de Menkes (MM) : I'objectif des travaux menés sur la
maladie de Menkes est d’amener le cuivre dans les organes, et
plus précisément dans les cellules et leurs compartiments
(réticulum endoplasmique ou mitochondries). On recherche
donc un Cu(ll)-L perméable a la membrane, qui soit stable
dans le sang (pas de dissociation ou de transmétallation) et qui
ne libere que lentement le Cu(l) en intracellulaire. Les compo-
sés de la classe B semblent les plus adaptés et en effet,
I'élesclomol, un chélateur de ce type, a montré des résultats
prometteurs chez des souris modeles [9].

- Cancer : les complexes de cuivre qui montrent une sélectivité
contre le cancer sont souvent congus pour activer I'O, afin de
produire des ROS et/ou de dégrader ’ADN/ARN, les protéines...
Le processus se fait en général via un mécanisme redox actif
(activation de I'O,) et non par hydrolyse. Ce sont les caractéris-
tiques des composés de classe C.

- Bactéries : les composés classiques sont les classes B
perméables aux cellules, qui conduisent a I'accumulation
de cuivre intracellulaire. La classe C est également utilisée,
mais la contribution de l'activité redox n’est pas claire. Il
semble que la production directe de ROS cytosolique ne soit
pas un mécanisme majeur et que l'agrégation de protéines
induite par le cuivre soit importante [10]. La production de
ROS pourrait étre encore le cas dans le périplasme dans des
conditions aérobies. Contrairement aux applications dans les
maladies humaines, ou la libération lente de cuivre peut étre
un avantage, dans les bactéries, il semble qu’une libération
trop lente ne soit pas souhaitée, car le Cu-L peut étre expulsé
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plus rapidement. C'est le cas de Cu-atsm (classe A), qui est
moins toxique que Cu-gtsm (classe B).

Les interdits de I'aire de jeux:
incompatibilité entre I'activité redox et la stabilité ?

Nos travaux plus récents suggérent qu’il y a une incompatibi-
lité entre le fait d’avoir un complexe Cu-L efficace pour I'activa-
tion redox du dioxygene d'une part et la stabilité contre la
dissociation d'autre part [10]. C'est certainement un probléme
a résoudre dans le cytosol ou le noyau riches en thiols. Il est
possible de fabriquer des Cu-L stables qui résistent a la disso-
ciation par les thiols. lls doivent appartenir soit a la classe A,
c'est-a-dire qu'ils stabilisent tellement I'état Cu(ll) que les
thiols ne sont pas capables de le réduire, soit a la classe D, et
dans ce cas, ils ont une affinité au Cu(l) supérieure aux
protéines capables de lier facilement le Cu(l) (chaperons ou
métallothionéines). Cette affinité peut étre mesurée par la
constante de dissociation, Kd', qui permet d'évaluer et de
hiérarchiser la force des interactions entre biomolécules, ici
estimée alogKd de-16a-20 (a pH 74).

Mais ce sont les complexes Cu-L de classe C qui sont, de par
leurs propriétés redox actives, des activateurs de dioxygene
efficaces. Cette classe évolue facilement entre les états redox,
car la coordination est adaptée aux deux degrés d’oxydation,
Cu(l) et Cu(ll). Mais cela a un prix a payer, car la chimie de
coordination est tellement différente pour Cu(l) et Cu(ll) que
cette coordination est un compromis, et donc les affinités sont
plus faibles pour chaque état redox par rapport aux ligands
optimisés pour un seul état). Or plusieurs protéines sont tout
a fait optimisées pour la liaison de Cu(l) dans le cytosol. En
conclusion, parce quelles peuvent effectuer un cycle redox
efficace, les classes C sont rapidement réduites en Cu(l), puis
le Cu(l) est transféré aux protéines de plus haute affinité
(chaperons ou métallothionéines) [10].

Au niveau extracellulaire, la compétition se situe au niveau du
Cu(ll), et les protéines se liant facilement au Cu(ll) (albumine
sérique humaine, HSA), elles ont une affinité plus faible par
rapport a l'intracellulaire (log Kd’ ~ 13). 1l devrait donc étre plus
facile d’obtenir un complexe Cu-L redox actif efficace, mais
cela reste un défi. L'une des raisons est la concentration trés
élevée (~ 0,6 mM) de HSA dans le sang [8].

Existe-t-il une solution? L'une d’elles consiste a regarder
comment la nature s'y prend. Par exemple, la superoxyde
dismutase Cu/Zn, SOD1 est une enzyme a cuivre redox active,
présente dans le cytosol au niveau intracellulaire. La clé ici est
I'inertie du composé Cu-L. Le cuivre est incorporé pendant le
repliement et, une fois le repliement terminé, la structure de la
protéine est encore stabilisée par une liaison disulfure. De
plus, le substrat O, est trés petit et il n'y a qu’un canal étroit
pour que le substrat atteigne le site du cuivre. Cela entrave
I'approche de concurrents pour la fixation du cuivre, tels que
les thiols ou les protéines. Comme indiqué ci-dessus, le trans-
fert de cuivre entre molécules biologiques fonctionne via un
mécanisme associatif. Une solution serait donc de fabriquer
des complexes Cu-L trés encombrés stériquement, mais cela
pourrait n’étre valable que pour de trés petits substrats.

Une autre solution pourrait étre de trouver un compromis
entre la stabilité et l'activité, c’est-a-dire un complexe de
cuivre qui n'est que légérement actif du point de vue redox
(par exemple, de classe B et non C), mais qui présente une
stabilité suffisante contre la dissociation [11]. Une activité plus
faible peut étre suffisante a I'échelle du temps biologique,
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en particulier lorsque I'activité redox est exercée dans le bon
compartiment et/ou la bonne molécule cible. Une telle
solution nécessite une localisation précise et/ou une interac-
tion sélective avec la cible recherchée (par exemple, la peroxy-
dation des lipides insaturés dans les membranes).

En conclusion, une meilleure compréhension de la chimie de
coordination du cuivre, du réle des chélateurs et des proces-
sus d’oxydo-réduction, en considérant la richesse des milieux
biologiques notamment en thiol, est essentielle pour conce-
voir de nouvelles molécules dont les propriétés thérapeu-
tiques devraient se révéler fructueuses pour essayer de traiter
efficacement des pathologies lourdes et complexes.

L’auteur remercie tous les collaborateurs actuels et anciens, les membres
du groupe, les étudiants et les collégues pour toutes les interactions,
l'aide et les collaborations sans lesquelles I'article n’aurait pas été
possible, ainsi que les agences de financement (icFRC, IDEX Strasbourg,
ANR, USIAS).

e compromis dans Phen (phénanthroline) est basé sur le fait que ce ligand est seulement
bidentate. Ainsi la complexation par deux Phen permet I'adaptation a Cu(l) et Cu(ll) (figure 2)
par un mouvement de deux Phen entre les deux géométries. Mais I'effet chélate est beaucoup
plus faible comparé a un ligand avec une denticité supérieure, et donc ces complexes se
dissocient souvent (au moins un Phen) dans des systémes biologiques. Les ligands tétradentés
profiteraient pleinement de I'effet chélate, mais la géométrie devrait étre un compromis
(entre plan carré et tétraédrique), ce qui diminue I'affinité par rapport a une géométrie
optimisée (une géométrie de compromis est trouvée dans les cupredoxines/centres Cu de
type |. Ces complexes sont stables contre la dissociation, car une protéine entiére contribue
a stabiliser la liaison Cu sur le plan thermodynamique et cinétique.
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