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La chimie bioinorganique s'intéresse aux systemes métalliques dans les environnements biologiques, avec le
double objectif de mieux comprendre ces systémes naturels et d'exploiter les solutions développées au cours
de I'évolution pour concevoir de nouvelles applications industrielles ou thérapeutiques. Tres liée a la
métallomique, elle pose les principes fondamentaux d'études des systémes métalliques dans le vivant : cela met
en jeu des questions complexes qui permettent une mise en perspective féconde.

En effet, les systémes biologiques peuvent étre source d'inspiration. Des complexes de bas poids moléculaires
reproduisant l'activité des superoxyde dismutases (SOD), dits « mimes de SOD », peuvent ainsi étre développés
comme antioxydants. Pour les tester en contexte cellulaire, il faut perturber suffisamment les cellules pour
enregistrer un effet, mais pas trop pour pouvoir induire, avec ces mimes de SOD, un retour a la normale. Sur des
cellules de I'épithélium intestinal, I'inflammation induite par du lipopolysaccharide bactérien (LPS) est médiée par
le stress oxydant qui intervient aux temps courts (15 minutes). La co-incubation de mimes de SOD avec le LPS
permet de limiter les effets, a la fois le stress oxydant aux temps courts et les modifications du protéome aux temps
plus longs (6 heures). Ces considérations visent a illustrer I'étendue de la chémobiologie inorganique, de la mise
en perspective des concepts fondamentaux aux applications potentielles.

Chimie bioinorganique, chémobiologie inorganique, antioxydants, essais cellulaires, stress oxydant,
controle du potentiel redox.

Bioinorganic chemistry and inorganic chemical biology: metal complexes in a cellular context. History,
issues and example of manganese antioxidant complexes, from design to study in a biological environment
Bioinorganic chemistry focuses on metallic systems in biological environments, with the dual aim of better
understanding these natural systems and exploiting the solutions developed during evolution to design new
industrial or therapeutic applications. Closely related to metallomics, it lays down the fundamental principles for
studying metal systems in living organisms, raising complex questions that provide a fruitful perspective.
Indeed, biological systems can be a source of inspiration: to design antioxidant molecules, low molecular weight
complexes reproducing the activity of superoxide dismutases (SOD), commonly called “SOD mimics”, can be
designed. To test them in a cellular context, the cells must be disrupted enough to record an effect, but not too
much to allow a return to normal in the presence of these mimics. Intestinal epithelial cells can be challenged using
lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammation, which is mediated by oxidative stress, shown to occur in the
short term (15 minutes). Co-incubation of SOD mimics with LPS limits both the effects of short-term oxidative
stress and changes in the proteome over longer periods (6 hours). These considerations aim to illustrate the
scope of inorganic chemobiology, from fundamental concepts to potential applications.

Bioinorganic chemistry, inorganic chemical biology, antioxidants, cell assay, oxidative stress, control
of redox potential.
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uand on parle de chimie du vivant, on pense sucres,
Q protéines, lipides, acide désoxyribonucléique (ADN),
vitamines... et on oublie souvent I'importance des cations
métalliques. lls constituent un paradoxe car ils sont a la fois
toxiques et indispensables a la vie. Présents en toutes petites
quantités, classés dans les oligoéléments, ils interviennent
dans les processus les plus essentiels du vivant : la nature les
a sélectionnés pour les mettre au cceur de la vie. S'ils sont utili-
sés depuis des siecles comme médicaments, la découverte de
leur réle naturel date de la fin du xix€ siécle (pour un apercu
plus complet de ces aspects historiques, voir [1]).

La chimie bioinorganique : une chimére féconde

La chimie bioinorganique vise a comprendre et a maitriser
les molécules inorganiques au sein du vivant, qu’elles soient
endogénes (métalloprotéines par exemple) ou exogénes
(métallodrogues par exemple). Il s’agit, d’'une part, d’expliquer
le mode de fonctionnement de ces molécules et, d'autre part,
de préparer des composés synthétiques présentant une acti-
vité biologique. Ces composés peuvent étre des systemes sans
équivalent endogéne mais susceptibles de jouer un réle en
milieu biologique (comme le cis-Pt ou les agents de contraste)
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ou étre inspirés de molécules biologiques et reproduire une
activité présentant un intérét industriel ou thérapeutique
(on les dira alors bioinspirés [2-4]).

Des cations métalliques comme ceux du zinc, du fer, du
magnésium, du mercure ou de l'or sont utilisés dans la
pharmacopée depuis des siécles. Cependant, la reconnais-
sance d'un role physiologique endogéne pour les espéces
inorganiques est beaucoup plus récente. Il faut ainsi atten-
dre la fin du xix€ siécle pour que le fer soit identifié comme
un métal essentiel a la vie, parce que présent au cceur de
I'hémoglobine. Il a été difficile de concevoir les métaux
comme des constituants endogénes du monde vivant. En
effet, alors que la chimie organique, ou chimie des corps
organisés, est étymologiquement celle de la matiere issue
du vivant, la chimie inorganique (ou minérale) est celle de
I'inanimé. Jules Raulin, collaborateur de Louis Pasteur a
I'Ecole normale supérieure (ENS) et travaillant sur les milieux
minimaux pour la croissance des microorganismes, montre
en 1869 que les ions Zn(ll) sont indispensables a la croissance
d'Aspergillus niger : 'idée qu’un cation métallique est essentiel
a la vie émerge ainsi. L'importance de cette découverte est
reconnue immédiatement par les physiologistes des plantes
et les bactériologistes du xix® siécle, mais négligée par les
nutrionnistes animaux. Et ce n'est qu’a partir du second quart
du xx€ siécle que I'essentialité des cations métalliques chez les
organismes vivants en général, et chez 'homme en particu-
lier, est envisagée comme une question sensée et qu’elle
est progressivement établie pour différents cations et pour
différentes especes (pour plus de détails et les références
originales de ces travaux, voir [1]).
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Une fois I'implication d’entités inorganiques endogénes ou
exogénes mise en évidence, il fallait comprendre comment
fonctionnent ces entités : un nouveau champ du savoir allait
pouvoir se constituer. La chimie bioinorganique est ainsi née
au confluent de la chimie inorganique, de la chimie physique,
de la biochimie et de la biophysique dans le courant de la
décennie 1970. S'il y avait auparavant des références a des
complexes d'intérét biologique, elles se systématisent alors
pour peu a peu s’organiser en un theme de recherche indépen-
dant. La chimie bioinorganique est indiscutablement une
discipline a part entiére a partir de 1983, date de la premiere
session de I'ICBIC (International Conference in Biological
Inorganic Chemistry), et en 1995 est fondée une société
savante qui lui est propre : la SBIC (Society of Biological Inorga-
nic Chemistry)(” [1]. Il faut noter qu'il y a eu des structurations
locales a la période ou la SBIC a vu le jour, et notamment
le réseau SAMBAS (Sites Actifs Métalliques en Biologie et
Analogues Synthétiques) en France, fondé en 1987, et qui
prendra diverses formes pour devenir le FrenchBIC? en 2015
[1]. Il est amusant de noter qu’aprés la naissance de la disci-
pline a I'ENS avec Jules Raulin, on retrouve a I'ENS au début des
années 1980 un certain nombre de ceux qui compteront pour
structurer ce champ et qui essaimeront en France - on pense
a lIsabelle Artaud, Jean-Claude Chottard, Marc Fontecave,
Jean-Pierre Mahy, Daniel Mansuy ou Marius Réglier.

Un corpus pluridisciplinaire
pour une chimie inventive

L'étude des métallobiomolécules est le lieu d'un partage des
compétences entre biochimistes, biophysiciens, chimistes,
physico-chimistes, inorganiciens et, plus récemment, biolo-
gistes cellulaires et chimistes théoriciens. La chimie, par ses
formalismes et ses outils d’'étude des relations structures-
propriétés et des phénomenes dynamiques, est ici incontour-
nable. En retour, elle a beaucoup a gagner a l'étude de
ces systémes, la nature constituant un réservoir sans cesse
renouvelé de défis et d'idées pour le chimiste [1,5]. Une
des contributions de la chimie passe par la synthése et
I'étude de complexes de métaux de transition a activité
biologique. Deux types de démarches, non exclusives, se
distinguentici [1,2,4].

Une premiere démarche peut étre dite informative : il s'agit de
mieux décrire et mieux comprendre les métallobiomolécules
et leurs mécanismes d'action. L'étude de systemes artificiels
« simplifiés », en d'autres termes des complexes métalliques
de bas poids moléculaire, présente un intérét parce qu'ils sont
susceptibles de variations synthétiques systématiques plus
aisées que les métallobiomolécules. On peut ainsi identifier
des signatures spectrales qui peuvent ensuite étre retrouvées
dans les systémes naturels. Contrairement aux métallopro-
téines, ils sont de plus manipulables en solvants organiques,
qui restent fluides a des températures plus basses que I'eau,
ce qui permet la caractérisation d'espéeces fugaces (adduits
métal-peroxyde par exemple).

Souvent, dans les métallobiomolécules, les cations métal-
liques se trouvent dans un environnement non usuel imposé
par la matrice protéique. Il peut s'agir d'une coordinence
basse, difficilement accessible dans des systemes de petite
taille et non contraints, ou le solvant viendra souvent complé-
ter la sphére de coordination. Il peut s'agir aussi d’'une
géométrie distordue, c’est-a-dire non contrélée par la configu-
ration d" du cation métallique et induisant des propriétés
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inhabituelles (signatures spectrales, potentiel redox, inertie/
labilité substitutionnelle...). Les écarts a la géométrie idéa-
le de ces structures s'accompagnent d’'une déstabilisation
qui est responsable de la réactivité du site: on parle d'état
entatique [1,6-11]. Reproduire de tels environnements distor-
dus et activés en concevant des ligands contraints est un défi
pour le chimiste [6,7,9,10,12].

Les activités des métalloenzymes (comme celles des enzymes
en général) sont souvent a forte valeur ajoutée (fonctionnali-
sation d'alcanes [13], production d’hydrogéne et d’oxygéne,
réduction du CO, [14], conversions d’énergie [15], contréle du
stress oxydant [16-18], etc.) et le chimiste peut y trouver une
source d’inspiration [2,14] pour concevoir des entités métal-
liques ou plus largement des molécules, a propriétés contro-
lées, d’intérét industriel ou pharmaceutique. C'est la le second
type de démarche, dite fonctionnelle, ciblant I'activité [2,12].
Il ne s'agit nullement de chercher de maniére illusoire a
simplement copier la structure d’un site actif, mais bien plus
d’arriver a se forger de nouvelles intuitions, par I'étude et la
compréhension des mécanismes sélectionnés au cours d'un
lent processus d'évolution, sur la maniere dont ces systémes
fonctionnent, et d'en tirer une inspiration pour imaginer des
catalyseurs, des moyens de stocker de I'énergie ou de la trans-
férer efficacement... Fort de cette nouvelle dimension de
réflexion, le chimiste bioinorganicien peut alors construire des
entités de réactivité controlée, par exemple des catalyseurs
efficaces ou des protéines modifiées d'activité détournée.

Des questionnements nouveaux

Ces derniéres décennies, les centres d’intéréts en chimie
bioinorganique étaient tournés vers la caractérisation a
I'échelle moléculaire des mécanismes biochimiques impli-
quant des métallobiomolécules, avec une focalisation sur la
mise en évidence d'espéces fugaces, isolées et caractérisées
spectroscopiquement ou par cristallisation a basses tempéra-
tures [19-21] ou stabilisées par des environnements fortement

encombrés [22]. Les premiers succés en termes d'identifica-
tion d'intermédiaires ont été obtenus sur les hémoprotéines,
avec la caractérisation d’espéces Fe'-0-07, FeY=0 ou
FeV=0® sur des métalloporphyrines synthétiques, puis sur les
enzymes héminiques elles-mémes, ou le fer est au sein d’'une
porphyrine ou héme [13,23]. Des analyses similaires sur des
systemes non héminiques, ou la sphéere de coordination du
centre métallique est assurée par la protéine (aminoacides
et parfois amides), ont amené a la caractérisation d'especes
analogues [24,25].

Depuis le début du xxi€ siécle, il y a eu des changements
d'échelle progressifs, a plusieurs niveaux. D'une part, les
complexes métalliques de bas poids moléculaire sont incorpo-
rés dans des matrices destinées a moduler leur activité
(des argiles ou des zéolites [26], des anticorps [27], des
polypeptides structurés ou maquettes [28], des protéines [29],
de I'ADN [29]...). D’autre part, l'organisation des systémes
biologiques a des échelles mésoscopiques est de plus
en plus étudiée, y compris en ce qui concerne la maniere
dont les cations s’y distribuent [30] : compartimentalisation
d’'entités au sein de vésicules, des organites, organisation
des complexes enzymatiques (ou métalloenzymatiques) dans
les membranes, flux de protons ou d'électrons a travers les
membranes d'un compartiment cellulaire a l'autre (avec la
question de leur couplage), flux de cations métalliques a
I'extérieur d'une cellule... Ces effets de compartimentalisa-
tion sont clés. lls conduisent par exemple, a des effets de
concentration locale permettant la sélection métallique de
cations d'affinité faible, comme cela a été décrit pour favoriser
la métallation préférentielle d'une protéine par Mn(ll) au lieu
de Cu(ll/1), en dépit d’'une affinité plus faible de Mn(ll) [31].

Le développement de la chimie inorganique médicinale
a aussi amené les chimistes bioinorganiciens a se poser des
questions a des échelles de plus en plus intégrées. Les
propriétés pharmacologiques d’'une molécule dépendent
étroitement de ses capacités a atteindre sa cible. Doit étre
posée dés lors la question de la pénétration cellulaire des

Controle des potentiels redox des cations métalliques au sein des métalloprotéines
et des complexes de bas poids moléculaires [41]

n+1)+/Mn+

Les potentiels redox des couples M sont modulés par les premiére et seconde sphéres de coordination de I'ion métallique.

- D'une part, le potentiel est contrélé par la nature des bases de Lewis coordonnées via les effets électroniques. Les base de Lewis plus
électrodonneuses (S, O > N, substitution de ligands comme la pyridine par des groupements donneurs [42]...) abaisseront le potentiel redox
en augmentant la densité électronique sur le centre métallique (au sein des métalloprotéines : S et O des cystéine, méthionine, aspartate,
glutamate et N de I'histidine ou, dans une moindre mesure, des arginine, amidate de la chaine polypeptidique).

- D'autre part, I'état de protonation des bases de Lewis coordonnées, facilement modulable par des réseaux de liaisons hydrogéne dans
les protéines, joue un role important : plus le ligand est négatif, plus les états métalliques de haut degré d'oxydation seront facilement
obtenus, et plus le potentiel redox sera faible. C'est le cas par exemple au site actif des SOD, ou le ligand H,0 coordonné peut se déprotoner
en HO, stabilisant le degré redox Ill (Fe, Mn) au détriment de degré Il et abaissant ainsi le potentiel redox. Ce phénomeéne est associé a un
processus dans lequel les transferts de protons et d'électrons sont couplés (PCET), avec un controle strict du réseau de liaisons hydrogéne
s'étendant a la deuxieme sphere de coordination [43].

- Enfin, la géométrie imposée a I'ion métallique est également une autre source possible de contréle du potentiel redox. Comme le
décrivent les manuels de chimie inorganique, un état redox et une configuration d" spécifiques d'un ion métallique sont généralement
associés a une géométrie préférentielle. Cette relation peut étre inversée : en effet, si un ligand contraint impose une géométrie spécifique
a un cation métallique, il peut controler le potentiel redox des couples ou il intervient. Ce contréle géométrique du potentiel redox a été
décrit dans le cas des complexes contraints Cu(ll)/Cu(l) [9] et Mn(l1l)/Mn(ll) [44,45], ou I'un des cations (Cu(l) d"%ouMn(ll) d® (S=5/2)) n'a pas
de préférence électronique structurale (énergie de stabilisation du champ de ligand, ESCL, nulle) et I'autre (Cu(ll) d® ou Mn(lll) d% subit
I'effet Jahn-Teller avec une préférence pour une géométrie axiale distordue [46,47]. Alors, un ligand imposant une distorsion axiale stabilisera
I'état Mn(lll) ou Cu(ll) par rapport a I'état Mn(ll) ou Cu(l) [44,45], ce qui correspond dans les deux cas a une diminution du potentiel redox.
C'est une des origines de I'entaticité des sites actifs métalliques au sein des métalloprotéines [8] ou la matrice protéique peut stabiliser
des états redox inhabituels.
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complexes et des complexants, mais aussi celle du ciblage
vers un récepteur, un type cellulaire, un tissu donné ou celle de
leur biodisponibilité. En découle la problématique de la détec-
tion des complexes et de leur cartographie a l'intérieur de la
cellule, mais aussi celle de la détermination de la spéciation
in vivo ou in-cells® des espéces métalliques — qu’elles soient
endogénes ou exogenes - et de leur flux [32]. Les ligands, au-
dela des controles sur le potentiel redox (voir encadré p. 15), sur
la labilité substitutionnelle et, plus généralement, sur la réacti-
vité, peuvent, par des fonctionnalisations adaptées, modifier
la biodisponibilité (orale, systémique), permettre le ciblage,
ladétection... Aujourd’hui, les complexes métalliques, au-dela
de leur activité biologique potentielle, sont aussi mis a profit
pour la détection (on peut penser aux complexes servant
d'agents de contraste [33] ou a l'utilisation de marqueurs
organométalliques [34]), pour la délivrance de petites
molécules (CO, NO...) ou dans la conception de prodrogues
(utilisation des changements de coordinence avec le degré
redox pour concevoir des complexes métalliques protégeant
par coordination une molécule bioactive, puis la libérant
dans le milieu cellulaire réducteur [35]).

Chimie bioinorganique et métallomique

Ces questions, qui sont au cceur de la chimie bioinorganique,
recoupent largement le champ de la métallomique, un
domaine défini en 2004 par Hiroki Haraguchi [36], aprés
que le terme « métallome » a été inventé par Robert Williams
en 2001 [37]. La métallomique est un champ qui étudie les
cations métalliques dans les systémes biologiques [38], mais
elle peut s'étendre a leur suivi dans I'environnement ou dans
les objets d’art (caractérisation des pigments dans les
peintures par exemple [39]). D'une certaine maniére, la chimie
bioinorganique, telle que définie au début de cet article,

fournit bon nombre des principes fondamentaux et des
connaissances sur lesquels s’appuie la métallomique pour
ses analyses en contextes biologiques (pour plus de détails
sur ces questions, voir [1]).

Dans L’Actualité Chimique de novembre-décembre 2024%),
le FrenchBIC, réseau francais de chimie bioinorganique, avait
dressé un panorama des enjeux contemporains et des théma-
tiques étudiées en France. Nous allons profiter du présent
article pour approfondir un des sujets que nous développons
a I'Ecole normale supérieure (ENS-PSL).

Un exemple d’approche biomimétique :
mimes d’enzymes antioxydantes, de la conception
aux études en conditions biologiques

Parmi les espéces réactives du dioxygéne (ERO), naturellement
produites lors de la respiration cellulaire, on note le supe-
roxyde, premier maillon dans la chaine de réductions mono-
électroniques séquentielles du dioxygene. Les superoxyde
dismutases (SOD) sont des métalloenzymes de protection
cellulaire contre le stress oxydant. Elles peuvent étre a Cu(ll/I)
(avec ou sans Zn(l1)), Fe(lll/N), Mn(lll/l) ou Ni(lll/I) [16]. Elles
accélérent la dismutation du superoxyde (figure 1b) de
maniére extraordinairement efficace, a une cinétique simple-
ment limitée par la diffusion.

Cette catalyse est principalement controlée par les propriétés
redox du centre métallique. Celles intrinséques des couples
métalliques concernés (Fe(lll)/Fe(ll), Mn(l11)/Mn(l), Cu(ll)/Cu(l),
Ni(lll)/Ni(ll)) couvrent une large gamme de potentiels.
Pourtant, les SOD, qu’elles soient a Fe, Mn, Cu ou Ni, présen-
tent un potentiel redox similaire et, de maniére remarquable,
c'est le potentiel optimal pour la dismutation de l'anion
superoxyde (E® = 0,36 V/NHE) (figure 1a). Cette convergence
souligne le fait que le potentiel redox est fortement controlé

E (V) vs NHE
A
i i o) g [
0.97 02._ +e— +2H* H,0,
08 _1
06 _|
CuSOD Human: +0.36
0.4 CuSOD bovine: +0.32

Eopt 0.36 MnSQOD Escherichia coli: +0.31

FeSQOD Escherichia coli: +0.28

FeSOD Pseudomonas ovalis: +0.23

02+e_ 02_

des deux couples du superoxyde indiqués a pH7)

NiSOD Streptomyces coelicolor: +0.29

MnSOD Bacillus stearothermophilus :

@ Potentiels redox : couples impliquant le superoxyde, SOD de
différentes origines, E,,, potentiel optimal pour la dismutation
(“mid point potential”, ou “point milieu”, entre les potentiels

20, +2H* 0, + H,0, 3)

Kspont. pH 7 = 4 10% mol-'Ls"!

(1)

>
N~

+0.26 H,0, — % 2H*
M = Cu(Zn), Fe, Mn, Ni
Keativnsopy= 10° mol-'Ls™
(2) ® Dismutation du superoxyde et mécanisme

simplifié de sa catalyse redox

H,0, + M™* HO— + HO® + M)+ (4)
@® Réaction de Fenton

Figure 1 - Les superoxyde dismutases accélérent la dismutation du superoxyde suivant la réaction (3) ((1) et (2) étant les demi-équations correspondantes et kg, o7, la constante de
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dismutation spontanée a pH 7). (4) : Réaction de Fonten.
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Figure 2 - Mimes de SOD bioinspirés du site actif de la MnSOD. (a) Structure des ligands ; (b) site actif de la MnSOD mitochondriale humaine (G.E. Borgstahl et al., Cell, 1992, 171, p. 120) ;

(c) structures des complexes de Mn dérivés de Mn1.

au sein des SOD, certainement optimisé par des millénaires
d’évolution qui ont ciselé 'apoprotéine (enveloppe protéique
sans le centre métallique), ajustant ce potentiel pour I'activité
SOD. Cela indique au chimiste une cible physico-chimique
dans le cadre d'une approche biomimétique de conception
de catalyseurs reproduisant cette activité [32,40] (pour le
contréle des potentiels redox, voir encadré p. 15).

Inspirés par la structure bipyramidale MnHis3Asp1 du site actif
de la MnSOD (figure 2), nous avons concu une série de
complexes MnN3O avec O d'un carboxylato, comme dans
I'aspartate (Asp), et nous avons modifié pas a pas la structure
du ligand pour améliorer I'activité SOD [32]. Par itérations
successives, nous avons testé différentes bases de Lewis et
montré expérimentalement qu’un phénolato, utilisé a la place
de carboxylate de I'Asp, permet de s'approcher du potentiel
redox optimal pour I'activité SOD [44]. Au lieu de I'amine tripo-
dale choisie initialement pour émuler la structure trigonale
autour du centre métallique, un 1,2-diaminoéthane a été
introduit [48]. Il en résulte un complexe de Mn(ll) plus stable
(denticité plus élevée) avec un potentiel redox proche de la
valeur optimale pour I'activité SOD et une position de modula-
rité (@amine secondaire et possibilité de fonctionnalisation par
un groupement R, voir figure 2).

L'activité intrinséque peut étre mesurée par la cinétique de
dismutation du superoxyde suivant différentes méthodes:
radiolyse pulsée pour produire le superoxyde et cinétique
rapide [49], ajout de superoxyde (KO,) couplé a des méthodes
cinétiques de flux stoppé (stopped-flow) [50,51] ou production
du superoxyde en un flux lent et évaluation de la cinétique
par compétition avec un rapporteur coloré [41,48]. Au sein
de la série présentée dans la figure 2, cette activité intrinsé-
que corréle, comme attendu, avec le potentiel redox (figure 3),
avec une amélioration de la cinétique quand le potentiel
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Figure 3 - Corrélation entre le pic anodique du couple Mn(lll)/Mn(ll) et I'activité SOD
intrinséque (k. de dismutation du superoxyde en molL”'s™"): on note une amélioration
de la cinétique lorsque le pic anodique se rapproche du potentiel optimal (0,12 V/SCE).

du couple Mn(Ill)/Mn(ll) se rapproche du potentiel optimal de
catalyse de dismutation du superoxyde [2,32,44].

Pourquoi le choix du manganeése,
et quels sont les défis posés par ce cation ?

Le cation métallique Mn(ll) présente I'avantage d'étre moins
toxique que ceux du cuivre et du fer qui, a I'état réduit (Cu(l),
Fe(ll)) tels quon les trouve intracellulairement, peuvent
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donner lieu a la réaction de Fenton (figure 1c, p. 16). Cette
réaction génére, a partir du peroxyde d’hydrogéne moins
toxique, le radical hydroxyle HO®, trés réactif (cinétique de
réaction uniqguement limitée par la diffusion) et délétere
(abstraction de proton sur la premiére cible rencontrée apres
formation). L'ion Mn(ll) ne donne pas lieu a cette réactivité, en
raison du potentiel redox plus élevé que pour Cu et Fe pour les
couples ou il est impliqué. Lors de la métabolisation d'une
métallodrogue, I'une des premieres étapes est le relargage
du centre métallique. Les ions fer et cuivre relargués dans
un contexte de stress oxydant risquent d’amplifier ce stress
via la réaction de Fenton. Cest la raison pour laquelle,
depuis le début du xxi€ siécle, les études a visée thérapeutique
se concentrent sur le développement de complexes a Mn
[18,40]. Un point d’achoppement pour les applications biolo-
giques est que Mn(ll), en tant qu’ion de configuration d°
sans énergie de stabilisation ligand-champ, présente des
constantes d'association faibles dans la série d'lIrving et
Williams [52], c’est-a-dire pour des ligands flexibles (sans
contrainte de taille ou géométrique pour la coordination du
cation métallique). Toutefois, dans les systemes biologiques,
les ligands endogénes, en concurrence pour la liaison de
Mn(ll), ont également des constantes d’association faibles
pour ce cation, plus faibles que pour les ions du cuivre notam-
ment. C'est également la raison pour laquelle Mn(ll) est I'un
des ions métalliques les plus biodisponibles [53] (pool faible-
ment lié estimé de I'ordre de 10™ M [53] contre 107'° M pour
Cu [54,55]). Dans ce contexte, il faut garder a l'esprit que
méme si les milieux biologiques regorgent d'ions métalliques,
le réservoir faiblement li¢, de cations autres que Mn(ll),
pouvant s’échanger avec un centre Mn(ll) d'un mime de SOD
est beaucoup moins abondant que celui de Mn(ll). Pour ces
deux raisons, les critéres relatifs a la constante d'association
pour l'usage d’'un complexe en milieu biologique sont parado-
xalement moins drastiques pour Mn(ll) que pour d’autres
cations métalliques [32,56]. Pour expliciter ce paradoxe,
imaginons un match de football avec une équipe « ligands »
constituée de ligands endogenes trés ajustés et tres affins
pour des cations métalliques spécifiques (Cu, Zn) et une
équipe « cations métalliques » avec Cu(ll/l), Zn(ll) qui donnent
des complexes stables et Mn(ll) qui donne des complexes
moins stables. Les meilleures recrues de la premiére équipe
(les ligands endogénes plus affins) « marquent » les meilleurs
éléments de I'équipe adverse (coordonnent les cations qui
donnent les complexes les plus stables) [57]. Ce qui reste,
ce sont les ligands moins affins (comme le ligand des mimes
de SOD présentés dans cette section) et les cations comme
Mn(l1).

Lorsque nous avons cherché a caractériser les mimes de SOD
a Mn dans les systémes cellulaires, nous avions des doutes sur
la possibilité d'identifier les structures complexées [L(Mn')]™*
dans le milieu cellulaire complexe en raison de la faible stabi-
lité et de la labilité des complexes de Mn(ll). Nous y sommes
arrivés par spectrométrie de masse (MS) [56,58] et, dans les cas
des systémes les plus labiles, par une technique de masse
couplée a la mobilité ionique (IMS-MS) [59]. Cette technique
trés efficace consiste a séparer les ions dans un champ
électrique en fonction de leurs charge et poids (m/z), mais
aussi de leurs forme et taille. Elle implique le mouvement
d'ions sous un champ électrique, avec un flux de gaz neutre
qui pousse (ou, selon les systemes expérimentaux, retient) les
molécules en fonction de leur section efficace de collision CCS
(pour cross collision section, en A%), comme le vent pousse
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un bateau en fonction de sa voilure. L'IMS-MS est suffisam-
ment résolue pour distinguer des complexes de bas poids
moléculaires (ca. 500) avec des cations de rayons ioniques
proches (Mn(ll), Zn(ll), Cu(ll), Co(ll), Ni(ll) notamment) [59]. La
présence de complexes de Mn(ll) dans les contenus cellulai-
res complexes, identifiée sans ambiguité par ces techniques
d’analyse moléculaire, est due a ce paradoxe décrit plus haut
qui permet dans un mélange complexe (ligands endogenes,
cations métalliques) de favoriser des édifices L-Mn(ll) qui, en
présence uniquement de cations comme le cuivre ou le zinc,
auraient été échangés mais ne le sont pas totalement du
moins en milieu biologique complexe.

Ces échanges métalliques et la labilité des complexes de Mn(ll)
restent cependant un point faible et nous avons notamment
montré que 'activité biologique de ces complexes est perdue
a faible concentration d‘incubation [58,60]. Pour tenter d'y
remédier, nous avons cherché a limiter cette labilité. On sait
que les échanges métalliques requiérent la « respiration » du
ligand: la coordination est un repliement du ligand qui
enserre le centre métallique, et le relargage implique que le
ligand soit capable de s’ouvrir pour libérer le cation. Il a été
montré, notamment dans le contexte du développement
d’agents de contraste pour I'imagerie par résonance magné-
tique (IRM) a base de Mn(ll) [61], que larigidification du ligand,
si elle est réalisée de maniére a contraindre la structure
chélatante sans I'empécher (c’est-a-dire en gardant l'ajuste-
ment - ou fit - métal-ligand [6]), permet d’améliorer l'inertie
vis-a-vis de I'échange métallique, c'est-a-dire de limiter les
échanges. En introduisant un cyclohexyle dans la plateforme
1,2-diaminoéthane (figure 2, p. 17), nous avons pu limiter
drastiquement ces échanges métalliques et améliorer la
bioactivité a de basses concentrations d’incubation [58].

Pourquoi et comment étudier ces mimes de SOD
en contexte biologique ?

Les milieux biologiques sont loin d’étre des milieux idéaux [62]
et leurs propriétés physico-chimiques peuvent influencer
fortement les réactivités et réactions effectivement observées.
La nature réductrice du milieu intérieur des cellules, sa visco-
sité élevée, son surpeuplement moléculaire (ou overcrowding),
sa teneur élevée en bases de Lewis et en ions métalliques [63]
ou l'existence de compartiments (voir également [64] pour un
film simulant un voyage a l'intérieur de la cellule), peuvent
avoir un impact sur la cinétique et la thermodynamique et
donc sur la réactivité in-cells [1]. Pour cela, et aussi en raison
des phénomeénes d’échange mentionnés plus haut, qui sont
largement imprévisibles dans le contexte biologique tres
intriqué, il est important d’aller au-dela de la caractérisation
de l'activité intrinséque (hors de tout contexte cellulaire) et
d’évaluer I'activité directement sur des modéles cellulaires.

La plupart des médicaments doivent leur effet a une
toxicité ciblée (anticancéreux, antibactériens...), qui est le
cceur de la plupart des tests biologiques. Le cas des antioxy-
dants est différent: on ne cherche pas une toxicité, mais
a restaurer une « vie normale » au sein de cellules ou elle a été
compromise. Pour les tester, il faut perturber les cellules
suffisamment pour espérer voir quelque chose, mais pas trop
pour pouvoir enregistrer un retour a la normale.

De nombreux essais biologiques ont été mis au point et
décrits pour caractériser l'activité antioxydante des mimes
de SOD, depuis les sondes fluorescentes [65] jusqu’aux
organismes déficients en SOD [66]. Nous nous sommes
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Figure4-Représentation schématique des résultats de I'analyse protéomique/redoxomique de'effet du lipopolysaccharide (LPS) et de sa co-incubation avec Mn1 sur les HT29-MD2 (S0D2 = SOD
a Mn mitochondriale, LCN2 : lipocaline 2, IL-8 : interleukine 8).

Dans le cadre vert (temps court, typiquement 15-30 minutes), on a représenté graphiquement les variations de quantités de cystéines oxydées réversiblement (SOx) par rapport au temps T0
(sans activation par le LPS) sur I'ensemble du protéome (chaque ligne horizontale du rectangle noir représente un peptide quantifié en masse).

Dans le cadre bleu (temps longs, typiquement 3 a 6 h) sont représentés les volcanaplots des niveaux des protéines identifiées, comparés au niveau au temps T0 (basal, sans activation). lls
indiquent, surla droite, les protéines dont le niveau est augmenté par rapport au niveau basal (sur-représentées) et, sur la gauche, les protéines sous—représentées(ﬁ) (surI'axe des ordonnées :
|a significativité statistique du résultat augmente vers le haut). Les points bleus représentent les protéines les plus affectées par le LPS (on a identifié dans la figure le point SOD2 ou SOD a Mn
etLCN2 :lipocaline 2, connue pour étre surexprimée dans les MICI). On voit que dans le cas d'une co-incubation LPS Min1 (en bas), I'essentiel des points bleus se trouve vers le centre du volcanoplot,
C'est-a-dire a une valeur plus proche de la valeur TO que pour I'incubation LPS (en haut).

Les traits courbes terminés par une barre perpendiculaire indiquent une inhibition. C'est une notation classique en biochimie. Par exemple, dans ce qu’on a appelé le cycle anti-inflammatoire

vertueux, la SOD2 (a I'origine de la courbe) inhibe le stress oxydant (du cté de la barre perpendiculaire).

Figure réalisée avec I'aide de S. Demignot et G. Chiappetta (travail décrit dans [69]).

intéressés a I'étude des antioxydants a base de métaux
dans le contexte des maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI) car le stress oxydant est connu pour jouer
un role dans leur déclenchement [67]. Pour cela, nous avons
développé trois modeles cellulaires pour évaluer les bioactivi-
tés des mimes de SOD [60], que nous avons discutés en détail
dans un article récent [18]. L'un de ces modéles utilise des
cellules épithéliales intestinales rendues trés sensibles au
lipopolysaccharide bactérien (LPS, cellules HT29-MD?2).

Nous travaillons sur une lignée de cellules issue de I'épithé-
lium intestinal (figure 4). Il s'agit de la lignée notée HT29-MD2,
développée par I'équipe de Philippe Seksik a I'hépital Saint-
Antoine, qui réagit en présence de LPS en induisant une forte
inflammation. Cette inflammation peut étre mesurée par
exemple par la libération d'interleukine 8 (IL8), mais aussi
par l'expression de la cyclooxygénase 2 (COX2) a 6 heures
de stimulation par le LPS [68]. Elle est médiée par le stress
oxydant. Elle s'accompagne en effet d'une augmentation
du niveau en MnSOD mitochondriale (aux temps longs,
4 a6 heures) etd'une translocation de la CuSOD a la mitochon-
drie (aux temps courts, 15 minutes) [69]. Nous interprétons
ceci comme le résultat d’'une rétroaction cellulaire liée a une
augmentation du superoxyde mitochondrial [56,58,70]: le
superoxyde étant augmenté a la mitochondrie, la cellule
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pour maintenir I'équilibre redox (homéostasie redox) produit
plus de SOD dans cette organelle et transloque celle du
cytosol (CuSOD) vers la mitochondrie. Nous avons notamment
montré récemment, par une étude en redoxomique sur ce
modeéle, que le stress oxydant, mesuré par le taux d’oxydation
réversible des cystéines (S-S dont S-GSH, SNO, SOH...) sur tout
le protéome, précéde la réaction inflammatoire [69]. De
maniére intéressante, une co-incubation LPS-Mn1 (figure 2,
p. 17) limite I'ensemble de ces effets, avec un stress oxydant
plus faible et un retour vers le niveau basal de la quasi-totalité
des protéines affectées (notamment sur-exprimées ou sous-
exprimées) en présence de LPS.

Peut-on utiliser directement Mn1 pour contréler les situations
de crise dans les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin ? A priori pas par voie orale, car l'acidité stomachale
conduirait a la décoordination du Mn(ll), détruisant le
complexe actif comme mime de SOD. Cependant, Mn1 a une
activité antiinflammatoire dans un modele de colite murin
quand il est administré dans un milieu tamponné et adminis-
tré par gavage a la base de I'estomac (peu applicable en théra-
pie humaine) [56]. Trés récemment, nous avons montré que
les dérivés plus inertes en série cyclohexyle (figure 2) et proté-
gés par une enveloppe de bactéries utilisées dans I'alimenta-
tion sont efficaces par voie orale [71].
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« Les métaux et la vie », Vincent Godard - Studium, DR.

La chimie bioinorganique, grande oubliée

de la chémobiologie, un champ particuliérement
dynamique pour résoudre les questions
contemporaines clés, de la chimie thérapeutique
a la transition énergétique

Les métaux, méme s'ils sont souvent les grands oubliés dans
la description des phénomenes biologiques, sont des consti-
tuants essentiels du vivant. La majorité des biomolécules et
des molécules bioactives possedent des bases de Lewis dans
leur structure. Les cations peuvent s’y coordonner, changeant
les propriétés électrostatiques de ces molécules et, partant,
leur réactivité, potentiellement de maniére transitoire mais
bien réelle. Ainsi, pour comprendre le réle de la plupart des
biomolécules ou le mode d’action des médicaments, il est
essentiel de prendre en compte ces interactions. Plus généra-
lement, les cations métalliques, au site actif des métallopro-
téines ou en tant que charges labiles, sont des partenaires
importants dans le controle des processus biologiques les
plus fondamentaux et des états cellulaires. Si les concepts de
chimie, que ce soit en thermodynamique ou en cinétique par
exemple, sont centraux pour comprendre la biologie, inverse-
ment, l'interrogation des systemes biologiques nous améne
a réfléchir sur notre compréhension traditionnelle de ces
concepts et principes physico-chimiques. Ainsi le champ de
la chimie bioinorganique est-il le théatre d'un va-et-vient
de tous les instants entre grands domaines (chimie, biologie,
analyse, méthodes physiques...). D'une certaine maniere,
c’est comme si la tension entre «bio» et «inorganique »,
ancrée dans son nom méme, était précisément ce qui rend ce
domaine si intéressant a explorer. A travers I'exemple de la
conception et de I'étude de mimes de SOD, nous avons
cherché aillustrer la démarche bioinspirée en chimie bioinor-
ganique et a souligner comment, partant d’'une question
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conceptuelle de reproduction de l'activité d’'une métallo-
enzyme, on peut étre amené a développer des molécules a
visée thérapeutique et des outils d’études en contexte cellu-
laire pour révéler leur intérét. Les enseignements de la chimie
bioinorganique ne sont pas seulement théoriques et les
systémes biologiques peuvent étre sources d’inspiration pour
résoudre les grands problemes contemporains, en matiere
d’énergie, de santé...
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G entité Fe"-0-0 est nommée communément fer(lll)-peroxo, la version protonée Fell_0-0H,
fer(Ill)-hydroperoxo, et les Fe=0, fer-oxo. Cependant, la nomenclature IUPAC recommande les
noms suivants :

Fell_0-0" - fer(ll1)-peroxyde ou fer(ll)-dioxyde ;

Fell_0—0H: fer(Ill)-dioxydanido ou fer(lll)-(hydrogéne(peroxyde)) ;

Fe=0: fer-oxydo, mais cette nomenclature reste peu utilisée par rapport aux noms communs
donnés plus haut.

®Nous suggérons de préférer les expressions «dans les cellules» ou «intracellulaire »
a «in cellulo ». Si I'on souhaite utiliser le latin, il convient de dire «in cellulam » ou «in cellam »
(de cella, ae, piéce, grenier, et cellula, ae, petite piece), «in cellulo» n'étant pas une expression
existant en latin. On peut aussi utiliser la locution anglaise in-cells.
(5)https://new.societechimiquedefrance.fr/numero/n499—novembre—decembre—2024

©)yne augmentation du niveau d’une protéine (sur-représentation) dans un compartiment
cellulaire peut étre due a une surexpression (surproduction par la cellule), a une translocation d’une
organelle vers une autre, & une diminution de sa dégradation, suite & un stimulus par exemple.
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