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Le fer joue un réle vital cans I'ensemble du régne vivant

Transport, stockage et activation de [oxygene
Réduction des nucleotides et de lazote
Transport délectrons



Le fer est abondant dans la croiite terrestre
(deuxieme élement apres I'aluminium)

DE FORTES CONCENRATIONS DU FER FERREUX SOLUBLE ETATENT
~-DISPONIBLES DANS LE}\]VIRONNEMENT DEPOURVU 'OXYGENE
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Les premiers ages de la vie ont utilisé le fer (II)



L’APPARITION DES ALGUES BLEUES (BACTERIES
PHOTOSYNTHTIQUES) QUI ONT CONVERTI L'EAU EN OXYGENE A
ENTRAINE L'OXIDATION DU FER FERREUX EN FER FERRIQUE
INSOLUBLE
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L’ARRIVEE DE O2 FUT UN EVENEMENT FATAL
A LA PLUPART DES ORGANISMES VIVANTS



Réponse évolutionnaire : les microorganismes ont synthétisé
les siderophores (chélateurs du fer (III)) pour la solubilisation
du fer et la nutrition cellulaire
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LE FER EST INDISPENSABLE A LA VIE ... MATIS LE FER EST TOXIQUE !
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Des thérapeuthiques chélatrice sont utilisé



Utilisations cliniques des chélateurs du fer

® Hémochromatose

® Thalassémie

®» Effets antiprolifératifs (inhibition de RNR)

® Thérapeutique antioxydante
®» Malaria

® Antibiothérapie (vecteur)



Quel role pour les chimistes ?

Complexes des Chélateurs du fer pour la nutrition végétale
Chélateurs du fer pour traiter les surcharges
Outils pour I'étude du métabolisme du fer



Une approche classique : « O-TRENSOX STORY »

En 1995, nous avons décrit O-TRENSOX, un nouveau chélateur
aux propriétés prometteuses

(J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,9760)
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O-TRENSOX

TRENDROX (tris hydroxamate) : PFe - 278

DESFERAL (tris hydroxamate) : PFe III= 26.6

-Le complexe ferrique de O-TRENSOX n'est pas photoréduit
-Le complexe ferreux de O-TRENSOX ne catalyse pas la réaction de Fenton



FeIII-O-TRENSOX est apte a prévenir ou traiter la chlorose
(Biochem. J. 1995, 312,879)
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O-TRENSOX montre une protection cellulaire par mobilisation
du fer (hepatocytes de rats (in vitro and in vivo)

(Biochem Pharmacol. 1998, 55, 1797)

O-TRENSOX est doué d'effets antiprolifératifs
(European J. Pharmacol 2006, Biometals 2006)



Sélectivité de la complexation envers les
ions métalliques d'interét biologique
(J. Inorg. Biochem. 2002)

pFe(lll) pFe(l) pCu(ll) pzZn(ll) pCa(ll) pAI(lll)
29.5 17.9 22.8 21.7 7.2 19.9

A pH physiologique, O-TRENSOX complexe Fe3* tres sélectivement



Etudes cinétiques de la dissociation de Fe(III)-O-TRENSOX

Par protonation (hydrolyse acide)
(Inorg. Chem. 1997)

étape 1 : perte de l'un des 3 bras bidentates (2 protons ajoutés) k > 5000 M-1s-!

étape 2 : un des 2 bras restant passe en coordination salicylate
(protonation de l'azote pyridinique (k = 723 M-1.s1))

étape 3 : le dernier bras passe en coordination salicylate (k = 5.56 M-1.s1)

Le fer n'est pas “relaché" a pH 2
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(In
org. Chem. 1999)












Partant des propriétés prometteuses de O-TRENSOX,

Comment moduler le ligand, pour en améliorer les capacités ?

Premiere approche:
Modification de la sphér'e de coordination
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Modulation de la complexation en fonction du pH par
des ligands mixtes

Etudes préliminaires : Le ligand TRENCAMS
(Inorg. Chem. Acta 1999)
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TRENCAMS est le chélateur
synthetique le plus puissant
i dans la zone pH:7.4 -9
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O-TRENSOX est le plus puissant
Dans la zone pH : 3-7




Des ligands mixtesimpliquant des sous-unités catécholate et
hydroxyquinolinate ont été préparés pour une forte chélation sur toute

la gamme de pH
(Eur. J. Inorg. Chem. 2003)
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Les ligands mixtes sont des chélateurs plus puissants
que ceux a bras identiques



Dépendnce au pH de pFe(III)
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Cat a pH<5 (plus basse
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IRON EXCHANGE PROCESS BETWEEN TWO CHELATORS : a ternary complex ?
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Ternary complex B

Circles : bidentate hydroxyquinolinate subunits
Squares : bidentate catecholate subunits
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Deuxieme approche: Modification de |'espaceur
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Une nouvelle famille possédant la shére de coordination de
O-TRENSOX greffée sur une chaine de POE
(Chem Eur. J 2002)
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La valeur similaire de P pour un ligand libre donné
et pour son complexe ferrigue, indique que seule la chaine
de POE, controle la balance hydrophilie/lipophilie



Thérapeutique chélatrice (Biochem. Pharmacol. 2001)

=> Mobilisation du fer d'hepatocytes de rats
(in collaboration with RR Crichton, G Lescoat and coll.)

O-TRENSOX and Cox 750 donnent les mémes résultats
= Effets antiprolifératifs

O-TRENSOX et Cox 750 donnent les mémes résultats

Les résultats biologiques ne sont pas corrélés avec les
coefficients de partage

Leur rdle souvent affirmé en thérapeutique chélatrice
ou en nutrition ferrique doit €tre remis en question



Nouveaux outils chimiques pour |'€tude du métabolisme du fer

Sonde Radioactive Sonde "Spin labeled” Sonde fluorescente Electrode Selective
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Approche nouvelle de l'assimilation ou de la capture du fer :
Quand les chimistes miment le phytoplancton

L'incorporation dans des vésicules est couremment utilisée par
les pharmacologistes pour permettre la distribution de médicaments
hydrophiles

Une molécule active, capable de "s'autoassembler” en aggrégats
nanostructurés ou en vesicules peut €tre une élégante réponse
au probléme de sa distribution dans un organisme vivant

-.Nature did it !



La faible concentration du fer pres de la surface des
océans (from 20 pM to 1 nM) limite la croissance du
phytoplancton

La faible biodisponibilité de Fe dans les océans par rapport
aux besoins des microorganismes marins pose question
concernant les mécanismes utilisés par ces organismes
pour acquérir le fer



Des sidérophores amphiphiles ont été découverts chez

des bactéries marines
(A. BUTLER et al. Science, 2000)
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Queue "acide gras”

-marinobactines chez Marinobacter
-aquachelines chez Halomonas
aquamarina

Téte peptidique
' qui coordine Fe(IIT)




Marinobactines and aquachelines sont hydrophiles

Leur nature amphiphile induit la formation de structures
autoassemblées

-Les ligands libres ont des CMC basses (from 25 to 150uM)

-Les complexes ferriques sont également tensio-actifs
avec des CMC plus élevées

La formation de particules sphériques (diametres de 140 a 180 nm)
a été mise en évidence (dynamic light scattering) pour les complexes
alors que les ligands libres sont limités a des micelles.



La microscopie cryoélectronique (solutions 2 mM des complexes)
a mis en évidence la formation de vésicules sphériques polydispersés
(50 a 200 nm)

Fe(III)-marinobactin D vesicles



Mimes des siderophores des bactéries marines
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Propriétés tensio-actives
apH=8.4,CMC<10°M;apH=7.4,CMC< 10> M

Les triscatécholates ferriques sont triplement
chargés



Microscopie cryoélectronique pour Fe-LT (pH 7.2-7.4 ; 1.25x103 M)

Particules sphériques (100 a 300 nm)



« Dynamic light-scattering »

Complexe Taille des particules
FelLT, 10*M MopsMeOH (99/1) 230 nm
Fel ,°, 10*M MopsMeOH (99/1) 100 nm
FelL ., 10*“M Mops/MeOH (99/1) 130 nm

Tampon Mops : pH 7.2-7.4




Cryoelectron micrograph
MOPS / MeOH (95/5) for

= :
Felb, 14103 M he same with



Mimes des sidérophores marins

(Angew Chem 2005)

Fe(III)-marinobactin D vesicles Fe(TII)-L,P vesicles



cl Outils pour I'étude des vésicules

O N O

La microscopie de fluorescence met en évidence
des particules fluorescentes seulement pour les complexes
ferriques

(non observées avec les complexes de sodium)

La complexation du fer n'éteint pas la fluorescence






Complexation de Fe3*




Propriétés amphiphiles

CMCpH74 ligand:1,6 103 M complexe : 1,1 104 M

Cryo- Microscopie (cryoTEM)

Conditions : Fe/LS10 1/3 ¢ ¢0=2.5*103M ¢(,=8.3*10*M
tfampon MOPS (0.1M) pH=7 .4

Taille des particules = 4,2 nm









conclusions :

Un «piege a fer » pour les océans qui peut -étre
comparé d une « ferritine externe »



Nutrition ferrique par les chélateurs amphiphiles
pour Erwinia chrysanthemi,
Une bactérie pathogéne (Gram-négative) pour les plantes

Haute affinité (sidérophores)
Induit en cas de manque de fer
2 systemes d'acquisition

Basse affinité (utilisé quand le milieu
contient assez de fer pour réprimer le
systeme de transport “haute affinité")

En cas de déficience en fer, E. chrysanthemi synthétise 2 sidérophores,
la chrysobactine (monocatécholate ; pFe= 17.1) et I'achromobactine
(produite seulement quand la synthése de la chrysobactine est réprimée)

Outil: - souche sauvage
- chrysobactine-acromobactine mutant négatif
- chrysobactine -achromobactine-tonB mutant négatif
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0.5a 50 pM de complexe ferrique sont ajoutés au milieu de culture
au début de la carence en fer
La nutrition est suivie via la DO de l'absorbtion a 600 nm



Effet des aggrégats de fer sur

la %roissance de E. chrysanthemi 3937
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Time (hours)

Effect sur la croissance de
E. chrysanthemi 3937 acs cbs

2

OD 600 nm
H

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Time (hours)

Effet sur la croissance de
E. chrysanthemi 3937 acs cbs tonB

2

OD 600 nm
H
(]

0

T T 1
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Time (hours)
—@— no addition

—®— +C12

—®— + tripode

Conclusions :

- les aggrégats permettent la nutrition

- C12 est meilleur que le tripode

- la voie naturelle des siderophores

est utilisée si elle est préservee

- la nutrition reste possible en son absence




~ 70-75% du transport du fer implique les recepteurs TonB-
dependants Fct and/or 88Da avec Cbu de la membrane interne

Fe-chrysobactin Fe-achromobactin ferrichrome inorganic Fe ?
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Fig (%) Systéme detransport de Fer chez Erwinia

Pour les 25-30% restant, on peut supposer que les aggrégats
Fusionnent avec la membrane, relarguant le fer dans

le periplasme puis utilisent Yfe pour l'internaliser

(Yfe n'est pas TonB dependant)
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E. chrysanthemi 3937 Fe(L"), fig. (a),
Fe-Trensox, fig. (b).

L'assimilation du fer est meilleure a partir des aggrégats



Etudes en cours

Chélation du fer d'organismes vivants
par les chélateurs amphiphiles
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Autres etudes en cours : Une stratégie nouvelle en
antibiothérapie ?

« The Trojan horse strategy »

receptor

Ferri ——/_ Antibiotics
siderophore
membrane 1

"siderophore-antibiotics conjugated :

Ferrisiderophorj




Une nouvelle stratégie en antibiotherapie ?

Leurres sélectifs pour une bactérie ciblée

Premiers fravaux : E. Coli qui comporte un récepteur selectifde
I enterobactine

Trislactone bacbone :preorganiztion

NXL I Amide function : recognition
OH /\|/OH HO
o \/LOH o

\

Catechol:chelating subunitsbacteria




Phosphore et bore forcent |'entérobactine dans la conformation de
son complexe ferrique




Chimie Biomimétique
(J.L. PIERRE)

O-TRENSOX et dérivés Vésicules %

Paul BARET Mariana APOSTOL
Claude BEGUIN Paul BARET
Fr‘édér‘ic BIASO Lucie BEDNAROVA
Catherine CARIS Guy SERRATRICE
Didier GAUDE
Giselle GELLON
Daniel IMBERT Collaborations :
Guy SERRATRICE Dominique EXPERT (INRA, Paris)
Fabrice THOMAS Marie-José STEBE (Nancy)
Jacques DESBRIERES (Grenoble)
Jean-Luc PUTAUX (Grenoble)
Collaborations :
Anne-Marie ALBRECHT(Strasbourg)
Robert R. CRICHTON (Louvain la Neuve) Remerciements pour discussions :
Jean-Pierre LAULHERE (Grenoble) Alvin CRUMBLISS (Durham, USA)
Gérard LESCOAT (Rennes) Alison BUTLER (Santa Barbara, USA)

Marc FONTECAVE (Grenoble)









