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Présentation
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applications en biologie
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SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 2



Présentation

SyMMES

Systemes Moléculaires et nanoMatériaux pour 'Energie et la Santé

Physique Chimie Biologie

Unité Mixte de Recherche (UMR 5819)

UNIVERSITE
' Grenoble
4 Alpes

Instituts de Physique Direction de la Recherche Pble CBS et PEM
et de Chimie Fondamentale

- \Q
SyYMME

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 3

W



Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

e - il
FrencnBIC __Shgs
Bio-Inorganique
?

Complexes inorganiques en lien avec la biologie
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

; Des métaux trés nombreux et
.‘ aux propriétés trés variées...
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux physiologiques

Sodium (Na*) 105 g
Potassium (K*) 140¢g
Composition pour une Calcium (Ca?*) 1050¢g

personne Vanadium 0,02¢g
de ~ 70 kg .
Manganese 0,02¢g
Fer 4,2 g Biominéralisation des os
Cuivre 0,11g et des dents
Zinc 2,3g Hydroxyapatites

Ca,o(PO,)s(OH),
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux physiologiques
Nat K* Mg2+ caZ+

Respect de I'équilibre de charge entre

Milieu extracellulaire

[Na*]=145 mM

. ) [K*]=5 mM
le milieu extracellulaire 3Na

TR

2K

r".
F
f
I
- L

le milieu intracellulaire
[Ma*]=12 mM

[K*]=150 mM
|I- RégU|ati0n du pH (tranSfert de H+) Milieu infracellulaire

Contraction musculaire (Ca?*, Na* et K*)
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux physiologiques
Zn2+

Réle structural dans les protéines a doigt de zinc
(~ 10% de toutes les protéines humaines)

Feuillet 8

= |nteraction
avec ADN...

Il

Hélice o Activation de
processus
biologiques
MQ) Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 8
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux physiologiques
“rédox”
Oscillation entre deux états rédox

= centres actifs dans les métallo-enzymes

Fe3+/|:e2+ Cu2+/Cu+

= Réactivité
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux physiologiques
“rédox”

Fe3*/Fe**

hémoglobine

4 chaines /
polypeptidiques
= Transport de

+ I’loxygéne

4 groupes
hemes

~ 0™ “oH o
PM ~ 65000

OH
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux toxiques

Mercure (Hg) = hydrargisme

Hg(CH,;),
—
~—
Organomercures =
Formes trés toxiques
(plus lipophiles)

HgOqu Hg2+ thH;

Hg(NO,), utilisé pour traiter les peaux des
chapeaux

= chapelier fou de Lewis Carroll

Plomb (Pb) = saturnisme

Tuyauteries de distribution de I'eau potable

Uranium (U) = roches granitiques

= industrie nucléaire ﬁ

Plutonium (Pu) = industrie nucléaire

, Etc...
Minamata : Rejet de méthylmercure au
Japon en 1956
o//\
Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 11
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux médicaments

Lithium (Li) = Antidépresseur Argent (Ag) = Antimicrobien
Antifongique

Cl//,,,' ‘\\\\NH3

Platine (Pt = Anticancéreux Pt Le Cis-Pt se lie a ’'ADN
(Pt cl”” ““NH,

1978 aux Etats-Unis et en 1983 en France

Recherche d’agents
anticancéreux plus
sélectifs et
n’induisant pas de
résistance




Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux médicaments

Gadolinium (Gd) = Agents de contraste pour I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)

Perturbateur du signal magnétique

Mn2* Fe3+
1t Composés paramagnétiques M
S=5/2 S=5/2
Gd3
RERRAN
S = 7/2
g 'ion Gd3* Chélates de Gd3* { @ /E\k °é308°:i0
x est toxique tres stables HoN,
GdDTPA(HﬁO)Z GADOTA(H,0Y

Q)
SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 13




Introduction : la chimie bio-inorganique

Quel réle pour les métaux dans le vivant?

Métaux médicaments

Gadolinium (Gd) = Agents de contraste pour I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM)

Recherche de
nouveaux agents non
toxiques, plus
efficaces, ciblés

Sans AC Avec AC

A
SyYMME
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Modéliser les Sondes a base de
protéines meétaux
Comprendre le role des i.e. complexes de Gd3*

metaux dans le vivant pour I'IRM
(interactions, réactivite) Diagnostic médical
Chimie
Bio-inorganique
?

Comprendre et Complexes bio-
combattre la toxicité INSpirés
Agents decorporants des Activation de petites

metaux pour la molecules (i.e. pour la
détoxification conversion du CO,)

Complexes inorganiques en lien avec la biologie

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Comportement des
meétaux dans le
vivant (physiologiques,
toxiques, médicaments)

Discipline a
I’interface
Chimie - Biologie

Chimie
Bio-inorganique
?
Spéciation
Forme du métal dans Le vivant
les conditions visées comme
(en biologie ou source d’inspiration

applications)

Complexes inorganiques en lien avec la biologie
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Théorie de Pearson

Configuration . Y g
& Dur/mou/intermédiaire

8 clectronique Ligands préférés (O, N, S) ?
Propriétés du
Degré d’oxydation cation Géomeétrie
Ca?* Fe3* métallique visé
b @ s
Hg?*
Chimie de coordination
o//\
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Introduction : la chimie bio-inorganique

0. > S
N Wl
SR T TR X0 X
o & B D " X /
H Ny H y
Polyaminocarboxylates

Blpyrldme
_ _ 2

OH,

H2Offh,v, I \“\OH2
Porphyrine

H,0" | NoH, o Py OH

OH, OH o

Eau

Complexe métallique

Ligand = molécule interagissant avec I'ion métallique

Chimie de coordination

L N\Q)
SyYMME
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Introduction : la chimie bio-inorganique

Anions Cations compétiteurs

X- @

Vivant

Milieu complexe Molecules

X- biologiques M
Solvant
~ENQ) Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 19
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Grandes lignes de |la conférence

= Introduction : la chimie bio-inorganique

= Approches « peptides »
» Protéines et peptides naturels
» Bio-mimétisme
» Pré-organisation

= Toxicité de l'uranium et protéines cibles
» Compréhension de la toxicité chimique
» |dentification des sites de liaison dans le vivant

= Chélation du cuivre et maladie de Wilson
> Mimer les sites a cuivre
» Concevoir des chélateurs pour traiter la maladie de Wilson

A

SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Macromolécule biologique constituée d’une ou plusieurs chaines
polypeptidiques

Acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques

Rl
: | =
+ )\ —_— : N COOH
H,N . \/

COOH H,N

R

A

Acides aminés naturels de configuration,L = =s=s=se- i R

H,N COOH

Chaine peptidique
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Les briques élémentaires sont les acides aminés

cp®e 0 ®

COOH HoN COOH HoN COOH H,N COOH HoN COOH HoN COOH
acide aspartique acide glutamique  asparagine glutamine lysine tyrosine
Asp Glu Asn GIn Lys Tyr

Chaine latérale "dure"

T

R

PN

H,N~ “COOH

acide aminé

Chaine latérale Chaine latérale
Zn%, Cu® /E@ "intermédiaire" "molle" @ Hg?*, Cu*

H,N~ ~COOH H,N~ ~COOH H,N~ ~COOH
histidine cystéine méthionine
His Cys Met
SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 22



Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Eléments de structure dans les protéines

Pelotes statistiques

Organisation spatiale de la protéine

A
SYMMES

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands bio

logiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Protéines de plus petite taille

Existe-t-il des peptides naturels jouant un role biologique ?

Glutathion (GSH)
Tripeptide yGluCysGly

OH (o) 0) 0)
| l wv u Il H [l
0—C—CH—CHZ-CHZ—C—N—(II—C—N—CIH—C—OH
NH, cI:H2 H
SH
vGlu Cys Gly

~ 1 mM dans les cellules
Thiol = Réducteur [2 GSH = GS-SG +2 H* + 2 e7]

= Le milieu intracellulaire est donc réducteur
Interagit avec les ions métalliques mous

Le glutathion est un constituant essentiel des cellules ("tampon rédox")

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Protéines de plus petite taille

Existe-t-il des peptides naturels jouant un role biologique ?

Peptide Amyloide béta (AB)

40— 42 acides aminés
Produit dans le cerveau

Dépbt de plagues amyloides
= Signe caractéristique de la maladie d’Alzheimer

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Protéines de plus petite taille

Existe-t-il des peptides naturels jouant un réle biologique ?

Peptide Amyloide béta (AB)

1 10 20 30 40
D-A-E-F-R-H-D-S-G-Y-E-V-H-H-Q-K-L-V-F-F-A-E-D-V-G-S-N-K-G-A-I-I-G-L-M-V-G-G-V-V-I-A

hydrophile hydrophobe

D-A-E-F-R-H-D-5-G-Y-E-V-H-H-Q-K-L-V-F-F-A-E-D-V-G-5-N-K-G-A-I-1-G-L-M-V-G-G-V-V-I-A

AB,.,¢ = Peptide soluble qui Séquence hydrophobe =
interagit avec les ions métalliques responsable de I'agrégation
Zn2+’ cu2+' Cu+ o ~ Fibril Axis 7

~ I o ons B2

Structures en
feuillets 8

L N\Q)
SyYMME

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 oct 26
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Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Protéines de plus petite taille

Existe-t-il des peptides naturels jouant un réle biologique ?

Peptide Amyloide béta (AB)

10 20 30 40
D-A-E-F-R-H-D-S-G-Y—E-V—H-H-Q-K-L-V-F-F-A-E-D-V-G-S-N-K-G-A-I-I-G-L-M-V—G-G-V—V—I-A

hydrophile hydrophobe

Nombreux débats sur
le role et la toxicité
du peptide AB.
Ses interactions avec

les métaux...

W -
%S
2
m =
(g NP2

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 27



Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Mimes de protéines

y

Séquences linéaires extraites des protéines

¥ Zoom sur la boucle de liaison du Ca?* dans la calmoduline

o " | ;; '_h"

/':> Extraction d’une séquence de la protéine \
= Pas/peu de structure secondaire
= Ne mime pas toutes les interactions si sites distants
= Colit entropique élevée di a la réorganisation de |la
chaine peptidique lors de la complexation
\'=> Complexes peu stables a pH physiologique /

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 28



Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Mimes de protéines

y

Séquences "préorganisées "congues de novo

@ Ne sont pas extraites de la séquence de la protéine\

= Design permettant |la pré-orientation des chaines
latérales des acides aminés vers I'ion métallique

= Mime la forme liée de I'ion avec des acides aminés
bien choisis

= Plus grande affinité pour les ions métalliques si le
design est bien pensé et adapté aux propriétés de

\ coordination de l'ion /

"Peptide Design"

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 29



Approches « peptides »

Protéines = Ligands biologiques privilégiés des ions métalliques

Peptides = Mimes de protéines

<

Séquences "pré-organisées "congues de novo

Exploiter des structures particulieres...

Faisceau de triple hélice peptidique ; , 3 -
. p ; pep _ Insert/onﬂd une C)'/s.teme ... pour stabiliser
Maintenu par des interactions par chaine peptidique
faibles O=s des modes de
coordination
Pecoraro et al. inhabituelle
i.e. HgS;
Sy MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 30



Approches « peptides »

1¢re approche au SYMMES : plateforme peptidique pré-organisée

Coordination de I'ion
meétallique par 2
donneurs

2 chaines latérales
orientées surla -
“face inférieure”

Deux motifs xProGlyx as
inducteurs de coudes 3

mm) Feuillet § =)

Peluso, ChemBioChem, 2001
Boturyn, J. Pept. Sci., 2008

4 chaines latérales
= orientées sur la
“face supérieure”

Coordination de l’'ion
métallique par 4
donneurs

Pré-orientation des chaines
latérales des acides aminés

Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2011
Delangle, Dalton Trans., 2012

Ml ’"

Sy

(g NP2

Q
ME
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Approches « peptides »
2¢me gapproche au SYMMES : pseudopeptides
2-4 chaines latérales

orientées vers l'ion
métallique

b

o) Couplage peptidique
aa, aas Y entre les acides aminés
O 0 et la plate-forme
chimique

Plate-forme chimique pour
ancrer les acides aminés
4
Modulation du nombre de

donneurs potentiels Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2009

Vahrenkamp, Inorg. Chem. 2002 Delangle, Dalton Trans., 2012

SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 32



Approches « peptides »

Méthodologie

> Synthése de ligands de type peptides solubles dans 'eau Syntheése peptidique
Purification par HPLC

» Spéciation des complexes métalliques

* Quelles sont les especes formées? pH-métrie
« Constantes thermodynamiques d’équilibre UV/Fluo/CD
e Spéciation a pH physiologique Dosages

» Caractérisation des especes métalliques RMN en solution

* Structure du peptide Spectroscopie d’Absorption X
* Sphere de coordination du métal XANES - EXAFS

Eau
pH physiologique (pH = 7)
NaCl 0,16 mol.L?

w |
%S
2
m. s
(g N7

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 33



Approches « peptides »

Deux exemples de métaux tres différents étudiés au SyMMES

Uranium

Actinide

v

Toxicité chimique et
radiologique

Métal essentiel

v

Toxique si
dérégulé

Quelles sont les formes pertinentes
de ces métaux in vivo ?

Comment prendre en considération leurs propriétés de coordination ?

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 34
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Uranium = métal lourd
Element naturel de plus haut
numeéro atomique

4 5 6 7 11
VB VB VIB viB /— ﬁ B
48 5B 6B 78 1B
22 23 24 25 26 29

Tl Crt Mn® _EFe Co N| G

Titanium Ch E L Iron Cobalt Copper
4788 50942 51.9% 54938 55933 58933 %3 63.546

40 41 42 43 44 45 47

Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag

72 73 74 75 76

il ol o el call sl B 79Au

Hafnium & Rheni Osmium Iridium Platinum

17849 180948 18385 186.207 10023 19222 19508 49&957
104 105 106 107 108 110

R Db .S Bh Hs Mt Ds
Rumruf:mhm Bu;:;z'am Seal ] um Bohrium Hassium Mnml;‘r]mm Darmsradﬂum

Lanthanide v
Series

Actinide
Series

SyMME
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' Y] cibles

Energie nucléaire — actinides (U, Pu, Np, Am)

— Toxicité Radiologique et chimique A

RADIGNUCLEIDES)

Sources de contamination a I'uranium naturel Quels effets sur [evivant 2
(faiblement radioactif)
Mines d’uranium a ciel ouvert Exposition chronique
Uranium appauvri pour les applications militaires a des doses faibles
Utilisation extensive des engrais phosphatés d’uranium naturel

'

Toxicité chimique
del’'U?

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 37



Intoxication a 'uranium =2 La 1¢ cible est le sang

=>» Reins =>» Squelette osseux

3

Néphrotoxicité Accumulation sur le long terme
= Perturbation de I’'homéostasie des os
= Fragilisation des os

A l'échelle moléculaire ?

W -
%S
S
m =
(g N
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Quelle est la forme de l"uranium in vivo ?

u(Iny, U(Iv), U(v

®) Cation Dur ]
Interactions fortes avec

Vi I A
U"Y" dans le U2+ “ C a2+ des atomes d’oxygenes
cation uranyle || préférentiellement

O chargés négativement

Coordination dans le + Coordination
plan équatorial isotrope

UO,%* possede des propriétés de coordination trés spécifiques (2 groupes oxo)

= Coordination dans le plan équatorial par 4-6 donneurs

A
SyYMME

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 39
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les

Quelle est la forme de l"uranium in vivo ?

u(Iny, U(Iv), U(v

®) Cation Dur ]
Interactions fortes avec

Vi I A
U"Y" dans le U2+ “ C a2+ des atomes d’oxygenes
cation uranyle || préférentiellement

O chargés négativement

Autre différence importante = hydrolyse a des pH tres faibles

M2 + H,0 5 M(OH)* {H)

Acidité du cation métallique

pH > 3-4 oH > 11

L'hydrolyse de l'uranyle joue un role clé a pH physiologique

- \Q
SyYMME

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 40
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Uranium in vivo

Dans le sang, UO,?* est lié aux protéines plasmatiques :
= Albumine, Transferrine, Fétuine

1 .

La plus abondante Protéine impliguée dans la minéralisation des os
v Peu abondante mais tres forte affinité pour UO,**

Fixe Fe3*

100 1

Uranyl distribution in serum proteins

Arveseng, Anal. Chem., 2010 Basset, Chem. Res. Toxicol., 2012 Kazanecki, J. Cell. Biochem., 2007
| Vidaud, Chem. Res. Toxicol., 2005 Vidaud, Chem. Res. Toxicol., 2013 Qi, Metallomics, 2014

SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 41



Uranium in vivo

= Ostéopontine : protéine hyperphosphorylée exprimée dans les cellules osseuses

et impliquée dans I’"homéostasie des os.

fopog,z-

‘\C(‘,WLNPDPSQKQNLLAPQNAV ’ /
™ 25 SSEE}’
N,
? ) Q a0SAASHHS Aage, 5070,
NHf—lPVKQADSGi &p ® i j ?Omo 'f‘%
(7 2
-~
WP ? 2 a5
LEATEVETPYY, o 5 iﬁ Y, z-e
) a =} )
D\QAI!HJ),)IS), / 150 0< % 8—. = 5‘.
¥ s: Y [ g < 2 &
S <J10AAAS} apunar % S O ®
175 ONe
a¥ *
M cEDKH m DSA!SEVN—COO"
$ i *Q‘« edicted heli
g" ‘3275 (D predicted helix
: 250 dicted sh
g QNA‘P’ °'044 ASh “S']gosGlACIng J:\? P’edfc:"d Tl
% o Oé 7[4/03“ H'l'ﬂ\"s“:‘% ‘ ‘ predicted coi
7). Q_\} 200 o‘p V) i % b 3 ®  phosphorylation site
LN —;’} e %YS\ Q@  O-glycosylation site
'f‘of (,Q* A thrombin cleavage site
Verd ?
T QLDDQSAETHS ’ RGD integrin binding sequence

» Forte affinité pour l'uranyle

> Liée aux phosphorylations

» Cette protéine déstructurée
acquiert une structure lors
de la liaison de l'uranyle

Arveseng, Anal. Chem., 2010

Basset, Chem. Res. Toxicol., 2012
Vidaud, Chem. Res. Toxicol., 2005 Vidaud, Chem. Res. Toxicol., 2013

Kazanecki, J. Cell. Biochem., 2007
Qi, Metallomics, 2014

SyMMES
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les

Les sites de liaison de l'uranyle dans
les protéines sont inconnus !

Asp — Glu — Tyr — pSer — pThr

0
- 2.
_co0 ©/ _OPO;

Absence de structure de complexes d’uranyle sur les
protéines entieres

= Proposition de modeles simples des protéines cibles
pour caractériser les sites de liaison de UO,?*

A
SyYMME
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' dines cibles

Peptides
Biomimétiques liant
I'uranyle

\ 4

02 ) Séquences "pré-organisées "congues de novo 02 )
. || \L“ -
— || "~ Ftadaptées a la coordination de uranyle dans —% || & —

O le plan équatorial O

1¢re approche : plateforme peptidique pré-organisée

m) Quels acides aminés en position 1, 3, 6 et 8

|2+ ‘\\\\\
"X 'x pour coordonner l'uranyle ?
G|y10 FO/ 3\Pro4

| x mm) /nsertion d’un tryptophane en position 7 (acide
8\ /XG\ . s ,
Prog aminé fluorescent permettant de détecter la
formation des complexes)

M” j’

Sy M ES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 44



m) Quels acides aminés en position 1, 3, 6 et 8
pour coordonner l'uranyle ?

Acides aminés acides Acides aminés phosphorylés

Asp < “COOH pSer /\O/Pos"'z

Carboxylates Phosphates
(COO) (POs?)
. =3
Sm E§ Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 45



Est-ce que la coordination a bien lieu par les
4 chaines latérales dans le plan équatorial de

'uranyle ?
_-bSer< I
Gly R Arg/G " ~—pro
Prototype peptide pS, pS
- - /Glu\ /Glu\ 1
G At “S§Pro Pro Trp Gly

//Glu\ /Glu\ /

Ser<
Gly/p Arg/Glu\P

Pro Trp Gly Nombre ro
croissant de S
s pSer Glu PS1g
résidus P~ TP TGl

phosphorylés

_—bSer<_ _pSer—__ —pSer< . _Glu—_

Gly Glu Pro Gly Glu Pro
pSer_ pSer__ / pSer _ _pSer /
Pl TpT gy Pl TpT gy
PS1368 PS1es

L NQS
SyYMME
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Toxicité de I'uranium et protéines cibles

1¢re étape : validation de la plate-forme pour la coordination de I'uranyle
La structure est-elle adaptée a UO,2*?

= Structure déterminée par RMN en solution dans |'eau

Structure de plus basse énergie obtenue a partir des contraintes RMN

Malgré une certaine flexibilité, les
4 chaines latérales de la “ face
supérieure” sont correctement

orientées pour la complexation de
I'ion métallique

Bonnet, Fries, Crouzy, Séneque, Cisnetti, Boturyn, Dumy, Delangle, Chem. Eur. J., 2009, 15, 7083-93

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 47



Complexation de I’'UO,?*: analyse par ESI-MS

ESI-MS : spectrométrie de masse en 7021 Isotopic pattern 14054 |sotopic pattern
Je . . , 7026 ;
mode d’ionisation électrospray Exp H - Exp “ 14°ﬂ6 o7
7036 1408.4
702.2 1405.5
Détection du rapport m/z des ions Theo 7027 Theo || 14065
formés dans la source N o s
[UO,P-4H]?
702.3
[UO,P-3H]
. 14053
Formation du complexe [P-2H]*
UO,-P attendu 2=
el [P-H]
1137.5 il
L A I I AN A,
T T T T [ 1T T T 1T 1T T T T 1T T
600 1000 1400 itz
MQ)J Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 48
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Todcité e furanium etprotéines ibles

o 250000
Analyse par Dichroisme
Circulaire (CD) 200000 -
, , < 150000 -
Absorption de molécules S
chirales en lumiere gEJ 100000 -
olarisée G
P S 50000
=
= Sensible a la structure )

0 _
secondaire du peptide
-50000 -

-100000

190 210 230 250
A (nm)

pH6 = Absence de structure

L NQS
SyYMME

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 49

W \4-



Analyse par Dichroisme
Circulaire (CD)

Absorption de molécules
chirales en lumiere
polarisée

= Sensible a la structure
secondaire du peptide

250000

200000

150000

100000

50000 -

[®] (degcm?dmol-)

0 -

-50000

-100000

+ U0, ¢
1 seul complexe

Points isodichroiques

190

210

230 250
A (nm)

pH6 = Absence de structure
Formation du Feuillet B dans le complexe

- \Q
SyYMME

W
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o 250000
Analyse par Dichroisme
Circulaire (CD) 200000
. . < 150000
Absorption de molécules S
chirales en lumiere 2 100000
polarisée 5
S 50000
=
= Sensible a la structure @ 0
secondaire du peptide
-50000
,,,,, 7 Y -100000 l l
g | 190 210 230 250
Glyqg P1~0— Iu3\Pro4 A (nm)
A /
- SPs Trp/GIUs\GIy pH6 = :Absence d.e structure
° ! ° Formation du feuillet  dans le complexe
Pas d’évolution en exces de métal = pas de
| polymeétalliques
Sﬁ\ Eé Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 51




Analyse par fluorescence

1 U0 1
0.8 |
08 o6 | Aem= 350 Nm
o] ' ' K
A I
U- 0.4

)
Na
o
/
9]
wc—_
—d
o
Fluorescence intensity (a.u.)

440 480 520 560 600
A (nm)

Extinction totale de fluorescence lors de la formation des complexes

Rupture a 1 équivalent d’uranyle = Complexe 1:1

W -
%S
2
m =
(g NP2

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 52



© Formation exclusive d’'un complexe 1:1 avec ’'UO,?*

? Les 4 chaines latérales sont-elles coordonnées ?

, H “““ | © Pas de précipitationa pH 6 - 7.4
Glyg— P1<0— Iu3\Pro4
Aspg Glug
pros” T;m/ “Glys ? Le feuillet n’est-il pas trop rigide ?
© Le complexe a une structure en feuillet B
? Quelle séquence a la plus forte affinité ? Asp vs Glu?
7\

Y
SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 53



Détermination des constantes d’équilibre a pH physiologique

UO,*+P S UO,P K. pH=6-7.4

* Lextinction de fluorescence du tryptophane est sensible a la formation des
complexes d’uranyle
~ UO,P/P

* Introduction des espéces identifiées par des méthodes complémentaires dans
I’'analyse numérique.

L N\Q)
SyYMME
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 Toxicité de uranium et protéines cibles

Principales conclusions sur les complexes UO,%*-pS,

KPH 6 des complexes 1:1 dans I'eau a pH 6 4
(MES 20 mM, NaCl 0.1 M, 298 K)

Les peptides cycliques

NLEEENS9938 Ac-EREPGEWEPG-NH, < 107 peptides linéaires

controlent la coordination de I’

Peptide m uranyle dans des complexes 1:1

Affinité plus élevée qu’avec des

N

J

c(EREPGEWEPG) 1082
¢(DREPGEWDPG) 1081 i

¢(EREPGSWEPG) < 107

¢(QREPGEWEPG) < 107

N
Peptides cycliques tétra-acides :
KpH 6~ 108
J
: , , . )
La suppression d’un résidu
acide conduit a une baisse
significative de |'affinité )

Ces peptides congus de novo avec une structure en feuillet B
orientent 4 chaines latérales oxygénées dans le plan équatorial de I'UO,?

Lebrun, Starck, Gathu, Chenavier, Delangle, Chem. Eur. J., 2014, 20, 16566-73

- \Q
SyYMME
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S

Effet des acides aminés phosphorylés

Le remplacement d’un glutamate par une sérine phosphorylée
augmente l'affinité de 1,5 ordres de grandeurs

y P Arg Glu—_

Prototype peptide pS,

Glu Gl /Glu\ /GIU\ ps1
Gy TArg—TPro Pro Trp Gly
Glu Glu / _pSer< Glu
Pic” T gl Nombre Gly — " Pro
croissant de
<sid pSer Glu__ /pS18
residus Pro Trp Gly

phosphorylés

/pSer\ u— Ser.
/ pSer _pSer__ / / pSer pSer. /
Pro— Pro™ Trp™ G

PS 1368 PS16s
Starck, Laporte, Oros, Sisommay, Gathu, Solari, Creff, Roques, Den Auwer, Lebrun, Delangle,

| Chem. Eur. J. 2017, 23, 5281-90
o N\Q

SyMME
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Complexes d’uranyle avec le peptide cyclique tétraphosphorylé

m Dichroisme circulaire

778.8 5
[UO,P-4H]*
PSizes + 1 U0, 0 -
912.8 8
| 2- S
[(UO,),P-6H] g .
e S
1 ln g Ap _‘
912.8 T, g . e 0O 00
- o-10 = Pt e 207
[(UOz)zP'GH]Z % pll -"f"“o n
— - - ;'
o E [
PSizes + 2 UO,2 -15 - %'10 1/
T 0
778.8 515
[UO,P-4H]> = 0 0.5 1 1.5 2 25
[UO,%*1/[pS136s]
JL 20
.‘.‘....‘.“.l..H..“.‘H‘...“‘...H‘...H....‘...w...w‘...‘ 190 210 230 250 270 290
400 600 800 1000 1200 1400 miz A (nm)

Comportement plus compliqué = Plusieurs complexes d’ UO,?*

A
SyYMME
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Complexes d’uranyle avec le peptide cyclique tétraphosphorylé

C{P P O\P P ; O{P//O
N N ) 2N~
O O‘._U ‘..O O O\ P /O s, U".O Ot. "-'O ~ P/<O
- .‘. PPN "0 K 4
Oy O 0o o & Yo o, o O D
5 o’ o7 $
N \Y
o) o)

O=c=0

Cyclic Peptide 1)

] Cyclic Peptide 1

U0,(P), uo,P (vo,),P

£ 1 Cyclic Peptide [

- Cyclic Peptide [ D

Représentation schématique des complexes d’uranyle formés
avec PS;3gs

NG
SyMME
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! exp
2400 w0 kT & Détermination des constantes a pH 7.4
_2100 :;'1000 ..,
12 U0, P
g RNy
c 1500 - %o g .o
E 1200 l 00.0 0i5 1:0 1:5 2j0 2:5 3.r0 3.75 p$;368
S ] UO,V[PS1es
: o [UO,>'}[PS136q] 11 | PS1es
g K
Z 600 - . PSis
300 - ~ 10 - ®.-
0 T e T ’ @‘_‘: pS1 . e s .
300 350 4;’(2 | 450 500 2 " Augmentation linéaire des
T s, constantes d’affinité avec le
o nombre de résidus pSer dans
La liaison des 8 - y = 0.77x + 7.59 les peptides
phosphates est plus Rz = 0.98
forte que la répulsion -I 7 |
électrostatique 0 1 2 3 4 n
produite dans la number of pSer units
sphere de coordination
AL
ES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 59
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{ * Exp
2400 _aso0 kT i Détermination des constantes a pH 7.4
s :
2100 - 21000 { %
S 2 T t 2
31800 +U02 500 - q.b UOZ +_P
2 “~ 12
£ 1500 4 P < S PS136s OPN
.g 0.0051.0 1520253035 . O
g 1200 7 [UO2V[PS 1366 S )
S 900 - 11 - P 188
5 s
S 600 - . PSig .
300 - NELE o
%0 %0 40 450 500 =X pSy . S flate Paffinité de |
- 0S, protéine ostéopontine (OPN)
2+
. o pour UO,
S,2cc €St proposé i
P31365 €5t Propose y = 0.77x + 7.59
comme modele du site R2 = 0.98
de coordination de -I 7 |
0 1 2 3 4 n

plus grande affinité de
'ostéopontine

number of pSer units

Laporte, Lebrun, Vidaud, Delangle, Chem. Eur. J. 2019, 8570-8578
Huynh, Vidaud, Hagege, Metallomics, 2016, 8, 1185-92

A
SyYMME
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B ppcnecte

= Cette protéine intrinsequement désordonnée peut en effet s’enrouler autour du
métal pour amener quatre groupes phosphates dans la sphere de coordination de
I” uranyle.

(-\’"L'w

osteopontin

= Des sites de liaison de I'uranyle hyperphosphorylés sont proposés comme cible

dans les phosphoprotéines comme |'ostéopontine.
Laporte, Lebrun, Vidaud, Delangle, Chem. Eur. J. 2019, 8570-8578

SyMME
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’ ' otéines cibles

U022+ Ca2+
4 4
Sites riches en Phosphate Sites riches en Carboxylate

Peptide/Protein  pS, PSi;es PSizes  OPN

logK (UO,%*) 3.1 10.7 11.3 11.5

logK (Ca?*) 3.7 3 2 7.5

Sélectivité

Forte sélectivité pour UO,?* par rapport au cation endogéne Ca?*, a des concentrations
physiologiques => Complexation de I’'UO,?* en présence de protéines

Laporte, Lebrun, Vidaud, Delangle, Chem. Eur. J. 2019, 8570-8578
Bonnet, Fries, Crouzy, Séneque, Cisnetti, Boturyn, Dumy, Delangle, Chem. Eur. J., 2009, 15, 7083-93
Klaning,Christensen, Sorensen, Vorup-Jensen, Jensen, Bone, 2014, 66, 90-95
Huynh, Vidaud, Hagege, Metallomics, 2016, 8, 1185-92

NG
SyYMME
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ﬂi'lation du cuivre et maladie de Wilson

Cuivre = métal essentiel du
bloc d

5 6 7
VB VIB VIB /— ﬁ
5B 6B 78
23 24 25

T| b/ Cr Mn Fe Co N|

Titanium Ch Cobalt
4788 50.942 5199 54938 55333 58933 58.993

40 41 42 43 44

Zil “ il “pacl el Rl “Ril b 47AN9

Zirconium Niobium chnetit L hodit Palladium
91224 92906 9595 98907 10107 102906 106.42 107.868 nzm

72 73 74 75 76 77 78 79
Hf 'Ta "W 'Re 0s ‘I Pt "Au '
Huf ium Tantalum ‘Tungste Rhenium Osmium Iridium Pla\inum Mercuvy
180948 186.207 19023 19222 19&957
107 108 109 110 112
“ Db Sg Bh Hs Mt Ds 9
R%:dmm Dubn ium um Bohnum Hlssium Darmsmdﬂum ium Copcmnum
‘ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂi‘ﬂdﬂﬂ“
Series
92 238.03 SR S 58
Series

Transition | o
Metal

SyMME
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Le cuivre dans le vivant

|

Chimie rédox Cu(l)/Cu(ll)

— T~—~—

Un élément trace essentiel Il devient toxique
— cofacteur dans de nombreuses enzymes —> €N exces
— impliqué dans de nombreux processus —> réaction de type Fenton
vitaux

Cu* + H,0, = Cu?* + OH"

Oxydation
des protéines,
lipides,...

La concentration intracellulaire de cuivre est
finement régulée in vivo

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 65



Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Le cuivre dans le vivant

Dietary
copper

:

organs

Cu distribution into
the whole circulation | Blood
(CP, Albumin, His,...)

Le foie est 'organe

g Portal Circulation prlnCIPaI dela
- > distribution et de
<
E I’excrétion du cuivre
Bile
o 4 .
i excretion Of excess Cu
Faeces
Delangle, Dalton, 2012
N\
Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson
Dysfonctionnement de la protéine ATP7B

Cu distribution into
the whole circulation | Blood
(CP, Albumin, His,...)

Dietary
copper organs = Dans le foie
i brain

Défaut d’excrétion du cuivre

=» Accumulation de cuivre

=>» Toxicité
=>» Symptomes hépatiques et neurologiques

£
% Portal Circulation i
= o .
= / Liver Maladie de Wilson
z | * = Maladie génétique orpheline
< e 1/30 000-1/100 000 naissances
excretion of excess Cu Difficile a diagnostiquer
L X Wilson's disease
Facces Traitement a vie = chélation du cuivre
Delangle, Dalton, 2012
o//\
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Dietary @
copper = organs
i o \ /

Cu distribution into
the whole circulation | Blood
(CP, Albumin, Hi

Cibler 'accumulation de Cu dans
le foie,
I’organe majeur de sa régulation
et de son accumulation
Bile

excretion of excess Cu l

l Chélateurs de Cu

Portal Circulation

Small Intestine

X Wilson's disease . ,
intra-hépatocyte

Faeces

Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2011
Delangle, Dalton, 2012

o//\ Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Cellules = environnement réducteur (glutathion)

Dans les cellules le Cu disponible doit donc étre Cu(l)
Interactions fortes
avec des
‘ donneurs soufrés

Cu(l) = ion "mou"

Transport et stockage du
cuivre

Chaperonnes a Cu ‘ Métallothionéines

Protéines avec les
donneurs soufrés mous
de Méthionines et Cystéines
(et des donneurs azotés des
Histidines)

A

SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 69



Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Mimes de sites a Cu(l) dans les protéines

Chaperonne a Cu de la levure Atx1
Transport du Cu(l) dans les cellules

N coude B pour

Peptide /

biomimétique |/ rigidifier la boucle

cyclique \ de liaison

N\
— o
Boucle de liaison du Cu dans Atx1 KCu = 10174
MTCSGCS

Site digonal a Cu(l) = S-Cu-S Des peptides simples a base de cystéines ont des

affinités tres fortes pour Cu(l) et sont tres

I.V. O'Halloran, 2001 sélectifs par rapport au Zn(ll)

Séneque, Chem Commun 2004
Rousselot-Pailley, Inorg. Chem. 2006

AN
SyYMME
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Mimes de sites a Cu(l) dans les protéines

Métallothionéines

Stockage des métaux toxiques ou en
exces dans les cellules SH P!atf%-forme
ROC J chimique NTA
Al (symétrie C;)
. N O
Pseudo-peptide H H
N N__COR

biomimétique -
induisant une o X
coordination CuS;
COR Fonctionnalisée

par 3 cystéines

Cug,-MT
S S KCu = 1019
: : . N, 7~
Site trigonal a Cu(l) = Clu
S
Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2009

Calderone, PNAS, 2005 Pujol, Chem. Eur. J., 2011

71
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Un pseudo-peptide mimant les métallothionéines est un bon candidat
pour la chélation du Cu(l)

oS-, » Tres forte affinité pour Cu(l) K = 1088 (pH 7.4)
o %

H,NOC "NH
» Coordination CuS;similaire a ces protéines de

H,NOC \rNH HN
&ty cordinat
\E S/@_S détoxification

S

» Sélectivité tres élevée / Zn(ll) 8 ordres de grandeur

Mais entre-t-il dans les cellules du foie ?

Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2009 - Pujol, Chem. Eur. J., 2011 - Pujol, J. Am. Chem. Soc., 2011

Jullien, Inorg. Chem., 2013
o///\; ’"

Q
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Internalisation dans les cellules

Membrane cellulaire = bicouche phospholipidique

N 544 ascpr Ctrl

Int Y } 5 55 ~

Internalisation Internalisation par des Internalisation par
passive récepteurs des transporteurs
A travers la membrane Reconnaissance puis Gradient de
cellulaire Endocytose concentration

Non spécifique

Le récepteur aux asialoglycoprotéines o
De nombreux (ASGPR) reconnait les acides sialiques / | ¢t1~ specifique du
médicaments lipophiles Carbohydrates Cu(I.)
empruntent cette voie. Spécifique du substrat (Ag(l), Cis-Pt)

A
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

—

Vectoriser le chélateur vers les cellules du foie
par le récepteur aux asialoglycoprotéines (ASGPR)

OH

N-Acetyl-
Galactosamine

Meier, J. Mol. Biol. 2000

Lee, J. Biol. Chem 1982

Whiteside, Angew. Chem. Int. Ed. 1998
Connolly, J. Biol. Chem., 1982

Lee, FASEB J., 1992

[31

Structure optimale pour le
substrat = 3 GalNAC espacés de

15-20 A

Branching point
Flexible spacer

Terminal
sugar residue

H1-/H2-CRDs

Stalk region
(coiled-coil)

| | | | Hepatocyte
| | | | cell membrane

y Y
SyM MES Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 74



Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Design du prochélateur ciblé vers les cellules du foie

Prodrogue
"fonctions chélatantes thiols SH
masquées dans des ponts disulfures S-S."

Ve
Q... ;
=8 CDNH;

HN‘(_NM% QJNHE
o

HNOC~

Pujol, Angew. Chem., 2012

L N\Q)
SyYMME
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Design du prochélateur ciblé vers les cellules du foie
Prodrogue

‘_-——--.‘

S
"fonctions chélatantes thiols SH Hépatocvte S Cu
masquées dans des ponts disulfures S-S." P y ‘x\
LY
Q P
-H;L‘H"Lq %
=S ::DN H; \
\
HN { 1
‘(_N/—@ ONH; 'i
o< & |
H.NOC ll
2
) !
S ]
(}”WM ‘?r,llL ;J'
HoOH ff
HOXS 04~ S O /’
‘ " i3 ) ,
ARl Les récepteurs ASGPR et
reconnaissent les sucres —— ___,,.--"‘"
= Endocytose
= Entrée dans la cellule Pujol, Angew. Chem., 2012
MQ) Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 76
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Design du prochélateur ciblé vers les cellules du foie

Prodrogue
"fonctions chélatantes thiols SH
masquées dans des ponts disulfures S-S."

g
',.-lll'

Hépatocyte Cu

%
LY
-~ ; \
G s \
HN _{ \
_Q_N/‘ﬂ% ONH, :
|
o< — ;
h
HENDC—\ !
s H
;

Les récepteurs ASGPR
reconnaissent les sucres ‘ —_~— -
= Endocytose

= Entrée dans la cellule Pujol, Angew. Chem., 2012

W

"

<
<
m.»
g NNE7
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Design du prochélateur ciblé vers les cellules du foie

Prodrogue
"fonctions chélatantes thiols SH
masquées dans des ponts disulfures S-S."

g
',.-lll'

Hépatocyte Cu

b

’
Les récepteurs ASGPR S Ka Cu(l)= 10 _.°
- »

reconnaissent les sucres ‘ Seee ==
= Endocytose

= Entrée dans la cellule Pujol, Angew. Chem., 2012
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Microscopie de fluorescence

Résultats. Incorporation dans les cellules du foie
Suivi d’un dérivé fluorescent dans le rouge dans des cellules hépatiques

T e
=Y
"

= Incorporation tres efficace

par le récepteur ASGPR
Expérience de saturation

400 -
[ ’
LL
=
<,
g 200 & < EC;o~2 UM
0 4 T T T
0 10 20
[Chel2-Cy5] (uM)

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Excrétion du Cu au niveau cellulaire
Nano-XRF a I’ESRF (Synchrotron a Grenoble)

The European Synchrotron

Imagerie des métaux (fluorescence X) sur des cellules a I’échelle nanométrique

PPC, le 31 201 |
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Chélation du cuivre et maladie de Wilson

Excrétion du Cu au niveau cellulaire
Nano-XRF a ESRF (Synchrotron a Grenoble)

> 1¢re condition = Cu seul
Zn Cu

Distribution quasi-uniforme
du Cu dans le cytosole

0 Zn

5

= Redistribution du Cu vers le
canalicule

= Excrétion du Cu par voie
biliaire...

euna
. "

5 10 15 20 25 30 35

Monestier, unpublished results

Pascale Delangle, UdPPC, le 31 octobre 2019, Grenoble 81



Chélation du cuivre et maladie de Wilson
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= Une molécule hautement spécifique pour traiter les surcharges en Cu

Spécifique du Cu(l) Spécifique des hépatocytes

Par rapport aux autres métaux . Ciblage des ASGPR

KCul) = 1019 | K2n() = 101 Prodrogue libérant le chélateur
>> D-Pen (KCU() = 108 | KZn() = 106) (substance active) seulement dans le foie

= Diminution du Cu hépatique chez la souris ATP7B”/- (modéle de Wilson)

Sans excrétion urinaire ‘
= Mécanisme d’action

* Chélation intracellulaire du Cu(l)

e Excrétion biliaire

» Ce cheélateur biomimétique ciblé vers le foie restaure la voie
naturelle d’excrétion du Cu par la bile.

¥
)
M D 1 201 2
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—

Déroulement du projet

Fondamental Valorisation
2002

Licence vers un
industriel
spécialisé dans
les médicaments

Thése chimie Optimisation C\\ niches

bio-inorganique des molécules D 2020

2007-2010 2012-2018

Mécanismes de
régulation des
métaux lourds
dans le vivant

Identification
des mécanismes

Chélation

Preuve de concept

chez I'animal modele ‘

S

biomimétique

‘ du cuivre

1¢res cellules e e >
Mimes de Maladie de RECHERCHIE

—

MEDICALE Collaboration
protéines Wilson -..DE RECTERCHE Sm— avec les
CHIMIE (O ravit ~R biologistes
Ciblage du foie 2 brevets Emergence
~NQ)Y
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Conclusions et perspectives

La chimie bio-inorganique au service des interactions métaux-vivant ?

Peptides biomimétiques

Inspirés de sites connus
dans les protéines

Homéostasie du Cu et Sites de liaison de 1
protéines de détoxification inconnus dans les pro
trés bien identifiées

Chélateursx Cu(I) bio-

inspirés efficace pour la
maladie de Wilson

A
SyYMME
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Conclusions and perspectives

La chimie bio-inorganique au service des interactions métaux-vivant ?

Peptides biomimétiques

Inspirés de sites connus
dans les protéines

Homeéostasie du Cu et Sites de liaison de 'u

protéines de détoxification inconnus dans les prot
trés bien identifiées v
s Peptides bio-inspirés =
Chélateurs du Cu(I) bio- id.entl.ﬁcatlon dela .
inspirés efficace pour la coordination de l'uranyle in
maladie de Wilson vivo en lien avec sa toxicité
. o
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