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A) Les métalloenzymes artificielles 

I) Concept général 
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Figure 1. Une comparaison entre la chimie et la biologie selon deux paramètres : complexité et 
diversité. Figure adaptée de la conférence du Pr J.-M. Lehn « From Matter to Life : Chemistry ?! ». 
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Figure 2. Illustration d’une métalloenzyme artificielle centrée sur le site actif. La première sphère 
de coordination est représentée en orange et la seconde sphère de coordination en vert. 

Réactivité 

Sélectivité 
2ième sphère de coordination 

1ière sphère de coordination 
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II) Stratégies de développement  
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Figure 3. Les Prémices des Métalloenzymes artificielles : gauche : chlorure de palladium déposé sur 
des fibroïnes formant un catalyseur d’hydrogénation asymétrique.20 Droite : premier exemple d’un 
hybride de type cheval de Troie ou le complexe inorganique est introduit à l’aide du ligand naturel 
de la protéine.22 

(1) Stratégies biochimiques. 
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Figure 4. Illustration du développement d'une métalloenzyme artificielle par substitution du métal 
natif d'une métalloenzyme. 
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Figure 5. Structure obtenue par diffraction des rayons X du site actif de la Fe(II)-azurine (orange) 
superposée à la structure de l'azurine sous sa forme apo (blanc). 
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Figure 6. Illustration de création d’une métalloenzyme artificielle par mutagenèse dirigée sur une 
structure protéique. 
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Figure 7. a) modèle FeBMb minimisé du triple mutant Leu29His/Phe43His/Val68Glu-Mb, b) 
structure cristalline acquise par diffraction des rayons X des cristaux Fe(II)-FeBMb (1.72 Å), c) 
superposition du modèle FeBMb (jaune) avec Fe(II)-FeBMb (bleu). a,b,c) L’atome de zinc est 
représenté par une sphère grise, Fe2+ par une sphère verte, et la sphère rouge représente la 
molécule d’eau présente dans la poche héminique. 
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Figure 8. Illustration de la stratégie du «codon stop amber» qui permet d’introduire des acides 
aminés non naturels dans une séquence peptidique. 



 
27  

Figure 9. Liste des acides aminés non-naturels utilisés dans la modification des protéines. 
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Figure 10. Représentation du développement d’une nouvelle métalloenzyme artificielle par 
incorporation in vivo de l’UAA BpyAla à l’interface du dimère LmrR et schéma de réaction de Friedel 
& Craft qu’elle catalyse. 
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Figure 11. Illustration de la création d’une métalloenzyme artificielle par l’introduction d’un acide 
aminé non naturel le p-azido-L-phenylalanine couplé à la stratégie SPAAC. 
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Figure 12. Haut gauche : structure complète de DFtet avec deux peptides A différents (bleu et 
rouge) et deux peptides B (vert) coordinant les deux atomes de fer, haut droite : effet des mutations 
sur l’accés du solvant vers le site actif, bas gauche : représentation schématique de la structure du 
Co(III)-mimochrome IV, bas droite : proposition de structure du Co(III)-mimochrome IV résultant 
d’études RMN et de calculs. 

± ±
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Figure 13. La metalloenzyme De novo [Hg(II)]S[Zn(II)(H2O/OH−)]N(CSL9PenL23H)3
n+ avec les hélices 

peptidiques en cyan, le mercure (II) en rouge et le zinc en bleu (II). 

β

(2) Stratégies chimiques. 



 
33  

Figure 14. Illustration des différents modes d’ancrage d’un complexe inorganique au sein d’une 
protéine. 

 

β
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Figure 15. Modèle de ALBP-Phen-Cu(II). 
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Figure 16. Gauche : La métalloenzyme artificielle MnL1-Mb(Tyr103Cys-Leu72Cys) avec le complexe 
inorganique, dont le ligand L1 est représenté en rouge et le métal en violet, ancré par liaison 
covalente grâce à une mutation des acides aminés 103 et 72. Droite : Ligand L1. 
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Figure 17. a) représentation de l’hème natif dans la cavité de Mb, b) représentation de CrL2 dans 
la cavité de Mb positionné à la place de l’hème natif, c) structure cristallographique du complexe 
au sein de Mb avec une résolution de 1,45 Å et un facteur R de 19,4%, d) schéma de CrL2.  

 



c) d) 
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Figure 18. Structure du ligand L3 inséré dans NikA complexé avec du Fe(III). 

π
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Figure 19. Structures de cristaux de FeL3-NikA montrant deux topologies (A et B) de FeL3 dans le 
site actif de l’hybride. 
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Figure 20. Gauche : Structure cristallographique de l’hémoabzyme 3-Fe(ToCPP)-13G10. Droite : 
Structure des hémozymes Fe(TpCPP)-XlnA et Fe(TpSPP)-XlnA établies par modélisation 
moléculaire. 
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Figure 21. Proposition de structure du complexe Cu-phtalocyanine au sein du site de 
reconnaissance IB de HSA et réaction étudiée. 
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Figure 22. Gauche : représentation de la vitamine B8, communément appelée biotine, droite : 
schéma général d’ancrage d'un complexe métallique au sein de la (strept)avidine par biotinylation, 
ici un complexe de Rhodium au sein d'une streptavidine, avec en vert la biotine, en bleu un bras 
espaceur, en rouge l’ancrage du métal. 

Figure 23. Représentation de l’hybride [6-(p-cymène)Ru(Biot-p-L)Cl]-Sav(Pro64Gly-Leu124Gly). 
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Figure 24. Conditions réactionnelles et ligands du palladium utilisés pour la réaction d’alkylation 
asymétrique catalysée par les hybrides à base de streptavidine. 

6
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Figure 25. Empreinte montrant les résultats de l’optimisation chimiogénétique de deux 
paramètres : nature du ligand du complexe de palladium et nature de(s) mutation(s) effectuées 
sur la streptavidine pour la réaction d’alkylation du 3-acétoxy-1,3-diphénylpropène par le 
malonate de méthyle. 
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Figure 26. A) Modèle d’insertion d’un a.a. basique à proximité du site métallique afin d’obtenir une 
action synergique des deux sites actifs. B) Schéma de la réaction de benzannulation. C) Etat de 
transition postulé montrant l’activation de la liaison C-H par le carboxylate l’addition du rhodium 
sur le cycle aromatique activé. D) Modèle obtenu par Auto-Dock du complexe de rhodium au sein 
de son site de fixation postulé. Seuls les a.a. ayant un rôle clef sont présenté en sticks. 
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Figure 27. Stratégie de création d’une hémozyme par greffage de l’œstradiol sur un complexe de 
fer ou de manganèse et insertion dans l’anticorps anti-œstradiol 7A3. 

 

III) Choix des deux acteurs. 

(1) Choix du complexe métallique  
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(2) Choix de la biomolécule. 
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B) Oxydation par les métalloenzymes artificielles. 

I) Sulfoxydation  
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Figure 28. Oméprazole à gauche et modafinil à droite. 

(1) Structures protéiques Myoglobine  

S MnLn-Mb, H2O2,  S
0

O

catalyseur/H2O2/thioanisole
1:100:100

tampon acétate (50mM, pH 5,0), 35°C

ee: 8% (S)

Figure 29. Réaction de sulfoxydation et ligands employés. 
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Tableau 1. Résultats de la réaction de sulfoxydation présentée Figure 29. 

Conditions : sulfoxydation du thioanisole (1 mM) en présence de H2O2 (1 mM) dans le tampon 
acétate (50 mM, pH 5,0) à 35°C par l’hybride catalytique correspondant (10 µM). 

 

Catalyseur TON e.e. (%) 

ApoMb 0 0 

MnL5 62 0 

MnL6 47 0 

CrL4 0,3 0 

MnL6-Mb(His64Asp/Ala71Gly) 0,5 23 

MnL5-Mb(His64Asp/Ala71Gly) 1,5 32 

CrL4-Mb( His64Asp/Ala71Gly) 2 8 
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Figure 30. Gauche : Schématisation de la régulation de l’énantiosélectivité de la catalyse de 
sulfoxydation du thioanisole provoquée par un déplacement du métal en fonction de 
l’encombrement des substituants du ligand en position 3,3’ : Me, Et ou n-Pr. Droite : Superposition 
des modèles de complexes de Mnsalen substitués en position 3,3’ soit par des méthyles (bleu), soit 
par des propyles (orange). Modèles calculés grâce au programme InsightII/Discover 3 à l’aide du 
champ de force ESFF.44 
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(2) Structures protéiques streptavidine 
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S S

O
MnL7-Sav(Ser112Gly), H2O2

 H2O + 1,5 % DMF; t. a.

catalyseur/H2O2/thioanisole

1:166:166

S S

O

VL8-Sav(Ser112Val), t-BuOOH,

 H2O +1%DMF et 1,3% ETOH; t. a.

catalyseur/t-BuOOH/thioanisole

1:500:100

Figure 31. Réaction de sulfoxydation catalysée par des complexes de Mn et V en présence de Sav 
native ou mutée. Conditions : sulfoxydation par l’hybride catalytique correspondant du (1) 

thioanisole (1 mM) en présence de H2O2 (5 mM), de la protéine Sav(Ser112Gly) (30 M) et du 

complexe MnL7 (100 M) dans 1,5% DMF dans H2O à température ambiante ; (2) thioanisole (10 
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mM) en présence de t-BuOOH (50 mM), de la protéine Sav(Glu116Ala) (100 M) et du complexe 

MnL7 (200 M) dans 1,5% DMF dans H2O à température ambiante ; (3) thioanisole (10 mM) en 

présence de t-BuOOOH (50 mM), de la protéine Sav(Ser112Val) (100 M) et du complexe VL8 (200 

M) dans 1% DMF dans H2O à température ambiante ; (4) thioanisole (0,1 M) en présence de t-

BuOOOH (50 mM), de la protéine Aviloop (Ser112Gly) (100 M) et du complexe VOSO4 (200 M) 
dans 2,3% EtOH dans tampon HCl / KCl 0,05 M pH 2,2. 
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Figure 32. Structure du ligand L8 employé par Ward and coll. comme ligand du vanadium en 
réaction de sulfoxydation. 
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Figure 33. Illustration de l’insertion directe d’un sel de vanadium au sein de la streptavidine et 
reconnaissance du substrat. 
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Figure 34. Conception d’Aviloop en incorporant 
un fragment de la séquence peptidique de la 
protéine avidine dans celle de la streptavidine 
au niveau de la boucle L-3,4. 

(3) Structures protéiques BSA/HSA 
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S Fe/MnL9-BSA, PhIO/H 2O2 S
0

O

catalyseur/oxydant/thioanisole

1:75:50

tampon phosphate pH 7,0), 24°C

Figure 35. Hybrides à base d’albumine et de métal-corrole pour la réaction de sulfoxydation du 
thioanisole. 
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S
S

O
OMnL10-HSA, NaOCl,  

S

O

catalyseur/NaOCl/thioanisole
1:200:100

tampon acétate (50mM, pH 5,2), 35°C

+

Figure 36. Réaction de sulfoxydation catalysée par l’hybride MnL10-HSA. 

Catalyseur TON 
Sélectivité 

pour SO 

Aucun 38 -63 

HSA 49 59 

MnL10 59 -96 

MnL10-HSA 97 100 

MnL10-HSA (après 5 

réactions successives) 
475 - 
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(4) Structure protéique Xylanase 

S FeL11-XlnA, H 2O2,  
S

O

catalyseur/H2O2/thioanisole

1:175:425

tampon acétate (50mM, pH 7,4),19°C, 2.3 h

Figure 37. Réaction de sulfoxydation catalysée par l’hybride FeL11-XlnA. 

Catalyseur TON 

excès 

énantiomérique 

(%) 

FeL11 57 0 

FeL11 + ImH 162 0 

FeL11-XlnA 42 36 

FeL11-XlnA + ImH 145 40 
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(5) Structure protéique NikA 

AcHN S

NH

O

FeL3-NikA, NaOCl

catalyseur/NaOCl/thioanisole
1:25:500

tampon HEPES (10mM, pH 7,5) + 5% DMF, 
AcHN S

NH

O

O

température ambiante

 

 
Figure 38. Catalyse de sulfoxydation asymétrique par FeL3-NikA en présence de NaOCl. 
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Figure 39. Représentation schématique de la procédure d’accostage moléculaire et substrats 
retenus et synthétisés pour les tests catalytiques. 
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Figure 40. Illustration des résultats d’accostage moléculaire menés sur le substrat S5. 

(6) Conclusion  
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II)  Epoxydation  

(1) Structure protéique Xylanase  
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MnL11-XlnA, KHSO 5,  
O

catalyseur/KHSO5/styrène
1:1350:2000

tampon acétate (50mM, pH 7), 

 
Figure 41. Réaction d’époxydation énantiosélective du styrène par l’hybride MnL11-XLnA.  

Figure 42. Gauche : Modèle de MnL11-XLnA montrant la position du 4-méthoxystyrène dans le site 
actif pour A) approche produisant l’énantiomère R et B) approche produisant l’énantiomère S. 
Droite : Modèle de MnL11-XLnA montrant la position du styrène dans le site actif pour A) approche 
produisant l’énantiomère R et B) approche produisant l’énantiomère S. 
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(2) Structure protéique Anhydrase carbonique 
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Figure 43. Modèle de la structure de l’anhydrase carbonique humaine dans laquelle l’atome de zinc 
a été substitué par un atome de manganèse (sphère violette).93 
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Figure 44. Structure de l'anhydrase carbonique (PDB 1G1D) montrant la présence des histidines 
périphériques en bleu. 

(3) Conclusion 
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III) Dihydroxylation 

(1) Structure protéique BSA 
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Figure 45. Modèle proposé pour le site actif d’OsO4-BSA mettant en évidence un ancrage d’OsO4 

par des amines tertiaires de la protéine présentes dans le site actif et complexes 2 et 3, complexes 
d’osmium synthétisés dans l’idée de spécifier le mode d’ancrage de l’osmium dans BSA. 

(2) Structure protéique Streptavidine  
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(3) conclusion 

AD-mix 

IV) Hydroxylation aromatique 
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α

Figure 46. Différents mécanismes d’activation de l’oxygène moléculaire par des métalloenzymes 
a : à centre héminique, b : à centre métallique dinucléaire non-héminique, c : à centre métallique 
mononucléaire non-héminique. e - = électron, M= métal, et P= porphyrine. 

′ ′
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Å,
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Figure 47. Résultats de l’étude cristallo-cinétique menée sur des cristaux de l’hybride FeL12-NikA 
montrant le mécanisme de dihydroxylation aromatique par O2. 
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Figure 48. Mécanisme réactionnel proposé pour la catalyse de dihydroxylation du ligand L12 en 
s’appuyant sur les structures cristallines ici entouré en pointillés. 
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VI) Conclusion 

Tableau 2. Tableau récapitulatif de la réactivité en catalyse d’oxydation des métalloenzymes 
artificielles. 

a) Après 5 additions successive de substrat et d’oxydant. b) Substrat : N-phényl-S-

toluylthioglycolamide. c) Substrat : -méthylstyrène. Avec SMO = Styrène MonoOxygenase, hCA = 
human Carbonic Anhydrase, NDO = Naphtalène DiOxygenase, Mb = Myoglobine, Sav = 
Streptavidine, Aviloop = streptavidin modifiée par l’insertion de la boucle L3,4 de l’avidine (résidus 

38-45), HSA = Human Serum Albumin. 

Entrée Biocatalyseur 
Complexe 

modèle 
Hybride 

Rendement 
(%) (TON) 

e.e. (%) 
(conf. Abs.) 

Ref. 

sulfoxydation      

1 NDO   100 (142) 63 (S) 98 

2  FeL14  91 (91) 96 (S) 99 

3  FeL15   15(1,5) 25 (R) 100 

4   MnL5-
Mb(H64D/A71G) 

<0,15 (1,5) 32 (S) 
44 

5 
 

 MnL6-
Mb(H64D/A71G) 

<0,05 (0,5) 23 (S) 
44 

6   MnL7-Sav(S112G) 34 (14) 11 (S) 68 

7   MnL7-Sav(E116A) 56 (28) 7 (R) 101 

8   CrL4-Mb(H64D/A71G) <0,02 (2) 8 (S) 44 

9   VOSO4-Aviloop Quant. (50) 60 (R) 67 

10   MnL10-HSA 97 (97) - 88 

11   MnL10-HSAa) 92 (475) - 88 

12   FeL3-NikAb) 78 (199) 10 (-) 45 

Epoxydation      

13 SMO   100 (1) 100 (S) 95 

14  
Mn(R,R,R)-

BPBPP 
 95 (9,5) 46 (S) 91 

15   MnL11-XLnA 17 (23) 85 (S) 53 

16   Mn-hCA 29 (5) 40 (R) 94 

Hydroxylation      

16 NDO   100 (142) 79 (R) 102 

17  
Fe (OsO4(AD-

mix )) 
 Quant. (100) 97 (R) 80 

18   OsO4-BSA 7,6 (38) 6 (S) 97 

19   OSO4-Savc) 68 (27) 95 (R) 71 
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C) Bibliographie 



 
80  



 
81  



 
82  



 
83  



 
84  

 

 

 

 

 Chapitre 2
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A) Introduction 

Br
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Figure 49. Synthèse d’un précurseur de l’Atorvastatin par voie chimique (en haut) ou biocatalyse 
(en bas) avec passage par un intermédiaire halogénohydrine. 
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I) Choix de la biomolécule 
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Figure 50. Superposition des structures de NikA apo (en bleu, code PDB : IUIU) et NikA ayant fixé 
le nickel (en vert, code PDB : IUIV). Le nickel est représenté par une sphère verte. 

II) Choix du complexe inorganique 
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B) Synthèse et caractérisation de l’hybride Rubpza-NikA 

I) Synthèse et caractérisation du complexe Rubpza 

(1) Diffraction des rayons X 
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Figure 51. Structure cristallographique du complexe Rubpza. 
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Tableau 3. Sélection de longueurs et angles de liaisons caractéristiques du complexe Rubpza. 

Distance Å   Angles ° 

Ru1-N11 2,105(8)   N11-Ru1-N21 85,5(3) 

Ru1-N21 2,077(7)   O1-Ru1-N11 83,4(3) 

Ru1-O1 2,108(6)   O1-Ru1-N21 84,6(3) 

Ru1-Cl1 2,369(3)   O1-Ru1-C3 177,5(4) 

Ru1-C3 1,877(11)   N11-Ru1-Cl1 88,3(2) 

Ru1-C4 1,941(10)   N21-Ru1-Cl1 171,5(2) 

O1-C2 1,272(10)   Cl1-Ru1-C3 91,5(3) 

O2-C2 1,213(11)   Cl1-Ru1-C4 90,4(3) 

C3-O3 1,131(13)   C3-Ru1-C4 90,0(4) 

C4-O4 1,074(12)     

(2) Spectroscopie infrarouge 
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Figure 52. Spectre infrarouge ATR-FTIR du complexe RuIIbpza(CO)2Cl. 
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(3) Spectroscopie infrarouge en solution aqueuse 

Figure 53. Spectre infrarouge ATR-FTIR du complexe [RuIIbpza(CO)2Cl] a) en solution dans de l’eau 
milli-Q, b) en solution dans le tampon HEPES et c) en solution dans le tampon acétate. 
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(4) Étude en spectrométrie de masse de Rubpza en solution aqueuse 

II) Synthèse et caractérisation de l’hybride Rubpza-NikA 

(1) Préparation 
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(2) Dosages 

Figure 54. 4,5,6,7-tétrachloro-2',4',5',7'-tétraiodofluorescéine ou Rose Bengale. 

Figure 55. Courbe d’étalonnage pour un dosage au Rose Bengale réalisé sur la protéine BSA. 
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(3) ICP-AES spectrométrie par torche à plasma 

µ



(4) Dichroïsme circulaire 

β α
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Figure 56. Spectres de dichroïsme circulaire caractéristiques des hélices  (trait plein), des feuillets 

 (_ _ _), des coudes β (. . . .) et des pelotes aléatoires (- - - -).  
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Figure 57. Gauche : Spectre de dichroïsme circulaire d’une solution de NikA apo en solution dans le 
tampon Tris.HCl 40 mM pH 6 en bleu et d’une solution Rubpza-NikA en solution dans le tampon 
Tris.HCl 40 mM pH 6 en violet. Droite : Absorbance comparative entre les deux échantillons. 

(5) Constante d’affinité 
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𝑅𝑢𝒃𝒑𝒛𝒂 − 𝑁𝑖𝑘𝐴  ⇌   𝑁𝑖𝑘𝐴 +   𝑅𝑢𝒃𝒑𝒛𝒂

𝑦 = 𝑦0 +
𝑎𝑥𝑏

𝑐𝑏+𝑥𝑏
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Figure 58. Points (en bleu) représentant l’intensité de fluorescence mesurée en fonction de la 
concentration en Rubpza superposés a la courbe (en rouge) ajustée en fonction de l’équation de 
Hill. 





(6) Spectroscopie infrarouge  
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Figure 59. Spectre infrarouge ATR-FTIR du complexe [RuIIbpza(CO)2Cl] solide (noir) superposé à 
celui de Rubpza-NikA (rouge). 

(7) Spectrométrie de masse 

Figure 60. Spectre de masse ESI de l’hybride Rubpza-NikA en conditions natives. 
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(8) Cristallogenèse 
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Figure 61. Diagramme de phases : chemins expérimentaux en technique de goutte suspendue à 
partir des conditions initiales A, B et C. 

→ →
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Figure 62. Principe de la cristallisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue. 

(9) Étude de la structure cristallographique 
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Figure 63. Haut : Structures de l’hybride Rubpza-NikA avec la structure 1 (résolution 1,8 Å) : 

[Rubpza(CO)2(Cl)]-NikA et la structure 2 (résolution 2 Å) : [Rubpza(CO)(H2O)(Cl)]-NikA. Bas : Rappel 
de la structure cristallographique du complexe [Rubpza(CO)2(Cl)] libre. 
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(10) Conclusion 

C) Réactivité de l’hybride Rubpza-NikA 

I) Définition des conditions catalytiques  
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 µ
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µ

Schéma 1. Condition standard de la catalyse d’oxydation du styrène par Rubpza-NikA. 

II) Premiers résultats  
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Tableau 4. Résultats de la catalyse d’oxydation du styrène (19mM) avec la protéine NikA, le 
complexe Rubpza et l’hybride Rubpza-NikA (37 µM) dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec 
PhI(OAC) 2 comme oxydant. Condition : cat / substrat / oxydant = 1 / 500 / 1200 éq. dans du tampon 
HEPES (10 mM, pH 7). Temps réactionnel = 4 heures. Conditions A : Substrat 1 + oxydant + Rubpza-
NikA (conditions standard de catalyse), B : Substrat 1 + oxydant + Rubpza, C : Substrat 1 + oxydant 
+ Apo-NikA, D : Substrat 1 + oxydant, E : Substrat 1. 
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Figure 64. Représentation graphique des rendements obtenus en chlorhydrine et en benzaldéhyde 
par oxydation catalytique du styrène en fonction du catalyseur utilisé. 
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III) Régiosélectivité 
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Figure 65. Spectre de masse du 2-chloro-1-phényléthanol, produit d’oxydation du styrène par 
Rubpza-NikA en conditions standards. 

IV) Optimisation de l’oxydant 
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Tableau 5. Catalyse d’oxydation du styrène par Rubpza-NikA en présence de divers oxydants dans 
les conditions 1 / 500 / 1200 éq.. 
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V) Optimisation du rapport catalyseur / substrat / oxydant / chlorure 
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Figure 66. Nouvelles conditions standards de la catalyse d’oxydation du styrène par Rubpza-NikA. 

VI) Catalyse d’oxydation du trans et Cis-β- méthylstyrène  
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Figure 67. trans-β-méthylstyrène (S2) et le cis-β-méthylstyrène (S3). 

Tableau 6. Résultats de la catalyse d’oxydation du trans-β-méthylstyrène avec la protéine NikA, le 
complexe Rubpza et l’hybride Rubpza-NikA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec PhI(OAC)2 
comme oxydant. Conditions : catalyseur / substrat / oxydant / Cl- = 1 / 500 / 600 / 150 éq. Temps 
réactionnel = 30 minutes. 
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Figure 68. Représentation graphique des rendements obtenus en chlorhydrine et en benzaldéhyde 
par oxydation catalytique du trans-β-méthylstyrène en fonction du catalyseur utilisé. 
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Tableau 7. Résultats de la catalyse d’oxydation du cis-β-méthylstyrène avec l’hybride Rubpza-NikA 
dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) en utilisant PhI(OAC)2 comme oxydant. Conditions : 
catalyseur / substrat / oxydant / Cl- = 1 / 500 / 600 / 150 éq. Temps réactionnel = 30 minutes. 

 

.

Figure 69. Spectre de masse du produit d’oxydation des substrats 2 et 3 par Rubpza-NikA.  
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Figure 70. Spectres de masse du 2-chlorophénylpropanol et du 1-chloro-1-phénylpropan-2-ol 
synthétisés comme références. 
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VII) Stabilité et efficacité 

)
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Figure 71.Description du mode opératoire concernant les expériences de stabilité. 

β
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Tableau 8. Résultats des expériences de stabilité de Rubpza-NikA lors de catalyses d’oxydation du 
trans-β-méthylstyrène dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec PhI(OAC)2 comme oxydant. 
Temps réactionnel = 10 minutes pour un run, 20 minutes pour deux runs. 

1 Rendement en chlorhydrine calculé par rapport à la quantité de Cl- (150 éq., 300 ou 500 éq.). 
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VIII) Diastéréosélectivité 



 
129  

Figure 72. Chromatogramme HPLC des catalyses d’oxydation du trans--méthylstyrène S2 (en 

haut) et du cis--méthylstyrène S3 (en bas) par Rubpza-NikA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 
7) avec PhI(OAC)2 comme oxydant en conditions standards de catalyse. Hexane/iPrOH : 95/5 sur 
colonne Chiralcel OD avec un débit de 0,25 mL.min-1. 
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Figure 73. Spectre d’absorption UV-visible des composés possédant un temps de rétention de A) 
37 et 41 minutes ou de B) 40 et 45 minutes. 

A B 
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IX) Vers une catalyse énantiosélective. 

Figure 74. Comparaison des structures tridimensionnelles et des centres de fixation du nickel des 
protéines NikA et NikZ. 
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Tableau 9. Enantiosélectivité des catalyses d’oxydation des substrats 1, 2 et 3 par la 
métalloenzyme artificielle Rubpza-NikZ dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec PhI(OAc)2 
comme oxydant. Conditions : catalyseur / substrat / oxydant = 1 / 500 / 1200 éq.. 

X) Mécanisme 
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(1) Mécanisme en 2 étapes  
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Tableau 10. Résultats de la catalyse d’ouverture du 2-méthylphényloxirane, avec la protéine NikA, 
le complexe Rubpza ou l’hybride Rubpza-NikA en absence ou en présence de PhI(OAc)2 en 
conditions standards.  

Diol Chlorhydrine

0% 0%

0% 0%

0% 0%

22% 0%

0% 0%

0% 0%
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(2) Espèce oxydante. 
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Figure 75. Proposition de mécanismes réactionnels pour l’oxydation d’alcènes en chlorhydrine par 
la métalloenzyme artificielle Rubpza-NikA. 
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XI) Conclusion 
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D) Bibliographie 
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 Chapitre 3 : Des oxygénases artificielles à base de 

fer 
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A) Projet 



Figure 76. Structures cristallographique de FeL0-NikA avant et après traitement au couple DTT/ O2. 
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Figure 77. Modification apportées à FeLO en substituant des groupements du ligand L0 pour former 
les complexes inorganiques FeL1, FeL2 et FeL3. 
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Figure 78. Projet de développement de nouvelles oxygénases artificielles où les différents travaux 
à réaliser sont signalés en rouge. 

B) Synthèse des ligands  

 

 

I) Synthèse de l’acide N-(2, 6-diméthylbenzyl)-N’-(2-hydroxybenzyl)-
N, N’-éthylènediaminediacétique : L2 

(1) Étape n°1 

Schéma 2.  

1) 2) NaBH4

MeOH

1

0
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(2) Étape n°2 

NH

OH

NH2

MeOH

O

1) 2) NaBH4 NH

OH

NH2

1 2

Schéma 3. 
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(3) Étape n°3 

Schéma 4. 
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II) Synthèse de l’acide N-(méthyl)-N’-(2-hydroxybenzyl)-N, N’-
éthylène-diaminediacétique : L1 
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III) Synthèse de l’acide N-(2-thiométhylbenzyl)-N’-(2-hydroxybenzyl)-
N, N’-éthylènediaminediacétique : L3 

IV) Conclusion : 

C) Synthèse des complexes 
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I) Caractérisation des complexes FeL1, FeL2, FeL3 

(1) Caractérisation Infrarouge 
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Figure 79. Spectres IR des complexes FeL1(en bas au centre), FeL2 (en haut à gauche) et FeL3 (en 
haut à droite). 

(2) Spectrométrie de masse 
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Figure 80. Spectres de masse ESI-MS des complexes FeL1 (en haut à gauche), FeL2 (en haut à 
droite) et FeL3 (en bas au centre), respectivement, en mode négatif. 

(3) Spectroscopie UV-visible 
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µ

Ԑ  Ԑ

 Ԑ  

Tableau 11. Maxima d’absorbance et epsilon des complexes de fer FeLn en solution à 200 µM dans 
le tampon Tris.HCl 40 mM, pH 7,5.  

λ Ԑ 

π

ϭ

(4) Conclusion  
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Figure 81. Structures proposées pour les trois complexes FeLn dont le ligand se coordonne au métal 
par deux azotes, deux carboxylates et un phénolate. La sixième position du polyèdre de 
coordination est occupée par un ligand chlorure.  

II) Réactivité de FeLn en solution aqueuse en présence du couple O2 / 
DTT sans substrat exogène. 
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(1) Études par spectroscopique UV-visible. 

µ
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Tableau 12. Absorbance et longueur d’onde pour l’absorbance maximale en spectroscopie UV-
visible des complexes de fer(III) en conditions réductrices suivies d’une exposition à l’air libre en 
fonction du temps. 

λ λ λ

π ϭ
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Figure 82. Spectres UV-visible obtenus à partir des complexes FeL1 (gauche), FeL2 (centre) et FeL3 
(gauche) soumis à une réduction par 50 éq. de DTT en boite à gants et réoxydation à l’air. 

Complexes en solution 200 M dans le tampon Tris.HCl 40 mM, pH 7,5. Cyan : complexe initial, 
rouge : 30 min après ajout de DTT, vert : 1 h après ajout de DTT, violet : après 30 min de 
réoxydation à l’air, bleu clair : après 1 h de réoxydation à l’air. 
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(2) Études par spectrométrie de masse 

µ
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D) Préparation des hybrides et caractérisation 
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I) Constante de dissociation  

 



Tableau 13. Caractérisation des hybrides. 
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II) Caractérisation des Hybrides par spectroscopie UV-visible 

µ

π ϭ

Ԑ Ԑ

Ԑ
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Figure 83. Spectres UV-visible obtenus à partir des hybrides FeL1-NikA (haut), FeL2-NikA (centre) 
et FeL3-NikA (bas) soumis à une réduction par 50 éq. de DTT en boite à gants et réoxydation à l’air. 

Complexes en solution 200 M dans le tampon Tris.HCl 40 mM, pH 7,5. Cyan : complexe initial, 
rouge : 30 min après ajout de DTT, vert : 1 h après ajout de DTT, violet : 2h après ajout de DTT, 
bleu clair : après 30 min de réoxydation à l’air, orange : après 1 h de réoxydation à l’air. 
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III) Caractérisation des hybrides par cristallographie aux rayons X. 
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Figure 84. Structures cristallographiques des hybrides a) FeL1-NikA, b) FeL2-NikA et c) FeL3-NikA 
montrant l’ancrage et la configuration des complexe de Fe(III) au sein de la poche de NikA. 
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E) Réactivité des hybrides FeLn-NikA 

I) Réactivité des hybrides FeLn-NikA en solution aqueuse en présence 
du couple O2 / DTT sans substrat exogène  

(1) Études par spectroscopie UV-visible. 

µ
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Tableau 14. Absorbance et longueur d’onde pour l’absorbance maximale en spectroscopie UV-
visible des hybrides catalytiques en conditions réductrices suivi d’une exposition à l’air libre en 
fonction du temps. 

λ λ λ 

π ϭ
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(2) Études in cristallo de la réactivité des hybrides FeL3-NikA  
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Figure 85. Structures cristallographiques de l’hybride originel FeL3-NikA puis sous la forme réduite 
FeL3red-NikA et enfin sous sa forme réoxydée FeL3red/O2-NikA montrant les différentes 
configurations du complexe de Fe(III) au sein de la poche de NikA en fonction des conditions 
catalytiques. 

 



 
171 

Figure 86. Différence de comportement entre les hybrides nouvellement conçu (représentés ici par 
FeL3-NikA) et FeL0-NikA au moment de leur réduction. 
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Figure 87. Différence de comportement entre les hybrides nouvellement conçu (représenté par 
FeL3-NikA (à gauche)) et FeL0-NikA (à droite) au moment de l’oxydation du ligand qui semble 
toujours se faire sur le bras en position équatoriale sur la structure réduite.  
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II) Réactivité de FeLn-NikA en solution aqueuse en présence du 
couple O2 / DTT et en présence d’un substrat exogène 
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(1) Catalyse d’oxydation d’alcène 

Tableau 15. Résultats de la catalyse d’oxydation du styrène avec la protéine NikA, les complexe 
FeLn et les hybrides FeLn-NikA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec du DTT comme 
réducteur. Condition : cat/substrat/red = 1/500/600 éq.. Temps réactionnel = 4 heures. 
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(2) Catalyse d’oxydation de thioéthers aromatiques 
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(3) Conclusion 



 
179 

 

 

 

III) Optimisation du système catalytique 

(1) Catalyse d’oxydation du cinnamate de méthyle 



 
180 

Tableau 16. Résultats de la catalyse d’oxydation du cinnamate de méthyle avec la protéine NikA, 
les complexe FeLn et les hybrides FeLn-NikA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) avec du DTT 
comme réducteur. Condition : cat/substrat/red = 1/500/600 éq.. Temps réactionnel = 4 heures. 
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(2) Activation de l’oxygène moléculaire en présence d’autres réducteurs : TCEP 
et ascorbate de sodium  

Figure 88. Tricarboxyéthylphosphine (TCEP) (droite) et ascorbate de sodium (gauche) utilisés en 
substitution du DTT en tant qu’agent réducteur. 
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Tableau 17. Résultats de la catalyse d’oxydation du cinnamate de méthyle avec la protéine NikA, 
le complexe FeL2 et l’hybride FeL2-NikA dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7) en présence de TCEP 
(gauche) ou  d’ascorbate de sodium (droite) comme réducteur. Condition : cat/substrat/red = 
1/500/600 éq.. Temps réactionnel = 4 heures. 
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Figure 89. Comparaison des conversions en fonction de la nature du réducteur lors de l’oxydation 
du cinnamate de méthyle par l’hybride FeL2-NikA. 
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(3) Réduction du catalyseur par un système photocatalytique 

Figure 90. Le complexe [RuII(bpy)3] 2+ utilisé en tant que photosensibilisateur. 
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Figure 91. Cycle du procédé photocatalytique impliquant FeLn-NikA en tant que catalyseur, 
[RuII(bpy)3]2+ en tant que photo sensibilisateur, la triéthanolamine en tant que donneur d’électrons 
sacrificiel, le tout activé par irradiation sous rayon lumineux bleus. 
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Figure 92. Superposition des spectres UV-visible acquis en conditions photocatalytiques en milieux 
anaérobie.  
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Schéma 5. 
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Tableau 18. Résultats de la catalyse d’oxydation du cinamate de méthyle dans le tampon HEPES 
(10 mM, pH 7). Conditions : cata / substrat / [RuII(bpy)3]2+ / TEOA = 1/500/200/600 éq.. Temps 
réactionnel = 24 heures. 
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Figure 93. Représentation graphique des résultats obtenus en catalyse d’oxydation du cinnamate 
de méthyle par FeL2-NikA avec l’oxygène moléculaire comme oxydant sous photocatalyse. 
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Figure 94. Spectre de masse du glyoxalate de méthyle, produit résultant de la coupure oxydante 
de la double liaison du cinnamate de méthyle par FeL2-NikA en condition photocatalytique dans 
des conditions 1/500/200/ 600 éq / catalyseur/substrat/ photosensibilisateur/ donneur d’électron 
sacrificiel. 
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Schéma 6. 
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Figure 95. Chromatogrammes obtenus après injection en CPG d’un prélèvement de l’air présent 
au-dessus de l’échantillon réactionnel pour différents substrats. 

(4)  Stabilité des catalyseurs hybrides 
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Figure 96. Représentation des expériences de stabilité. Suivi à 24 h, 48 h et 72, de la réactivité de 
la métalloenzyme artificielle FeL2-NikA et de sa sous-unité inorganique FeL2.  
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Figure 97. Graphique opposant la série réalisée en présence de FeL2-NikA à celle réalisée en 
présence de FeL2 libre. 
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Tableau 19. Nombre de cycles catalytiques réalisés au cours de chaque run. 

(5) Apport de la protéine 
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Figure 98. Présentation des protéines choisies pour remplacer NikA en tant que copule protéique 
de l’hybride. 

Figure 99. Nombres de cycles catalytiques réalisés en remplaçant NikA par d’autres protéines. 
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Tableau 20. Résultats de la catalyse d’oxydation du cinnamate de méthyle avec différentes 
protéines et le complexe FeL2 dans le tampon HEPES (10 mM, pH 7). Condition : 
cat/substrat/ruthénium/TEAO = 1/500/200/500 éq. Temps réactionnel = 24 heures. 

(6) Limites du système : dégradation des HAP ? 
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Tableau 21. Résultats de la catalyse d’oxydation de divers substrats par FeL2 dans le tampon HEPES 
(10 mM, pH 7). Conditions : cata / substrat / [RuII(bpy)3]2+ / TEOA = 1/500/200/600 éq.. Temps 
réactionnel = 24 heures. 
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Figure 100. Mesure qualitative du CO2 dégagé lors des réactions d’oxydation par FeL2. 

IV) Conclusion 

F) Conclusion 
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 Partie expérimentale 
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A) Techniques expérimentales 

I) ICP-AES 

µ

II) Cristallisation de l’hybride Rubpza-NikA 

µ µ

µ

Figure 101. Principe de la cristallisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue. 
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→

→

B) Synthèse 

I) Synthèses des ligands L1, L2 et L3 

(1) N-(2-hydroxybenzyl)-N,N’-éthylènediamine 

1
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(2) N-(2-hydroxybenzyl)-N, N’-éthylènediamine 

2
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(3) N-(2-hydroxybenzyl)-N, N’-éthylènediamine 

3

 



 
212 

(4) L2 Acide N-(2,6-Diméthylbenzyl)-N’-(2-hydroxybenzyl)-N,N’-éthylène-
diaminediacétique. 

L1

 

 Mode opératoire type de synthèse des complexes , , 
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III) Mode opératoire type de synthèse des hybrides FeL1-NikA, FeL2-
NikA et FeL3-NikA 

IV) Caractérisation des hybrides. 
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(1) Dosage de la protéine NikA  

(2) Dosage du fer : 



 
215 

V) Expérience type de test de catalyse d’oxydation par activation 
d’oxygène par FeLn-NikA en présence de DTT/TCEP ou ascorbate 
de sodium en tant qu’agent réducteur. 

VI) Expérience type de test de photodégradation par activation 
d’oxygène par FeLn-NikA  
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VII) Expérience type de test de catalyse d’oxydation du styrène ou 
des trans-β-méthylstyrène et cis-β-méthylstyrène par Rubpza-NikA 
en présence de PhI(OAc)2 en tant qu’oxydant. 
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