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Abréviations

(DHQD).PHAL
ADH
ADN
AlaDH
ALBP
ALDH
AMO
APSi
ATHase
Bipy
Bpg
BphC
BSA
CAR
CAS
CAT
CLEA
CLEC
CPR
Cu(l)
Cu(OTf)
Cyt. P450
DABCO
DAOCS
DBU
DIPEA
DTT
EDTA
ee

EH

EP

FePc
GIuDH

Abréviations

1,4-bis(9-O-dihydroquinidinyl)phtalazine
alcool déshydrogénase

acide désoxyribose nucléotide

alanine déshydrogénase

protéine liant les lipides adipocytes
aldéhyde déshydrogénase

alcene monooxygénase

capsule hybride a base alginate/protamine/silice
Hydrogénase

Bipyridine

bis(2-pyridylméthylglycine)
2,3-dihydroxybiphényl-1,2-dioxygénase
albumine sérique bovine

acide carboxylique réductase
clavaminate synthase

Catalase

agrégats d’enzymes réticulés

Cristaux d’enzymes réticulés
cytochrome P450 réductase

iodure de cuivre

iodure de triflate

cytochrome P450
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
déacétoxycéphalosporine C synthase
diazabicycloundécéne
diisopropyléthylamine

dithiothréitol
éthylénediaminetétraacétique

exces énantiomérique

époxyde hydrolase

Epoxydase

complexe de fer avec un ligand porphycéne

glutamate déshydrogénase
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GO
H20:
Hbpza
HCA
HO
HPCD
HRP

HSA
IPNS
IRED
KOH
LDH
MAO-N
Mb
MMO
N4Py
NADH
NADPH
NaOClI
NDO
NMI
NMM
NMO
Phen
PhlO
PIDA
PIX
PMO
Sav
SMO
SPAAC
Tampon HEPES
Tampon Tris
TauD
TBN
TMC

galactose oxydase

peroxyde d’hydrogene

acide bis-(pyrazol-1-yl)acétique
anhydrase carbonique humaine
2-hydroxy-acide oxydase
homoprotocatéchuate-2,3-dioxygénase

peroxydase du raifort

albumine sérigque humaine

synthétase N d’isopénicilline

imine réductase

Potasse

hydroxyde double lamellaire

monoamine oxydase

myoglobine

méthane monooxygénase
N,N-bis(2-pyridylméthyl)-N-bis(2-pyridyl)méthylamine
nicotinamide adénine dinucléotide

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
hypochlorite de sodium

naphtaléne 1,2-dioxygénase

1-méthylimidazole

N-méthylmorpholine

N--méthylmorpholine N-oxyde

phénanthroline

iodosylbenzéne

diacétate d’iodobenzéne

porphyrine X

polysaccharide monooxygénase

streptavidine

styréne monooxygénase

cyclo-additions azide-alcyne activées par contrainte
acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
tris(hydroxyméthyl)aminométhane
taurine/a-KG-dioxygénase

nitrile de tert-butyle
1,4,8,11-tétraméthyl-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane
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TON
XLnA
YLL
a-KG
a-TA
o-TA

nombre de cycles catalytiques
xylanase 10A

lipase de Yarrowia lipolytica
a-cétoglutarate
a-transaminase

o-transaminase
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Introduction générale

Depuis la révolution industrielle, la chimie ne cesse de prospérer en développant des procedés
de plus en plus performants nécessaires aux besoins grandissants de la société. En effet, la
chimie est omniprésente dans notre quotidien et a un réle primordial dans les industries
pharmaceutiques, cosmeétiques, pétrochimiques ou encore agroalimentaires. Cependant, de
nombreux procédés chimiques ont été développés aux dépens de 1I’environnement, engendrant
des désastres écologiques. Par exemple, les réactions d’oxydation sont, encore aujourd’hui,
réalisées dans des conditions drastiques, a des températures et pressions trés élevées ou en
utilisant des métaux nobles tres onéreux, toxiques et peu abondants.

Face a la forte croissance de la population mondiale et a 1’épuisement des combustibles
fossiles, le concept de chimie verte a été introduit par Anastas et Warner,! dans les années
1990, préconisant douze principes permettant de développer une chimie plus respectueuse de
I’environnement. Désormais, les défis scientifiques sont portés :

- sur la limitation de la pollution a la source en réduisant 1’utilisation de produits
dérivés, tels que les groupements protecteurs, en développant des synthéses plus
¢conomes en termes d’énergie ou d’atomes,

- sur la diminution de la toxicité des réactions chimiques en utilisant des produits et
solvants moins toxiques,

- sur I'utilisation de ressources renouvelables ou biodégradables limitant les dépenses
énergétiques,

- sur le développement de catalyseurs permettant de développer des procédés plus
économes et moins dangereux.

A titre d’exemple, nous pouvons citer la production d’ibuproféne par la société BHC qui a
remplacé le procédé Boots développé dans les années 1960. Le procédé Boots nécessitait une
synthése trés longue et produisait de nombreux sous-produits réactionnels.?

De nombreuses investigations ont donc été focalisées sur le développement de procédés
catalytiques d’oxydation efficaces, propres et stables.> 4 Plus particuliérement, 1’oxydation
d’alcenes et la sulfoxydation de thioéthers constituent des réactions clés dans de nombreuses
syntheses de médicaments comme, par exemple, dans la production de 1I’Atazanavir (agent

antiviral) ou I’Oméprazole (utilisé dans le traitement de ’ulcére gastrique) (Figure 1-1).°
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N, S = CHs
7 Y

H OH 0]
N N
0 X : H o] HsC—O

Atazanavir Omeéprazole

Figure 1-1 : Molécules d’Atazanavir (a gauche) et d’Oméprazole (a droite).

Afin de concevoir ces nouveaux catalyseurs innovants, une des solutions envisagées est de
s’inspirer d’un modele universel, la Nature. En effet, des procédés naturels, ayant peu
d’impact sur I’environnement, réalisent des réactions chimiques de maniere trés efficace et
tres sélective en utilisant principalement des ressources abondantes sur la Terre, comme 1’eau,
le dioxygene ou encore le fer. Dans ce cadre, le concept et de bioinspiration propose de créer
de nouveaux matériaux et de nouvelles structures moléculaires en s’inspirant de la Nature.®®
La compréhension et I’inspiration des systémes naturels a déja permis a 1’étre humain de
développer des technologies extraordinaires comme, par exemple, les ailes des avions qui sont
inspirées des rapaces ou encore des médicaments délivrés dans les cellules avec ’efficacité

d’un virus (Figure 1-2).

Les alles des avions Des médicaments
du futur inspirées délivrés dans les cellules avec I'efficacité
par les rapaces d'un virus

 WrtR. Covmenie £ Courgie. rodynamivese. ..
e alicn de Tnighe wot wn Wjom gt | Les abex

€ e owr Laratid ndaptation.

Figure 1-2 : Exemples de bio-inspiration.
Dans ce cadre, s’inspirer des enzymes constitue une approche intéressante pour la réalisation

de procédes d’oxydation éco-compatibles et, plus particulierement, les métalloenzymes de

type oxygénase paraissent étre de bonnes sources d’inspiration.® 1° Elles sont capables
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d’activer I’oxygene moléculaire afin de réaliser un transfert d’un ou deux atomes d’oxygéne

sur un substrat exogéne et en réalisant plusieurs milliers de cycles catalytiques.

De nombreuses équipes de chercheurs a travers le monde ont donc décidé de s’inspirer de ces
enzymes afin de concevoir de nouveaux biocatalyseurs hybrides mimant leur activité : les
oxygénases artificielles.!* Celles-ci permettent de combiner les avantages des deux mondes
de la biocatalyse et de la catalyse homogene. Les biocatalyseurs naturels possédent une
efficacité et une sélectivit¢ remarquables grace a l’influence de la seconde sphere de
coordination (les acides aminés du site actif de I’enzyme). De plus, les réactions sont réalisées
en milieu aqueux, a température ambiante et a pression atmosphérique, conditions requises
pour le développement d’une chimie durable. Par complémentarité, les catalyseurs
homogeénes sont tres facilement modulables, que ce soit au niveau du ligand ou vis-a-vis de
I’ion métallique. Une autre caractéristique de ces catalyseurs est la possibilité de réaliser une

infinité de réactions, naturelles ou non, sur une infinité de substrats différents.

Malheureusement, 1’utilisation des biocatalyseurs artificiels au niveau industriel est encore
limitée, surtout en conditions oxydantes, en raison de leur manque de stabilité. Pour y
remédier, I’introduction de la catalyse hétérogéne semble €tre une solution viable. En effet,
celle-ci permet d’avoir des systémes catalytiques beaucoup plus stables que des catalyseurs
homogénes ou enzymatiques. De plus, les catalyseurs hétérogénes peuvent étre facilement
séparés du milieu réactionnel et recyclés de nombreuses fois sans perdre en efficacité, et
peuvent opérer dans une large gamme de conditions réactionnelles. La conception de
métalloenzymes artificielles hétérogenes peut étre effectuée via diverses techniques

2 Lors de mes travaux de doctorat, la synthése de

d’immobilisations d’enzymes.!
métalloenzymes artificielles hétérogénes a été réalisée en deux eétapes: d’abord, la
cristallisation des hybrides, suivie de leur stabilisation par 1’intermédiaire de la technologie
CLEC (Cross-Linked Enzyme Crystals). Aprés leur synthése, ces biocatalyseurs hétérogenes
ont été testés en catalyse d’oxydation hétérogéne sur différentes réactivités. Ces nouveaux
catalyseurs bio-inspirés ont pour but d’allier les avantages des catalyses enzymatique
(sélectivité et efficacité), homogene (diversité) et hétérogene (stabilité et recyclabilité).

Ce manuscrit comprendra quatre chapitres : (1) introduction bibliographique, (II) conception
de nouvelles métalloenzymes artificielles pour 1’oxydation, (IlI) développement d’une
biocatalyse hétérogéne et (IV) vers une chimie tandem. L’introduction bibliographique

présentera quelques exemples d’oxygénases a fer et a cuivre existantes dans la Nature puis
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suivra un état de 1’art sur la conception des métalloenzymes artificielles ainsi que leurs
performances catalytiques dans différentes réactions d’oxydation. Les différentes techniques
d’immobilisations d’enzymes seront ensuite présentées avec un intérét plus marqué pour la
réticulation d’enzymes. Pour finir, la chimie tandem (ou chimie cascade) sera présentée dans
le cadre de réactions d’oxydation. Le deuxiéme chapitre présentera la conception et la
caractérisation de deux nouvelles oxygénases artificielles en solution, I’une a base de cuivre
pour l’oxydation de [I’alcool benzylique et 1’autre a base de ruthénium pour
I’hydroxychloration d’alcénes. Le troisieme chapitre sera la description de la mise en place de
la méthodologie d’immobilisation d’enzymes a nos métalloenzymes artificielles, leurs
caractérisations ainsi que leurs études en catalyse d’oxydation hétérogene. Le quatrieme
chapitre retranscrira les travaux réalisés pour le développement d’une chimie d’oxydation

tandem en comparant les catalyseurs en solution et les catalyseurs hétérogénes.
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Chapitre | : Introduction bibliographique

L’oxygéne moléculaire (O2) est omniprésent dans la vie d’une écrasante majorité des
organismes vivants (bactéries, plantes, mammiféres). Cette molécule posséde deux fonctions
essentielles : un role d’accepteur terminal d’électrons dans la chaine respiratoire et un réle de
réactif biosynthétique pour I’oxydation de composés chimiquement inertes, tels que des
alcanes, des alcénes ou encore des substrats organiques aromatiques. L’oxydation de ces
substrats constitue une étape clé dans de nombreux processus biologiques (dégradation des
xeénobiotiques, biosynthese de briques moléculaires tels que I’ADN, les acides aminés, etc...).
Cependant, les réactions entre ces substrats organiques et Oz sont cinétiqguement défavorables.
Dans ce cadre, il existe des systémes naturels capables d’activer la molécule d’O2 par
coordination de celle-ci avec un métal ou par réaction directe avec un radical. De nombreux
chercheurs se sont donc évertués a comprendre le fonctionnement des oxygénases et/ou
oxydases pour s’en inspirer afin de développer de nouvelles méthodologies de synthese
efficaces et plus respectuecuses de 1’environnement pour diverses réactions d’oxydation.

Dans cette premicére partie d’introduction bibliographique, quelques exemples d’oxygénases a

fer et d’oxygénases ou d’oxydases a cuivre seront abordés.

1. Les oxygénases et les oxydases comme source
d’inspiration

Les oxygeénases et les oxydases sont donc des enzymes extrémement performantes capables
d’activer Oz pour réaliser une trés grande variété de réactions d’oxydation. Une oxydase est
une enzyme capable d’oxyder un substrat organique sans I’insertion d’atomes d’oxygéne.®
Une oxygénase est une enzyme capable d’insérer un (monooxygénase) ou deux
(dioxygénases) atomes d’oxygene dans un substrat de maniere efficace, en conditions trés
douces et avec une trés grande sélectivité.'* Elles peuvent étre classées en deux catégories
distinctes : les enzymes hémiques et non hémiques. Bien que toutes ces enzymes possedent de
nombreuses différences au niveau de leurs structures, ’activation de O2 par un centre a fer ou
a cuivre passe par le méme type d’intermédiaire réactionnel, c’est-a-dire une espece

métallique a haut degré d’oxydation (Figure 1-3).1°

Les premiéres oxygénases furent découvertes en 1955 par O. Hayaishi, avec 1’identification

d’une enzyme, la pyrocatéchase, capable de catalyser la conversion du catéchol en acide
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muconique par coupure oxydante,’® démontrant la capacité d’une enzyme & incorporer de

I’oxygene moléculaire au sein d’une liaison C-H d’un substrat. De nombreuses investigations

ont donc été réalisées par les chercheurs ces dernieres décennies.

a b c
(P)Fe" Mn+“Mn+ Mm.
ozi ozl ozi
Superoxo (P)Fe'—00* M+ -MP+1)+—Q0*  MO+1+—Q0*
H+, - H+r - .
¢ l l ¢ l 2 ¢électrons provenant
du cofacteur
Peroxo (P)Fe"—O0H MM+D+—O,—pmO+D+ M+ —OO(H) '
" -Hzol N \
o SN Fe'=0 cCu'-0° FeV=0
X0 (P"")FEN=O M(n+\)+/M(”+ )+ [
HO
Cytochromes P450 Meéthane Dioxygéna:ses de Rieske
Peroxydases monooxygénase ~ (M* =Fel) _
hémiques (M=~ = Fell) Hydrolases mononucléaires de
Catalases Tyrosinase cuivre et amine oxydases
(Mn— = Culj (Mn— = Clllj
Oxygénases ptérine et a-cétoacide
dépendantes
(M = Fel))

Figure 1-3 : Différents mécanismes d’activation d’O>.
1-1. Les systemes hémiques de type cytochrome P450

Les cytochromes P450 (Cyt. P450) sont 1’'une des familles les plus représentatives des
monooxygenases avec plus de 15 000 enzymes différentes découvertes. On les retrouve dans
de nombreux organismes vivants (mammiféres, plantes, insectes, champignons). Ils sont
impliqués dans de nombreux réles biologiques comme la dégradation de xénobiotiques
(médicaments, toxines) ou encore la biosynthése de petites molécules de signalisation
utilisées pour le contrdle de I’homéostasie des métaux. Les Cyt. P450 sont des enzymes a fer
hémique, constituées d’un atome de fer (III) coordiné a quatre atomes d’azote d’une
protoporphyrine IX et a un ligand cystéinate axial qui permet 1’ancrage du complexe a la
protéine (Figure 1-4).1% 117 |es deux bras carboxylate de la protoporphyrine 1X jouent un

role important dans la stabilisation et la solubilité¢ de I’héme.
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Figure 1-4 : Structure de la protoporphyrine IX de fer (111) des Cyt. P450 liée a la protéine

via une cystéine.

De nombreuses réactions d’oxydation peuvent étre réalisées avec les Cyt. P450, comme par
exemple, I’hydroxylation d’alcanes, 1’époxydation d’alcénes ou encore la sulfoxydation de
thioéthers.'® Un exemple intéressant est apporté par le Cyt. P450 BM-3 (mutant 139-3) qui est
capable de réaliser I’époxydation du styréne avec une chimiosélectivit¢ de 100% et une
activité catalytique trés importante de 1100 Min™*.18Ce méme systéme est capable de réaliser
I’hydroxylation de liaisons C-H aromatiques, comme le benzéne ou méme des alcénes peu
réactifs comme le cyclohexene ou le propyléne. De maniere générale, les réactions de

monoxygénation réalisées par ces systémes se traduisent selon 1’équation Figure I-5.

Cyt. P450
RH + O,+ NADPH + H* » ROH + H,0 + NADP*

L

Figure I-5 : Réaction générale des monooxygénases Cyt. P450.

Gréace a de nombreuses études spectroscopiques et structurales, un cycle catalytique commun
aux Cyt. P450 a été proposé et est représenté selon la Figure 1-6.% 2

A D’état natif, ’ion ferrique est li¢ a une molécule d’eau (A). Lors de la premiére étape,
I’approche du substrat a proximité du site actif perturbe la coordination de la molécule d’eau
et force son départ (B). Cette perturbation entraine un changement de 1’état de spin du fer qui
devient haut spin (B) provoguant une augmentation de son potentiel d’oxydo-réduction.?* La
réduction de I’ion ferrique en ion ferreux, plus aisée, va €tre réalisée grace 1’intermédiaire
d’une réductase, la NADPH Cyt. P450 réductase (CPR)?> 2 qui favorise le transfert
d’¢électrons du NADPH au centre actif (C).
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Figure 1-6 : Cycle catalytique du Cyt. P450.

La molécule d’oxygene peut alors étre activée pour former un intermédiaire de type Fe(lll)-
superoxo (D) qui va ensuite évoluer en intermédiaire de type Fe(lll)-peroxo (E) en présence
d’un deuxiéme électron délivré par la CPR. Cet intermédiaire est ensuite protoné, permettant
I’obtention d’un intermédiaire de type Fe(Ill)-hydroperoxo (F) qui, en présence d’un
deuxieme proton, est coupé hétérolytiquement au niveau de la liaison O-O avec élimination
d’une molécule d’eau et production d’une espéce oxydante hautement réactive de type
Fe(IV)-oxo coordiné par un ligand radicalaire porphyrinyle (G).?*Cette espéce présente une
forme tautomere de type Fe(V)-oxo (G’), s’il n’y a pas délocalisation de 1’électron sur le
ligand porphyrininyle. La forme Fe(IV)-oxo radical cation (G) s’avére étre une espéce
hautement réactive capable de réagir avec des substrats peu réactifs en réalisant une
abstraction d’un atome d’hydrogéne conduisant a la formation d’un radical R® et d’une espece
Fe(1V)-hydroxo (H). Par un mécanisme appelé « oxygen rebound »,2° le radical alkyle R® va
récupérer le groupement hydroxyle li¢é au fer afin de former I’alcool correspondant et

régénérer 1’état natif du Cyt. P450 (A).
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1-2. Les enzymes a fer non hemique

1-2-1. Les enzymes dinucléaires de fer non hémique : le cas de la méthane

monooxygénase

Les enzymes dinucléaires de fer participent activement a de nombreuses réactions
d’oxydation dans le métabolisme des étres vivants. Par exemple, la premiére enzyme de cette
catégorie a étre découverte fut la ribonucléotide réductase qui catalyse la réduction des
ribonucléotides en désoxyribonucléotides qui sont des précurseurs de I’ADN.% De nombreux

27 mais une

autres exemples d’oxygénases de cette catégorie pourraient €tre exemplifiés
enzyme en particulier a attiré notre attention par sa remarquable capacité a oxyder des

substrats inertes tels que le méthane en méthanol : la méthane monooxygénase (MMO).

Les bactéries méthanotrophes sont capables d’utiliser le méthane comme seule source de
carbone et d’énergie. En 1966, J.W. Foster et H. Davis ont fait la découverte d’une bactérie,
Methylococcus capsulatus,?® capable d’oxyder le méthane en méthanol grace a I’activation

réductrice de I’oxygéne moléculaire selon 1’équation représentée en Figure 1-7.

. MMO
CHi +0,+NADH + H > CHsOH +H,0 + NAD*

Figure I-7 : Réaction générale de la MMO.

Cette oxydation est catalysée par une enzyme, la MMO. Elle est présente sous deux
formes distinctes : la méthane monooxygénase membranaire (MMOp),contenant un centre
actif & base de cuivre, et la méthane monooxygénase soluble (MMOs)?® présente dans le
cytosol contenant un centre actif dinucléaire de fer non hémique.
La MMOs est en réalité un complexe multiprotéique comportant trois sous-unités distinctes
(Figurel-8, a) :

-la sous-unité hydrolase (MMOH),%un hétérodimére de 251 kDa contenant le site actif
dinucléaire de fer, est responsable de ’hydroxylation du méthane (Figure 1-8, b),

- la sous-unité réductase (MMOR), monomeére de 38,5 kDa contenant un centre [2Fe-
2S], transfere les électrons provenant de 1’oxydation du NADH a la MMOH,

- la sous-unité régulatrice (MMOB), monomeére de 15,8 kDa, joue un réle

prépondérant dans la régulation du transfert d’électrons entre MMOR et MMOH.
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Figure 1-8 :a)Organisation des différentes sous unités de la MMOs. b) Site actif dinucléaire

de fer de la MMOs sous sa forme oxydée.

Suite a de nombreuses investigations basées principalement sur la modélisation
d’intermédiaires réactionnels, le mécanisme le plus accepté pour la réduction de O par la
MMO est le suivant. Il débuterait par la réduction de I’espéce MMOox (2 Fe''") en MMOreq
(2 Fe').2% 3! Les deux électrons nécessaires a la réduction proviendraient du NADH via
MMOR (Figure 1-8).32 Ensuite, une molécule d’oxygéne moléculaire serait activée pour
former I’intermédiaire bis-Fe(lll)-peroxo (P, Figure 1-9)* qui se réarrangerait, avec la
coupure de la liaison O-O et le départ d’une molécule d’eau, pour former I’intermédiaire bis-
Fe(1V)-oxo (Q).>*Le composé Q, trés réactif, serait capable de réagir avec le méthane afin de
former le méthanol par un mécanisme similaire a celui des Cyt. P450 (abstraction d’un atome

d’hydrogéne puis hydroxylation) puis 1’état natif MMOHox Serait régénéré.

Tout comme le Cyt. P450, la MMOs est capable de réaliser I’insertion d’un atome d’oxygene
au sein d’une liaison C-H désactivée a partir de 1I’oxygéne moléculaire et en présence de 2
électrons. Ces deux enzymes peuvent oxyder un grand nombre de substrats tels que des
hydrocarbures. Bien qu’elles possédent des différences au niveau de leur site actif

(mononucléaire ou dinucléaire de fer), leur mécanisme d’action est assez similaire.
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Figure 1-9 : Cycle catalytique simplifié de la MMOH.

La méthane monooxygénase est aussi capable de catalyser 1’époxydation d’alcénes

aliphatiques de type éthéne, propéne ou buténe avec une chimiosélectivité de 100%.%

1-2-2. Les systemes mononucléaires de fer non hémique

Les enzymes mononucléaires de fer non hémique ont un réle primordial dans le métabolisme
des acides nucléiques et des acides aminés, dans la biodégradation des composés aromatiques
et dans la biosynthése dantibiotiques comme la céphalosporine ou la pénicilline.3® 3
L’environnement du métal au sein des enzymes étant plus flexible que dans le cas des
systemes hémiques, elles sont capables de réaliser une plus grande variété de réactions
d’oxydation avec des substrats et des sources d’électrons plus divers que les enzymes a fer

hémique ou a dinucléaires de fer non hémique.

L’émergence des études cristallographiques sur ces enzymes ont permis la découverte d’un
motif structural commun, la triade faciale « 2-His-1-carboxylate ».3® Elle est constituée d’un
atome de fer (11) coordiné par un ligand aspartate ou glutamate, deux ligands histidines et trois
molécules d’eau (sites labiles) permettant de moduler facilement la réactivité du centre

métallique.®

Ces enzymes forment cing sous-familles en fonction de la reaction catalysée ou de la nature
du cofacteur ou co-substrat utilisé lors de la catalyse. Les intra- et extra-diol dioxygénases
constituent la premiere sous-famille et sont capables de réaliser la coupure oxydante de

substrats type catéchol comme I’homoprotocatéchuate-2,3-dioxygénase (HPCD) ou la
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dihydroxybiphényl-1,2-dioxygénase (BphC).*® Les dioxygénases de Rieske constituent une
deuxieme sous-famille avec I’exemple de la naphtaléne dioxygénase qui est capable de
catalyser la cis-dihydroxylation des arénes.** Les hydrolases ptérine-dépendantes,
exemplifiées par la tyrosine hydrolase,*? sont des hydrolases d’acides aminés aromatiques. La
quatrieme sous-famille est constituée d’enzymes a-cétoglutarate déependantes (o-KG), induites
dans la réparation de I’ADN, la régulation de la transcription ou encore la biosynthése
d’antibiotiques. On peut citer en exemple la déacétoxycéphalosporine C synthase
(DAOCS),* la clavaminate synthase (CAS)* ou la taurine/a-KG-dioxygénase (TauD).** La
derniére sous-famille est représentée par les oxydases biosynthétiques tels que 1’isopénicilline

N-synthase (IPNS),% induites dans la biosynthése d’antibiotiques (Figure 1-10).

“
O wFe's
501 (2 @ o1
SO; —OH . pH i \_g: @'R
}:émo Hls—’ \'\:eva
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Figure 1-10 : Activation du dioxygene moléculaire par des enzymes mononucléaires de fer
non hémique (triade faciale 2-histidine-1-carboxylate).

Lors de cette introduction bibliographique, seulement deux sous-familles d’enzymes seront
abordeées : les catéchols dioxygénases et les dioxygénases de Rieske. Ces deux sous-familles
ont été choisies car elles possedent chacune une réactivité proche de celles que j’ai pu
développer durant ma these : la coupure oxydante de liaison C=C et la dihydroxylation

d’alcénes.
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Les catéchol dioxygénases, composées d’un centre actif mononucléaire de fer non hémique,
catalysent la coupure oxydante de substrats de type catéchol, réaction clé dans la dégradation
métabolique des composés aromatiques chez les bactéries.*® Elles peuvent étre classées en

deux sous-familles : les extra-diol et les intra-diol dioxygénases (Figure 1-11).

OH . Extr:f\diol Intradiol
dioxygénases OH dioxygénases COOH
=~ >COOH - 2 R | COOH
X CHO Fe' OH Fe' =

1

Figure I-11 : Réactions catalysées par les catéchol dioxygénases. 1=extradiol, 2=intradiol.

Des différences structurales et électroniques entre les intra- et les extra-diol dioxygénases
permettent d’expliquer la différence de réactivité entre ces deux types d’enzymes. Le site actif
des intra-diols dioxygénases possede un atome de Fe(lll) lié par deux tyrosines, deux
histidines et deux molécules d’eau alors que le site actif des extra-diol dioxygénases comporte
un atome de Fe(ll) lié par deux histidines, un glutamate et trois molécules d’eau. Le degré
d’oxydation étant différent entre ces deux types d’enzymes, cela implique une réactivité
différente (Figure 1-11).

L’enzyme HCPD est une extra-diol dioxygénase tres étudiée. De nombreuses méthodes de
caractérisation, comme la cristallographie aux rayons X, ont permis de mieux comprendre le
mécanisme réactionnel de cette enzyme (Figure 1-12).%6*8 La premiére étape du cycle
catalytique est la liaison du substrat catéchol bidentate au centre métallique (2). Ensuite, O2
est activé par I’ion ferreux conduisant a un intermédiaire de type Fe(ll)-superoxo combiné a
une semiquinone radicalaire (3) qui se recombine pour former un intermédiaire alkylperoxo
(4).*° Cet intermédiaire évolue ensuite en lactone via un réarrangement de Criegee* (5) qui
est hydrolysé pour donner le produit réactionnel (6). Il est important de noter qu’aucun
réducteur externe n’est utilisé pour réaliser la réaction de catalyse. Les électrons proviennent
directement du substrat afin de garder le centre métallique sous son degré d’oxydation +II

permettant 1’activation d’Ox.
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Figure 1-12 : Cycle catalytique de ’extradiol dioxygénase HPCD.*® Ne sont représentés que

le fer et les ligands labiles.

Chez les bactéries, la premiére étape de dégradation de composés aromatiques est
généralement réalisée par les dioxygénases de Rieske. Ces enzymes sont capables de catalyser
la cis-dihydroxylation de doubles liaisons d’arénes et d’alcénes a partir du dioxygéne.>0->2

De nombreuses enzymes appartenant a cette famille ont été étudiées telles que la toluene
dioxygeénase, la benzoate dioxygénase ou encore la naphtalene dioxygénase (NDO). Cette
derniéere est issue de Pseudomonas sp. NCIB 9816-4 et sa structure cristallographique fut
déter™"ée en 1998.5° Elle catalyse la cis-dihydroxylation du naphtaléne selon la réaction

représentée sur la Figure 1-13.

OH

+0,+NADH +H' o, OH +NAD'

Figure 1-13 : Réaction type de la NDO.

Les oxygénases de Rieske sont incluses dans des systéemes enzymatiques constituées de trois
protéines qui forment une chaine de transfert d’électrons. La premiére protéine est une
réductase flavoprotéine NADH-dépendante.>* La deuxiéme protéine est une ferrédoxine
contenant un centre [2Fe-2S].%° Pour finir, la troisiéme protéine est une oxygénase contenant a

la fois un centre [2Fe-2S] relié au centre mononucleéaire de fer(ll), par un residu aspartate
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pontant, en interaction avec les ligands histidines du centre [2Fe-2S] et du fer, dans le site

actif de ’enzyme (Figure 1-14).%®

Cys
Cys—-Fé‘"
8

S\F\e“,ms

\
N\

Centre a fer non

Centre de Rieske ihgen
hémique

Figure 1-14 : Représentation d ‘une oxygénase de Rieske : architecture du centre [2Fe-2S] de

Rieske (en vert) et du centre actif mononucléaire de fer non hémique (en violet).

La réductase et la ferrédoxine induisent le transfert de deux électrons provenant du NADH
vers 1’oxygénase de Rieske, ou la cis-dihydroxylation du naphtaléne est catalysée par le centre
a fer non hémique. D’importantes contributions pour 1’élucidation du mécanisme réactionnel
ont été apportées en 2001 par Lipscomb et al.>” Dans ces expériences, en 1’absence de ses
partenaires physiologiques, I’oxygénase est toujours capable de catalyser la réaction si le
centre de Rieske est réduit par un électron et que le centre a fer non hémique est a 1’état
ferreux (Figure 1-15, A).

Centre Site actif
de Rieske du fer
S 3 S + 0z +H” S
/ / 4 ~OH
Felll \Felll + Fel N Fell \Fe" . Fel' N Felll \Felll + q ;
\S/ A N\ 7 B s Eall

E*AE °|
AN\ H o N H

Fell Felly H'z = Felll o4 B
N e TN N 5 on
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Figure 1-15 : Cycle catalytique proposé pour la NDO avec un intermédiaire Fe(ll1)-

hydroperoxo en «side-on».>

32



Chapitre | : Introduction bibliographique

L’activation de 1’oxygeéne moléculaire permettrait la formation d’un intermédiaire de type
Fe(lll)hydroperoxo «side-onx», identifié par des études de cristallographie aux rayons X en
temps résolu.® Sa conformation induirait un transfert stéréospécifique des deux atomes
d’oxygeéne sur le substrat de type naphtaléne (C).>% % Aprés formation du produit
dihydroxyle, le complexe de fer serait réduit par un second électron externe (D) permettant la
libération du produit réactionnel en présence d’un proton et la régénération de 1’enzyme dans

son état natif.

Dans ce mécanisme réactionnel, il n’est pas a exclure la formation d’une espece de type
Fe(V)-oxo-hydroxo qui surviendrait aprés une rupture hétérolytique de la liaison O-O de
’intermédiaire  Fe(I11)-hydroperoxo «side-on».%t En effet, des études de modéles
biomimétiques ont démontré que les deux especes Fe(ll1)-hydroperoxo et Fe(V)-oxo-hydroxo
peuvent étre synthétisées et sont capables de catalyser la dihydroxylation d’alcénes. Une étude
récente sur des modeles basés sur NsPy et TMC par Solomon et al. indique que 1’état haut
spin de I’intermédiaire Fe(III)-hydroperoxo est suffisamment électrophile pour réagir
directement avec le naphtaléne sans passer par I’intermédiaire Fe(V)-oxo-hydroxo.®?

Néanmoins, la question reste ouverte dans le cas de 1’enzyme naturelle.

La catalyse d’oxydation par la NDO peut s’étendre a d’autres substrats et sur d’autres
réactivités. Par exemple, la NDO est capable de catalyser des réactions de cis-dihydroxylation
sur divers composés aromatiques comme ’anthracéne avec des rendements quantitatifs et des
exces énantiomériques atteignant les 98% envers 1’énantiomére 1R2S. D’autres réactions,
comme la monohydroxylation de liaison C-H ou encore la sulfoxydation de thioéthers de type
thioanisole, enrichissent le panel de réactions catalysees par cette enzyme, toujours avec des

rendements et des excés énantiomériques trés élevés (> 80%).5

1-3. Les enzymes a cuivre

Les oxygénases et oxydases a cuivre sont d’excellentes alternatives aux enzymes a fer.%® Ces
enzymes sont impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques importantes dans le
métabolisme des étres vivants comme la régulation des neurotransmetteurs, le transport de O>
ou encore la respiration cellulaire.®* Elles peuvent étre divisées en deux catégories : les

monooxygénases et les oxydases.
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1-3-1. Les monooxygenases

Comme pour les monooxygénases a fer, les monooxygénases a cuivre catalysent I’insertion
d’un atome d’oxygéne sur un substrat exogéne en activant Oz dans un mécanisme réactionnel
impliquant deux électrons. Un des exemples les plus probants de cette catégorie est la famille
des polysaccharides monooxygenases (PMO). Ces enzymes sont importantes dans le milieu
industriel puisqu’elles catalysent la dégradation de la cellulose ou de la lignine (Figure 1-16,

a).

a) OH Q

OH
ca OH
Cu:LPMO Cu:LPMO Cu:LPMO Cu:LPMO
+H,0 +0,+2H" +2e” + 0, + 2H" + 2¢” +H,0
OH

OH
0 HO
OH OH
OH

Reducing-end lactone OH
Non-reducing end

H.0 ketoaldose

OH

Reducing-end aldonic acid

Figure 1-16 : a) Réaction des PMO. b)Site actif de la PMO.5®

De nombreuses recherches ont été entreprises sur cette famille d’enzymes pour mieux
comprendre les mécanismes réactionnels mis en jeu dans le cadre du développement de
nouveaux catalyseurs efficaces pour la dégradation de la biomasse.®® Depuis peu, leur site
actif est connu (Figure 1-16, b).%° Ces enzymes peuvent étre classées selon leur site de
coupure du polysaccharide : les enzymes de type 1 catalysent la coupure de la liaison C-O en
position C1 et les enzymes de types 2 catalysent la coupure de la liaison C-O en C4. D’aprés
quelques investigations, le cuivre activerait Oz a un électron afin de former une espéce active

de type Cu(ll)-superoxyde «end-on».’

1-3-2. Les oxydases

Les oxydases représentent la catégorie d’enzymes a cuivre la plus importante. Contrairement

aux oxygénases, les oxydases catalysent une réaction d’oxydo-réduction impliquant O>
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comme accepteur d’électrons (généralement 4 électrons).®® Une des enzymes les plus décrites
est la galactose oxydase (GO).% ° Cette enzyme catalyse sélectivement 1’oxydation d’alcools
primaires en aldéhydes couplée a la réduction a deux électrons d’Oz en H.O> (Figure 1-17, a).

La GO est une enzyme mononucléaire de cuivre de 65-68 kDa qui possede deux ligands
histidines (His694 et His581), un ligand tyrosine (Tyr495) ainsi qu’un deuxiéme ligand
tyrosine (Tyr272) lié covalemment a une cystéine (Cys228) dans sa forme inactive comme le
montre la structure cristallographique (Figure 17, b).*> Apreés la réduction & un électron de la
forme inactive, I’enzyme devient active avec la formation d’un radical phénoxyle qui va

permettre d’oxyder le substrat.
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Figure 1-17 : a) Réaction type de la GO. b) Site actif de la GO (forme inactive).

De nombreuses applications peuvent étre attribuées a cette enzyme. Par exemple, elle est tres
développée dans les biocapteurs en particulier pour la détection du galactose ou du lactose. De
plus, des applications dans la préparation d’hydrogels stables thermiquement ou de nouveaux

aérogels sont aussi en voie de développement.’® ™

1-4. Conclusion

Les oxygénases catalysent une large diversité de réactions d’oxydation 1’hydroxylation
d’alcanes ou de composés aromatiques, la sulfoxydation de thioéthers, la coupure oxydante de
catéchols, la coupure oxydante de polysaccharides, 1’époxydation d’alcénes ou encore

I’oxydation de composés aromatiques polycycliques ou d’hydrocarbures tres difficilement
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oxydables. Les oxydases peuvent oxyder des substrats organiques comme par exemple des

alcools primaires en aldéhydes (Tableau 1).

Tableau 1 : Résumé de réactivite des différentes familles d’oxygénases et d’oxydases.

Extradiol Dioxygénases
Cyt. P450 MMO Ye
¥ dioxygénases de Rieske PAO co
o, 0, oH oH o
RH —> ROH RH —= ROH o1 0, °; o 0, R© 0;
Réaction @[GH — i coon — OO R TR, —m 4 ROH —= R™Sp
H0 H:0 P HO-R,
Alcanes Alcanes Aromatiques
Substrat Argangthues Tg;;?{gﬁ;:s Catéchols T‘;‘_lc?gfs Polysaccharides Aleools
cénes ioéthers primaires
Thioéthers Halogénures
N N OH, OH, . ?(Tyr)
| \F n ‘ R OH R OHz.,, ‘ _.N(His) OHz, ‘ N(His) H,N, N(His) (H.'S)N)Cu"—OH2
Site actif S5 R—Fe!  FellR el ey e H=NTY
N—|—-N R™ "o R [ O N{His) OH™ | NHis) | i ~oH, SMe
(Cys) O(Glu/Asp) O(GluiAsp) @'
NADPH NADH o e
A +réductase a + réductase reduetase a Source Source
Réducteur flavi . Substrat flavine L y
avine 3 flavine . d’¢lectrons d’électrons
+ ferrédoxine + ferrédoxi + ferrédoxine
crredoxine + Centre de Rieske
NO—N- o e N oo 2™
Intermédiaires ‘ FelV Ricw” ™ R g, ©° o0 o HzN”".C "“‘N{H's) fH;:))N :C{.I'LOH2
actifs N;‘;N R;Fe\o/Fe\};R i:’em ol HO—FeV (His)N/ '-‘..,_..0 o*
3 SMe
(Cys) g ® @F

Les différents mécanismes réactionnels mis en jeu ne sont pas encore complétement élucidés
que ce soit au niveau de la structure des différents intermédiaires ou de la sélectivité de la
réaction. Dans ce cadre, de nouveaux complexes de fer et de cuivre bio-inspirés, modeles des
différents sites actifs des enzymes présentées dans ce chapitre, ont été synthétisés. Les
catalyseurs bio-inspirés ont permis de développer une meilleure compréhension des
mécanismes réactionnels mis en jeu au sein des enzymes et surtout d’étendre trés largement le

champ de réactions et de substrats en réalisant des réactions inconnues dans la Nature.
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2. Les complexes bio-inspireés

Dans le cadre du développement d’une chimie durable, la conception de nouveaux catalyseurs
bio-inspirés est une nouvelle voie a explorer pour les chimistes et les biologistes.*® Pour cela,
plusieurs verrous technologiques sont a débloquer : (i) la compréhension du fonctionnement
des enzymes et les mécanismes réactionnels mis en jeu, (ii) la capacité a modéliser ou a
mimer ces enzymes pour obtenir une réactivité semblable et (iii) la capacité a créer de
nouveaux systemes bio-inspirés capable de surpasser les performances des enzymes (réactions
non naturelles, meilleure stabilité, performances catalytiques, etc...). Depuis plusieurs
décennies de nombreux groupes de recherche a travers le monde ont synthétisé des complexes

bio-inspirés des oxygénases a fer ou a cuivre.® 27

Dans ce chapitre bibliographique, nous nous intéresserons uniquement aux complexes
mononucléaires de fer non hémique utilisant O. ou H>0> comme oxydant pour réaliser
I’oxydation d’alcenes. Cependant, de nombreux systemes hémiques mimant les Cyt. P450 ont
été développés lors des derniéres décennies.”® Un exemple de systéme catalytique a base de

cuivre, réalisant I’oxydation d’alcool primaire, sera développé dans le chapitre I1.

2-1. Les complexes de fer bio-inspirés activant O

L’activation de O2 par des complexes bio-inspirés a fer non hémique a largement éteé étudiée,
majoritairement pour la caractérisation d’intermédiaires a haut degré d’oxydation.””® Par
exemple, F. Banse et al. ont décrit le premier intermédiaire Fe(IV)=0 d’un complexe de fer
non hémique obtenu par activation d’O2 médié par un donneur d’électrons (BPhs?) et un
donneur de protons (HCIO4).8° Dans cette étude, les auteurs ont synthétisé et caractérisé, par
différentes techniques spectroscopiques, un complexe Fe(ll1)-TMC-py (TMC-py = 1-(2’-
pyridylméthyl)-4,8,11-triméthyl-1,4,8,11-tétraazacyclotétradécane)et ~ son  intermédiaire
réactionnel a haut degré d’oxydation Fe(1V)(O)-TMC-py. A travers les différentes études
spectroscopiques et la structure cristallographique obtenue de 1’intermédiaire Fe(IV)(O)-
TMC-py, un mécanisme réactionnel a pu étre proposé (Figure 1-18). Ce mécanisme
réactionnel est proche de celui décrit pour les Cyt. P450 avec 1’activation d’O> par le centre
métallique sous sa forme réduite Fe(ll) (A) pour former I’intermédiaire Fe(ll1)-superoxo.
Cet intermédiaire, en présence de BPhs et d’un proton évoluerait en Fe(l11)-hydroperoxo.

Cette derniere espece n’a pas été observée lors de cette étude mais des complexes de Fe(IIl)-
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hydroperoxo, a base de ligands pentadentate aminés (amine, pyridine, etc...), peuvent étre
obtenus et caractérisés lors de la réaction d’activation d’O2 en présence de BPhs et d’une
source de proton.8! Pour la formation de 1’espéce B, deux hypothéses sont proposées : soit une
coupure homolytique de la liaison O-O, mais aucune preuve de la formation du radical OH®
n’est avancée, soit une coupure hétérolytique de la liaison O-O conduisant a un intermédiaire

Fe(V)=0 qui évoluerait rapidement en Fe(I1\V)=0.
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Figure 1-18 : Mécanisme d’activation d’O> proposé par F. Banse et al.

Récemment, Gupta et al. ont développé un complexe mononucléaire de Fe(lll) possédant un
ligand tétraamido macrocyclique capable d’activer Oz, sous pression, et de générer un
intermédiaire réactionnel a haut degré d’oxydation, Fe(V)=0, actif pour I’époxydation de
dérivés du styréne (Figure 1-19, a).82Cette famille de complexe serait capable d’activer O
pour générer le dinucléaire Fe(IV)-p-oxo permettant ainsi la formation du Fe(V)=0 via la
coupure homolytique d’une des deux liaisons Fe-O. Cette étude est le premier exemple
d’activation d’O2 avec un complexe mononucléaire de fer sans 1’ajout de réducteur sacrificiel.
Les différentes caractérisations effectuées indiquent I’implication d’un intermédiaire a haut
degré d’oxydation Fe(V)=0 (Figure 1-19, b) bien que celui-ci n’ait pas été caractérisé. Les
meilleurs résultats ont été obtenus sur le 4-méthoxystyrene, un alcene tres riche en électrons,
démontrant le caractéere électrophile faible de I’intermédiaire oxo formé. Pour cette réactivité,
I’époxyde est produit en grande majorité avec un rendement de 50% soit 80 TON. Un produit
secondaire est forme, le 4-méthoxybenzaldéhyde, avec un rendement inférieur a 3%. Ce
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résultat met en avant la capacité de ce systéeme a catalyser une réaction chimiosélective. En
revanche, aucune énantiosélectivité n'a été obtenue et la cinétique de la réaction est faible
(0,07 min™).
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Figure 1-19 : a) Conditions réactionnelles avec le complexe Fe-TAML. b) Mécanisme

réactionnel proposé par Gupta et al.

Certaines oxygénases a fer non hémique catalysent la coupure oxydante de doubles liaisons.®
En s’inspirant de ces exemples, différents catalyseurs bio-inspirés & base de fer ont été
synthétisés utilisant des oxydants plus ou moins forts tels que H202, Ph1O ou encore NalO4.8+
8 En revanche, aucun de ces catalyseurs bio-inspirés n’est capable d’utiliser un procédé
alternatif inoffensif comme I’activation d’O. Dans ce cadre, Xiao et al. ont récemment
développé une nouvelle méthode facile et plus éco-responsable pour la coupure oxydante
sélective de dérivés du styréne (Figure 1-20, a).8” En présence du catalyseur de fer, Fe-
PyBisulidine (Figure 1-20, b), les dérivés du styréne a- et B-substitués sont oxydés jusqu’a
I’obtention de composés carbonylés avec une grande efficacité, chimiosélectivité,
régiosélectivité et tolérance vis-a-vis des groupes fonctionnels. Pour la trés grande majorité
des substrats, des rendements supérieurs a 80% sont obtenus avec une chimiosélectivité de
100%. Par exemple, pour le 4-methylstyrene, un rendement quasi-quantitatif est obtenu (96%)

soit 125 TON avec une chimiosélectivité de 100% en faveur de 1’aldéhyde et une cinétique
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intéressante de 0,347 min™. Dans le cas des a-halostyrénes, la migration du groupement
halogéné a lieu permettant la formation des a-halo acétophénones correspondantes avec de

bons rendements (supérieurs a 70%).

a)

Fe-PyBisulidine/substrat (o]

11130 [
.
70°C, 6h, O, (1 bar)

b)

Figure 1-20 : a) Conditions réactionnelles avec le complexe Fe-PyBisulidine. b) Ligand

PyBisulidine.

Le mécanisme réactionnel proposé par les auteurs ferait intervenir des intermédiaires non
habituels, comme par exemple, une espece de type Fe(IV)-superoxo ou encore Fe(V)
meétallocycle. La formation de ce type d’intermédiaire semble donc indiquer que cette réaction
de coupure oxydante serait de type radicalaire avec la formation d’un dioxirane sur le substrat

styrénique qui évoluerait ensuite en aldéhyde ou cétone correspondant.

2-2. Les complexes bio-inspireés a fer activant H20:

L’activation d’O2 est un challenge trés difficile en catalyse d’oxydation. En effet, le
développement de catalyseurs efficaces et sélectifs pour le transfert d’un ou deux atomes
d’oxygene sur un substrat exogeéne n’est pas aisé, notamment a cause de la haute barriére
d’activation d’O; et de la chimie radicalaire qu’elle peut incomber qui rend difficile
I’obtention d’une grande sélectivité.®® Dans ce cadre, une solution alternative a été envisagée :
I’utilisation de H202 H20:2 est un oxydant plus facilement activable qu’O, permettant
généralement la formation d’intermédiaire peroxo conduisant au transfert d’oxygéne de
maniere non radicalaire. Le premier exemple de bio-inspiration des dioxygénases de Rieske a

été développé par L. Que Jr. et al. en 1999.2° Dans cet exemple, un complexe mononucléaire
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de fer non hémique qui catalyse la cis-dihydroxylation d’alcénes en présence d’H20- a été
synthétisé. Le meilleur résultat a été obtenu sur la cis-dihydroxylation du cyloocténe dans les
conditions catalyseur/substrat/H,O, de 1/1000/40 avec un rendement modéré de 55% soit 22
TON réalisés par le catalyseur avec une chimiosélectivité de 93% et stéréosélectivité de

100%. En revanche, aucun exces énantiomérique n’a €té observé.

Pour remédier a cela, L. Que Jr. et al. ont synthétisé de nouveaux complexes de fer possédant
des ligands tétraazotés asymétriques de type N2Py.. La réaction asymétrique de
dihydroxylation du trans-2-hepténe en présence d’H.O> a été comparée avec différents
complexes de fer, le complexe Fe-BPBP, le complexe Fe-6-Me2-BPBP et le complexe Fe-6-
Me2-BPMCN,*° avec un ratio catalyseur/substrat/H,O2 de 1/500/10 (Figure 1-21, a et b). Les
différentes structures cristallographiques obtenues montrent que les deux complexes Fe-
BPBP et Fe-6-Me2-BPBP adoptent une topologie cis-a alors que le complexe Fe-6-Me2-
BPMCN adopte une topologie différente, cis-f. D’apreés les auteurs, la contrainte exercée par
les fragments bipyrrolidine entraine la formation de la topologie cis-a ().

a)

Fe-N,Py,/substrat/H,0, OH

X 1/500/10
T.A., 25 min, DBE ” VVKI/
w Gy O ( ﬁ(j - Q .

é’N L)d

Figure 1-21 : a) Conditions réactionnelles avec les complexesFe-N2Py..b) LigandsN2Pys.

c) Structures cristallographiques des différents complexes de fer.

En présence du complexe Fe-6-Me2-BPBP, d’excellents résultats ont été obtenus: un

rendement modéré de 54%, un rapport diastéréoisomérique de 99%, un exces énantiomérique
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de 97% et une chimiosélectivité de 96% en faveur du diol. Ces résultats sont comparables a
ceux obtenus dans le cas de la dihydroxylation de Sharpless en présence des ligands AD
mix.%t En comparaison, le complexe Fe-BPBP posséde des résultats beaucoup plus
contrastés : I’absence de groupements méthyles entraine une chute drastique de 1’excés
énantiomérique (38%) et de la chimiosélectivité en faveur du diol (21%) montrant
I’importance des substituants situés en position a de la pyridine. Les résultats obtenus avec le
complexe Fe-6-Me2-BPBPsont meilleurs que ceux obtenus avec le complexe Fe-6-Me:z-
BPMCN. En effet, bien que le rendement (50%) et le rapport diastéréoisomérique de 99%
soient équivalents (50% et 99%, respectivement), I’excés énantiomérique est diminué a 79%
et la chimiosélectivité en faveur du diol est de seulement 31%. Cette différence de réactivité
proviendrait certainement de deux facteurs: (i) la plus grande rigidité du squelette
bipyrrolidine comparé au squelette 1,2-diaminocyclohexane et (ii) la différence de topologie

observée entre ces deux complexes (respectivement cis-a. et cis-3).

Les complexes de type Fe-N2Py» peuvent aussi étre utilisés pour réaliser des réactions
d’époxydation. Par exemple, Costas et al. ont décrit différents complexes qui catalysent

I’époxydation énantiosélective de divers alcénes en présence d’H20; et d’acide carboxylique

(Figure 1-22, a).%

a)
Fe-N,Py,(Me,N)/substrat/H,0,/Acide (0]

m 1/100/1,6/x m
CH;CN, 30 min, - 30°C

) e
=~ "N N— |
\N T I T N/
| |

Figure 1-22 : a) Conditions réactionnelles avec les complexesFe-N2Py2(MezN). b)
LigandN2Py2(MezN).

Parmi les différents complexes testés en catalyse d’époxydation d’alceénes, le complexe de Fe-
(S,S)N2Py2(Me2N) présente les meilleurs résultats avec 1’obtention de rendements quantitatifs
et une énantiosélectivité avoisinant 60% (Figure 1-22, b). Pour cette raison, seul ce complexe

est discuté dans ce manuscrit. Une premiére expérience est realisée sur le cis-p-méthylstyréne
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en variant les quantités d’acide acétique afin d’observer son influence sur I’efficacité et la
sélectivité de la réaction. En absence d’acide, 20% de rendement en époxyde est obtenu avec
un chimiosélectivité de seulement 31% et une énantiosélectivité de 46%. En présence d’acide
(3 ou 140 équivalents), le rendement, la chimiosélectivité et I’énantiosélectivité sont
largement améliores (respectivement, 87%, 87% et 62%). Ces résultats montrent que 1’ajout
d’un acide carboxylique joue un réle prépondérant sur la réactivité d’époxydation. Afin
d’optimiser ces résultats, différents acides carboxyliques ont été testés et comparés dans les
mémes conditions réactionnelles que précédemment. Parmi les différents acides
carboxyliques testés, le S-Ibuproféne permet d’atteindre un rendement quantitatif en époxyde
avec une chimiosélectivité de 97% et un exceés énantiomérique de 86%. D’excellents exces
énantiomériques, superieurs a 98%, peuvent étre obtenus en réalisant la réaction sur des

substrats de type chroméne.

L’implication de I’acide carboxylique dans des réactions d’oxydation, catalysées par un

complexe de fer, a déja été mise en avant dans plusieurs articles scientifiques.®® %
Le mécanisme réactionnel proposé débuterait par une premiere réduction par un électron

d’H20, amenant la fixation de I’acide carboxylique sur le centre métallique afin de former

I’espéce Ic (Figurel-23).

[LN4Fel(CF5S0,),] + Rco2

1/5 HyO, ;H
0,
O \4
LN4FeHl) (
/
2 CF5S04 Ia
N4 n \
L™Fe R
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R' R
(e}
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(0] o H o TH
N4pE oV 1l
LMFel &
R R 0 R
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o .
N4 \/\{ 0
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Figure 1-23 : Mécanisme réactionnel proposé pour [’époxydation d’alcénes en présence

d’H>0> et d’acide carboxylique.
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Ensuite, une molécule d’H2O> serait activée par le fer (la) entrainant la coupure soit
hétérolytique soit homolytique de la liaison O-O et la libération d’une molécule d’eau. La
coupure de la liaison O-O conduirait a la formation d’une espéce soit de type Fe(V)=0 (Ib)
soit de type Fe(IV)=0 radicalaire (Ib”). Cette espéce a haut degré d’oxydation serait ensuite
capable de transférer son groupement oxo au sein d’une double liaison pour former I’époxyde

correspondant et ainsi reformer I’espéce initiale Ic.

2-3. Conclusion

Actuellement, de nombreux procédés industriels utilisent des solvants organiques toxiques et
des oxydants puissants, néfastes pour 1’environnement. Pour cela, s’inspirer des enzymes pour
créer de nouveaux catalyseurs chimiques plus respectueux de I’environnement est 1’une des
ambitions de nombreux chercheurs a travers le monde. De plus en plus de catalyseurs bio-
inspirés sont développés dans le cadre d’oxydations efficaces, sélectives et utilisant H>O2 ou
O, comme oxydant. Bien que ce domaine soit en constante progression, les performances
atteintes par ce type de catalyseurs ne sont pas encore équivalentes a celles obtenues avec des
enzymes. Une des stratégies employées pour développer de nouveaux catalyseurs alliant les
avantages de la catalyse homogéne et de la biocatalyse est la conception de métalloenzymes
artificielles.
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3. Les metalloenzymes artificielles
3-1. Concept général

Les enzymes possedent des propriétés catalytiques exceptionnelles. Elles sont capables de
réaliser des reactions chimiques avec une tres grande sélectivité, une trés grande efficacité et
dans des conditions réactionnelles trés douces. Par ailleurs, les catalyseurs inorganiques ont
I’avantage de catalyser un trés grand nombre de réactions, méme inconnues dans la Nature.
La combinaison de ces deux mondes constitue une ouverture prometteuse pour le
développement de nouveaux catalyseurs, les metalloenzymes artificielles.

Une métalloenzyme artificielle est composée d’un complexe inorganique qui est inséré au

sein d’une biomolécule (protéine, peptide ou ADN). Elle comporte deux spheres de

coordination (Figure 1-24).

Meétal de transition (fer, manganese, etc,,,)
1¢re sphére de coordination (ligands)

Ancrage du complexe métallique (covalent,
supramoléculaire, datif)

274 sphére de coordination

Biomolécule (protéine, AND, peptide)

ONn 1 ne

Intéractions (hydrophobes, liaisons hydrogene,
ioniques)

Substrat

Figure 1-24 : Représentation générale d'une métalloenzyme artificielle.

La 1% sphére de coordination est composée d’un ensemble de ligands qui chélatent I’ion
métallique. L’ion métallique et les ligands sont choisis en fonction de la nature de la réaction
visée (oxydation, hydrogénation, etc...). La 2"® sphére de coordination est généralement
composée d’acides aminés ou de nucléotides qui interagissent de fagcon covalente ou non avec
la premiére sphére de coordination ou directement avec 1’ion métallique. Elle crée un
environnement sélectif et protecteur vis-a-vis du solvant limitant la dégradation du complexe.

Les métalloenzymes artificielles sont donc constituées de deux modules distincts, possédant
chacun leurs propriétés, qui peuvent donc étre modifiés aisément et séparément. En effet, des
variations peuvent étre apportées sur la 1% sphére de coordination en changeant soit 1’ion

métallique, soit les ligands. La 2"® sphére de coordination peut quant & elle &tre optimisée par
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mutagenése dirigee ou par évolution dirigée. Ces modifications permettent de créer un

nouveau catalyseur hybride plus stable et plus sélectif pour la réactivité choisie.

3-2. Conception de métalloenzymes artificielles

Historiquement, la conception de metalloenzymes artificielles remonte aux années 1970 grace
aux travaux de deux groupes. En 1976, Kaiser et Yamamura ont substitu¢ 1’atome de zinc
physiologique de la carboxypeptidase A (enzyme a activité d’hydrolyse de peptides) par un
atome de cuivre non naturel afin de catalyser 1’oxydation de I’acide ascorbique.®® En 1978,
Wilson et Whitesides ont converti 1’avidine, protéine sans activité catalytique, en un nouveau
biocatalyseur  artificiel catalysant 1’hydrogénation asymétrique de [I’acide 2-
acétamidoacrylique en N-acétylalanine en 'y insérant un complexe de rhodium.%

De nombreux paramétres clés sont a prendre en compte pour 1’élaboration de métalloenzymes
artificielles :

- Le choix de la biomolécule (protéine, peptide ou ADN).

- Le choix du mode d’ancrage du catalyseur inorganique dans cette derniere (liaisons
covalentes, liaisons datives, substitution d’un ion métallique physiologique ou liaisons
supramoléculaires).

- Le choix de I’ion métallique et des ligands qui I’entourent, ¢’est-a-dire de la réactivite.

- La présence ou non d’un site de reconnaissance du substrat.

De plus, dans le cadre de réactions d’oxydation, le choix de 1’oxydant est un paramétre
supplémentaire a prendre en considération.

Dans un premier temps, le choix de la biomolécule ainsi que les différents modes d’ancrage
seront illustrés. Puis, le choix de I’ion métallique et de 1’oxydant seront exposés dans la partie

réactivité (3-3).
3-2-1. Choix de la biomolécule

La 2"% sphére de coordination d’une métalloenzyme artificielle peut étre une protéine,®” un
peptide,®® ou un brin d’ADN.**1% e choix de la biomolécule dépend du type de réactions
que I’on souhaite catalyser avec cet hybride. Il est nécessaire que la réaction soit bio-
orthogonale pour qu’elle puisse étre réalisée en présence de la biomolécule choisie. Par

exemple, il serait plus judicieux, pour une réaction de catalyse d’oxydation, d’utiliser une
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protéine plutét qu’un brin d’ADN, plus sensible aux coupures oxydantes au niveau des
sucres.’%2 Une trés grande partie de cette thése étant consacrée aux réactions d’oxydation,
nous nous sommes focalisés sur la conception de métalloenzymes artificielles a base de
protéines.

De nombreux critéres sont a prendre en compte lors de la conception d’une nouvelle
métalloenzyme artificielle : (i) la quantité de protéine disponible, (ii) la stabilité et (iii) la
connaissance des propriétés structurales. En effet, il est nécessaire d’avoir une quantité
suffisante de protéine pour mener a bien les nombreux tests catalytiques. Cette protéine peut
étre soit commerciale, soit produite aisément avec une purification facile. La stabilité d’une
protéine est un point crucial a prendre en compte en particulier lors de réactions d’oxydation.
Geénéralement, les oxydants utilisés dans les catalyses sont assez puissants pour oxyder la
protéine. Il est donc nécessaire qu’elle soit robuste pour éviter une dégradation rapide. La
connaissance des données structurales de la protéine est un avantage considérable lors de la
conception d’un nouvel hybride. En effet, la résolution de la structure de la protéine par
diffraction des rayons X permet d’apporter de nombreuses informations comme la nature de la
2% sphére de coordination ou encore déterminer par quelle stratégie d’ancrage le complexe

métallique va étre inséré au sein de la protéine.

3-2-2. Stratégies d’ancrage

Le catalyseur inorganique peut étre ancré au sein de la biomolécule via différentes stratégies.

Ces stratégies peuvent étre classées en quatre catégories (Figure 1-25) :

Figure 1-25 : Stratégies d’ancrage pour [’élaboration de métalloenzymes artificielles :
a) liaison covalente, b) liaison dative, c) substitution d 'un ion métallique et d) interactions

supramoléculaires.

- par liaison(s) covalente(s), entre le(s) ligand(s) du complexe et un acide aminé de la
protéine (a).
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- par liaison dative, entre I’ion métallique et un acide aminé de la protéine (b).

- par substitution de I’ion métallique, en échangeant le métal naturel par un autre métal
(©).

- par interaction(s) supramoléculaire(s) entre le(s) ligand(s) du complexe et la

biomolécule (d).

L’introduction d’un complexe inorganique au sein d’une protéine peut étre effectuée via la
formation d’une ou plusieurs liaisons covalentes entre le(s) ligand(s) du complexe et la
protéine. Cet ancrage se fait par I’intermédiaire d’une réaction chimique entre un nucléophile
et un électrophile au sein de la protéine de facon bio-orthogonale. Concernant les acides
aminés, ils peuvent étre répertoriés selon deux catégories distinctes : les acides aminés
naturels, comme par exemple la cystéine'® ou la sérine,'% et les acides aminés non naturels,
possédant un groupement azoture par exemple.%

La stratégie la plus couramment utilisée pour réaliser 1’ancrage covalent d’un complexe
inorganique au sein d’une protéine est I’alkylation d’une cystéine. L’avantage de I’utilisation
des cystéines est le nombre important de partenaires électrophiles disponibles pour réaliser la
réaction. Par exemple, les dérivés d’halogenures d’alkyles ou les composés de type carbonyle
o-halogénés sont des partenaires électrophiles trés utilisés.’®® En 1997, le groupe de Marc
Distefano a développé une métalloenzyme artificielle avec cette stratégie.'® En effet, ils ont
intégré un groupement iodoacétamide couplé a une phénanthroline (ligand) au sein d’une
protéine de transport de lipides (ALBP) grace a une réaction avec la Cys117 (Figure 1-26).
En présence de cuivre, la métalloenzyme artificielle ALBP-Phen-Cu(ll) est capable de
catalyser 1’hydrolyse énantiosélective de liaisons ester ou amide avec des exces

énantiomériques (ee) pouvant atteindre 86%.

ALBP-S 0) ALBP—-S o

ALBP-SH

Figure 1-26 : Ancrage covalent du complexe métallique Cu"-Phen dans la protéine ALBP.%
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Dans une approche légérement différente, Lu et al. ont proposé d’ancrer un complexe de
Mn(salen) au sein de la myoglobine (Mb) sous sa forme apo (Figure 1-27).1%” Contrairement a
I’ALBP, la Mb ne possede pas de cystéines dans sa structure originelle. 1ls ont donc décidé de
muter une lysine (Lys72) et une tyrosine (Tyr103) en deux résidus cystéine par la méthode de
mutagenése dirigée. Ces deux cystéines peuvent ensuite réagir avec les deux ligands méthane
thiosulfonate du complexe pour réaliser I’ancrage covalent. La réaction de sulfoxydation du
thioanisole a été étudiée en présence de peroxyde d’hydrogéne (H20O2) comme oxydant.

La metalloenzyme artificielle possédant un complexe doublement ancré s’est révélée
beaucoup plus active que celle dont le complexe est ancré au sein de la Mb par une seule
liaison covalente (390.107 contre 51.10°2 min™). De plus, 1’excés énantiomérique obtenu est
bien plus interessant (51% vs 12%). Ce phénoméne pourrait s’expliquer par la rigidification
accrue du complexe lors du double ancrage amenant a une amélioration de [’activité

catalytique et de la sélectivité.

b S,
4 ’ ' \ w L72C
[ / yosc I Y
\r _J;‘-.\ (‘/ : v

Figure 1-27 : Représentation obtenue en modélisation moléculaire de la métalloenzyme
artificielle Mb/Mn-salen.%” Le métal est représenté en mauve, le ligand salen en orange et

[’heme natif en bleu.

Un des inconvénients de 1’utilisation de la stratégie d’alkylation de cystéines est la fixation
aspécifique du complexe au sein de la protéine. En effet, si la protéine possede d’autres
cystéines au sein de sa structure, le complexe pourrait s’y fixer ce qui pourrait entrainer une
perte de réactivité et/ou de sélectivité.'®® Pour pallier ce probléme, Lewis et al. ont développé
une metalloenzyme artificielle possédant un acide aminé p-azidophénylalanine unique
permettant 1’ancrage a un endroit spécifique de la protéine tHisF en utilisant la méthode

SPAAC (cyclo-additions azide-alcyne activées par contrainte).’®Cette métalloenzyme
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artificielle est alors capable de catalyser des réactions de cyclopropanation ou d’insertion de
groupements silanes.

3-2-2-2. Insertion dative

L’ancrage par liaisons datives repose sur la coordination directe de I’ion métallique a un ou
plusieurs acides aminés de la protéine (histidine, acide glutamique, cystéine, acide aspartique,
etc...). Watanabe et al. ont développé une métalloenzyme artificielle en insérant un complexe

de chrome de type salophéne dans la protéine apo-Mb, a la place de I’héme natif, par liaison

dative entre I’atome de chrome et I’His93 de la protéine (Figure 1-28).1%
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,___,/ -L;,{/ (/ /"' \' g /<’/ »&\i
»-\\ » / y o
) (74 ™ 1 SN
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Figure 1-28 : Comparaison entre a) la structure cristalline de la Mb native et b)une

proposition de structure pour la métalloenzyme artificielle Cr-salophen (H64D et A71G).1%°

La reconstitution de 1’apo-Mb avec un héme a été trés étudiée par cristallographie des
protéines (a). Watanabe et al. ont prédit que la double mutation de cette protéine sur 1’alanine
71 et I’histidine 64 permettrait I’ancrage du complexe de chrome par liaison dative avec
I’histidine 93 (b). La modification de ces acides aminés a été déterminée par 1’intermédiaire
de calculs avec le programme Insight Il (Accelerys). Cette métalloenzyme est capable de
catalyser la sulfoxydation du thioanisole en présence de peroxyde d’hydrogéne avec un

rendement de 83% et un ee de 8% en faveur de 1’énantiomére S.

3-2-2-3. Substitution d’un ion métallique

La diversité de réactions des métalloenzymes naturelles dépend des métaux disponibles dans

leur environnement (fer, cuivre, etc...) ce qui restreint le champ des possibilites notamment
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dans le cas des reactions abiotiques. Bien que de nombreux progres aient été effectués en
ingénierie des protéines, la réactivité des enzymes natives est encore limitée a la réactivité
inhérente au métal. Une approche intéressante est donc le remplacement du métal natif par
d’autres métaux (iridium, rhodium, platine, etc...) pour leur conférer des réactivités nouvelles
(Figure 1-29).

Geénéralement, la premiére étape est d’obtenir 1’enzyme sous sa forme apo. Pour cela, soit
I’ion métallique est extrait par ajout d’agents chélateurs, comme ’EDTA, soit la protéine est
directement exprimée et purifiée sous sa forme apo.*° Ensuite, le métal de choix peut étre

introduit au sein de la protéine pour former la métalloenzyme artificielle.

X
Enzyme naturelle
X
Expression directe Apo protéine Meétalloenzyme artificielle

Figure 1-29 : Stratégie de substitution par extraction d 'un ion métallique.

De cette fagon, Hartwig et al. ont remplacé I’atome de fer dans la protéine PIX par d’autres
métaux pour €laborer des métalloenzymes artificielles qui catalysent I’insertion de carbenes
dans une liaison C-H ou la cyclopropanation d’alcénes.!!! Dans cette étude, différents métaux
(Co, Cu, Mn, Rh, Ir, Ru, Ag) possédant, généralement, un ligand axial (chlore, méthyle ou
carbonyle) ont été insérés au sein de I’apoprotéine PIX afin de former huit nouvelles

métalloenzymes (Figure 1-30).

La métalloenzyme artificielle Ir(Me)-PIX posséde I’activité catalytique la plus grande
comparée aux autres hybrides testés que ce soit sur la réactivité d’insertion de carbéne dans
une liaison C-H ou lors de la cyclopropanation d’alcéne. Les activités catalytiques sont
généralement deux fois plus ¢€levées que les autres hybrides (60 TON pour I’insertion de

carbéne et 20 TON pour la cyclopropanation).
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Expression Fe
— 5| Protéine || (E:C'P, IX) .,-
émine
Ni-NTA Apo-PIX
i [M]-PIX

Co Cu Mn Rh Ir‘lr(Me)Ru(CO)Aa

Figure 1-30 : Production de la protéine apo-PIX puis métallations diverses de cette protéine

pour générer les différentes métalloenzymes artificielles.

En comparaison, 1’hybride de référence a base de fer ne posséde aucune activité catalytique
que ce soit pour I’insertion de carbéne ou la cyclopropanation. Cette étude montre I’intérét
d’insérer des métaux nobles au sein des métalloenzymes artificielles afin de réaliser des
réactions non naturelles de maniére efficace et sélective. En revanche, dans le cadre d’une
chimie durable, I’insertion de métaux nobles n’est pas la stratégie privilégi¢e. Un véritable
challenge réside donc dans la conception de métalloenzymes artificielles a base de métaux
physiologiques capables de réaliser des réactions non naturelles tout aussi efficaces et

sélectives.

3-2-2-4. Interaction supramoléculaire

L’ancrage par liaisons supramoléculaires repose sur I’insertion d’un complexe métallique via
différentes interactions non covalentes : les interactions hydrophobes, les interactions
électrostatiques, les interactions de type m-stacking ou les liaisons hydrogene. L’ancrage via
des liaisons supramoléculaires peut étre divisé selon deux catégories :
- la stratégie du Cheval de Troie: le complexe est lié covalemment a un substrat
spécifique de I’enzyme (exemple :la biotine est un substrat naturel de 1’avidine) (i).
- La stratégie hoéte/invité : le complexe inorganique possede des ligands capables de

réaliser des liaisons supramoléculaires avec des acides aminés de la protéine (ii).

i- La stratégie du Cheval de Troie

Les précurseurs dans ce domaine, Wilson et Whitesides, ont publié la premiére
métalloenzyme artificielle utilisant la stratégie du Cheval de Troie pour catalyser une réaction
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d’hydrogénation énantiosélective.®® Dans cet exemple, un complexe de rhodium (1), lié a une
molécule de biotine, est ancré au sein de la (strept)avidine. Ce choix est basé sur I’interaction

forte entre la protéine et son substrat spécifique, la biotine ¢101°> M) (Figurel-31).
] J
*

Figurel-31 : Vue idéalisée de la stratégie du Cheval de Troie avec la reconnaissance

Y
5o e W

streptavidin

biotine-(strept)avidine. En rouge la biotine, en bleu le bras espaceur, en vert les

ligands du métal, en noir l’ion métallique et en marron la streptavidine.

Depuis, de nombreux groupes ont exploité cette méthodologie pour créer de nombreuses
métalloenzymes artificielles, notamment le groupe de T. Ward.'2 Afin d’élargir le champ de
réactions abiotiques possibles avec les enzymes, de nombreux ions métalliques (Pd, Rh, V,
Os, Rh, etc...) ont été introduits dans la (strept)avidine. Par exemple, en 2003,
I’hydrogénation énantiosélective de 1’acide acétamidoacrylique a été réalisée par un complexe
de rhodium (1) possédant un ligand amino-diphosphine biotinylé ancré dans la streptavidine

avec un excés énantiomérique de 92% en faveur de 1’énantiomére R.113

ii- La stratégie hétes/invités

Cette stratégie repose sur des interactions supramoléculaires directement entre les acides
aminés de la protéine et les ligands du complexe métallique. Pour illustrer cette stratégie
d’ancrage, en 2010, Cavazza et al. ont congu une nouvelle métalloenzyme artificielle a partir
de la protéine NikA.!** Dans cette étude, ils ont ancré un complexe de fer non hémique au
sein de cette protéine par I’intermédiaire d’un réseau de liaisons supramoléculaires (Kd ~
5 M). L’interaction principalement responsable de cet ancrage est la formation d’un pont salin
entre I’argininel37 de la protéine et le ligand carboxylate du complexe métallique. Ce
groupement carboxylate est également stabilisé par 1’interaction avec une molécule d’eau liée
a la tyrosine 402. Finalement, ce complexe est stabilisé par un réseau de liaisons faibles de

type CH-m avec les tryptophanesl00 et 398. Dans cette étude, ils ont observé par
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cristallographie des protéines les différentes étapes de 1’activation d’O2 par le complexe
(Figure 1-32).114

0]

r“\'o

’

0
o)

NikA/1 His 416

Figure 1-32 : A gauche, la structure cristallographique de ['hybride NikA/Fe-L0. A droite, la

vue schématique du complexe de Fe-L0.

3-3. Réactions d’oxydation avec les méetalloenzymes artificielles

3-3-1. Sulfoxydation

Les sulfoxydes énantiopurs sont des synthons chiraux tres importants pour la synthese
organique et ont trouvé de nombreuses applications comme auxiliaires chiraux ou ligands en
catalyse énantiosélective.!® Ce motif est également trés recherché dans le domaine
pharmaceutique avec de nombreux principes actifs déja développés comme 1’oméprazole
(inhibiteur de la pompe a protons) (Figure I-1).L’oxydation énantiosélective de thioéthers a
donc gagné une considérable attention comme la mise au point d’une synthése aisée de ces

composés d’intérét. 116

Dans ce cadre, de nombreuses « sulfoxydases artificielles » ont donc été développées ces
derniéres années. Le premier exemple de sulfoxydases artificielles a été reporté par Sheldon et
al. en 1998.1"Lors de cette étude, ils ont inséré un sel de vanadium (NasVOa) au sein de la
phytase afin de lui conférer une nouvelle réactivité de sulfoxydation (enzyme catalysant

I’hydrolyse d’esters de phosphate en absence de métal). Cet hybride phytase/VO4 catalyse la

sulfoxydation énantiosélective du thioanisole (substrat de référence) en présence d’H.0O, avec
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un excellent rendement (100%) et de bons d’excés énantiomérique (66% en faveur de
I’énantiomére S). Or, la protéine seule est aussi capable de réaliser la sulfoxydation
énantiosélective avec 47% de rendement et 47% d’ee. Quelques investigations ont été
réalisées pour comprendre cette réactivité en absence de métal. L’hypothése la plus probante
serait la formation d’un acide carboxylique formé a partir de I’aspartate 339, situé¢ au cceur du

site actif, et de H20-.

Dans la suite de ce chapitre bibliographique, les exemples les plus marquants de
« sulfoxydases artificielles » ont été répertories en fonction de la protéine utilisée. Ils ont été
classés en cing catégories: les «sulfoxydases artificielles » a base de myoglobine, de
streptavidine, de BSA, de NikA et d’anticorps.

Les premiers hybrides a base de myoglobine ont été développés en 2003 par Watanabe et al.
ont été testés sur la réaction de sulfoxydation du thioanisole par H.O> (Figure 1-33, a).
Différentes combinaisons d’ions métalliques (Mn ou Cr) et de ligands ont été comparés sur
cette réactivité (Figure 1-33, a). L’hybride Mb(H64D/A71G)/Cr-LA s’est montré peu réactif

avec des excés énantiomériques faibles (0,078 min et 13% ee) (Figure 1-33, a).1%°

a)

Mb/LA/thioanisole/H,O, 1/100/100 N

~ > ~
©/ Tampon Acétate (50 mM, pH 5), 35°C ©/

b)
R R
o 0 o o0
YL "l o o
=N~ N= =N~ N= \:Mljl
—N’ N=
A
5.5'—[Hu1—Sa10phen 3_3'-?\152-Su|0p]1e]] 3.3'-R3-Salcn
(LA) (LB) R =Me (LC), Et (LD), n-Pr (LE)

Figure 1-33 : a) Conditions de sulfoxydation du thioanisole (M = Mn ou Cr). b) Complexes

employés (M= Mn ou Cr).
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En revanche, il est important de noter que 1’activité catalytique du complexe Cr-LA seul est
drastiquement diminuée d’un facteur 6 et aucune énantiosélectivité n’est observée par rapport

a ’hybride montrant I’importance de 1’incorporation de ce complexe au sein de la Mb.

Suite a cette étude, quatre nouveaux ligands ont été synthétisés pour améliorer
I’énantiosélectivité de la réaction en ajustant la position du complexe au sein du site actif. (b).
Basée sur des données structurales obtenues, I’insertion de groupements alkyles en position 3
et 3’ (LB — LE) au lieu de 5 et 5 (LA)sur les groupements phénoliques a permis de mettre
en évidence une meilleure stabilisation des différents complexes correspondants (Cr ou Mn)

au sein de la protéine via des interactions hydrophobes (Figure 1-34).

Figure 1-34 : @) Structure cristallographique de ['hybride Mb/Cr-LB et b) Structure
cristallographique de I’hybride Mb/Mn-LB.

Pour les hybrides a base de chrome, la mutation de I’histidine 64 en aspartate (H64D) a une
influence positive non negligeable sur la réactivité : ’activité et les excés énantiomériques
sont multipliés par 6 (0,13 mint et 30% d’ee). En comparaison, 1’hybride
Mb(H64D/A71G)/Mn-LA a une réactivité similaire a son homologue chromé avec une
activité de 0,158 min™ et des excés énantiomériques atteignant les 23%. De plus, pour les
deux hybrides, le changement de ligand (LB par LC) permet de doubler I’activité catalytique
allant jusqu’a 0,21 min* (Cr) et 0,46 min® (Mn). L’excés énantiomérique a lui aussi été

amélioré avec, respectivement, 33% et 32%.

56



Chapitre | : Introduction bibliographique

Par la suite, des études mécanistiques ont été entreprises afin de déterminer 1’influence de la
2% sphére de coordination sur la formation du sulfoxyde. Ces études ont été réalisées
uniquement sur les hybrides a base de complexes de manganese ou I’activité et la sélectivité
des ligands LC (Me), LD(Et) et LE (n-Pr) a été comparée. Le remplacement des groupements
méthyles par des groupements éthyles ou n-propyles changerait la position de I’ion métallique
au sein du site actif. Cette hypothése est validée par des études de modélisation moléculaire
qui indiquent que la position du manganése au sein du site actif est différente en fonction du
ligand (Figure 1-35). En revanche, la position du thioanisole, stabilisé par des liaisons
hydrophobes entre la phénylalanine 43 et la leucine 32, reste inchangée quel que soit le ligand
utilisé. Ces considérations indiquent que les positions relatives de I’atome de soufre et de I’ion
métallique pourraient étre variables (Figure 1-35) résultant du changement
d’énantiosélectivité observée avec ces différents ligands (32% S, 5% S et 13% R,

respectivement).

Figure 1-35 : Régulation du mécanisme de sulfoxydation en fonction des ligands LX.

Pour conclure, I’activité catalytique a ét¢ améliorée en modifiant les ligands bases de Schiff
avec une activitt maximale de 2,7 min! avec I’hybride Mb(A71G)-LE. De plus,
I’énantiosélectivité peut €tre régulée en jouant sur la position de I’ion métallique au sein de la
cavité. Cet exemple illustre parfaitement I’avantage de concevoir des métalloenzymes
artificielles. Cela permet : (i) de conférer une activité catalytique a une protéine qui n’en
posséde pas a I’état natif, (ii) de moduler aisément le site actif que ce soit au niveau de la 1%
ou de la 2"% sphére de coordination du métal afin d’améliorer ’activité et la sélectivité de la
réaction et (iii) d’apporter de nombreuses informations structurales sur 1’enzyme créée

notamment grace a la cristallographie des protéines.
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Ward et al. ont mis au point une nouvelle sulfoxydase artificielle avec I’insertion d’un sel de
vanadium au sein de la cavit¢ de la streptavidine. Cet hybride catalyse 1’oxydation
énantiosélective de thioéthers prochiraux avec de I’hydroperoxyde de tert-butyle (Figure I-
36).11811 a été démontré que I’ion vanadyle était incorporé au sein de la poche de fixation de la
biotine en interagissant directement avec les acides aminés de la protéine.

Des études catalytiques sur le thioanisole ont mis en évidence que 1’ancrage de 1’ion vanadyle
au sein de la streptavidine permettait 1’activation de ce dernier pour la catalyse. En effet, les
activités catalytiques de la protéine seule ou de 1’ion métallique seul sont tres faibles (0,015 et
0,011 min, respectivement) alors que celle de I’hybride est d’environ 13 a 17 fois plus élevée
(0,2 min). De plus, cette étude permet la mise en lumiére de I’importance de la 2"% sphére de
coordination dans la formation de sulfoxydes chiraux. En effet, seul ’hybride conduit a des
exces énantiomériques (46% ee). D’excellents ee ont été obtenus dans le cas des deux
substrats les plus encombreés : 1’éthylphénylthioéther et le méthylnaphtylthioéther (90% et

93%, respectivement).

Sav/VOSO,/substrat/t-BuOOH
1/2/100/500

P > A1
Ri™ Rz 422 tamponkciHe, TA. Ri™ Re

R; = naphtyle, phényle
R, = méthyle, éthyle

Figure 1-36 : Incorporation de VOSOsdansla streptavidine (Sav) formant une sulfoxydase
artificielle. a) Représentation schématique de [’enzyme artificielle, b) conditions

réactionnelles de la sulfoxydation.

En 2005, Gross et al. ont inséré un complexe de manganése coordiné par un ligand corrole
Mn-LF possédant deux groupements sulfonates et trois groupements perfluorés dans

différentes albumines de sérum (mouton, porc, etc...) (Figure 1-37, b).}°® Ces groupements

58



Chapitre | : Introduction bibliographique

permettent I’ancrage du complexe métallique via des interactions hydrophobes (groupements
perfluorés) et hydrophiles (groupements sulfonates) avec une constante de dissociation de
I’ordre du nanomolaire. Les meilleurs résultats de sulfoxydation de substrats de type
thioanisole en présence d’H2O ont été obtenus avec la BSA (a). L’hybride BSA/Mn-LF
catalyse la sulfoxydation du thioanisole avec un trés bon rendement (83% soit 42 TON) soit
une activité catalytique tout a fait intéressante (0,467 min) et des excés énantiomériques non
négligeables (52% S). L’énantiosélectivité augmente avec des substrats ortho-halogénés mais
I’activité catalytique est alors drastiquement diminuée : pour le 2-bromothioanisole, un exceés
énantiomérique de 74% pour 1’énantiomére S est obtenu mais seulement 8 TON sont réalisés
(0,089 min™).

a)
0
©/ ~ BSA/Mn-LF/thioanisole/H,O, 1/50/75 i
> ~
Tampon phosphate (pH 7), 24°C ©/

CgFs

b)

CeFs CgFs

SOsH

SO;H

Mn-LF

Figure 1-37 : @) Conditions de sulfoxydation du thioanisole avec I’hybride BSA/Mn-LF.

b) Complexe employé.

Plus récemment, Liang et al. ont créé une sulfoxydase artificielle en insérant un complexe de
Co-salen (Co-LG) au sein de la BSA via des liaisons de type hydrophobes et van der Walls
(Figure 1-38, b).1?°

Cet hybride a été testé pour la réaction de sulfoxydation du thioanisole en présence d’H20>
comme oxydant (a). L’hybride BSA/Co-LG est capable de réaliser 98 TON avec de bons
exces énantiomériques (50% en faveur de 1’énantiomére R) alors que la protéine seule ou le
complexe seul n’apportent aucune énantioselectivité (<5%). Ces exces énantiomériques
peuvent atteindre 87% en faveur de 1’énantiomére R a partir du 2-chlorothioanisole mais au
détriment de Dactivité qui est alors 8 fois plus faible (0,082 min pour le thioanisole et

0,011 mint pour le 2-chlorothioanisole).
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a)
- BSA/Co-LG/thioanisole/H,0, 1/100/150 4 -
©/ Tampon phosphate (pH 5,1), 0°C, 20h ©/
b) —N.  N=—
[
o ©
Co-LG

Figure 38 : a) Conditions de sulfoxydation du thioanisole avec I’hybride BSA/Co-LG.

b) Complexe employé.

En 2009, Ménage et al. ont créé une métalloenzyme artificielle en fixant un complexe de Mn-
salen au sein de la protéine HSA via des liaisons supramoléculaires.*?* Cet hybride HSA/Mn-
LH catalyse sélectivement la production de sulfoxyde en présence de NaOCI (Figure 1-39, a
et b).

a)
. HSA/Mn-LH/thioanisole/NaOC1 1/200/100 S
Tampon acetate (pH 5,2), 35°C, 10 min ©/
b) =N._ N=
/Mﬁ\
HOOC o o COOH
Mn-LH

Figure 1-39 : @) Conditions de sulfoxydation du thioanisole avec I’hybride HSA/Mn-LH.

b) Complexe employé.

Des rendements quantitatifs ont été atteints en présence de 1’hybride (97%) avec une activité
catalytique comparable a celle des enzymes naturelles (10 min') et une chimiosélectivité en
faveur du sulfoxyde de 100%. A I’inverse le complexe seul, bien qu’il soit actif avec un
rendement de 59%, présente une sélectivité completement différente avec la formation
exclusive de la sulfone correspondante. Ces résultats montrent que 1’environnement protéique

joue un role clé dans la sélectivité de la réaction.

Le méme groupe a décrit une sulfoxydase artificielle créée a partir de 1’incorporation du

complexe Fe-LJ au sein de HSA par la technique du cheval de Troie (Figure 1-40, b).
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O
: % HSA/Fe L.J/subsirat/NaOC1 1/500/1200 I

v
/

Tamponacetate (10 mM, pH 5,2), 1 min

Fe LJ

Figure 1-40 : a) Conditions de sulfoxydation de thioanisole avec I’hybride HSA/Fe-LJ.
b) Complexe employé Fe-LJ.

Ce complexe est fonctionnalisé avec une molécule d’ibuproféne qui permet I’ancrage au sein
de la protéine HSA.'?? Cette métalloenzyme artificielle catalyse également la sulfoxydation
du thioanisole en présence de NaOCI (Figure 1-40, a). Lorsque le thioanisole est dissous dans
le tampon acétate en présence de NaOCI, aucun produit réactionnel n’est observé. En
présence du complexe Fe-LJ seul, seule la sulfone est produite avec un rendement de 97%
(485 TON). En présence de la protéine seule, un mélange de produits réactionnels est obtenu :
le sulfoxyde et la sulfone correspondants. Pour le sulfoxyde, un rendement de 45% est
obtenu, soit 230 TON en sulfoxyde, avec une chimiosélectivité de 75% en faveur du
sulfoxyde. En présence de I’hybride HSA/Fe-LJ, la sélectivité et I’activité catalytique sont
améliorées avec 60% de rendement en sulfoxyde, soit 370 TON en sulfoxyde (370 min™) et
une chimiosélectivité de 86% en faveur du sulfoxyde. Dans cette étude, la stabilité de
I’hybride est mise en évidence : en effet, aprés quatre tours, la métalloenzyme artificielle a
toujours une grande activité catalytique avec 64% de conversion soit 1061 TON au total
(265 min't). De plus, en diminuant la température de la réaction a 4°C, la protéine est mieux
préservée vis-a-vis de I’oxydant, et 1367 TON sont obtenus avec cet hybride en 4 tours
successifs soit 362 min-1. En comparaison, les activités catalytiques des autres sulfoxydases
artificielles décrites sont beaucoup plus faibles (10 min? pour I’hybride HSA/Mn-LH,
2,7 min’t pour I’hybride Mb/Mn-LE et <1 min pour les autres hybrides). La protéine joue
donc deux roles clés : un réle de protection du complexe vis-a-vis de 1’oxydant empéchant sa
dégradation et un role d’activateur puisque I’activité catalytique et la sélectivité sont

meilleures en présence de I’hybride.
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Une sulfoxydase artificielle a été créée par Ménage et al. a base de la protéine NikA. Le
complexe Fe-LK a été incorporé par un ancrage supramoléculaire au sein de NikA avec une
constante de dissociation de I’ordre du micromolaire (Figure 1-41, a).**A partir de la structure
cristallographique de cet hybride NikA/Fe-LK des études d’accostage moléculaire ont été
entreprises afin de trouver une famille de substrats qui pourrait se fixer au sein du site actif de
maniere plus spécifique. Cette étude révele une famille de molécules contenant le motif

thioglycolamide R1-S-CH»>-C(O)-NH-Rz, (avec R: et R> des groupements aromatiques) (b).

a) b)
[o]

OJ%
AV BN
N

N

/N/Fe\N N
\, } \/

OH,

f
GIn385 4

Fe-LK
©

0 o o @ o o Q
NikA/Fe-LK/substrat/NaOC1 1/255/600 s
o S\AN/Q 1 € substral a > ° S\)J\” . o /©/ %J\N
/U\N/©/ H )J\N' i )kN
H

- c'er H
Tampon HEPES (10 mM, pH 7), 4h

R S, $,0 $,0Cl,

Figure 1-41 : a) Complexe Fe-LK, b) modélisation moléculaire de la fixation d’'un substrat

au sein de [’hybride NikA/Fe-LK et ¢) Réaction catalysee par cet hybride.

Avec cette métalloenzyme artificielle, la réactivité de sulfoxydation de la moléculeS; en
présence de NaOCI a été testée (c). En absence de protéine, I’oxydation de S1 ne conduit ni a
la formation du sulfoxyde S:0 ni a la formation de la sulfone. Au lieu de cela, le compose
S10Clzest produit. La méme réaction en présence de 1’hybride NikA/Fe-LK conduit a la
formation du sulfoxyde S:0 avec une excellente chimiosélectivité (87%). Son activité
catalytique, bien que plus faible que I’hybride HSA/Fe-LJ, est non négligeable avec 0,823
min™t. De plus, NikA se montre étre une protéine robuste puisqu’elle est capable de réaliser
173 TON en présence d’un oxydant fort, le NaOCIl. Malheureusement, les exces
énantiomériques de ces systemes sont trés modestes (< 10%) malgre les études d’accostage

moléculaire réalisées.
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En 2004, J.P. Mahy et al. ont développé une nouvelle sulfoxydase artificielle a base
d’anticorps.'?® Pour cela, ils ont inséré une microperoxydase (MP8), un octapeptide a fer
hémique, au sein d’un anticorps 3A3 par liaisons supramoléculaires (Figure 1-42, b).
Généralement, I’efficacité catalytique de ces anticorps a base de porphyrine est environ 4 fois
moins élevée que les peroxydases naturelles!?* mais, dans ce cas précis, I’histidine 18 du

peptide joue le role de ligand proximal de I’atome de fer permettant son activation.

a)
3A3-MP8/substrat/H,0,
1/420/150 4

~ ~
Tampon Tris pH 7,5, t-BuOH 5%

b)

Figure 1-42 : a) Conditions de sulfoxydation du thioanisole avec I’hybride 3A3-MP8/Fe-LL.
b) Vue schématique de [ ’hybride.

Dans cette étude, les hybrides ont été étudiés pour la sulfoxydation du thioanisole en présence
d’H202 (a). Dans un premier temps, en absence de t-BuOH, les hybrides 3A3-MP8 catalysent
la formation du sulfoxyde exclusivement avec un rendement de 30% et un exces
énantiomérique de 23% en faveur de I’énantiomére R alors que MP8 seule possede une
activité catalytique 3 fois plus faible et un excés énantiomérique de seulement 4% (R). L’ajout
de co-solvant, tel que t-BuOH, permet une meilleure solubilisation des substrats permettant
d’améliorer I’activité catalytique des catalyseurs et leur sélectivité. En effet, en présence de
5% de t-BuOH dans le milieu réactionnel, I’hybride 3A3-MP8/Fe-LL atteint un rendement de
49% et des exces enantiomériques de 45% (R) alors que MP8 seule possede toujours une
activité catalytique et des exces énantiomériques plus faibles (23% de rendement et 5% ee).
L’incorporation de MP8 au sein de I’anticorps 3A3 permet non seulement d’améliorer

I’activité catalytique d’un facteur 2 ou 3mais aussi d’améliorer grandement
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1’énantiosélectivité de la réaction grace a I’apport de contraintes stériques dues a la 2"% sphére

de coordination de 1’hybride.

Un autre hybride a base d’anticorps a été développé par le méme groupe en 2010.'?° Dans
cette étude, des conjugués métalloporphyrines-estradiol ont été synthétisés et insérés au sein
d’un anticorps, 7A3, possédant un site de reconnaissance spécifique d’estradiol (Figure 1-43,
b).Deux hybrides a base de fer ou de manganese ont été étudiés dans la réaction de

sulfoxydation du thioanisole en présence d’H20: (a).

a)
7A3-Fe-LM/substrat/H,0,
1/500/500 8

~ ~
Tampon phosphate pH 3, 1h

b)

Ancrage
“Cheval de Troie”

wid”

M = Fe, Mn Ar =—©;)_ (TMPyP)
Figure 1-43 : a) Conditions de sulfoxydation du thioanisole avec I’hybride 7TA3/Fe-LM. b)
Vue schématique de I’hybride.

L’hybride ou le complexe seul a base de manganése ne conduit a aucune oxydation du
thioanisole. Ce résultat n’est pas surprenant en sachant que les complexes de manganése
porphyriniques ont été reportés pour étre des catalyseurs efficaces dans la réaction de
dismutation d’H202 en H20 et O.. En revanche, avec I’hybride a base de fer, 44 uM de
sulfoxyde sont formes chimiosélectivement (< 2% de rendement) avec un exces
énantiomérique assez faible de 10%. Bien que I’hybride soit 6 fois plus actif que le complexe
seul, les rendements obtenus sont assez faibles montrant la difficulté de concevoir des

hybrides efficaces en milieu aqueux.
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Tableau 2 : Récapitulatif des réactivés de sulfoxydation du thioanisole.

. R% TOF Structure
Ref complexe protéine oxydant ee% (TON) (min) RY
min-
100 _
126 - NDO H.0, 98 (S) 1,18 oui
(< 200)
17 VO& phytase H,0; 66 (S) 100 - -
(550)
Mb
109 Cr-salophen H,0- 13 (S) - 0,08 -
(H64D-A71G)
127 Mn-LE Mb(A71G) H.0, 27 (R) - 2,72 oui
o 94
18 VO(S04) streptavidine t-BuOOH 46 (R) @) 0,20 -
. 96
118a VO(S04) streptavidine t-BuOOH 90 (R) 48) 0,20 -
83
1o Mn-LF BSA H20, 52 (S) . 0,47 -
96
120 Co-LG BSA H.0, 50 (R) 6) 0,08 -
97
21 Mn-LH HSA NaOCI 0 @) 10,0 -
64
122 Fe-LJ HSA NaOCI 0 362 -
(1362)°
69
11b Fe-LK NikA NaOCI 10(R) 0,73 oui
(176)
_ 49
123 Fe-LL Anticorps 3A3 H,0, 45 (R) 74) 0,82 -
2
125 Fe-LM Anticorps 7A3 H,0, 10 (R) ) 0,15 -

[e] Substrat : éthylthioanisole. [P Substrat : S1. I en 4 runs.

Les sulfoxydases artificielles sont les métalloenzymes artificielles les plus étudiées dans le
domaine des réactions d’oxydation. La grande diversité des proteines utilisées (phytase, Mb,
streptavidine, BSA, NikA, HSA, anticorps), du métal (Fe, Co, Mn, Cr) et de I’oxydant (H203,
NaOCl, t-BuOOH) permet d’obtenir un large panel de nouveaux biocatalyseurs possédant

chacun des propriétés trés intéressantes. Une enzyme naturelle, la NDO, est capable de
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catalyser la sulfoxydation du thioanisole en présence d’H202 avec de tres bonnes chimio-,
régio- et énantiosélectivités (98% en faveur de S) et une activité catalytique de 1,18 min't.En
comparaison, en s’inspirant de ces enzymes naturelles et en concevant de nouvelles
métalloenzymes artificielles bio-inspirées, de nombreuses ameéliorations ont pu étre
apportées : (i) la formation de ’autre énantiomére (R), (ii) ’amélioration du nombre de TON
réalisé par I’hybride, (iii) I’amélioration du TOF ou encore (iv) ’amélioration de la stabilité

(Tableau 2).
3-3-2. Epoxydation

L’époxydation d’alcénes est une des réactions les plus importantes dans 1’industrie et dans la
recherche académique. Les époxydes sont d’importants intermédiaires réactionnels dans
I’industrie chimique, en particulier pour la synthése de polyméres variés (polyglycols,
polyamides, polyuréthanes, etc...),'?® dans les industries de chimie fine, comme la synthése
d’un intermédiaire époxyde dans la production de 1’atazanavir (inhibiteur de protéase du VIH)
(Figure 1-1).° Dans ce cadre, la conception de métalloenzymes artificielles pour
I’époxydation d’alceénes parait étre une méthode prometteuse. Pour ces études, le styréne a été

utilisé comme substrat de référence.

Le groupe de P. Soumillion a substitué I’atome de zinc de I’anhydrase carbonique (hCA) par
un atome de manganése pour générer une époxydase artificielle.’?® Cet hybride catalyse
I’époxydation du styréne en utilisant H2O2 comme oxydant avec des rendements et des excés
énantiomériques modérés (29% de rendement et 40% d’ee en faveur de 1’énantiomére R)
(Figure 1-44).

(0]

©/\ hCA/Mn/substrat/H,0,1/36/360 : P

Tampon phosphate (50 mM, pH 7), 16 h

v

Figure 1-44 : Conditions d’époxydation du styréne avec I’hybride hCA/Mn.

Le groupe de J.P. Mahy a décrit I’association d’un complexe de manganése Mn-LN au sein
de la xylanase 10A (XLnA) pour former une nouvelle métalloenzyme artificielle catalysant
1I’époxydation énantioselective du styréne par KHSOs (Figure 1-45). Bien que modérée, son

activité catalytique est I’une des meilleures observées dans la catégorie des époxydases
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artificielles (0,363 min™?). L’insertion du complexe au sein de la XLnA permet a la fois de le

protéger de I’auto-oxydation et d’induire une énantiosélectivité.

a)

©/\ XLnA/Mn-LN/substrat/KHSO; 1/1000/135

Tampon phosphate (50 mM, pH 7), 20 % CH;CN, 1 h

o

o

Mn-LN Na®

Figure 1-45 : @) Conditions d’époxydation du styréne avec I’hybride XLnA/Mn-LN.
b) Complexe employé Mn-LN.

Celle-ci, dans le cas du styréne, est assez faible (8,5% en faveur de 1’énantiomére S) mais elle
peut atteindre jusqu’a 80% (R), dans les cas du 4-méthoxystyrene, pour une activité

catalytique similaire.**°

Tableau 3 : Récapitulatif des réactivés d’époxydation du styrene.

. R% TOF Structure
Ref complexe | protéine oxydant ee % (TON) (min RY
min-
100 ;
131 - SMO (0]} 100 (S) @ 0,600 oui
29 )
129 Mn hCA H,0, 40(R) ) 0,005 oui
17
130 Mn-LN XLnA KHSOs 8,5 (S) 23) 0,383 -

Les époxydases artificielles sont moins étudiées que les sulfoxydases artificielles, ce qui est
certainement dd a la difficulté a réaliser des réactions d’époxydation de fagon sélective. En
comparaison, 1’enzyme naturelle, la styréne monooxygénase (SMO), est capable d’obtenir
I’époxyde avec un rendement quantitatif et un excés énantiomérique de 100% en faveur de
I’énantiomere S. D’autres études sont nécessaires pour créer des systémes catalytiques

beaucoup plus efficaces pour qu’ils soient intéressants d’un point de vue industriel. Toutefois,
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la conception de métalloenzymes artificielles donne accés a 1’obtention des deux

énantiomeéres du produit contrairement a I’enzyme naturelle.

3-4. Optimisation des métalloenzymes artificielles par evolution

dirigée

Le développement des biotechnologies permet d’envisager de nouvelles évolutions pour les
métalloenzymes artificielles. L’environnement protéique peut étre modulé grace a I’utilisation
de I’évolution dirigée, par exemple.r*? Elle vise & modifier un ou plusieurs acides aminés de la
protéine afin d’apporter une plus grande diversité qu’a 1’état initial. Ces modifications sont
totalement aléatoires en termes d’acide aminé mais localisées a des positions spécifiques
choisies au sein de la protéine. Ainsi, de nouvelles métalloenzymes artificielles ont pu étre
élaborées présentant de meilleures activités catalytiques et sélectivités ou de nouvelles
réactions non existantes dans la Nature. Dans cette partie, j’ai choisi de détailler les exemples
les plus marquants dans 1’optimisation des métalloenzymes artificielles par évolution dirigée

méme si ce ne sont pas des exemples en catalyse d’oxydation.

3-4-1. Optimisation de la streptavidine

Les études concernant 1’utilisation de la (strept)avidine comme héte pour la création d’une
métalloenzyme artificielle ont débuté en 1978.% Wilson et Whitesides ont congu un hybride
catalysant 1’hydrogénation de I’acide 2-acétamidoacrylique en N-acétylalanine avec des

rendements quantitatifs et des exces énantiomériques atteignant les 44%.

En s’inspirant de cette étude pionniére, Ward et al. ont identifié deux nouvelles hydrogénases
artificielles optimisées par mutation de la sérine 112en différents acides aminés permettant
I’amélioration des activités catalytiques et surtout des excés €énantiomériques (ee max : 57%

en faveur de S et 56% en faveur de R).**

Par la suite, deux nouvelles metalloenzymes artificielles, catalysant 1’hydrogénation
énantiosélective de dérivés de I’acétophénone, ont été congues par le méme groupe.'® Dans
cette étude, deux complexes, Ru-LO et Ru-LP, sont insérés au sein de la streptavidine via la
stratégie du Cheval de Troie (Figure 1-46, b).
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a)
(o) Sav/Ru-L/substrattHCO,Na OH
1/100/4000
Tampon MOPS, pH 6,25, 65°C, 64h
Br Br

BiotHN BiotHN

Q@ Q@%

.S
RU H O IO\N Ru H
NH2 NH2
S

Ru-LO Ru-LP

Figure 1-46 : a) Conditions réactionnelles de I’hydrogénation du 4-bromoacétophénone avec
[’hybride Sav/Ru-LO ou Ru-LP. b) Complexes employés Ru-LOet Ru-LP.

Pour aller encore plus loin, en se basant sur la structure cristallographique du complexe Ru-
LP au sein de la streptavidine, ils ont mis en évidence que la lysinel21 et la leucine 124
étaient des positions qui pourraient interagir avec le complexe métallique et avec le substrat.
Une librairie de mutants a donc été préparée sur ces deux positions a partir de Sav(WT), Sav
S112A et Sav S112K en utilisant une technique d’évolution dirigée. Le criblage a été facilité
par I’'immobilisation des différents mutants sur une colonne de sépharose biotinylée. Les
différentes combinaisons sont ensuite testées dans le cadre de la catalyse d’hydrogénation
énantiosélective de la 4-bromoacétophénone en présence d’acide formique comme source
d’atome d’hydrogéne (a). Avec le complexe Ru-LP, une seule mutation (L124V) conduit a la
production de 1’alcool correspondant avec des exce€s énantiomériques atteignant 91% en
faveur de 1’énantiomere R. Avec le complexe Ru-LO, la mutation K121N permet d’obtenir
I’autre énantiomere avec des exces énantiomériques atteignant les 75%. Cette étude permet de
mettre en avant tous les avantages de 1’optimisation chimio-génétique : la réactivité et la
sélectivité peuvent étre modulées en jouant & la fois sur le complexe et/ou sur la protéine

offrant de nombreuses possibilités d’optimisation des métalloenzymes artificielles.

3-4-2. Vers une métalloenzyme artificielle avec des cinétiques comparables aux

enzymes natives

Deux objectifs d’évolution sont de créer des métalloenzymes artificielles possédant des
activités catalytiques comparables a celles des enzymes naturelles et catalysant des reactions
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non naturelles. En 2016, le groupe d’Hartwig a reconstitué une métalloenzyme artificielle a
base d’un complexe métallique d’iridium porphyrinique qui posséde des parameétres
cinétiques équivalents aux enzymes naturelles. '

Ces travaux sont précurseurs dans 1’¢laboration d’une métalloenzyme artificielle hautement
active, tres efficace et trés sélective en réalisant une réaction non existante dans la Nature,
I’insertion énantiosélective de carbéne. Pour obtenir de telles performances, diverses
mutations ont été introduites au niveau du site actif par évolution dirigée (Figure 1-47, b). La
métalloenzyme de réference, Cyt.P450/1r(Me)-PIX (dont la cystéine 317 a été mutée en
glycine pour faciliter I’laccommodation du ligand axial méthylé de I’iridium), ainsi que des
mutants ont été testés en conditions standard (a). L hybride de référence possede une activité
catalytique et des excés énantiomériques trés faibles (0,13 mint et 14% d’ee). En revanche,
avec le quadruple mutant Ir(Me)-PIX CYP 119 (C317G, T213A, L69V et V254L), cette

activité est 330 fois plus grande (43 min™) et les excés énantiomériques atteignent 94%.

-
O N; o OMe
strat/ 1/5
OMe catalyst/substrat/ 1/590 H
> (o]
(o] 100 mM NaPi. 100 mM NaCl. pH 6. T.A.. 2 vol% DMF

b CYP119
) 1166 Active Site

L A152 g

N \“,&x
) 3 \{’Q{, V254 1213 )2\

> iy

’i7 ‘(i (¥ A '?( L é.'. -Am
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ooy, . ! / C31‘7 \ L;18
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Figure 1-47 : a) Conditions réactionnelles standard avec / hybride Cyt.P450/1r(Me)-PI1X. b)

Structure du Cyt. P450 CYP119 sauvage (code PDB 1107). A gauche, structure complete de

[’enzyme native. A droite, résidus du site actif modifiés lors de [’évolution dirigée.
Cette étude montre I’intérét de combiner les avantages de la biocatalyse et de la catalyse

homogeéne : en effet, le changement de métal conduit a une réactivité abiotique et 1’évolution

dirigée des acides aminés du site actif permet de synthétiser une métalloenzyme artificielle
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possédant des propriétés catalytiques exceptionnelles que ce soit en termes d’efficacité ou de

sélectivité.

3-4-3. Optimisation de métalloenzymes artificielles pour la réaction de

meétathese in vivo

Récemment, Ward e al. ont créé des metalloenzymes artificielles in vivo en insérant un
complexe de ruthénium biotinylé au sein de la Sav(WT) et de différents mutants obtenus par
évolution dirigée.’®® Ces différents mutants ont été surproduits avec une séquence signal N-
terminale qui impose la translocation de la protéine du cytoplasme vers le périplasme de la
cellule. Cela permet la création de la métalloenzyme directement dans la cellule par
incubation du complexe dans le milieu de culture (le complexe a acces au périplasme et non
au cytoplasme) et de tester son activité in vivo (Figure 1-48). Ce protocole de criblage est
grandement simplifié comparé aux systemes traditionnels : la purification de I’hybride formé
n’est pas nécessaire puisque le complexe seul est inhibé par les différents métabolites de la

cellule.

&7

~, Periplasmic
e 1 streptavidin

; Artificial
metathase

* - L - -
b ‘- — o —
T — — — ——

Figure 1-48 : Représentation schématique de [’ancrage du complexe au sein de la protéine

périplasmique et de la réaction catalysee.

Pour cela, les auteurs ont inséré un complexe biotinylé de type Hoveyda-Grubbs de seconde
génération dans des milieux de culture d’Escherichia Coli surproduisant la streptavidine dans
le périplasme (Figure 1-48). Plus de 3 000 mutants ont été générés par mutagenése dirigée et
criblés. Le meilleur mutant obtenu pour cette réaction est un quintuple mutant (V47A-N49K-
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T114Q-A119G-K121R) qui posséde une activité catalytique 5,4 fois plus importante que la
protéine sauvage. Les TON obtenus ne peuvent pas étre directement comparés avec les autres
hybrides décrits précédemment puisque les nombre de TON est donné par cellule.

3-5. Conclusion

Au fil des années, les métalloenzymes artificielles deviennent de plus en plus évoluées avec
des propriétés catalytiques se rapprochant petit a petit de celles des enzymes naturelles. Le
développement des technologies, autour de la biologie de synthése, permet d’enrichir les
possibilités d’évolution de ces systémes avec un gain non négligeable en sélectivité et une
expansion de la gamme de réactions qui ne sont pas accessibles avec des enzymes natives.
Des avancées majeures ont été réalisées trés récemment avec la possibilité de réaliser des
réactions abiotiques in vivo ce qui ouvre un champ de possibilités immense comme, par
exemple, la création d’un métabolisme entier de réactions non naturelles. Bien que de
nombreux progres aient €té faits pour développer ces nouveaux systemes, il existe encore
quelques aspects a améliorer pour étre performants a 1’échelle industrielle. Notamment,
I’amélioration de la stabilité des hybrides va constituer une avancée majeure pour leurs
applications biotechnologiques. Pour cela, de nombreuses techniques d’immobilisation

d’enzymes ont été développées et cela constitue mon prochain chapitre.

72



Chapitre | : Introduction bibliographique

4. L’immobilisation d’enzymes

L’utilisation d’enzymes purifiées sous leur forme native est souvent limitée a 1’échelle
industrielle par différents facteurs comme leur co(t, leur purification en grande quantité, leur
faible stabilité et leur difficulté de récupération et de réutilisation. Pour surmonter ces
inconvénients, une des solutions envisagées repose sur 1’hétérogénéisation de ces
biocatalyseurs par différentes techniques d’immobilisation d’enzymes.*> 3’Cette technologie
est en plein essor puisqu’elle permet de prolonger la durée de vie des enzymes en leur
conférant de nouvelles propriétés physiques, voire chimiques. Ces enzymes immobilisées
pourraient donc étre beaucoup plus stables, plus facilement recyclables et réutilisables,
facilement séparables du milieu réactionnel ou encore plus actives catalytiguement en
fonction de la technique d’immobilisation choisie. Ainsi, I’enzyme peut donc étre utilisée
dans des conditions plus drastiques que dans son état natif (températures élevées, solvants

organiques, gamme de pH élargie, etc...).

La technologie d’immobilisation d’enzymes a été découverte par J. Nelson et E. Griffin en
1916. Ces auteurs ont montré que quand I’invertase était physiquement adsorbée sur du
charbon, elle conservait son activité catalytique d’hydrolyse du sucrose.’®® Depuis, de
nombreux travaux ont été réalisés sur cette technologie et de nombreuses applications en
découlent au niveau industriel. Cette technologie peut étre classée selon quatre catégories :

I’immobilisation sur support, I’encapsulation, I’inclusion et la réticulation.

4-1. L’immobilisation sur surface

4-1-1. Adsorption

Cette methode est la plus simple et la plus économique. Elle repose sur la rétention de
I’enzyme a la surface d’un support, minéral ou organique, par I’intermédiaire de liaisons
faibles (hydrophobes, van der Walls, ioniques ou liaisons hydrogéne) (Figure 1-49). Une tres
grande diversité de supports a été utilisée possédant des propriétés physico-chimiques trés

variées (verre, quartz, collagéne, cellulose, etc...).1®
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Avec cette technique, il n’est pas nécessaire d’effectuer des modifications chimiques sur
I’enzyme ou sur le support contrairement a la méthode covalente. De plus, elle est trés facile a
mettre en ceuvre et non dénaturante. En revanche, la stabilisation de I’enzyme étant moins

importante, sa désorption est facilitée au cours des cycles catalytiques.

Figure 1-49 : Immobilisation d’enzymes par adsorption.

En 2007, Hudson et Magner ont immobilisé une chloroperoxydase sur un support mésoporeux
a base de groupements organosilane.'®® Certes, I’enzyme immobilisée posséde une moins
bonne activité catalytique que 1’enzyme native (75%) mais elle peut étre recyclée et réutilisée
20 fois sans perte d’activité grace a son immobilisation. Cette étude met donc en avant

I’intérét de développer une biocatalyse hétérogéne afin de pouvoir recycler I’enzyme.

4-1-2. Liaisons covalentes

Cette technique repose sur la formation de liaisons covalentes entre 1’enzyme et le support
utilisé. Ces liaisons irréversibles se forment entre les acides aminés de la protéine et les
groupes réactifs du support. De nombreux types de supports ont été développés a ce jour :
supports minéraux ou organiques, naturels ou synthétiques, possédant des groupements
réactifs trés variés comme les azotures et chlorures d’acyle, les diazoiques, les cyanates, les
iodures d’alkyle, les aldéhydes ou encore les époxydes.'*! Généralement, ces groupements
réactifs sont incorporés sur le support par ’intermédiaire d’un traitement chimique avant la

réaction d’immobilisation de I’enzyme.

Cette méthodologie est illustrée par les travaux réalisés en 2008 par Guisan et al. ou la lipase
de Yarrowia lipolytica (YLL) est attachée covalemment a un support (CNBr)-agarose (Figure
1-50).142 Dans cette étude, 1’agarose est d’abord fonctionnalisé a partir du bromure de
cyanogene avant la fixation de ’enzyme. Avec cette méthodologie, 99% de la protéine est
fixée sur le support utilisé et le taux de relargage est tres faible. Une meilleure stabilité de la

protéine vis-a-vis de la température est observée. Malheureusement, cela inhibe complétement
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son activité catalytique (2% d’activité). En effet, la liaison covalente de la protéine sur
support peut entrainer une modification de sa conformation en trois dimensions, et donc

impacter la structure du site actif et son activité.

NH,*
—OH —O0-C=N (o}
CNBr . HN—{)
— — +
base NH,
—OH O-C=N —0

Figure 1-50 : exemple d’immobilisation sur support par liaison covalente.

4-2. Encapsulation

Cette méthode consiste a encapsuler une enzyme a I’intérieur d’une membrane semi-
permeable. Elle protége 1’enzyme de 1’environnement extérieur mais son application est
limitée par la taille des substrats qui doivent étre capables de traverser les pores de la
membrane. En 2008, Zhang a internalisé la B-glucuronidase dans une capsule hybride a base
d’alginate/protamine/silice (APSi) (Figure 1-51).143

.. {3{3 ]

¢ W — N
. Ca-alginate protamine Silice
(gz[}jflsll)e Cellulose

Figure 1-51 : Encapsulation de /’enzyme S-glucuronidase par la méthodologie de Zhang.

L’activité d’hydrolyse de la Baicaline en Bacaléine a été étudiée en comparant les propriétés
catalytiques et physiques de I’enzyme libre et de I’enzyme immobilisée. Concernant la
stabilité, I’enzyme immobilisée s’avere beaucoup plus stable vis-a-vis de la température et des
variations de pH (& 50°C, 95% de rétention d’activité pour I’enzyme immobilisée contre 50%
pour I’enzyme libre et a pH 4, 85% de rétention d’activité pour 1’enzyme immobilisée contre
0% pour I’enzyme libre). De plus, I’enzyme immobilisée peut étre stockée a température
ambiante au moins 26 jours en gardant une activité catalytique trés intéressante (90% de
rétention d’activité) alors que 1’enzyme libre ne conserve que 4% de I’activité initiale. Cette

enzyme immobilisée peut aussi étre réutilisée au moins 10 fois sans perdre de son efficacité.
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4-3. L’inclusion

Similaire a 1’encapsulation, cette méthodologie se définit par I’internalisation d’une enzyme,
mais cette fois-ci, au sein d’une matrice poreuse (Figure 1-52)144 1% | es liaisons impliquées
dans la stabilisation de ’enzyme peuvent étre covalentes ou non. Les pores de la matrice

peuvent €tre ajustés afin d’éviter au maximum la perte de I’enzyme.

’R /R | | | |
090 H,O/HCI 090  Polymerisation o@oDoDo
R"Sif R — R 8 H —— R__.Si_ .Si_ .Si_Si__R
0 o + Enzyme 060606060
R R 1 0:0;0
O R__Si _Si_Si. R
(o] (I) (0] (IJ o0 o (0]
R R R R

Figure 1-52 : Technique d’immobilisation d’enzymes : inclusion dans un réseau polymere.

Par exemple, le groupe de M. Sommerhalter a immobilisé la chloroperoxydase dans une
matrice a base de tétraméthoxysilane. Les performances catalytiques de I’enzyme immobilisée
ont été étudiées sur la réaction de peroxydation du pyrogallol en présence d’02.1*® En
comparaison a I’enzyme libre en solution, ’activité catalytique de I’enzyme immobilisée n’est
seulement que d’environ 10% a cause notamment, des interactions faibles présentes entre
I’enzyme et le support qui entrainent son relargage au cours de la réaction, de 1’exposition au
méthanol en début de réaction, des nombreuses interaction physico-chimiques entre la matrice
et les substrats ou encore de la difficulté d’accessibilité pour les substrats et produits a travers
les pores de 3 nm. En revanche, méme si 1’activité décroit au cours du temps, cette enzyme
immobilisée peut étre réutilisée trois fois en remplacant le milieu réactionnel, composé du
tampon et des produits réactionnels, avec une nouvelle solution de tampon et de substrats. Les
matrices les plus utilisées sont généralement a base de polyacrylamide, d’alginate, d’amidon
ou encore de silice.'*” Cette méthodologie peut s’appliquer & une multitude d’enzymes en
choisissant avec attention I’interaction entre la protéine et la matrice (covalente ou non). Les
supports utilisés peuvent étre modifiés en termes de propriétés physico-chimiques (formes
adaptables). En revanche, la matrice formée est tres compacte ce qui limite beaucoup la
diffusion des différentes molécules (substrats et produits) au sein de la matrice. De plus,
certaines conditions de polymérisations peuvent induire la dénaturation des enzymes (pH

élevés, agents dénaturants, radicaux, etc...).

76



Chapitre | : Introduction bibliographique

4-4, Réticulation d’enzymes

Dans les années 1960, les études sur la chimie des protéines en phase solide ont mené a la
découverte de la technologie de réticulation d’enzymes. Cette technologie utilise un agent
bifonctionnel (comme le dialdéhyde glutaraldéhyde) pour lier covalemment des enzymes
entre elles en réagissant préférentiellement sur des résidus lysine.'> 148 La réticulation
d’enzymes peut étre catégorisée en deux sous-groupes : la réticulation d’agrégats d’enzymes
(CLEA ou Cross-Linked Enzyme Aggregates) et la réticulation d’enzymes sous forme
cristallisée (CLEC ou Cross-Linked Enzymes Crystals) (Figure 1-53). La réticulation
d’enzymes ne nécessite pas ’emploi de support, ce qui est déja un précieux avantage (colt,
conditions de greffage, choix du support, etc...). De ce fait, elle offre une concentration en
catalyseur par mg de matériau la plus élevée puisque le matériau n’est composé que de
catalyseur. L’acces au catalyseur par les réactifs et substrats est également facilité en absence
de support et de polymeére d’inclusion. Enfin, elle favorise grandement la stabilisation de
I’enzyme utilisée, grace a la formation de liaisons covalentes qui minimisent la perte de la

protéine au cours de la réaction.

1) Précipitation
2) Réticulation NV\

1) Cristallisation
2) Reéticulation N\

NV\ Agent de réticulation

#"ﬁf Enzyme

;

CLEC

Figure 1-53 : Réticulation d’enzymes : CLEA (Cross-Linked Enzymes Aggregates) et CLEC
(Cross-Linked Enzyme Crystals).

Cependant, la détermination des conditions réactionnelles pour la cristallisation ou la

précipitation de I’enzyme sont trés dépendantes de I’enzyme choisie et doivent donc étre

déterminées pour chaque enzyme.
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4-4-1. CLEA

La réticulation d’agrégats d’enzymes est une méthodologie simple et économique. L’addition
de sels (par exemple, le sulfate d’ammonium) ou de solvants organiques (miscibles dans
I’eau) conduit a la précipitation de la protéine sous forme d’agrégats sans la dénaturer. Bien
que cette méthodologie soit assez simple, la détermination des conditions de précipitation est
dépendante de I’enzyme utilisée. Ces agrégats sont ensuite stabilisés lors de I’ajout d’un agent
bifonctionnel. En comparaison aux CLEC, les CLEA permettent de s’affranchir de 1’étape de
cristallisation. Il n’est donc pas nécessaire d’obtenir une enzyme parfaitement pure ce qui
facilite son emploi en milieu industriel.}*® La majorité des CLEA qui ont été reportés
impliquent principalement des réactions d’hydrolyse (lipase, invertase, hydroxynitrile lyase)
ou de réductions (alcool déshydrogénase).'®" 1°° Ces CLEA possedent déja de nombreuses

applications industrielles (médicaments, peintures, additifs, biocapteurs, etc...).

Par exemple, Sheldon et Cao se sont intéresses a améliorer les propriétés catalytiques et
physiques de la pénicilline G acylase (enzyme permettant la synthése de I’ampicilline).*® En
effet, la tolérance de I’enzyme libre vis-a-vis des solvants organiques étant faible,
I’immobilisation paraissait étre une solution intéressante pour améliorer Ses propriétés.
L’enzyme immobilisée a donc pu étre utilisée dans de nombreux solvants organiques
(CH3CN, t-BuOH, 1,2-diméthoxyéthane, etc...) ce qui facilite la dissolution des substrats et

améliore I’efficacité catalytique.

L’utilisation de CLEA pour réaliser des réactions d’oxydation est toutefois peu développée.
Arends et al. ont synthétisé un CLEA de 3-phytase, incubé avec du vanadium, pour le tester
en tant que biocatalyseur dans la réaction de sulfoxydation asymétrique du thioanisole en
présence d’H20,.1°2 Les auteurs ont démontré que ’enzyme immobilisée était aussi efficace
que I’enzyme libre (95% de conversion et jusqu’a 60% ee). De plus, les propriétés physiques
de I’enzyme immobilisée ont pu étre largement améliorées comparées a celles de 1’enzyme
libre. Elle peut ainsi étre utilisée : (i) en présence de différents solvants tels que le méthanol,
I’éthanol ou encore CH3CN, (ii) trois fois d’affilées sans perte d’activité significative, (iii) a

des pH plus acides (<4) ou encore (iv) a des températures plus élevées (jusqu’a 80°C).
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4-4-2. CLEC

Une méthodologie originale, développeée plus tard dans les années 1990, est la réticulation de
cristaux d’enzymes afin de concevoir de nouveaux nanomatériaux.®® Son développement fut
assez lent notamment a cause de la difficulté a cristalliser des enzymes. En revanche, les
progrés effectués dans le domaine des biotechnologies et de la robotisation ont permis de
s’affranchir de cette barriére technologique. Les cristaux de protéines représentent un
assemblage de protéines sous forme solide et de fagcon ordonnée. Chaque cristal est constitué
de pores internes qui constituent des canaux de solvants. Cette particularité, uniquement
présente dans les CLEC, présente ’avantage de faciliter la diffusion des substrats et des
produits jusqu’au site actif de I’enzyme. De plus, ces cristaux peuvent étre étudiés par
diffraction des rayons X afin de les caractériser précisément. Les précurseurs dans ce
domaine, St. Clair et Navia, ont mis en évidence 1’amélioration de la stabilité de la
thermolysine aprés réticulation.’> Ce «CLEC thermolysine» garde toute son activité
catalytique aprés quatre jours d’incubation a 65°C alors que 1’enzyme libre perd plus de 80%

de son activité en seulement quelques heures.

La technologie CLEC a déja été appliquée en résolution cinétique,' en synthése de peptides
(subtilisine, thermolysine),'*® dans le développement de biocapteurs (glucose oxydase)'®’ et
dans quelques réactions d’oxydation.'®® En revanche, il n’existe qu’un seul exemple avec des
métalloenzymes artificielles développé par le groupe d’Ueno. Le CLEC de métalloenzymes
artificielles est composé d’un complexe de ruthénium [Ru(benzene)(Clz)] inséré au sein de
cristaux de lysozyme quadratiques (T) ou orthorhombiques (O). Ces cristaux sont ensuite
immobilisés, via 1’ajout de glutaraldéhyde, pour produire les CLEC T/Ru ou les CLEC
O/Ru. Ces CLEC ont été testés dans la catalyse de réduction énantiosélective de dérivés de
I’acétophénone et comparés a ’hybride en solution HEWL/Ru (Figure 1-54).1° Le meilleur
résultat a été observé sur la réduction de la propiophénone en présence de formiate de sodium
comme source d’hydrogéne. L’hybride en solution n’est capable de produire que 8% de
I’alcool correspondant avec un exces énantiomérique faible de 7% en faveur de 1’énantiomere
S. L’activité catalytique du CLEC T/Ru est 7 fois plus importante, avec un rendement de
53%, et un exces énantiomérique similaire (8% en faveur de 1’énantiomére S) tout en gardant
I’intégrité de 1’enzyme. Encore plus intéressant, le CLEC O/Ru possede une activité

legerement inférieure au CLEC T/Ru (44% de rendement) mais avec un exces
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énantiomérique bien plus intéressant (31% en faveur de I’énantiomére R). Cette étude met en
avant certains avantages de I’emploi des CLEC: (i) la résolution de la structure
cristallographique, (ii) ’amélioration de D’activité catalytique et (iii) I’amélioration de la
sélectivité de la réaction. De plus, il est important de préciser que la forme des cristaux
(quadratiques ou orthorhombiques) influence grandement la sélectivité de la réaction.

a)

o CLEC HEWL/Ru-L/substrat/HCO,Na OH

1/8,5/2,5
Tampon borate, pH 7,5, 35°C, 24h

Figure 1-54 : a) Conditions réactionnelles de la réaction d’hydrogénation par les CLEC
O/Ru ou T/Ru. b) Structure cristallographique des cristaux quadratiques T/Ru. c¢) Structure

cristallographique des cristaux orthorhombiques O/Ru.

Bien que I’industrialisation des CLEC soit moins développée que celle des CLEA, il existe
certaines applications a I’utilisation des CLEC au niveau industriel. Notamment, la société
Altus Biologics, développée en 1997, a mis en vente des cristaux de protéines comme

biocatalyseurs industriels pour ’hydrogénation d’alcénes.*®

4-5. Conclusion

L’immobilisation d’enzymes est une méthode prometteuse pour le développement des
biocatalyseurs dans 1’industrie. Depuis une dizaine d’années, quelques exemples d’enzymes
immobilisées ont vu le jour en milieu industriel avec diverses applications (synthése de

médicaments, biocapteurs, encres, peintures, etc...). En effet, ’lamélioration de la tolérance
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des enzymes vis-a-vis des solvants, de la température ou encore des pH acides ou basiques
permet aux industriels de développer de nouvelles méthodologies de synthéses plus éco-
compatibles a un co(t raisonnable. Les différentes méthodes de réticulation d’enzymes

présentent chacune des avantages et des inconvénients répertoriés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des différentes méthodes d’immobilisation

d’enzymes.
Méthodes Avantages Inconvénients
d’immobilisation
Adsorption Méthode simple et économique Taux de relargage important
Fixation rapide et non Faible concentration en catalyseur par
dénaturante mg de matériau
Pas de modifications chimiques Mauvaise orientation de 1’enzyme
sur ’enzyme Structure inconnue
Liaisons Taux de relargage trés faible Faible concentration en catalyseur par
covalentes Force de la liaison mg de matériau

Grande variété de supports

Activation du support au préalable
Diminution de 1’activité catalytique
Structure inconnue

Encapsulation

Pas de modifications chimiques
de I’enzyme

Activité catalytique similaire a
I’enzyme libre

Protége I’enzyme des conditions
extérieures

Relargage de I’enzyme

Difficultés stériques pour les substrats
trop volumineux

Faible concentration en catalyseur par
mg de matériau

Structure inconnue

Inclusion Pas de modifications chimiques Conditions d’immobilisation parfois
de I’enzyme dénaturantes
Activité catalytique similaire & Difficultés stériques pour les substrats
I’enzyme libre trop volumineux
Protége ’enzyme des conditions Relargage de I’enzyme
extérieures Faible concentration en catalyseur par
mg de matériau
Structure inconnue
Réticulation Méthode simple et économique Possibles modifications de I’enzyme
d’enzymes Pas de nécessité d’obtenir une Mise en place des procédés
(CLEA) enzyme pure expérimentaux compliqués

Trés haute concentration en
catalyseur par mg de matériau
Pas de perte de ’enzyme

Structure inconnue
Diffusion des substrats et produits
difficiles

Réticulation
d’enzymes
(CLEC)

Tres haute concentration en
catalyseur par mg de matériau
Intégrité de ’enzyme préservée
Résolution de structure
cristallographique

Diffusion des substrats et
produits aisée

Méthode peu économique

Nécessité d’obtenir une enzyme pure
Nécessité d’utiliser une enzyme
cristallisable

Consommation importante de cristaux
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5. Chimie en cascade

La Nature est une source d’inspiration inépuisable pour les scientifiques du monde entier. Au
fil du temps, elle est devenue de plus en plus organisée et complexe, menant au
développement de systémes catalytiques trés sophistiqués. Par 1’intermédiaire de synthéses
multi-étapes, des molécules complexes peuvent étre synthétisées a partir d’éléments simples.
Pour cela, la Nature utilise différentes enzymes, qui possedent chacune un rdle trés précis
dans la cascade de réactions. Cette coopération entre chaque systeme catalytique mis en jeu
maximise ’utilisation de I’énergie et diminue la génération des déchets. Dans le cadre du
développement d’une chimie durable, de nombreux scientifiques s’inspirent de ce modele
universel pour développer des syntheses multi-étapes trés efficaces, tres sélectives et
possédant une plus large diversité de réactions catalysées (chimie tandem). Comparés aux
synthéses classiques, les procédés monotopes (« one-pot » en anglais) offrent une approche
attractive permettant d’éliminer les étapes de purification intermédiaires et donc de limiter les

déchets produits et diminuer I’impact environnemental (Figure 1-55).

Procédé multi-étapes classique Procédé multi-étapes monotope

Enzyme Enzyme
Catalyseur chimique
Reéaction 1 Enzyme

Réactions 1 +2 + 3
Catalyseur chimique

Réaction 2
Produit

Enzyme

Réaction 3

Produit

Figure 1-55 : Comparaison d’un procédé multi-étapes classique et d’un procédé monotope.

L’approche la plus aisée pour réaliser ces réactions en cascade est de réaliser la premiére
réaction jusqu’a la conversion totale du substrat puis de démarrer la deuxiéme étape en

ajoutant les réactifs necessaires : les deux etapes sont séparées dans le temps mais sont
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réalisées dans le méme milieu réactionnel. Une deuxieme approche est possible ou les deux
réactions sont réalisées simultanément avec 1’ajout de tous les réactifs dés le début de la
réaction. Cette deuxiéme approche est plus difficile a cause de la possible incompatibilité
entre les différents catalyseurs et les différents réactifs mis en jeu. Elle nécessité donc la
compartimentation de chaque catalyseur. En revanche, elle permet de ne pas se préoccuper de
la réaction jusqu’a son terme.
Ces réactions cascades peuvent étre réalisées selon trois schémas :

- En combinant plusieurs catalyseurs chimiques.

- En combinant plusieurs enzymes.

- En combinant une enzyme avec un catalyseur chimique.

5-1. Cascades multi-étapes réalisées par des catalyseurs chimiques

Une des possibilités pour réaliser une réaction cascade est de combiner plusieurs catalyseurs
chimiques.t®! Cette possibilité offre I’avantage de pouvoir réaliser des synthéses multi-étapes
avec une tres grande diversité réactionnelle comparées a des cascades enzymatiques. De plus
en plus, les molécules recherchées dans les industries gagnent en complexité et il devient donc
nécessaire de trouver de nouvelles voies de synthese efficaces et économiques. Notamment, la
production de produits naturels en combinant des catalyseurs chimiques dans une réaction
monotope est I’une des nouvelles préoccupations dans I’industrie. 162

Récemment, le groupe d’Aleman a développé un systeme photocatalytique pour la synthése
de sulfoxydes a partir d’alcénes et de thiols.?®® Cette réaction tandem est réalisée en deux
étapes : une addition du thiol sur 1’alcéne suivie d’une oxydation du thioéther formé pour

conduire au sulfoxyde en utilisant un photocatalyseur (le colorant Eosin Y), la lumiére visible

et I’oxygeéne moléculaire comme oxydant (Figure 1-56).

Q
©/\ N ©/ Eosin Y (2,5 mol%) ©/\/ \©
CH,CI,, lumiere verte, T.A.

Figure 1-56 : Réaction générale d’une réaction tandem pour la synthese de sulfoxydes.

Cette réaction tandem est réalisable sur une large gamme de substrats avec des rendements
intéressants (entre 60 et 85%). En revanche, les temps de réaction sont tres longs (plusieurs

jours) et aucun exces énantiomérique n’est observe.
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Concernant le mécanisme réactionnel, ils ont démontré que la réaction se réalisait en deux
¢tapes distinctes. Une premicre étape de couplage entre le thiol et 1’alcéne par voie radicalaire
conduisant a un intermédiaire thioéther. Une deuxi¢me étape d’oxydation serait réalisée par
I’oxygéne singulet. En effet, le photocatalyseur Eosin Y, en présence de lumiere serait
capable de réaliser un transfert d’énergie permettant de former I’oxygeéne singulet qui serait

capable de réaliser I’oxydation du sulfure en sulfoxyde.

Dans une autre étude, Choudary et al. ont créé un systeme multi-composants inspiré des
modeles biologiques pour réaliser une cascade multi-étapes a base de trois catalyseurs

chimiques (Figure 1-57).164

;
AF: R+ ‘ " H20;
HO “
L* \
R 1
ArX + - Ar . * H0

Figure 1-57 : Représentation schématique du cycle catalytique de la synthése de diols chiraux

en combinant trois catalyseurs chimiques.

Ce systéeme est composé d’un complexe de palladium, d’un complexe d’osmium en présence
de 1,4-bis(9-O-dihydroquinidinyl)phtalazine ((DHQD)2PHAL) en tant qu’auxiliaire chiral et
d’un complexe de tungsténe. Ces différents catalyseurs sont incorporés sur une matrice
comportant un hydroxyde double lamellaire (LDH). Cette matrice consiste en 1’alternance de
couches cationiques et anioniques qui vont permettre 1’ancrage supramoléculaire des
différents complexes. Le catalyseur trifonctionnel LDH-PdOsW a été testé dans la réaction
tandem combinant un couplage de Heck entre un dérivé du styrene et un dérivé de
I’iodobenzene, une oxydation de la N-méthylmorpholine (NMM) en N-méthylmorpholine-N-
oxyde (NMO) par H20: et la dihydroxylation asymétrique de I’alcéne formé. A partir

d’iodobenzéne et du styréne comme substrats, le 1,2-diphényléthane-1,2-diol est formé avec
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d’excellents rendements et exces énantiomériques (90% de rendement, 99% ee en faveur de
I’énantiomére RR). D’autres dérivés de 1’iodobenzene et du styréne ont été testés atteignant
les mémes résultats catalytiques pour la formation du diol (rendements > 83% et ee > 97% en
faveur de I’énantiomére RR). Les auteurs ont donc développé un catalyseur solide
trifonctionnel LDH-PdOsW réutilisable, pour la synthese de diols chiraux a partir de dérivés
de I’iodobenzéne, de dérivés du styréne et de H202 en présence de NMM, qui posséde des
propriétés catalytiques trés intéressantes avec 1’obtention d’excellents rendements et
d’excellents excés énantiomériques. Cet exemple permet une premiere ouverture sur le
développement de catalyseur hétérogene pour réaliser des réactions cascades. En revanche, il
utilise certains progres doivent encore étre réalisés pour s’affranchir de 'utilisation de métaux

rares et toxiques.'®®

5-2. Cascades multi-étapes réalisées par des enzymes

Une autre alternative proposée est le développement d’une réaction tandem utilisant
uniquement des enzymes naturelles.!%6-170 Cette solution présente 1’avantage de combiner
plusieurs enzymes qui catalysent chacune une réaction donnée avec une trés grande sélectivité
et une trés grande efficacité catalytique sans qu’elles n’interférent entre elles. En 2016, Li et
al. ont développé trois nouvelles réactions en cascade pour la production de composés chiraux
importants pour I’industrie pharmaceutique tels que des acides o-hydroxylés, des 1,2-
aminoalcools ou encore des acides aminés.}’* Pour réaliser cette chimie cascade, les auteurs
ont créé trois souches d’Escherichia coli contenant deux a trois modules d’enzymes qui
catalysent chacun de deux a quatre réactions enzymatiques (Figure 1-58). Ces modules ont
été congus en fonction des deux critéres suivants : (i) chaque module utilise un substrat stable
(alcéne, diol ou acide hydroxylé) et donne un produit stable (diol, acide hydroxylé,
aminoalcool et acide aminé) et (ii) chaque module est capable de convertir des intermédiaires
toxiques et instables tels que des époxydes, des aldéhydes hydroxylés et des cétoacides pour
minimiser leur accumulation et éviter les réactions secondaires. La premiére réaction tandem
in vivo est réalisée en combinant les enzymes du module 1 a celles du module 2 pour la
formation d’acides a-hydroxylés (Figure 1-58, a). Dans cette cascade enzymatique, le module
1 (époxydase (EP) + époxyde hydrolase (EH)) est utilise pour la production de diols
énantiopurs a partir d’alcénes et est combiné au module 2 (alcool déshydrogénase (ADH) +

aldéhyde déshydrogénase (ALDH)) pour la production d’acides a-hydroxylés a partir des
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diols formés précédemment. Pour la majorite des alcenes utilisés, des rendements supérieurs a
80% et des exces énantiomériques supérieurs a 98% en faveur de I’énantiomére S sont

obtenus.

La deuxiéme réaction in vivo combine le module 1 et le module 3 (ADH + o-transaminase
(o-TA) + alanine déshydrogénase (AlaDH)) pour la production de 1,2-aminoalcools a partir
d’alcénes (Figure 1-58, b). Le module 3 utilise comme substrat les diols formés par le module
1. Pour cette réaction, les rendements varient entre 16% et 86% en fonction des substituants
présents sur I’alcene de départ. Avec des groupements €électrodonneurs comme le groupement
méthoxyle, les rendements sont largement améliorés. De plus, les exces énantiomériques sont

excellents avec une majorité supérieure a 95% en faveur de I’énantiomere S.

OH

; =0
1a—k

(5) -2a—k S] -3a-k (S) -da-k S] -5a—k
Module 1 Module 2
oH OH :
O/\ SMo ,/%/\I SDEH O/\/ Al O/\/ CvaTA O/\’
Ala
1a-k (S) -2a-k (S)-3a-k (S)-4a-k kS f NH, (S)-6a-k
AlaDH
Module 1 Module 3
OH OH NH,
O/\ SMO (V\I SDEH O/\/ Ak ON ECALDH O/\CO H Hmo ROA‘JD H EcaTa _(v\co,.ﬁ
NP
1a—k (5) -2a-k (S)-3a-k (5)-4a—k (S)-5a-k " 0: "0, 7ak O 5 NH, (S)-8a—k
GluDH
Module 1 Module 2 Module 4

Figure 1-58 : cascades in vivo pour la production d’acides a-hydroxylés (a), de 1,2-

aminoalcools (b) et d’acides aminés (c) a partir de dérivés du styréne.

Pour finir, les modules 1 et 2 sont combinés au module 4 (2-hydroxy-acide oxydase (HO) +
a-transaminase (a-TA) + catalase (CAT) + glutamate déshydrogénase (GluDH)) pour la
synthése d’acides aminés (Figure 1-58, ). Dans cette réaction tandem, I’acide a-hydroxyle,
formé a partir de la réaction tandem réalisée par les modules 1 et 2, est le substrat de départ du
module 4 pour la formation de I’acide aminé correspondant. Les rendements sont
majoritairement supérieurs a 60% avec un maximum atteint en présence du styrene (88%) et
d’excellents exces énantiomériques (99% en faveur de 1’énantiomere S).

Ce modele montre que la combinaison de plusieurs enzymes pour réaliser des réactions

cascades peut étre une solution trés intéressante dans le développement d’une chimie durable.

86



Chapitre | : Introduction bibliographique

En effet, ce systtme multi-enzymes permet la fonctionnalisation d’alcénes en produits
optiquement actifs (amines, alcools, acides, etc...) avec une trés grande efficacité, une trés

grande sélectivité et sans interférence des enzymes entre elles.

Dans une deuxieme étude, Turner et al. ont décidé de développer une cascade enzymatique
pour la synthése d’aldéhydes.'’? Les aldéhydes sont une classe de composés chimiques avec
de nombreuses applications en industrie. Ce sont des composés qui sont en partie
responsables des arémes et des parfums présents dans les plantes. Par exemple, les aldéhydes
aliphatiques comme 1’hexanal et 1’octanal offrent des senteurs de pomme et de citron,
respectivement, alors que des aldéhydes aromatiques tels que le benzaldéhyde ou la vanilline
dégagent un parfum d’amande ou de vanille. Au-dela des applications dans les domaines des
aromes et des parfums, les aldéhydes peuvent étre utilisés comme précurseurs pour 1’industrie
pharmaceutique.l”™ En effet, la grande réactivité du groupement carbonyle en fait des
candidats tres intéressants pour le développement de nombreuses molécules biologiquement

actives (alcool, amine, etc...).

Le but de cette étude est de synthétiser des composés de type pipéridine ou pyrrolidine grace a
la mise en place d’une cascade biocatalytique impliquant une acide carboxylique réductase
(CAR), une transaminase et un imine réductase (IRED) (Figure 1-59).1"* A partir de
composés cétoacides ou cétoaldéhydes, la CAR permet la formation d’un aldéhyde qui est
transformé en imine par I’intermédiaire de la transaminase. L’IRED a ensuite pour rdle de
réduire I’imine en amine secondaire afin d’obtenir les composés souhaités. Ces composés sont
produits avec de tres bons rendements (< 98%) et de trés bonnes sélectivités contrblées par

chacune des enzymes utilisées.

(o]
R2\M,k
N
Carboxylic Acid R n R

Reductase keto aldehyde

keto acid

One-Pot Biocatalytic Cascade w-Transaminase

2,x-substituted
piperidines (n=1) or |
pyrrolidines (n = 0)

0‘ gj}:’“"‘
Figure 1-59 : Cascade biocatalytique pour la formation de pipéridine ou de pyrrolidine

impliquant des aldéhydes.™
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D’autre part, Kroutil et al. ont développé une réaction cascade pour la bioamination d’alcools
primaires en combinant une ADH et une transaminase.!”® En comparant avec le systéme de
Li, la réaction est largement simplifiée puisqu’elle n’est pas réalisée in vivo mais sur des
enzymes isolées ce qui simplifie les conditions réactionnelles. En revanche, elle nécessite
I’utilisation de co-facteurs. Ce nouveau chemin métabolique artificiel se divise en deux
étapes :

- L’oxydation de I’alcool primaire en aldéhyde par I’intermédiaire de ’enzyme ADH en
présence d’un co-facteur NAD™,

- L’amination réductrice de 1’aldéhyde en amine primaire par une transaminase. Pour
cette étape, la L-alanine joue le role de donneur d’amine qui peut étre recyclé in situ a
partir du pyruvate via une AlaDH qui consomme du NaDH et de I’ammoniaque.

Ce systeme enzymatique artificiel conduit donc a la production d’amines a partir d’alcools
primaires avec une trés grande efficacité (99% de rendement). L’avantage de ce systéme
métabolique repose sur son autonomie concernant les équivalents rédox (la présence d’une
source d’hydrure externe n’est pas nécessaire). Le seul substrat sacrificiel requis est
I’ammoniaCc comme source d’amine. De plus, les déchets sont minimisés en évitant
I’utilisation de tampon classique de type Tris ou phosphate puisque la réaction est réalisée

dans un mélange H.O/diméthoxyéthane.

5-3. Cascades multi-étapes en combinant les catalyses

enzymatiques et homogénes

La combinaison des deux mondes de la biocatalyse et de la catalyse chimique conduit a des
procédés monotopes tres efficaces, trés sélectifs et avec une plus grande diversité de réactions
que dans le cas de systémes biocatalytiques.’® "La difficulté de cette combinaison est la
nécessité de trouver des conditions reactionnelles ou les enzymes et les catalyseurs chimiques

puissent coexister (solvants, températures, pH, pressions, etc...).

Les premiers travaux révolutionnaires dans ce domaine ont été décrits dans les années 1980,
lorsque le groupe de Van Bekkum a combiné un catalyseur chimique hétérogene
d’hydrogénation avec une enzyme isomérase (Figure 1-60).1’® Ce procédé a été développé

pour la synthese du D-mannitol a partir du D-glucose. Dans cette réaction tandem, le D-
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glucose est transformé en D-fructose grace a 1’isomérase puis le D-mannitol ou le D-glucitol
sont obtenus par hydrogénation du D-fructose, catalysée par un complexe de platine en
présence d’H> (20 atm). Lors de cette catalyse, les deux produits réactionnels sont obtenus
avec un rendement global de 92% (18 TON) et dans un ratio 1:1. En revanche, la cinétique de

la réaction est trés lente avec I’obtention d’un TOF trés faible (0,0009 min‘t).

CHO CH,OH CH,0H CH,OH
D-glucose Catalyseur Pt
H—— OH isomérase (0] H, HO ——H H ——OH
’ > + HO
HO——H HO H HO—1—H -1 H
CH,OH CH,OH CH,0H CH,0H
D-glucose D-fructose D-mannitol D-glucitol

Figure 1-60 : Combinaison de la D-glucose isomérase et d’un catalyseur chimique
hétérogéne a base de platine pour la formation du D-mannitol a partir du D-glucose.1’

Récemment, Hartwig et al. ont reporté la combinaison d’un catalyseur chimique & base de
ruthénium et du Cyt. P450 permettant de combiner une réaction de métathése avec une
époxydation d’alcénes sur un nombre de substrats variés(Figure 1-61).17° Elle illustre le
bénéfice de combiner ces deux catalyseurs en réaction tandem plutdt qu’avec deux réactions
séquentielles ou il est nécessaire d’isoler et parfois de purifier les intermédiaires réactionnels.
En effet, lors de la réaction tandem, 1’époxyde est obtenu avec un rendement de 27% alors
qu’avec le procédé classique, 18% d’époxyde seulement sont obtenus. Le procédé monotope

permet donc d’améliorer la sélectivité et I’efficacité de la réaction d’un facteur 1,5.

= ; ’ i
o 22 23 P450-mono- (o}
— (2.5 moi%) oxygenase W
HO X PNy, T + ———=—*HO" CH
8 3 putfer/ o /~ \ > ?
20 21 isooctar | oH | 2
(1.5 equiv) |sogc ane 10y LA 1
\ (20%(v/iv)) Vs ¢l NADPH  NADP*
24 (o] A |
\Aév phosphate

phosphite o
phosphite

dehydrogenase

Figure 1-61 : Réaction tandem combinant une réaction de métathése et une époxydation

d’alcenes.t™®

D’apres les exemples précédents, les catalyses enzymatiques et chimiques offrent une

complémentarité tres intéressante pour le développement de nouveaux procédés. En revanche,
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les reactions en cascade combinant un complexe chimique et une enzyme sont difficiles a
réaliser. En effet, dans de nombreux cas, ces deux catalyseurs s’inactivent mutuellement
donnant des rendements et des sélectivités tres faibles. Pour surmonter ces limitations, Ward
et al. ont incorporé un complexe organométallique a base d’iridium au sein de la streptavidine
menant a la formation d’une nouvelle hydrogénase artificielle (ATHase) permettant d’éviter

cette inactivation mutuelle (Figure 1-62).18°

H,0
+

Oxidation products

Figure 1-62 : Représentation de la réaction tandem.*®°

La cascade réactionnelle est composée de trois enzymes: une hydrogénase artificielle
(ATHase), une monoamine oxydase (MAO-N) et une catalase (HRP : peroxydase du raifort).
Chaque enzyme possede un réle bien précis : ATHase permet la réduction du substrat imine
en amine par I’intermédiaire du formiate de sodium. Cette réaction conduit a la formation
d’un mélange de deux énantiomeres du produit amine. Ensuite, la MAO-N catalyse
sélectivement 1’oxydation de 1’énantiomere S précédemment formeé en présence d’O; afin
d’accumuler 1’énantiomére R au fil des cycles catalytiques. Cette réaction entraine la
formation d’H202, qui réagit avec un colorant (scopolétine) en présence de la catalase
permettant d’observer I’avancement de la réaction en suivant la décoloration de la solution.
La présence de la catalase est primordiale pour éviter 1’inhibition de 1’ATHase par H202 qui,

sinon, devrait étre ajouté massivement en début de réaction. En présence de ces trois enzymes,
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d’excellents rendements et d’excellents excés énantiomériques sont obtenus (99% de

rendement et 99% ee en faveur de 1’énantiomére R).

5-4. Conclusion

Dans le cadre d’une chimie durable, le développement d’une chimie tandem inspirée du
métabolisme des étres vivants représente une nouvelle voie intéressante a développer bien que
celle-ci reste encore compliqué a réaliser. En effet, cela peut permettre la réduction des
déchets chimiques en évitant les étapes d’isolation et de purification des intermédiaires
réactionnels ou encore la réduction des colts et des temps de production. La premiére
stratégie employée pour développer des réactions en cascade est la combinaison d’enzymes
naturelles possédant des propriétés d’efficacité et de sélectivité inégalées. En revanche, cette
stratégie est restreinte en termes de diversité réactionnelle. Une deuxieme solution est la
combinaison de catalyseurs chimiques. Contrairement aux cascades enzymatiques, cette
stratégie posséde une trés grande diversité réactionnelle due a [I’utilisation illimitée de
catalyseurs chimiques. En revanche, les performances catalytiques des catalyseurs chimiques
ne sont pas encore comparables a celles des enzymes. Une stratégie alternative consiste a
combiner les enzymes et les catalyseurs chimiques pour développer une chimie tandem a la
fois efficace, sélective et possédant une grande diversité réactionnelle. Cependant, il existe
encore quelques limitations au développement de ce type de stratégie comme 1’inhibition des
enzymes par les catalyseurs chimiques ou encore I’incompatibilit¢ des conditions

réactionnelles (pH, solvant, température, etc...).
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6. Description de mon projet de these

Depuis de nombreuses années, 1’équipe BioCE du LCBM s’efforce de développer de
nouveaux catalyseurs hybrides capables de réaliserdes réactions d’oxydation plus
respectucuses de I’environnement. Leur stratégie est de combiner un catalyseur bio-inspiré,

choisi pour la réactivité souhaitée, avec une protéine dont 1’échafaudage est chiral.

Le choix du complexe inorganique et de la protéine est crucial pour ce projet ; en effet, ce
complexe métallique doit étre capable d’activer des oxydants doux tels qu’O2 ou H2O.. De
plus, le contrdle de la réaction doit étre assurée afin d’insérer un ou deux atomes d’oxygene
sélectivement et efficacement au sein de substrats exogenes. Pour finir, le ligand doit posséder
un motif de reconnaissance permettant 1’ancrage de ce dernier au sein de la protéine. Quant a
la protéine, elle doit nécessairement posséder une cavité capable d’accueillir le complexe

inorganique ainsi que les différents réactifs.

Dans mon projet de thése, nous avons choisi de travailler avec la protéine bactérienne NikA.
NikA est une protéine de 56 kDa impliquée dans le transport du nickel chez Escherichia Coli.
D’aprés plusieurs études menées, Fontecilla-Camps et al. ont démontré que la protéine NikA
était capable a la fois de fixer des complexes métalliques physiologiques (Ni(His)2) et non
physiologiques (Fe(I11)-EDTA). En effet, en 2005, une étude structurale a permis
I’identification du site de fixation de la protéine, ainsi que le mode de liaison du Fe(l11)-
EDTA au sein de la cavité. (Figure 1-63).18

Figure 1-63 : a) Structure de la protéine NikA. b) Structure cristallographique de NikA/Fe-
EDTA.
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Les données cristallographiques montrent que la protéine NikA cristallise dans le groupe
d’espace P212121 et que deux molécules A et B sont présentes par unité asymétrique. Le
complexe est maintenu au sein de la protéine par [Dintermédiaire de liaisons
supramoléculaires. La plus forte d’entre elles est la formation d’un pont salin entre 1’arginine
137 de la protéine et un groupement carboxylate du ligand. D’autres interactions ont été mises
en évidence, bien que plus faibles, comme des liaisons hydrogene avec I’arginine 97, la
thréonine 23, le tryptophane 398 et la tyrosine 402, via une molécule d’eau. Les données
cristallographiques permettent de mettre en avant I’importance du groupement carboxylate
dans la fixation du complexe au sein de la protéine NikA. Les connaissances acquises au
niveau de la structure de la protéine permettent d’identifier facilement le type de complexe
qui pourrait étre inséré dans cette protéine et en font donc une candidate intéressante pour le
développement de nouvelles métalloenzymes artificielles. Pour cela, de nouveaux ligands
semblables au ligand EDTA et qui possédent au moins un groupement carboxylate ont donc

été synthétisés afin de développer de nouvelles réactivités en oxydation (Figure 1-64).

(o) (0]

o 3 L
4 b é &

Figure 1-64 : Ligands synthétisés pour le développement de métalloenzymes artificielles.

Une premiére étude sur I’hybride NikA/Fe-LK montre deux roles fondamentaux de
I’échafaudage protéique : 1’activation du complexe et la reconnaissance du substrat. L hybride
NikA/Fe-LK a été développé pour catalyser la sulfoxydation de thioéther en présence de
NaOCI (voir paragraphe 3-3-1-4). Pour la reconnaissance du substrat, des calculs d’accostages
moléculaires (docking) ont été effectués a partir des différentes structures cristallographiques

de I’hybride et d’une base de données (Zinc).182
Une deuxiéme étude a été réalisée au laboratoire en 2010 par Cavazza et al. sur I’hybride

NikA/Fe-L0.1* Le but de cette étude était de déchiffrer le mécanisme réactionnel d’activation

d’O2 par cristallographie en temps résolu. (Figure 1-65).

93



Chapitre I : Introduction bibliographique

Fe(IlD)

Fe(IlI)-hydroperoxo

- - r_.“
inylOZ;

3
£

Figure 1-65 : Structures cristallographiques des différents intermédiaires réactionnels de
[’hybride NikA/Fe-LO0 en présence de DTT/Oa.

Dans un premier temps, lorsque le cristal rouge (dG a la couleur du complexe) de
NikA/Fe(I11)-L0 (1) est mis en présence d’un réducteur, le dithiothréitol (DTT), en boite a
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gants, celui-ci se décolore completement. Ce changement de couleur atteste de la réduction du
Fe(l11) en Fe(I1)(2). A cette étape, le complexe est totalement réorganisé, par compensation de
charge. En effet, les différents ligands se positionnent différemment par rapport a 1’état
initial : (i) le ligand carboxylate prend la place du ligand benzyle et va ainsi interagir avec
I’arginine 97 (ii) le ligand phénol prend la place du ligand carboxylate et (iii) le ligand phénol
prend la place du ligand benzyle. Ce dernier remplacement positionne le ligand benzyle
proche de I’ion ferrique. Ensuite, I’intermédiaire 2, étant a 1’état d’oxydation +II est capable
d’activer O2 générant alors une espece active de type Fe(lll)-peroxo (3). Cet intermédiaire
n’étant pas assez oxydant pour réaliser I’hydroxylation aromatique, I’étape suivante serait
probablement une coupure homolytique ou hétérolytique conduisant a des espéces a haut
degré d’oxydation capables de réaliser 1’hydroxylation aromatique intramoléculaire en
position a. Une fois la premiéere hydroxylation réalisée, une deuxiéme molécule d’O> serait
activée amenant a 1’intermédiaire 4 qui subirait aussi une coupure de la liaison O-O menant a
une espece trés oxydante capable de réaliser la deuxieme hydroxylation aromatique pour
former I’espece oxydée 5. En revanche, la formation du catéchol entraine une saturation de la

sphére de coordination de I’hybride NikA/Fe-LO0 ce qui inhibe son activité (limitée a 2 TON).

Ces deux études montrent I’intérét d’utiliser des métalloenzymes artificielles pour réaliser des
réactions d’oxydation diverses. En revanche, 1’utilisation de biocatalyseurs artificiels de ce
type amenent quelques inconvénients : (i) le manque de stabilité di a 1’utilisation d’oxydants
forts (NaOCI), (ii) la faible solubilité des substrats en milieu aqueux ou (iii) le nombre de
TON limité (2 TON pour I’hybride NikA/Fe-L0). Pour améliorer le nombre de TON du
catalyseur, différents ligands seront synthétisés en bloquant les positions oxydables.
Concernant le manque de stabilité des métalloenzymes artificielles et la faible solubilité des
substrats, la stratégie envisagée est de développer des biocatalyseurs hétérogéenes (Figure I-
66). Pour cela, des cristaux de métalloenzymes artificielles (systeme hétérogéne) seront
congues en variant les complexes ancrés a 1’intérieur. Ces cristaux seront ensuite stabilisés par
I’intermédiaire de la technologie CLEC nous permettant d’obtenir des objets catalytiques plus
stables vis-a-vis du solvant et de I’oxydant utilisés, de la température ou encore du pH de la
réaction. Les métalloenzymes artificielles hétérogénes obtenues pourront ensuite étre utilisées

dans différentes réactions d’oxydation.
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Catalyse en Catalyse Catalyse
solution hétérogene tandem
N "“ Ny
G2 'ﬁaa A
N, e d

%’?f" Substrat
! y Substrat oxydé
: / :> Cat 2

Chimietandem
[B]

—_ (ristallisation
. '
o 70

Métalloenzymes Immobilisation Tests catalytiques Svnthe
artificielles des métalloenzymes des métalloenzymes ynthese monotope
artificielles artificielles hétérogénes

Figure 1-66 : Illustration de mon projet de theése.

Pour aller encore plus loin, les nouveaux biocatalyseurs hétérogenes développés pourront étre

combinés afin de développer une réaction en cascade.

Pour résumé, mon projet de thése s’inscrit dans le développement d’une chimie durable en
accord avec de nombreux principes de la chimie verte. Notre stratégie est basée sur la
conception de cristaux de métalloenzymes artificielles réticulés utilisés comme catalyseurs
hétérogenes dans diverses réactions d’oxydation. Ces nouveaux catalyseurs permettent de
combiner les avantages des différents modes de catalyse: enzymatique, homogéne et
hétérogene.
Trois objectifs ont été fixés pour mon projet de these :

1-la conception de deux nouvelles métalloenzymes artificielles,

2-le développement de métalloenzymes artificielles hétérogénes,

3- I’évolution de ces précédents objets catalytiques dans le cadre d’une chimie tandem.
1- La premicre métalloenzyme artificielle avait pour but d’insérer un complexe de cuivre au
sein d’une protéine pour catalyser 1’oxydation de I’alcool benzylique en benzaldéhyde en
activant O.. Pour cela, une collaboration avec V. Blandin et al.de I’équipe Synthése et
Réactivité en Chimie Organique (SeRCO) du Département de Chimie Moléculaire de
Grenoble a été mise en place (Chapitre 11, 1¢' partie) Le deuxiéme hybride avait pour
objectif d’activer un complexe inactif en milieu aqueux et de lui conférer une réactivité non
naturelle, 1’hydroxychloration d’alcénes en présence de diacétate d’iodobenzéne (PIDA).
Dans cette étude, un complexe de ruthénium developpé par Burzlaff et al. sera ancré au sein
de la protéine NikA (Chapitre 11, 2™ partie).'8
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2- Le deuxiéme objectif majeur de ce projet était de développer une biocatalyse hétérogéne.
La version hétérogene des métalloenzymes artificielles & base de la protéine NikAa été
développée in cristallo. La stabilisation nécessaire des cristaux a été realisée par
I’intermédiaire d’une technique d’immobilisation d’enzymes : la technologie CLEC. Apreés le
développement et la caractérisation de ces nouveaux objets catalytiques, trois réactivités ont
été développées avec ces métalloenzymes artificielles hétérogénes : 1’hydroxychloration
d’alcénes a 1’aide d’Oxone® et de chlore, la coupure oxydante d’alcénes par activation d’Ooet
la sulfoxydation de composés thioéthers avec NaOCI (Chapitre 111).
Le dernier objectif était la mise en place d’une chimie tandem en testant différentes
combinaisons de catalyseurs : (i) en combinant différents complexes en solution ou (ii) en
combinant un systeme CLEC avec un complexe en solution. Pour cela, différentes réactivités
développées au laboratoire ont été combinées (Chapitre 1V) :

- la coupure oxydante d’alcénes soufrés suivie de la sulfoxydation du thioéther pour la

production des composés bifonctionnels de type sulfoxyde-aldéhyde,
- le couplage thiol/alcene suivi de la sulfoxydation du thioéther pour donner des

composés bifonctionnels de type alcéne-sulfoxyde.
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Chapitre Il : Conception de nouvelles

meétalloenzymes artificielles pour I’oxydation

1. Conception d’une nouvelle métalloenzyme artificielle
pour ’oxydation d’alcools primaires

1-1. Introduction

L’oxydation d’alcools primaires en aldéhydes, cétones ou acides carboxyliques est une des
classes de réactions d’oxydation les plus utilisées en synthése organique. De nombreux
systémes efficaces ont déja été synthétisés pour ces réactions.'® Dans un contexte de chimie
durable, de nouvelles méthodes plus éco-compatibles doivent étre développées. Pour cela,
I’oxygéne moléculaire serait 1’oxydant idéal et des progrés considérables ont été réalisés dans

la mise au point de méthodes catalytiques pour 1’oxydation aérobie d’alcool.*®®

En 2011, Stahl et al. ont synthétisé un systéme catalytique a base de Cu(I) pour 1’oxydation
d’alcools en aldéhydes.’®® Ce systéme catalytique, composé de Cu(OTf) (5 mol%), de
bipyridine (5 mol%), de TEMPO (5 mol%) et de 1-méthylimidazole (NMI, 10 mol%),
posseéde une tres haute sélectivité pour les alcools primaires et peut oxyder une grande variété
de substrats comme des alcools benzyliques primaires, allyliques ou aliphatiques (Schéma 11-
1).

Cu(OTf) 5 mol%
bipyridine 5 mol%
TEMPO 5 mol%

©/\OH NMI 10 mol% ©AO
CH;CN, t.a., air

Schéma 11-1 : Conditions réactionnelles pour I’oxydation d’alcool.

Cette méthode est compatible avec de nombreux substrats possédant une grande variété de
groupements fonctionnels importants comme des groupements hétéroatomiques, des alcynes,
des alcénes, des éthers, des thioéthers et des anilines ou encore des alcools secondaires non

protéges. De plus, la réaction est réalisée a I’air, dans un solvant organique standard (CH3CN)
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et tous ses composants catalytiques sont peu colteux, stables et commerciaux. En 2013, le
mécanisme réactionnel proposé par Stahl et al. débuterait avec I’activation d’O2 par le

complexe de Cu(I) pour former I’intermédiaire Cu(II)-superoxo (Schéma I1-2, étape 1).

0 QH
J‘\ +
_\+0Tf‘
o
N Cu’ NMI 2
| X +OTf
2N /NM' —]+otr
CU”
= lN /(E\ CU" .
4 H
/
H,0 / :
(bpy)Cu'(NMI)
R oH \\ j
\ s | \j 2 (OTfy
NMI
| ki —\+0Tf' /N\ I /N Z
2N NMI JCu'—(0y)—CU!
Joul! 7 IN NMmi N7 |
“Z "N OH S ™

|
S

OH
& +0Tf N
120, a2 H20;
Cu"
H

+ H20
(bpy)Cu'(NMI)

Schéma I1-2 : Mécanisme réactionnel proposé pour [’oxydation de [’alcool benzylique par un

complexe de cuivre.

Ensuite, en présence d’un deuxiéme complexe de Cu(l) et de 2,2,6,6-tétraméthylpipéridin-1-
ol, cette espece évoluerait en Cu(ll)-hydroperoxo (étapes 2 et 3). La présence d’H.O
permettrait la libération d’H20> et la formation de 1’espece Cu(II)-OH (étape 4) capable de
réagir avec 1’alcool benzylique afin de former I’intermédiaire Cu(II)-alkoxyde (étape 6). La
derniére étape serait I’oxydation de 1’alcool en présence de TEMPO impliquant un transfert

simultané de deux électrons, 1’un vers le cuivre et I’autre vers le nitroxyde (étape 7).
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Ce systeme catalytique posséde quatre entités distinctes : le complexe de cuivre, le NMI, le
nitroxyde et le substrat. Pour que la catalyse d’oxydation soit efficace, il est nécessaire que
ces quatre entités se rencontrent pour réagir. Hormis le substrat, les trois autres entités sont en
faible concentration (< 10 mol% par rapport au substrat). La baisse simultanée de la quantité
de ces trois composants entrainerait donc une diminution drastique de 1’activité catalytique.
Les valeurs minimales requises pour réaliser ce type de catalyse d’oxydation ont été décrites
par Stahl et al. en 2015, avec I'utilisation de 5 mol% de complexe et de 1 mol% de nitroxyde
par mole de substrat.'®” Finalement, I’intérét est de trouver un systéme catalytique ou les trois
composants sont reliés ensemble. Dans ce cadre, Blandin et al. ont lier covalemment le
nitroxyde et le complexe de cuivre permettant d’améliorer I’activité catalytique (Schéma 11-3,
a).188 189 Ces catalyseurs ont pu étre testés dans le cadre d’une réaction de désymétrisation
atroposélective d’un diol permettant d’atteindre un exces énantiomérique convaincant de 65%
(Schéma 11-3, b).

a)

Cu/nitroxyde Smol% ' O&OH
HO. OH NMI 10 mol%
- (o]
(o]
3 f CH3;CN, t.a., air %%j

Schéma 11-3 : a) Complexes obtenus en mixant le sel de cuivre et les ligands

bipyridine/nitroxyde. b) Conditions réactionnelles pour la réaction de désymétrisation

atroposélective.

Une autre solution envisagée serait de fixer les différents composants du systéeme catalytique
ensemble dans la cavité d’une protéine. Ce projet pourrait permettre d’obtenir une activité
catalytique avec des quantités tres faibles en catalyseur. De plus, la protéine pourrait induire
un environnement chiral permettant d’améliorer les excés énantiomériques obtenus. Dans ce
contexte, une collaboration avec Véronique Blandin de 1’équipe SeRCO (Syntheése et
Réactivité en Chimie Organique) du Département de Chimie Moléculaire a Grenoble a été
entreprise. Cette collaboration avait pour buts de : (i) créer un nouvel hybride, en insérant un
systeme catalytique Cu/nitroxyde au sein d’une protéine, pour réaliser des oxydations

énantiosélectives en activant O, (ii) réaliser cette réaction dans 1’eau dans le cadre d’une
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chimie durable, (iii) étudier les mécanismes d’oxydation mis en jeu, (iv) développer une

réaction énantiosélective.

Dans un premier temps, un travail d’optimisation des conditions réactionnelles de Stahl et al.
a été realise afin de tester la réactivité du systeme originel en milieu aqueux (nécessaire pour
la stabilité de la protéine) et dans des conditions bien plus diluées (limitées par la quantité de
protéine que nous pouvons utiliser). Dans un deuxieme temps, la conception du premier
hybride a base de HSA et du systeme Cu/bipy/TEMPO/NMI (HSA/Cu) a été etudié
(caractérisations et tests catalytiques). Dans un troisiéme temps, la conception d’un second
hybride a base de la protéine NikA et d’un systéme Cu/nitroxyde avec de nouveaux ligands

(NikA/Cu-L) a été testée.

1-2. Evaluation des conditions réactionnelles

1-2-1. Passage en milieu aqueux

Avant de réaliser le passage en milieu aqueux, l’oxydation de I’alcool benzylique en
benzaldehyde a été testée selon les conditions de Stahl et al.:
Cu(OTf)/bipy/TEMPO/NMIl/substrat 1/1/1/2/20 avec une concentration en catalyseur de
10 mM dans CH3CN (Schéma 11-4, Tableau Il1-1, entrée 1). En 20 minutes de réaction,
100% de D’alcool est converti en benzaldéhyde attestant de 1’efficacit¢ de ce systeme

catalytique.

La premiére difficulté de ce projet a été de déterminer si ce systéme catalytique était viable en
milieu aqueux pour I’oxydation de I’alcool benzylique. D’aprés Stahl et al.la présence d’H>O
dans le milieu réactionnel conduirait a la consommation du cuivre actif par précipitation sous
forme d’un dimeére bis-p-hydroxyde et d’autres espéces d’hydroxydes de cuivre. Cette
caractéristique induirait une diminution de la cinétique d’oxydation et la désactivation du

catalyseur (études réalisées sur les substrats aliphatiques).t*

Pour le passage en milieu aqueux, différents paramétres ont d( étre pris en compte : (i) les
différents réactifs sont déja préparés en solution dans CH3CN a 0,1 M, (ii) le mélange final
H2>O/CH3CN ne doit pas contenir plus de 5% de CH3CN pour la stabilité de la protéine, (iii) il

est nécessaire que la quantité d’alcool benzylique soit assez élevée pour étre quantifiable en
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RMN *H. Pour étre en accord avec tous ces paramétres, la concentration de catalyseur a di
étre diminuée 14 fois (0,715 mM), en diminuant la quantité de substrat par un facteur 2
(toujours quantifiable en RMN) et en augmentant le volume réactionnel d’un facteur 7 (pour

obtenir seulement 5% de CH3CN avec les solutions de réactifs disponibles).
Cu(OTf)/bipyridine/TEMPO/NMI/substrat
©/\OH 1/1/1/2/20 ©Ao
solvant, t.a., O,

Schéma I1-4 : Conditions réactionnelles standard.

La réaction standard dans CHsCN ([cat] = 10 mM) a donc été comparée avec une
concentration de 0,715 mM de catalyseur (Tableau I1-1, entrées 1 et 2). La variation de la
concentration en catalyseur a un gros impact sur ’efficacité de la réaction : en diminuant sa
concentration, 34% de rendement en benzaldéhyde est obtenu pour 16 h de réaction contre
100% dans les conditions standard (20 min). Cette réactivité a ensuite pu étre comparée a des
conditions en milieux aqueux (Tableau I11-1, entrées 3 et 4). Dans les conditions
H2O/CH3CN 95/5, le rendement en benzaldéhyde est amélioré (53%) alors que, dans les
conditions HEPES/CHsCN 95/5 (conditions les plus favorables pour la protéine), ce

rendement est équivalent (34%).

Tableau 11-1 : Différentes conditions réactionnelles pour I’oxydation de I’alcool benzylique

en benzaldéhyde.

Entrée [Cu] (mM) Solvant Temps (h) Rendement (%0)
1 10 CH3CN 0,33 100
2 0,715 CHsCN 16 34
3 0,715 H2O/CH3CN 95/5 16 53
4 0,715 HEPES/CH3CN 95/5 16 34
5 0,715 HEPES/CH3CN 95/5 67 80

Pour expliguer la plus faible réactivité dans les conditions HEPES/CH3sCN 95/5, une catalyse
d’oxydation a été réalisée sur un temps plus long (67 h) (Tableau 11-1, entrée 5). Dans ces
conditions, 80% de rendement sont obtenus. Ce résultat montre que le manque de réactivité

du catalyseur dans ces conditions n’est pas dii a un manque de stabilité de ce dernier mais
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plutdt a une interférence entre le tampon et le catalyseur qui ralentirait la cinétique de la
réaction.

De plus, il est important de noter qu’en absence de catalyseur, pour ces différentes conditions
réactionnelles, aucune réactivité n’a été observée. L’alcool benzylique ne s’oxyde pas a I’air

méme aprés 67 h de réaction.

Un premier verrou technologique a donc été levé : la réaction d’oxydation de I’alcool
benzylique en benzaldéhyde est possible en milieu aqueux méme en diminuant les
concentrations en catalyseur et en réactifs. Le tampon HEPES étant préférable pour la stabilité

de la protéine, la suite des expériences de catalyse a été réalisée uniqguement dans ce tampon.

1-2-2. Variations des différents composants du systeme catalytique

La deuxiéme étape du projet avait pour but de déterminer I’influence des différents
composants du systeme catalytique Cu/ligand/ TEMPO/NMI sur la réactivité afin de choisir

les meilleures conditions (Figure 11-1).
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Figure 11-1: Variations des différents composants du systétme catalytique

Cu/ligand/TEMPO/NMI/substrat dans les conditions 0,715 mM de catalyseur, ratio de
1/1/1/x/20, HEPES/CH3CN 95/5, 16 h.

D’apres Stahl et al., le NMI jouerait un réle primordial dans la formation de I’intermédiaire
Cu(ll)-alkoxyde (Schéma 11-2, Step 6). Soit, il déprotonerait le substrat alcool lui permettant

de réagir avec le cuivre, soit il stabiliserait le complexe de cuivre permettant au substrat alcool
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de réagir directement avec ce dernier.*®® Pour confirmer une de ces hypothéses, une catalyse
avec 20 équivalents de NMI (au lieu de 2 éq.) a été réalisée mais aucune réactivité n’a été
observée. Ceci pourrait appuyer I’hypothése du role stabilisateur. En effet, si le NMI est en
quantité trop importante par rapport au catalyseur, il pourrait stabiliser 1’état intermédiaire
Cu(I1)-OH et bloquer la réaction. Il est donc impératif de se limiter a deux équivalents de
NMI.

Ensuite, I’importance du contre-ion a été étudiée. Cu(l) a été comparé a Cu(OTf), sel utilisé
dans la réaction standard. L’utilisation de Cu(l) entraine une diminution de la réactivité du
systeme catalytique formé (11% de rendement contre 34% pour Cu(OTf). Une explication
plausible est le manque de solubilité du Cu(l) lors de son ajout en milieu HEPES/CH3CN
95/5. En comparaison, le Cu(OTf) est totalement soluble dans ce milieu ce qui facilite la

formation du systeme catalytique et donc favorise la réaction.

Enfin, deux autres ligands ont été testés sur cette réactivité a la place de la bipyridine : les
ligands Hbpza (acide bis-(pyrazol-1-yl)acétique) et bpg (bis(2-pyridylméthyl)glycine) (Figure
11-2, a et b), qui posseédent un bras carboxylate permettant 1’ancrage supramoléculaire dans la
protéine NikA via la formation d’un pont salin avec 1’Arg137, et le ligand phénanthroline, qui
possede trois cycles aromatiques hydrophobes permettant 1’ancrage dans la protéine HSAvia
diverses interactions hydrophobes. Aucune réactivité n’a été observée avec les ligands Hbpza
et bpg alors que le ligand phénanthroline conduit a des rendements relativement intéressants
(22%) mais plus faibles que ceux obtenus avec la bipyridine (34%) dans les mémes conditions

réactionnelles.

a) b)
¥ 5
= N—N OH
— /Ng} | = N | =
N OH ~N N.__=
o

Figure 11-2 : a) ligand Hbpza. b) ligand bpg.
En conclusion, le systeme catalytique Cu(OTf)/bipyridine/TEMPO/NMI/substrat dans les

conditions 1/1/1/2/20 possede les meilleures propriétés catalytiques pour cette réactiviteé,

méme en milieu aqueux.
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1-2-3. Mise a I’échelle pour le passage en milieu protéique

La troisiéme étape du projet €tait la mise a 1’échelle des conditions réactionnelles pour le
passage aux tests avec la protéine. En effet, pour pouvoir travailler en milieu protéique, trois
paramétres étaient a prendre en compte : (i) la diminution de la quantité de catalyseur (ii) la
modification de la méthode d’analyse due a la diminution de la quantité de substrat utilisee
(GC/MS au lieu de RMN) et (iii) la diminution du volume reactionnel (de 7 mL a 150 uL). En
général, les catalyses avec des enzymes sont réalisées a de faibles concentrations (de 10 a
100 pM).

Les réactions de catalyse ont été réalisées avec différentes concentrations en catalyseur
(systeme Cu/bipyridine/NMI/TEMPO), pour différents temps de réaction (16, 67 et 85 h)
(Tableau 11-2) et dans un volume réactionnel de 150 pL. La concentration en substrat reste
identique pour chacune des réactions de catalyse (14,3 mM). Comme précédemment, la
diminution de la concentration en catalyseur conduit a des rendements plus faibles : pour des
concentrations de 0,286 mM, 0,143 mM et 0,072 mM, les rendements en benzaldéhyde sont
de 11%, 4% et 0%, respectivement, pour 16 h de réaction (Tableau 11-2, entrées 3, 5 et 7).
Les catalyses ont ensuite été réalisées sur un temps plus long (67 ou 85 h). Pour les
concentrations 0,715 mM, 0,286 mM et 0,143 mM, les rendements sont améliorés (80%, 29%
et 11% respectivement) (Tableau 11-2, entrées 2, 4 et 6). En revanche, pour la concentration
0,072 mM, la réactivité reste quasi nulle (Tableau 11-2, entrée 8). Dans tous les cas, aucun

autre produit réactionnel n’est formé.

Tableau I1-2 : Variation de la concentration du systeme catalytique.

Entrée [Cu] (mM) Ratio Temps (h) Rendement (%0)
1 0,715 1/1/2/1/20 16 34
2 0,715 1/1/2/1/20 67 80
3 0,286 1/1/2/1/50 16 11
4 0,286 1/1/2/1/50 85 29
5 0,143 1/1/2/1/100 16 4
6 0,143 1/1/2/1/100 85 11
7 0,072 1/1/2/1/200 16 0
8 0,072 1/1/2/1/200 85 2

Catalyses realisées dans HEPES/CHsCN95/5 pour un ratio Cu/bipy/TEMPO/NMI/substrat de
1/1/1/2/20.
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Les hybrides étant formés in situ, il est nécessaire, dans la mesure du possible, de trouver des
conditions réactionnelles ou le complexe seul ne posseéde pas d’activité catalytique. Sinon, il
sera difficile de discriminer si la réactivité provient du complexe seul en solution (non fixé
dans la protéine) ou de I’hybride formé. De plus, cette deuxiéme €tape du projet a permis de
mettre en place des conditions réactionnelles ou la quantité de catalyseur ne soit pas trop
élevée pour travailler avec des protéines (0,143 mM et 0,072 mM). De plus, le volume

réactionnel a été ajusté et une méthode d’analyse sur GC/MS a été mise en place.

1-3. Caractérisation et tests de réactivité de I’hybride HSA/Cu

1-3-1. Caractérisation de I’hybride

Des études en spectroscopie UV-visible ont été réalisées afin de déterminer si le complexe
Cu-bipyridine s’ancrait dans la protéine. Pour cela, la protéine HSA (2 mM) a été incubée
30 minutes en présence des différents composants catalytiques (Cu, bipy, NMI, TEMPO)
(2 mM) ou Cu(OTf) (2 mM) a partir de solutions aqueuses (HEPES/CH3CN 95/5) (Figure
11-3).

0,1
HSA-Cu/bipy/TEMPO/NMI
0,09 1:1
0,08
0,07
@ 0,06 Cu/bipy/ TEMPO/NMI
S seul
2 0,05
2
< 0,04 HSA-Cu/bipy/TEMPO/NMI
1:2
0,03 '
0,02 ' 618; 0,03014 \\
0,01
0
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Longueur d'onde (nm)

Figure 11-3 : Etude UV-Visible de /’évolution du mélange a base de cuivre dans
HEPES/CH3CN 95/5 en présence d’HSA. En bleu, le systéme catalytique

113



Cu/bipyridine/NMI/TEMPO, en rouge, le mélange Cu/bipyridine/NMI/TEMPO initial en
présence de 0,5 éq. d’HSA, en vert, le mélange Cu/bipyridine/NMI/TEMPO en présence d’un
équivalent d’HSA et en jaune, le sel de cuivre CU(OTT) en présence d’un équivalent d’HSA.

Le spectre UV-visible du mélange Cu+bipy+NMI+TEMPO, avant ajout de la protéine HSA,
présente une large bande d’absorbance a 635 nm correspondant & une bande de transfert de
charge entre le cuivre et la bipyridine (courbe bleue). Lorsque 0,5 équivalent de la protéine
HSA est incubé avec un équivalent de ce mélange, une nouvelle bande d’absorption de
transfert de charge apparait a 533 nm (courbe rouge) ce qui correspondrait a la formation
d’une nouvelle espéce. De plus, la bande d’absorption présente initialement a 635 nm s’est
déplacée a 618 nm et a diminué en intensité de 19%. Ce déplacement correspondrait a un
changement dans la sphere de coordination du cuivre. Pour Vvérifier ces hypotheses, un
équivalent de la protéine HSA a été incubé avec un équivalent du mélange (courbe verte).
L’absorbance de la bande a 533 nm est environ deux fois plus importante que celle avec 0,5
équivalent d’HSA (avec € = 26,5 Mt.cm™ contre £ = 11,4 Mt.cm™) et la bande a 635 nm a
disparu attestant que le cuivre s’est entierement fixé. Ensuite, la méme expérience a été
réalisée avec le sel de Cu(OTf) (avec un équivalent de protéine et un équivalent de Cu(OTf)
(courbe jaune). Il s’avére que la méme espéce catalytique est formée avec ’apparition de la
bande a 527 nm et avec une absorbance équivalente (e = 27,9 Mt.cm™). Ces expériences de
spectroscopie UV-Visible semble indiquer que le cuivre se fixe dans HSA sans le ligand
bipyridine. Des tests catalytiques doivent étre réalisés afin de déterminer si I’hybride HSA/Cu

sans bipyridine peut étre actif pour I’oxydation de I’alcool benzylique.

1-3-2. Tests catalytiques en présence de la protéine HSA

Pour ces tests catalytiques, un eéquivalent de protéine est incubé avec du mélange
Cu/bipyridine/NMI/TEMPO pendant 30 minutes.

Dans un premier temps, la réaction est réalisée dans le tampon HEPES/CH3sCN 95/5 pendant
16 h avec deux concentrations de catalyseur différentes : 0,143 mM et 0,072 mM (Tableau
11-3, entrées 1 a 4). Aucune réactivité n’est observée lors de ces deux réactions de catalyse
avec ou sans la protéine HSA. Pour comprendre ces résultats, une nouvelle expérience de

catalyse en présence de la protéine HSA avec 0,143 mM de catalyseur a été réalisée sur 85 h
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(Tableau I1-3, entrée 5 et 6). Cette fois, en présence d’HSA, aucune réactivité n’est observée
alors que le systeme catalytique seul est capable de former 15% de benzaldéhyde. Une
derniére réaction de catalyse a été testée avec des quantités plus importantes en catalyseur
(0,286 mM) en présence et en absence de protéine sur 16 h de réaction (Tableau 11-3, entrées
7 et 8). La méme tendance est observée avec une réactivité nulle en présence de protéine alors

que le systéme catalytique seul est capable de former 29% de benzaldéhyde.

Ces résultats confirment I’hypothese selon laquelle 1’ion métallique cuivre se fixe seul au sein
de la protéine HSA ce qui induit une inhibition de I’activité catalytique. Comme nous avons
pu l’observer, le ligand est trés important dans la réactivité (cf ligands Hbpza, bpg et
phénanthroline). Si le cuivre n’est pas fixé a la bipyridine, aucune réactivité ne peut étre

observée comme le montre ces différentes expériences de catalyse.

Tableau 11-3 : Comparaison des catalyses d’oxydation avec et sans la protéine HSA.

Entrée | [Cu] (mM) HSA Ratio® Temps Rendement (%)
1 0,143 - 1/1/2/1/100 16 h 4
2 0,072 - 1/1/2/1/200 16 h 0
3 0,143 + 1/1/2/1/100 16 h 0
4 0,072 + 1/1/2/1/200 16 h 0
5 0,143 - 1/1/2/1/100 85h 15
6 0,143 + 1/1/2/1/100 85h 0
7 0,286 - 1/1/2/1/50 16 h 29
8 0,286 + 1/1/2/1/50 16 h 0

Catalyses réalisées  dans le  milieu HEPES/CH3;CN 95/5. ratio =
Cu/bipyridine/NMI/TEMPO/substrat.

1-4. Caractérisations et tests de réactivité de I’hybride NikA/Cu

La protéine HSA n’était donc pas un bon candidat pour développer une nouvelle
métalloenzyme artificielle avec le cuivre. En effet, 1’affinité du cuivre pour un ligand de type
bipyridine est trop faible comparée a celle pour la protéine. Une nouvelle stratégie de
développement s’est donc imposée : tester la réactivité du cuivre avec une nouvelle protéine,
NikA. Pour rappel, I’ancrage d’un complexe inorganique au sein de cette protéine nécessite la

présence d’un groupement carboxylate. Pour développer ce systeéme, deux ligands possédant
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un groupement carboxylate pouvaient étre utilisés : le ligand Hbpza et le ligand bpg. Le
ligand Hbpza présentant une trés faible solubilité en milieu aqueux, les études se sont
concentrées sur le ligand bpg. Les travaux précédents de I’équipe ont en effet montré qu’un

complexe inactif en milieu homogéne pouvait 1’étre au sein de la protéine NikA.!

Des études de spectroscopie UV-Visible ont été réalisées afin de déterminer si le complexe
Cu-bpg était capable de se fixer dans la protéine NikA. Pour cela, quatre solutions ont été
préparées a 100 uM dans HEPES/CH3CN 95/5 : une solution de sel de Cu(OTf), une solution
du complexe Cu-bpg, une solution de la protéine NikA en présence du sel de Cu(OTf) et une
solution de la protéine NikA en présence de Cu-bpg. La protéine est incubée avec le

complexe ou 1’ion métallique pendant 30 minutes avant de réaliser les spectres (Figure 11-4).
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Figure 11-4 : Etude UV-Visible du complexe Cu-bpg dans HEPES/CH3CN 95/5 en présence
de NikA. Cu(OTf) en bleu, le complexe Cu-bpg en rouge, Cu(OTf) en présence d’'un
équivalent de NikA en vert et le complexe Cu-bpg en présence d’un équivalent de NikA en

jaune.

Le spectre du sel de Cu(OTf) présente une bande d’absorption a 636 nm (g = 137 Mt.cm'1,
courbe bleue) correspondant a une bande de transfert de charge entre 1’atome de cuivre et les
ligands H2O. Lorsque le cuivre est mis en présence du ligand bpg (courbe rouge), la bande de

transfert de charge se déplace a 668 nm (¢ = 170 M*.cm™) et une nouvelle bande apparait a
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849 nm qui correspondrait a une bande de transition d-d du cuivre. Lorsque la protéine NikA
est incubée avec Cu(OTT), la bande d’absorption est centrée sur 642 nm (courbe verte), ce
qui est équivalent a la bande d’absorption au Cu(OTY) seul. Dans le cas ou la protéine NikA
est incubée avec le complexe Cu-bpg, la méme bande d’absorption que celle caractéristique
du Cu(OTf) est présente (636 nm, courbe jaune) mais avec une absorbance tres différente
(e =210 Mt.cm1 pour NikA-Cu/bpg 1:1 et £ = 70 M™.cm™ pour NikA-Cu(OTf) 1/1). Une
nouvelle espéce est donc obtenue ne correspondant ni a la fixation du cuivre seul ni a la
fixation du complexe Cu-bpg dans la protéine NikA et a donc été testée en catalyse
d’oxydation de 1’alcool benzylique.

Suite a ces résultats, des tests catalytiques dans les conditions standard ont été réalisés mais
ont été infructueux. Ni le complexe Cu-bpg seul ni le mélange entre 1’hybride NikA/Cu-bpg

n’ont conduit a la conversion de 1’alcool en un autre produit réactionnel (aldéhyde ou autres).

1-5. Conclusion

La conception d’un nouvel hybride a base de cuivre s’est avérée infructueuse. En effet, le
cuivre a certainement une meilleure affinité avec HSA plutét qu’avec des ligands de type
bipyridine, phénanthroline ou Hbpza. De ce fait, les tests catalytiques réalisés en présence de
protéine n’ont mené a aucune conversion.

En revanche, ces résultats ont permis de démontrer que 1’utilisation d’H20, plutét qu’un
solvant organique pour I’oxydation de I’alcool benzylique par Oz, dans les conditions de Stahl
et al., n’inhibait pas la réactivité et ne conduisait pas a I’inactivation du catalyseur méme
apres 96 h de réaction. Au contraire, lorsque la concentration en catalyseur est diluée 14 fois,
ce systeme catalytique est plus efficace dans H2O que dans CH3CN (53% vs 34% en 16 h de

réaction). De plus, cela permet d’utiliser un solvant plus éco-compatible.
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2. Conception d’une nouvelle métalloenzyme artificielle
pour I’hydroxychloration d’alcénes

2-1. Introduction

La conception de catalyseurs « verts » et efficaces pour la conversion d’alcénes en molécules
complexes permettrait de simplifier les chemins de synthése actuels utilisés en industrie.'%
Notamment, de nombreuses recherches ont été entreprises pour produire des intermédiaires
réactionnels tels que des halogénohydrines, synthons chiraux trés utilisés en chimie fine et
dans les industries pharmaceutiques et agroalimentaires.’®2 19 par exemple, la synthése
industrielle de I’oxyde de propyléne passe par la formation de I’intermédiaire chlorhydrine en
faisant réagir I’alcéne avec HOC1.1% En revanche, cette procédure est corrosive et conduit a la
formation de nombreux produits dérivés comme des diols ou des dihalogénes. Pour améliorer
les sélectivités et la toxicité de ce type de réaction, des procédés alternatifs basés sur
’utilisation de métaux ont donc été développés. Par exemple, en catalyse homogene, P. M.
Henry et al. ont synthétisé un complexe bimétallique de palladium (Il) a base de ligands
chiraux de diphosphines pour 1’oxydation d’alcénes en chlorhydrines a partir de chlorure de
cuivre (II) et de chlorure de lithium. Ce systéme permet d’atteindre plus de 300 TON avec des
exces énantiomériques allant jusqu’a 94% dans le cas du propéne mais avec une

régiosélectivité faible.!%
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Figure 11-5 : Réduction enzymatique diastéréosélective de [’ester diméthylique de [’acide

(1S)-[3-chloro-2-oxo-1-(phénylméthyl)propyl] carbamique.

Une autre solution permettant d’améliorer les sélectivités et la toxicité de la réaction est
I’utilisation de biocatalyseurs, comme le montre les travaux de Patel et al.> Dans cette étude,
ils ont montré la réduction enzymatique diastéréosélective d’une cétone o-chlorée en

chlorhydrine, en présence de la lignée de Rhodococcus erythopolis SC13845 et de NaBH4
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(Figure 11-5). D’excellents rendements et d’excellentes sélectivités sont obtenus pour cette
réaction (> 90% de rendement, un excés diastéréoisomérique > 98% et un exces

énantiomérique > 99%).

Un seul exemple de diaddition électrophile réalisée par une métalloenzyme artificielle a été
décrit.'® Dans cette étude, la dihydroxylation énantiosélective de 1’a-méthylstyréne est
réalisée en insérant un complexe a base d’osmium au sein de la streptavidine. Dans ce cadre,
un exces énantiomérique de 95% en faveur de I’énantiomére R est obtenu mais avec une

efficacité modérée (27 TON).

2-2. Synthése et caractérisations de I’hybride NikA/Ru-bpza

A ce jour, la production de chlorhydrines énantiosélectives via I’utilisation de métalloenzyme
artificielle n’a pas encore ét¢ démontrée. Dans ce cadre, une collaboration a été entreprise
avec N. Burzlaff et al., qui ont mis au point des catalyseurs homogenes bio-inspirés mimant le
site actif des oxygénases.'® En milieu organique, le catalyseur Ru-bpza (bpza = acide bis-
(pyrazol-1-yl)acétique) (Figure 11-6) a sa propre réactivité en réalisant une réaction
d’époxydation sur le cyclohexéne en présence d’iodosylbenzéne avec un rendement de

69%.°7 En revanche, le complexe se décompose rapidement en solvant organique et réalise

seulement 21 TON.

Cl

Ollllm/;cg

Figure 11-6 : Représentation du complexe de Ru-bpza.

Afin d’améliorer sa stabilit¢ et d’utiliser des conditions réactionnelles plus douces,
I’introduction du complexe de Ru-bpza au sein de la protéine NikA afin de former 1’hybride
NikA/Ru-bpza parait étre une stratégie intéressante pour la conception d’une nouvelle

métalloenzyme pour la formation d’especes difonctionnalisées telles que des chlorhydrines.
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Les synthéses et les caractérisations du complexe Ru-bpza et de ’hybride NikA/Ru-bpza

étant déja décrites dans la thése du Dr. Rondot, ces résultats sont présentés de facon succincte.

2-2-1. Synthese et caractérisations du complexe Ru-bpza

2-2-1-1. Structure cristallographique

Le complexe Ru(bpza)(CO)2Cl a été synthetisé par déprotonation du ligand Hbpza avec du
tertio-butylate de potassium suivie de sa complexation avec son précurseur Ru(CO)2(Cl). en
accord avec les procédures précédemment décrites.’®® Un rendement satisfaisant de 57% est
obtenu. La structure cristallographique du complexe de Ru-bpza a été obtenue en cristallisant
ce complexe dans une solution de méthanol par diffusion de vapeur avec de 1’éther

diéthylique (groupe d’espace C2/C) (Figure 11-7).

Figure 11-7 : Structure cristallographique du complexe Ru-bpza.

L’ion métallique est situé dans un environnement octaédrique avec, dans le plan équatorial,
deux atomes d’azote provenant des groupements pyrazoles, un atome de chlore et un atome de
carbone provenant d’un groupement carbonyle et, dans le plan axial, un atome d’oxygene
provenant du groupement carboxylate et un atome de carbone provenant d’un deuxi¢me
ligand carbonyle. Les distances des liaisons Ru-N sont 1égérement différentes avec 2,073(7) A
pour N11 et 2,116(8) A pour N21. Cette légere différence de réactivité est due a I’effet trans

induit par 1’appauvrissement en électrons de 1’ion métallique par le ligand chloro. La distance
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entre Ru-CO (C4) est legérement plus longue que celle entre Ru-CO (C3) (1,941(3) A et
1,877(1) A, respectivement). La distance Ru-Cl est la plus longue avec 2,369(3) A.

2-2-1-2. Spectroscopie infrarouge

Cette ¢tude de spectroscopie infrarouge a €té réalisée en milieu aqueux afin d’étre proches des
conditions réactionnelles de I’hybride NikA/Ru-bpza (tests catalytiques en milieu aqueux)
(Figure 11-8). Les spectres ATR-FITR du complexe Ru-bpza sous forme de poudre et
dissous dans le tampon HEPES 10 mM pH 7 possédent trois bandes de vibrations distinctes :
une bande vco a 1681 cm™! correspondant a une vibration du carboxylate du ligand bpza et
deux bandes de vibration vco a 2007 et 2077 cm™ correspondant aux deux ligands carbonyle.
Il est important de remarquer que la dissolution du complexe dans le tampon HEPES 10 mM

pH 7 n’entraine pas 1’échange des ligands CO avec le solvant.
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Figure 11-8 : Spectres infrarouge ATR-FTIR du Ru-bpza. a) dans [’eau milli-Q, b) dans le
tampon HEPES 10 mM pH 7 et c) dans le tampon acétate 40 mM pH 5,1.

2-2-1-3. Spectrométrie de masse

Afin de compléter les données structurales du complexe Ru-bpza en milieu aqueux, un

spectre ESI-MS en mode positif a été réalisé sur le complexe dans H20. Ces données révélent
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la présence d’un fragment majoritaire a un m/z de 422,9 (100%) et plusieurs fragments
minoritaires a un m/z de 406,99 (15%), 384,9 (8%) et 366,9 (6%) attribués a
[Ru(bpza)(CO)Cl + K']*, [Ru(bpza)(CO)Cl + Na*]*, a [Ru(bpza)(CO)Cl + H']" et a
[Ru(bpza)(CO)2(H20)], respectivement. Ces resultats concordent avec les résultats de
spectroscopie infrarouge et permettent de suggérer que le complexe garde majoritairement la
méme structure en milieu aqueux. En revanche, il est intéressant de noter que le ligand chloro

peut étre échangé, en faible proportion, avec une molécule d’H>0.

2-2-2. Synthése et caractérisations de I’hybride NikA/Ru-bpza

2-2-2-1. Structure cristallographique de I’hybride

La structure cristallographique de 1’hybride NikA/Ru-bpza a été résolue a 1,8 A (Figure 11-
9). Cette structure montre 1’ancrage du complexe Ru-bpza avec un taux d’occupation de 1.
Ce complexe est lié dans NikA via différentes liaisons supramoléculaires. L’interaction la
plus importante est la formation d’un pont salin entre le carboxylate du ligand et I’Argl137. La
seconde interaction est la formation de liaisons d’atomes d’hydrogéne entre la Tyr402, une

molécule H20 et le carboxylate du ligand.

3 | Py
é Trp398 @ a—
‘P - Trp398

Figure 11-9 : Structures cristallographiques de [’hybride NikA/Ru-bpza.

Contrairement au complexe Ru-bpza en solution, son ancrage au sein de la protéine entraine
un léger réarrangement du complexe. Dans toutes les structures de 1’hybride NikA/Ru-bpza,
I’ion métallique ruthénium est hexacoordiné par les deux atomes d’azote des groupements

pyrazoles, I’atome d’oxygene du groupement carboxylate, 1’atome de chlore, ’atome de
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carbone du groupement carbonyle situé dans le plan apical. Concernant le sixieme ligand,
plusieurs structures ont conduit a des résultats différents. La densité électronique peut étre
modélisée soit par une molécule H>O, soit par un ligand inconnu, soit par un groupement
carbonyle. Ce groupement carbonyle présente un mode de liaison inhabituel avec une distance
Ru-CO de 2,30 A (au lieu de 1,9 A) et un angle Ru-C-O qui dévie de 180° & 115°. Le ligand
CO possede donc une labilité plus importante et pourrait donc étre remplacé par une molécule
de solvant.

Pour appuyer ces résultats, une étude de spectroscopie infrarouge sur 1’hybride NikA/Ru-
bpza a été effectuée. Le spectre ATR-FTIR de I’hybride en solution, dans le tampon HEPES
10 mM pH 7, affiche deux bandes de vibrations intenses vco a 2082 et 2017 cm™ et une autre
bande plus faible a 2005 cm™ ce qui suggére la présence d’au moins deux espéces différentes

contenant des ligands CO (Figure 11-10).

2200 2150 2100 2050 2000 1950 cm!
(- 1 1 1 1 J

Ru1

NikACRu1

Figure 11-10 : Spectres ATR-FTIR du complexe Ru-bpza (en noir) et de [’hybride NikA/Ru-
bpza (en rouge) dans le tampon HEPES 10 mM pH 7.

Les vibrations & 2082 et 2005 cm™ sont équivalentes a celles observées pour le complexe en
solution. En revanche, la variation du ratio d’intensité entre ces deux vibrations suggere la
présence d’une seconde espéce ruthénium majoritaire possédant deux ligands carbonyles
(2082 et 2017 cm™). La premiére espéce pourrait correspondre a un relargage partiel du
complexe a I’extérieur de la protéine alors que la seconde espéce pourrait correspondre au

complexe ancré au sein de la protéine.
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La fixation du complexe au sein de la protéine entrainerait donc une modification des
propriétés électroniques vibrationnelles. D’aprés la structure cristallographique, ce
changement serait cause par un échange du ligand CO, en position trans du carboxylate, avec

une molécule de solvant (H20).

2-2-2-3. Spectrométrie de masse

Pour compléter les résultats précédents, I’hybride NikA/Ru-bpza a été étudié par
spectrométrie de masse (ESI-MS) en conditions natives (Figure 11-11). Ces expeériences ont
été réalisees par le Dr. Elisabetta Boeri-Erba de I’Institut de Biologie Structurale de Grenoble.
Sur le spectre, deux signaux distincts sont observés correspondant a I’apoprotéine et a

I’holoprotéine.
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Figure 11-11 : Spectres de masse ESI-MS de ['hybride NikA/Ru-bpza en conditions natives.

Ces pics ont un m/z compris entre 4023 et 4050 avec une charge de + 14. La différence de
masse entre ces deux formes a été estimée a environ 385 en accord avec la présence du
complexe de Ru-bpza initial (2 CO et 1 Cl).

2-2-2-4. Conclusion

Toutes les études de caractérisation mettent en avant de trés grandes similitudes entre le

complexe en solution et le complexe ancré au sein de la protéine. En revanche, une
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caractéristique semble differer entre ces deux entités : la fixation du complexe au sein de la
protéine semble entrainer un affaiblissement de la liaison Ru-CO en position trans du
carboxylate ce qui pourrait avoir une grande incidence au niveau de 1’activité catalytique de

I’hybride.
2-3. Propriétés catalytiques

2-3-1. Premiers tests catalytiques avec I’hybride NikA/Ru-bpza.

Le complexe de Ru-bpza posséde une réactivité en catalyse d’époxydation d’alcénes en
présence d’iodosylbenzéne en milieu organique (26 TON).18 Suite & ces premiers résultats,
les réactivités de I’hybride NikA/Ru-bpza et du complexe seul en solution ont été testées sur
I’oxydation d’alcénes en milieu aqueux. Dans un premier temps, il a fallu définir le substrat et
I’oxydant de la réaction. Le substrat de référence choisi est un dérivé du styrene, le trans-f3-
méthylstyréne, moins volatile que ce dernier. Concernant le choix de I’oxydant, plusieurs
possibilités étaient envisagees : (i) PhlO (référence en milieu organique), (ii) son homologue,
le diacétate d’iodobenzéne (PIDA), plus soluble que PhIO, (iii) NaOCI, (iv) I’hydroperoxyde
de tert-butyle et (v) du peroxyde d’hydrogéne (plus « vert »). Pour le solvant, un mélange de
tampons HEPES/tampon Tris-HCI/CH3CN a été choisi avec un ratio de 79/16/5. Ce choix a
été guidé par différents parametres : une grande quantité de tampon HEPES 10 mM pH 7 pour
maximiser la stabilité de la protéine, du tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5 qui est le tampon
dans lequel la protéine est stockée et une faible quantité de CH3CN qui permet une meilleure
solubilisation des substrats organiques sans endommager la protéine. La quantité de tampon
Tris-HCI doit étre contrblée avec précision. En effet, les ions chlorures présents dans le milieu
réactionnel proviennent de ce tampon, il est donc nécessaire de minimiser la quantité de ce

tampon pour éviter la réalisation de réactions parasites.

Les premiéres expériences de catalyse d’oxydation du trans-B-méthylstyréne sont réalisées a
37 uM de catalyseur avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlore de 1/500/600/75 a

température ambiante pendant 10 minutes (Schéma 11-5, Tableau 11-4).

Premiére remarque, hormis pour le NaOCI, la chlorhydrine est obtenue avec une
chimioseélectivite de 100% et une régiosélectivité totale en faveur de la a-hydroxy-p-chloro
chlorhydrine, suivant les régles de Markovnikov. Deuxieme remarque, en présence de

I’hybride NikA/Ru-bpza, PhlO est peu actif avec seulement 12% de rendement en 1b
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(Entrée 1). Cette faible réactivité provient trés certainement de son manque de solubilité en
milieu aqueux puisque son homologue, PIDA, atteint des rendements pratiquement
quantitatifs (Entrée 2).

Cat/substrat/Ox/CI" OH

(0]
©/\/ 1/500/600/75
+
HEPES/Tris-HCI/CH;CN 79/16/5 cl
t.a., 10 min, air 1b 2b

Schéma 11-5 : Catalyse d’oxydation du trans-f-méthylstyréne par différents oxydants en
présence de [’hybride NiKA/Ru-bpza.

D’autres oxydants, comme I’hydroperoxyde de tert-butyle et le peroxyde d’hydrogene, se sont
montrés inefficaces dans cette catalyse d’oxydation (Entrées 4 et 5) alors que le NaOCI
possede une réactivité modérée avec la production de 20% de 1b et de 7% de 2b, 1’époxyde
correspondant (Entrée 3). Ces résultats démontrent que 1’hybride NikA/Ru-bpza est
nécessaire pour catalyser la réaction. En effet, en présence de la protéine seule, du complexe

en solution ou en absence de catalyseur, de faibles rendements sont obtenus (<10 %, entréel).

Tableau 11-4 : Réactivités de I’hybride NikA/Ru-bpza avec différents oxydants.

) NikA/Ru-bpza NikA Ru-bpzal Sans catalyseur
Entrée | Oxydant
1b™1/ 2b (%) 1bP1/ 2b (%) | 1bP1/2b (%) 1b™1/ 2b (%)
1 PhlO 12/0 0/0 0/0 0/0
2 PIDA 99 (811 / 0 9/0 3/0 9 (201 / 0
3 NaOCI 20/6 n.d. n.d. 9/3
4 t-BuOOH 0/0 n.d. n.d. 0/0
5 H20: 0/0 n.d. n.d. 0/0

[l Des résultats similaires sont obtenus en présence de RuCls. ™! Rendements calculés a partir des

75 éq. de CI". [IRendements calculés a partir de 225 éq. de CI-.

Fait intéressant, I’augmentation de la quantité de chlore de 75 a 225 équivalents (en ajoutant
du tampon Tris-HCI plus concentré dans le milieu) permet d’atteindre 183 TON (Entrée 2).
Cette derniére condition démontre la grande efficacité¢ de 1’hybride NikA/Ru-bpza avec un
TOF de 18,3 mint. Ces valeurs surpassent celles obtenues avec le complexe de Ru-bpza en

milieu organique (26 TON, 0,17 mint) ou méme que ’hybride développé par Ward et al. a
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base de streptavidine et d’osmium (27 TON, 0,17 min pour la formation de 1’analogue diol).
En revanche, en absence de catalyseur, les rendements atteignent 20%. Aprés la mise au point
d’une réactivité d’hydroxychloration avec ’hybride NikA/Ru-bpza, I’étape suivante a été
d’étendre la gamme de substrat dans les conditions 1/500/600/75 afin de minimiser la réaction

non catalysée.

2-3-2. Expansion de la gamme de substrat

Pour la suite des expériences, les réactions de catalyse ont été réalisées en présence de 37 uM
de catalyseur avec un ratio de 1/500/600/75 en catalyseur/substrat/oxydant/Cl", en présence de
PIDA comme oxydant, & température ambiante pendant 10 minutes. La réactivité a été
¢tendue a d’autres alceénes. Les rendements obtenus en chlorhydrines ont été calculés par
rapport a la quantité de chlore présente dans le milieu réactionnel (75 équivalents) alors que
les rendements en époxydes ont été calculés par rapport a la quantité d’alcéne (500

équivalents) (Tableau I1-5).

Les rendements obtenus en chlorhydrines varient de 9% pour le 2-bromostyréne (Entrée 7) a
plus de 50 % pour la majorité des substrats, a I’exception de I’indéne et du
méthylcyclohexéne qui atteignent respectivement 39% et 28% (Entrées 6 et 8). Cependant,
des résultats surprenants ont été obtenus sur la catalyse d’oxydation du 4-méthoxystyréne
avec la formation de I’époxyde exclusivement avec un rendement maximal de 35% soit 175
TON (Entrée 9). Aucun des autres substrats testés n’a mené a la formation de 1’époxyde. Ces
résultats montrent que 1’hybride NikA/Ru-bpza catalyse préférentiellement la conversion des
doubles liaisons riches en ¢électrons démontrant le caractere électrophile de 1’addition. A noter
que des substrats trés appauvris en électrons comme le 4-bromostyréne ou trop insolubles
comme le cis-stilbéne, le trans-stilbéne et le cinnamate de méthyle ou aliphatiques comme le

trans-2-heptene n’ont pas du tout été convertis dans ces conditions réactionnelles.

Pour chacun des substrats, hormis le 4-meéthoxystyréne, la méme régiosélectivite en faveur de
la a-hydroxy-p-chloro chlorhydrine est observée avec une chimiosélectivité de 100%. Le 4-
méthoxystyréne possede aussi une chimiosélectivité totale mais en faveur de 1’époxyde.
Concernant la diastéréosélectivité, des valeurs modérées sont obtenues avec des ratios allant

de 16,5:1 pour le 1,2-dihydronaphtalene a 1:2,6 pour le cis-p-méthylstyréne. Néanmoins, la
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réaction est plutot stéréosélective comme le montre la comparaison des rapports
diastéréoisomériques entre le trans-p-méthylstyréne et le cis-p-méthylstyréne (Entrées 1 et
3).

Tableau 11-5 : Expansion de la gamme de substrats.

Entrée Substrat Produit Rendement (%)@ | TON d.r.d e.e.ll(%)
\ OH

1 99 74 6,5:1 0
OH

2 S ©)v°' 78 53 i 0
OH

3 b 91 62 1:2,6 0
SN
OH

4 @/K ©>@°' 73 49 - 0
OH

5 @@"' 79 54 | 165:1 19
OH

6 ©§°' 39 33 47:1 0
OH
Br
OH

8 r Cﬁm 28 21 . 0
(o]

9 | LI O 350 175 : 0

MeO

a1 Conditions standard : 1/500/600/75 pour catalyseur/substrat/PIDA/CI- pour une concentration de
37 uM pour I’hybride NikA/Ru-bpza sur une catalyse de 10 min. ! Rendements calculés a partir des
500 éq. de substrat. [! Calculés a partir des spectres obtenus en HPLC.

De plus, on remarque qu’avec l’utilisation d’un substrat plus rigide, comme le 1,2-
dihydronaphtalene, un exces énantiomérique de 19 +/- 5 % peut étre atteint. Ces résultats
attestent que 1’environnement protéique possede deux rdles majeurs dans la catalyse :
’activation du complexe de ruthénium lors de son ancrage au sein du site actif et le contrdle

partiel du substrat induisant une certaine sélectivité.
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2-3-3. Etude de la stabilité de la protéine vis-a-vis de PIDA

Dans un premier temps, la stabilité de la protéine en présence d’oxydant a été étudiée en

spectrométrie de masse (conditions dénaturantes) (Figure 11-12).

Tout d’abord, une premiére expérience de référence a été réalisée sur la protéine NikA en
absence d’oxydant (A). Un fragment homogeéne unique est obtenu avec un m/z de 56 303.
Ensuite, deux expériences en présence d’oxydant ont été réalisées en présence de 600
équivalents de PIDA (et en absence du substrat) aprés 5 et 15 minutes de réaction (B et C,
respectivement). Dans les deux cas, un fragment hétérogene a 56 689 et 57 170 a été obtenu,
respectivement. Ces valeurs correspondent aux multiples insertions d’atomes d’oxygeéne sur la
protéine (maximum = 50 oxydations apres 15 minutes sur un total de 502 acides aminés). On

observe de plus un début de clivage de la protéine avec 1’apparition d’un pic a 55 617 Da.

A) 51000-60000 amu 55000-58000 amu
~ ~ 56303.68
6000 56303.68 5000
B)
100- 56689.28 100- 56689.28
56369.79
55617.79 1 55617.79 |
B e LI PR Wl *”:""f."du\‘.l‘h‘."*ﬁ‘*~. m'-”“m"’“"*’
C)
) 57170.04 )
100 120 57170.04
57017.68
] 58831.4I ~L
W""M'\"MMJ o
52000 56000 55200 56600

Figure 11-12 : Spectres déconvolués de NikA qui a été analysée en conditions dénaturantes.
A) NikA native. B) NikA mise en présence de PIDA pendant 5 min. C) NikA mise en présence
de PIDA pendant 15 min.
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Dans un second temps, pour évaluer I’impact de ces oxydations multiples sur la réactivité, la
cinétique de I’hybride NikA/Ru-bpza en catalyse d’oxydation du trans-B-méthylstyrene en
présence de PIDA et de chlore a été étudiée (Figure 11-13). Sur 10 minutes de réaction,
Iactivité catalytique de I’hybride est linéaire (7,4 min™) démontrant que ces oxydations sont

probablement situées a 1’extérieur de la cavité et n’ont donc aucune influence sur la réactivité

de I’hybride.
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Figure 11-13 : Cinétique de formation de 1b avec NikA/Ru-bpza.

2-4. Mécanisme réactionnel

2-4-1. Addition électrophile

La production de a-hydroxy-B-chloro chlorhydrines correspond a une addition électrophile.
Premiérement, I’hybride NikA/Ru-bpza réagit préférentiellement avec des alcénes possédant
une double liaison riche en électrons (99% pour le trans-B-méthylstyrene contre 0% pour le 4-
bromostyréne) révélant que I’espéce oxydante formée est donc électrophile. Deuxiémement,
la différence de diastéréosélectivité observée entre les deux isomeéres trans- et cis-p-
méthylstyrene démontre que le mécanisme réactionnel se fait en deux étapes successives
induisant la formation d’un intermédiaire réactionnel. De plus, I’hypothése d’une réaction
radicalaire a été réfutée en réalisant une expérience de catalyse en présence d’un piégeur
radicalaire, le DMPO. Aucune altération de ’activité catalytique de 1’hybride n’a été observée

suggérant le passage par un carbocation qui s’isomérise partiellement.
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2-4-2. Recherche des intermédiaires réactionnels

Des expériences complémentaires ont été entreprises afin de discriminer la nature de
I’intermédiaire réactionnel. Cet intermédiaire pourrait &tre soit un adduit chloronium soit un
époxyde compte tenu des résultats obtenus avec le 4-méthoxystyrene. Dans un premier temps,
le comportement de chaque époxyde dérivé des alcenes testés a été étudié dans les conditions
standard de catalyse (Tableau 11-6). Lorsque la réaction de catalyse est réalisée avec
I’hybride NikA/Ru-bpza sur ’oxyde du styréne, un nouveau produit réactionnel est obtenu,
le 1-phényl-1,2-éthanediol, avec un rendement de 60% (Entrée 1) au contraire de la
formation exclusive de la chlorhydrine lorsque le substrat est le styréne. Il est donc évident
que la réactivit¢ d’hydroxychloration ne résulte pas de la formation d’un intermédiaire

époxyde libre.

Dans un deuxiéme temps, le comportement de la chlorhydrine du 4-méthoxystyréne a été
évalué dans les mémes conditions de catalyse afin de déterminer si celle-ci est un
intermédiaire réactionnel dans la formation de 1’époxyde correspondant. En présence
d’hybride, cette catalyse d’oxydation améne a la formation du 4-méthoxybenzaldéhyde avec
un rendement de 74% donc la chlorhydrine n’est pas un intermédiaire réactionnel pour former

I’époxyde correspondant.

Tableau 11-6 : Recherche des intermédiaires réactionnels.

Entrée Substrat Produit Rendement (%) TON

OH

@N“ 60 300

©/<?
OH ?
2 Q)VC' @2 74 370
MeO

MeO

[l Conditions standard : 1/500/600/75 pour catalyseur/substrat/PIDA/CI™ pour une concentration de
37 uM pour I’hybride NikA/Ru-bpza sur une catalyse de 10 min dans un mélange de tampon
HEPES/Tris-HCI/CHsCN 79/16/5 (pH 7).

La légére production de chlorhydrines lors de la réaction non catalysée (Tableau 11-4, entrée
2) pourrait étre reliée a la formation d’une nouvelle espéce oxydante lors du mélange de PIDA
et du tampon Tris-HCI. Une étude en RMN *H du mélange montre ’apparition lente d’une

nouvelle espece avec des déplacements chimiques de 7,20 (t), 7,43 (t) et 7,80 (d) ppm pour les
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protons aromatiques. Ces valeurs sont identiques a celles obtenues pour 1’oxydant PhIClo,
préparé séparément. Cet oxydant peut étre formé lors d’une double substitution nucléophile
des groupements acétates par les ions chlorures, présents dans la solution, et pourrait étre
catalysée par I’hybride. Le remplacement de PIDA par PhICl, dans une expérience de
catalyse standard en présence d’hybride du trans-p-méthylstyréne conduit a des résultats de

catalyse proches (Tableau 11-7).

Les rendements et le rapport diastéréoisomérique sont légerement plus faibles avec PhICI;
avec 82% de rendement en chlorhydrine et un d.r. de 5 (Entrées 1 et 2). Ces résultats
pourraient laisser penser que PhICIl> est ’oxydant. Mais, lorsque le substrat est le 4-
méthoxystyréne, une réactivité différente est observée en fonction de 1I’oxydant utilisé : avec
PIDA, 1’époxyde est obtenu avec un rendement de 36% alors qu’avec PhICly, la chlorhydrine
est produite avec un rendement de 43% (Entrées 4 et 5). Ces résultats permettent de conclure
que PhIClon’est pas I’espéce oxydante formée au cours de la réaction d’hydroxychloration

catalysée par I’hybride NikA/Ru-bpza.

Tableau 11-7 : Catalyses avec différents oxydants en présence de NikA/Ru-bpza.

) i Rendement
Entrée Substrat Oxydant Produit %) dr@
(0]

PIDA/CI- @2\( 9gMl 65:1
Cl

S0
2 T

PhICI, @& g2l 5:1
Cl

3 Cr PhIO,

o
I | phich,
o

(o]
4 ~ | pipa/cr @N 3601 ;
MeO
MeO
OH
5 X /@)\/Cl 43[b] _
MeO
MeO
[o]
x o I
6 - Phl1O;, @N Q) 151 + 5[ -
© MeO + MeO

al Calculés a partir des spectres obtenus en HPLC. ™ Rendements calculés a rapport a CI-. @

Rendements calculés par rapport au substrat.
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Dans la litterature, il existe une autre espéce oxydante issue du PIDA, le PhlO,. Cette réaction
résulte de la dismutation du PIDA catalysée par le sel de ruthénium RuCls afin de former du
Phl et du PhlO,. Cette derniére espéce est trés réactive et est capable d’oxyder de nombreux
substrats tels que des alcanes ou des alcools.'®® Deux catalyses ont donc été réalisées en
présence de RuCls comme catalyseur et de PIDA comme oxydant. Dans le cas du trans--
méthylstyrene, seules quelques traces de chlorhydrines ont été obtenues (Entree 3). Pour le 4-
méthoxystréne, deux produits réactionnels sont formés, 1’oxyde du 4-méthoxystyréne et le 4-
méthoxybenzaldéhyde. Bien que 1’époxyde soit obtenu, celui-ci atteint un rendement de 15%
seulement (au lieu de 36% dans nos conditions standard) (Entrée 6). Ces expériences

permettent d’affirmer que le PhIO2 n’est pas produit au cours de nos expériences de catalyse.

Une derniére expérience de catalyse a été étudiée en faisant varier la concentration en substrat
(trans-p-méthylstyréne et 4-méthoxystyréne) avec une concentration en chlore fixée a 75
équivalents (Figure 11-14). Premierement, seule la chlorhydrine a été détectée dans le cas du
trans-B-méthylstyrene (100% de chimiosélectivité) mais avec une décroissance du nombre de
TON de 74 a 26 lorsque la concentration en substrat diminue. A D’inverse, lorsque la
concentration en 4-méthoxystyrene décroit, la chlorhydrine, non observée dans les conditions
standard, apparait. La chimiosélectivité en faveur de 1’époxyde, qui était de 100% pour 500
équivalents de substrat, décroit a 44% pour 125 équivalents. Le changement de
chimiosélectivité observé lorsque le ratio substrat/chlore varie suggére la présence d’une

compétition entre le substrat et 1’ion chlorure vis-a-vis d’une espéce oxydante commune.

trans-p-méthylstyrene 4-méthoxystyréene
200 200 175
150 150
110
S 100 74 S 100
35
50 50 25 32
i
-/ / _ / 4 -/
0 0
Epoxyde Chlorhydrine Epoxyde Chlorhydrine
H500éq. H250éq. 125 éq. 500 éq. H250 éq. 125 éq.

Figure 11-14 : Etudes de compétition entre le substrat et le chlore.
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Pour confirmer ces résultats, des études de compétition entre le trans-p-méthylstyréne et 4-
méthoxystyréne ont eté réalisées. Pour cela, 500 équivalents de chaque substrat sont mis en
solution en présence d’un défaut d’oxydant (600 équivalents) et d’un défaut de chlore (75
équivalents). On observe alors que les rendements en oxyde du 4-méthoxystyréne sont
proches (32% vs 35% dans les conditions standard) alors que les rendements en 1b sont
largement diminués (4% vs 99% dans les conditions standard). L’affectation des rendements
lors de I’é¢tude de compétition semble donc indiquer le passage par une espéce oxydante

commune qui réagit préférentiellement avec des substrats enrichis en électrons.

2-4-3. Recherche de I’espéce oxydante

Précédemment, les différentes études de caractérisation de 1’hybride et du complexe en
solution ont permis de montrer I’influence de I’échafaudage protéique sur le complexe. Ces
études ont mis en avant la forte labilit¢ du ligand CO situé en trans du groupement
carboxylate, caractéristique primordiale pour 1’activation de 1’oxydant. Nous nous sommes
donc intéressés au role du centre métallique dans I’activation de ’oxydant. Ce centre
métallique peut soit jouer le role d’acide de Lewis soit réaliser une réaction de type rédox.
Pour cela, deux expériences de catalyse en présence du complexe Mg-EDTA a la place du
complexe de Ru-bpza ont été réalisées sur le trans-B-méthylstyrene et le 4-méthoxystyréne.
Ce complexe a été choisi pour la capacité du ligand EDTA a se fixer au sein de la protéine
NikA et pour le réle du magnésium, qui est généralement un trés bon acide de Lewis mais qui
n’est pas capable de faire des processus rédox. Lors de cette catalyse dans les conditions

standard, aucune réactivité n’a été observée appuyant 1I’hypothése d’une réaction rédox.

La premiere étape serait 1’activation de 1’oxydant par substitution nucléophile d’un des
groupements acétate de PIDA par la molécule d’eau liée au complexe de ruthénium. Un
premier intermédiaire réactionnel serait alors formé Ru(Il)-O(H)-I-PhX (avec X = H20 ou

OAC) (A) qui évoluerait vers une espece de type Ru(I)-O=IPh (B) (Figure 11-15).
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Figure 11-15 : Mécanisme plausible d’activation de [’oxydant par I’hybride NiKA/Ru-bpza.

L’intermédiaire B est connu pour former par coupure hétérolytique un Ru(IV)=0 (C).1%%-201 ||

est admis aujourd’hui que cette espéce est capable de former des époxydes. La formation de

I’oxyde du 4-méthoxystyréne résulterait donc de 1’attaque nucléophile de la double liaison de

I’alcéne sur le Ru-oxo formé conduisant a I’intermédiaire D (Figure 11-16).

Arg:.];;? B Arq?37 C
Ry Coupure Ry
R1o,, | R hétérolytique RM, | Ry
"'Rull 3 "'Rul\}
oc”” | ci oc™ || e
0 0

Argizz D
S
o Re
Ri R1/,1 ‘ Ry
- L
'RulV
oc™” (IJ ~~ci

/@/\/ Rz
R4

SiR{=0OMeetR,=H ————» Epoxyde
SiRi=HetR;=CH; ——» Pasd’époxyde

Figure 11-16 : Mécanisme proposé pour la formation de I’époxyde du 4-méthoxystyerne par
[’hybride NikA/Ru-bpza.

Une autre alternative propose une addition ¢€lectrophile de 1’iode hypervalent, une fois activé

par le métal, sur la double liaison de I’alcéne.?? Cette hypothése est réfutée puisque les

rendements et les sélectivités obtenus avec PhIClI; sont différents des conditions standard avec

la formation de la chlorhydrine du 4-méthoxystyréne plutot que 1’époxyde.

Concernant la formation des chlorhydrines, trois voies catalytiques peuvent étre proposées :

(i) un ion chlorure, présent dans le milieu, pourrait substituer le groupement X (OAc ou H20)

de I’intermédiaire A pour former I’intermédiaire E, (ii) I’intermédiaire C réagirait avec un ion

chlorure pour former une espéce de type Ru-OCI (F), (iii) la double liaison de 1’alcéne

réagirait directement avec le Ru(IV)=0 (C) pour former I’intermédiaire D qui serait ensuite
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attaqué en position B par un ion chlorure, soit présent dans le milieu, soit présent sur le

complexe (Figure 11-17).

La premiére hypothése est présentée par analogie avec les vanadium haloperoxydases,?®® ol
I’oxydation a deux électrons de 1’ion chlorure serait centrée sur 1’atome d’iode, comme dans
le cas du PhICly, permettant la formation d’un adduit chloronium en présence de 1’alcéne (E).
Or, les réactivités et selectivites étant différentes de celles avec le PhICl2, notamment dans le

cas de la réactivité avec le 4-méthoxystyréne, cette hypothése n’est pas retenue.
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Figure 11-17 : Mécanismes proposés pour la formation des chlorhydrines par I’hybride
NikA/Ru-bpza.

Le deuxieme chemin réactionnel proposé serait la formation d’un intermédiaire de type Ru-

OCI (F) formé a partir de I’oxydation d’un ion chlorure par I’intermédiaire Ru(IV)=0 (C). En
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effet, de nombreuses études évoquent la génération d’espece de type OCI pour la formation de
chlorhydrines a partir d’alcénes.?4?%® Des études de catalyse d’oxydation du trans-p-
méthylstyréne ont donc été réalisees en utilisant NaOCIl comme oxydant avec un ratio
catalyseur/substrat/oxydant/CI" de 1/500/600/600. En présence d’hybride NikA/Ru-bpza,
deux produits réactionnels sont obtenus : la chlorhydrine avec un rendement de 20% (100
TON) et I’époxyde avec un rendement de 7% (35 TON). En comparaison, dans les catalyses
standard, uniquement la chlorhydrine est obtenue avec un rendement de 61% (305 TON). Ces
difféerences de réactivité montrent que le passage par une espece de type Ru-OCI n’est

certainement pas une solution viable.
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Figure 11-18 : Mécanisme réactionnel global proposé pour la catalyse d’oxydation par

NikA/Ru-bpza.
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Les études de competition réalisées ont permis de démontrer que les deux produits
d’oxydation découlaient d’une espéce oxydante commune. Dans ce cadre, 1’intermédiaire D
semble étre une possibilité intéressante. En effet, la présence de cette espéce permettrait soit
de former I’époxyde, si 1’alcéne est enrichi en électrons, soit de former la chlorhydrine, par
une attaque d’un ion chlorure présent dans le milieu réactionnel ou li¢ au ruthénium. Pour
valider cette derniére hypothése, des calculs théoriques sont en cours, au sein du laboratoire,
avec S. Crouzy de I’équipe MCT. Les résultats préliminaires obtenus semblent étre en accord
avec I’hypothése proposée. Suite a ces résultats, la Figure 11-18 résume le mécanisme global

Propose.

2-5. Conclusion

Une nouvelle métalloenzyme artificielle NikA/Ru-bpza a été congue pour la production de
chlorhydrines et d’époxydes a partir d’alcénes en présence d’un iode hypervalent et d’une
source de chlore. Cette catalyse, basée sur I’activation de I’oxydant par le métal, est assez
inhabituelle et représente un nouvel exemple intéressant de I’intérét d’utiliser la bio-
inspiration pour développer de nouvelles méthodologies de synthéses plus sures et
compétitives avec la biocatalyse (305 TON, 31 min™t). Cet hybride posséde la particularité de
pouvoir réaliser deux réactivités différentes, hydroxychloration et époxydation, en fonction de
la nucléophilie de la double liaison de 1’alceéne. Ainsi, des substrats fortement enrichis en
électrons, comme le 4-méthoxystyréne, sont transformés en époxyde avec une excellente
chimiosélectivité et des substrats moins enrichis en électrons, sont transformés en
chlorhydrines avec d’excellentes chimio- et régiosélectivités. Cette étude a permis de mettre
en avant le role de la protéine dans cette catalyse d’oxydation. Son premier role est
’activation du complexe lors de 1’ancrage de celui-ci au sein du site actif. De plus, ’ancrage
lui confére une réactivité non naturelle que le complexe seul ne posséde pas. Cela induit une
labilité plus importante du ligand CO, nécessaire pour 1’activation de 1’oxydant par le
complexe. Son deuxieme role est le contrdle des différentes sélectivités de la réaction comme
I’illustre les hautes valeurs de rapports diastéréoisomériques et I’excés énantiomérique obtenu
dans le cas du 1,2-dihydronaphtalene (20 % ee). Son troisieme réle consiste en la stabilisation
du complexe qui est largement améliorée au sein de la cavité. Cette incorporation permet une
protection accrue du complexe vis a vis de ’oxydation et de la dégradation et, a la fois, de

développer des réactions non naturelles. Cela justifie, une fois de plus, 1’utilisation de ces
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hybrides en catalyse d’oxydation. Le mécanisme réactionnel reste ouvert et des calculs

théoriques approfondis sont en cours.
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Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogéne

Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse

hétérogene

1. Introduction

A ce jour, trois métalloenzymes artificielles a base de la proteéine NikA ont été développées
pour des réactions d’oxydations.!™ 14 297 Cependant, malgré une bonne activité catalytique,
leurs performances sont limitées par le manque de stabilité des hybrides vis-a-vis des solvants
organiques (solubilité des substrats), des oxydants utilisés, du pH (acide ou basique) ou de la
température. Dans ce cadre, le développement d’une biocatalyse hétérogéne combinant les
avantages des métalloenzymes artificielles et de la catalyse hétérogéne semble étre une

solution intéressante.

Les bénéfices de la réticulation des cristaux d’enzymes par la technologie CLEC sont assez
divers : une amélioration des activités catalytiques (trés haute concentration en catalyseur
localisée) et des sélectivités, une stabilité accrue et une diffusion aisee des réactifs et produits
(présence de canaux de solvants, Figure I11-1). De plus, les progrés récents des techniques de
cristallisation et la reproductibilité des conditions de cristallisation de la protéine NikA

représentent un atout considérable pour développer ce projet.

Figure 111-1 : Réseau cristallin de NikA. Les molécules A et B dans ['unité asymétrique sont
en cyan et bleu, respectivement Les distances sont en Angstroms.
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Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

Ce projet repose donc sur le développement d’une catalyse hétérogeéne utilisant des cristaux
de meétalloenzymes artificielles réticulés. Les objectifs sont de: (i) mettre en place la
technologie CLEC sur les cristaux de la protéine NikA, (ii) développer une biocatalyse
hétérogene sur différentes réactions d’oxydation, (iii) déterminer les mécanismes réactionnels

mis en jeu.

Dans ce chapitre, dans un premier temps, je vous présenterai la synthese de deux nouveaux
hybrides (NikA/Fe-L2 et NikA/Fe-LIIl) (Schéma I11-1, b). Ensuite, je vous illustrerai la
mise en place de la technologie CLEC sur les cristaux des nouveaux hybrides synthétisés.
Dans un troisieme temps, je présenterai les différentes caractérisations des CLEC obtenus.
Puis, je développerai trois nouvelles réactivités d’oxydation avec ces métalloenzymes
artificielles hétérogenes :

(i) la sulfoxydation de thioéthers en présence de NaOCI,

(i1) I’hydroxychloration d’alcénes en présence d’Oxone® et de NaCl,

(iii) la coupure oxydante d’alcénes en présence du couple O2/DTT.
Pour chacune des réactivités, les nouveaux hybrides seront comparés aux hybrides de
référence (NikA/Fe-L0, NikA/Fe-L1 et NikA/Fe-LI11) (Schéma I11-1, a).

a) Q
o /
>\'_\/—\/"/< N W SN W
HO HO
— — 7
LI Li
b) o}

S

e
ég o

L

Schéma I11-1 : a) Ligands référence L1, LI et LII. b) Nouveaux ligands L2 et LI11I.
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Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

2. Préparation et caractérisation des cristaux NikA/Fe-
LX
2-1. Contexte

Au laboratoire, deux familles de complexes sont principalement utilisées : les complexes de la
famille Fe-Ox, dont les études portent sur 1’activation d’Oy, et les complexes de la famille Fe-

N2Pyz2, dont les études portent sur la synthése de sulfoxydes énantiopurs.

Concernant la famille Fe-Ox, 1’étude réalisée par cristallographie en temps résolu sur des
cristaux de NikA/Fe-L0O a permis de mettre en évidence la capacité de I’hybride a activer O2
pour réaliser la dihydroxylation aromatique intramoléculaire du ligand benzyle.!** La
formation du catéchol correspondant conduit a la saturation de la sphére de coordination du
fer et stoppe ’activité catalytique (2 TON). Dans ce cadre, un nouveau ligand avait été
synthétisé (L1) en bloquant stratégiquement la position o du ligand benzyle par un
groupement thioéther afin d’éviter I’hydroxylation aromatique.?®® Des résultats préliminaires

ont été obtenus en cristallographie sur les hybrides NikA/Fe-L1 (Figure 111-2).

Lors de leur utilisation dans les réactions de photocatalyse (These de Laurianne Rondot), les
hybrides NikA/Fe-L1 présentaient une période d’induction longue d’environ 19 h pour
I’oxydation d’un substrat exogeéne, période liée a I’activation du complexe par I’hydroxylation
aromatique intramoléculaire.?®® Lors de mon arrivée au laboratoire, le nouveau ligand L2 a
donc été synthétisé pour s’affranchir de cette étape. Celui-ci posséde un groupement
phénolate déja activé avec la présence d’un groupement méthoxyle en position a afin

d’empécher toute oxydation intramoléculaire du ligand (Schéma 111-1, b).
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f ~ o o
Trp100 r >\_\/_\f’/<
4 HO N N OH

L1

OH
L1-Ox

Figure 111-2 : Structures cristallographiques de ['hybride NiKA/Fe-L1. A) a [’état initial, B)
apres réduction en boite & gants en présence de DTT, C) en présence d’Oz aprés [’étape de

réduction.

Concernant la famille Fe-N2Py2, une étude avait été réalisée en 2012 par Cavazza et al.?®
L’objectif de cette étude était de développer une série d’hybrides a base des complexes
mononucléaires de Fe-LI et Fe-LIl1 mimant le site actif des oxygénases a fer non hémique
pour la sulfoxydation de thioéthers. (Schéma I11-1, a). Cependant, ces deux complexes
étaient synthétisés sous un mélange de topologies.?'? Les hybrides NikA/Fe-L1 et NikA/Fe-
LI ont été caractérisés en solution et leur ancrage au sein de la protéine NikA a été étudié par
des expériences de fluorescence et de diffraction aux rayons X. Les structures
cristallographiques des hybrides NikA/Fe-L1 et NikA/Fe-LI1 ont été résolues et ont révélé un
mélange de complexes sous différentes topologies au sein de NikA, dans les deux molécules
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A et B constituant ’'unité¢ asymétrique. Pour illustration, de fagon inattendue et non expliquée
encore a ce jour, il avait été observe dans le cas de I’hybride NikA/Fe-LII, qu’au sein de
chaque molécule A, un complexe de topologie cis-pétait fixé alors que dans, chaque molécule

B un complexe de topologie trans était présent (Figure 111-3).

Hisd16

Figure 111-3 : Structures cristallographiques de [’hybride NikA/Fe-LI11. Les deux molécules
A (a gauche, Fe-L1I cis-p) et B (a droite, Fe-LII trans) de ['unité asymétrique sont

présentées.

Afin de s’affranchir de D’effet potentiellement négatif de cette double conformation, la
synthése d’un nouveau ligand LIII a été envisagée au cours de ma these (Schéma I11-1, b).
Les deux groupements méthyle situés en position ortho de la pyridine créeraient un
encombrement stérique assez important permettant d’obtenir une topologie unique pour le

complexe Fe-LIII.

2-2. Synthese des ligands
2-2-1. Synthese du ligand L2

La synthese du ligand L2 se déroule en quatre étapes.
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Etape 1
o

NaBH, (1 éq. NH
H NH 4(1¢€q.) N NHz
+ H N/\/ 2 H
2
OH MeOH, 19 h, 0°C puis t.a. OH

OMe OMe

Composé A

Schéma I11-2.

La premicre étape de la synthése consiste a condenser de I’éthyléne diamine sur 1’ortho-
vanilline (Schéma 111-2). La difficulté de cette étape est de réaliser uniquement la
monoaddition et d’éviter la formation d’un produit secondaire disubstitué. Pour cela, la
réaction est réalisée a 0°C, en milieu dilué et avec un large exces d’éthyléne diamine (5
équivalents). Un bon rendement de 75% est obtenu pour le composé A et I’é¢thyléne diamine
en exces a pu étre éliminée par I'intermédiaire de plusieurs lavages avec une solution de NaCl

saturée. Aucune étape de purification n’a donc été nécessaire.

Etape 2
o H
NH
* H SMe
OH
o MeS MeOH, 19 h, 0°C puis t.a. OH
e OMe

Composé A Composé B

Schéma I11-3.

Pour la deuxiéme ¢étape, le but est d’introduire le ligand benzyle modifié. Pour cela,
I’aldéhyde salicylique utilis¢é pour la synthése de LO a été remplacé par du 2-
(méthylthio)benzaldéhyde (Schéma 111-3). L’amine primaire étant plus réactive que 1’amine
secondaire, cette étape pose moins de probléme de polyalkylation. L’aldéhyde est donc mis en
présence d’un seul équivalent d’amine (au lieu de 5 équivalents pour 1’étape précédente). Le
composé B est obtenu avec un trés bon rendement de 95% et aucune étape de purification

n’est nécessaire.
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Etape 3

DIPEA (2 éq.)
BuOt OtBu

0 (2éq) > —
N/\/H\/Q Br\)J\OtBu o N /«
H

SMe
OH CH5CN, 18 h, argon, t.a.
OMe

Composé B Composé C

Schéma I11-4.

o

La troisieme étape de cette synthése a pour but d’insérer les groupements carboxyle
permettant 1’ancrage au sein de la protéine NikA. En revanche, pour éviter les problemes de
purification liés aux composés comportant a la fois des fonctions amines et carboxyliques, il a
été nécessaire de les introduire sous leur forme protégée ester. Pour cela, une substitution
nucléophile du brome du bromoacétate de tert-butyle est réalisée afin d’obtenir le composé
C(Schéma I11-4). Le choix de la base est primordial. En effet, elle permet de piéger le sous-
produit formé, I’acide bromhydrique, qui sinon forme un sel d’ammonium avec la molécule
B, qui elle-méme ne peut plus jouer son réle de nucléophile. Dans des travaux précédents, de
nombreuses bases ont été testées pour optimiser cette étape réactionnelle : le carbonate de
potassium, la triéthylamine, la DIPEA ou encore le DBU. Parmi ces différentes bases, la
réaction avec DIPEA s’est avérée la plus efficace méme si des rendements modérés sont

obtenus (53%).

Etape 4

BuOt OtBu HO OH

% [ N O  (50¢éq.)

N
F,C~ “OH

Qﬂl

DCM, 17 h, 0°C a t.a.

Composé C L2

Schéma I11-5.

La derniere étape est la déprotection des acides carboxyliques par une solution d’acide
trifluoroacétique a 50% dans le DCM (Schéma 111-5). La difficulté de cette étape réside dans

I’¢élimination totale de 1’acide trifluoroacétique a la fin de la réaction. Une fois la réaction
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terminée, une précipitation dans 1’éther permet 1’obtention du ligand L2 avec un tres bon
rendement de 93%. Un rendement global intéressant de 35% sur quatre étapes de synthese a

été obtenu.

2-2-2. Synthese du ligand LIII

Etape 1
| SN + O:NHZ NaBH, N N=
=
NH, MeOH, 0°C, 2h30
2 éq.
Composé D
Schéma 111-6.

La premiere étape de la synthése démarre par la condensation de la cyclohexanediamine avec
deux molécules de 6-méthylpicolinaldéhyde. Les imines sont ensuite réduites in situ par du

tétraborohydrure de sodium pour former la diimine D avec un rendement de 85%.

Etape 2

) ",

,CO 40% (25 éq.) NH N

_N N= H
R SR
24 h, reflux, Ar

Composé D

Composé E

Schéma I11-7.

La deuxiéme étape est la désymétrisation du composé D en réalisant une réaction de
monométhylation (Schéma 111-7). 1l est primordial de garder une amine secondaire libre pour
insérer le bras carboxylate permettant 1’ancrage dans la protéine. Cette réaction est réalisée
selon la méthode d’Eschweiler-Clarke en présence de formaldéhyde et d’acide formique.?*™
212 Cette réaction conduit & la formation du produit monométhylé & hauteur de 80% et du

produit diméthylé non souhaité a hauteur de 20%. Ces deux composés sont séparés par
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chromatographie sur colonne de gel d’alumine afin d’offrir le composé E pur avec un

rendement final de 66%.

Etape 3
DIPEA (1,6 éq.)

O O
"/ B’\)H< OY\ ©

= 4
N N N N
L — ) CH,;CN S — \
3h, 0°C puis t.a., Ar
Composé E Composé F

Schéma I11-8.

La troisiéme étape consiste en I’insertion du groupement acide carboxylique sur I’amine
secondaire (Schéma I11-8). Comme pour la troisieme étape de la synthese du ligand L2, il est
nécessaire de protéger le groupement acide carboxylique par une fonction ester pour faciliter
la purification du produit. Comme précédemment décrit, la substitution nucléophile du brome
du bromoacétate de tert-butyle est réalisée en présence de DIPEA pour piéger ’acide
bromhydrique formé. Le composé F est purifié par chromatographie sur colonne de gel de

silice et obtenu avec un rendement de 95%.

Etape 4

IO W
%’ ° F3C)J\OH HO
-

N N7 //N N7
N == CH,CI, N =
3h, 0°C, Ar
Composé F LI
Schéma 111-9.

La quatriéme étape est la déprotection du groupement acide carboxylique par 1’intermédiaire
d’acide trifluoroacétique a 50% dans le DCM (Schema 111-9). Un large exces d’acide (25 éq.)
est neécessaire pour obtenir des rendements corrects. Le produit réactionnel est ensuite

précipité dans I’éther diéthylique puis le surnageant est retiré avant de sécher le produit sous
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pression réduite. Cette opération a di étre recommencée une fois afin d’éliminer la totalité de
I’acide et d’obtenir une poudre blanche avec un rendement de 60%. Un rendement global de

31% est obtenu apres quatre étapes de synthése.

2-3. Synthése des complexes

2-3-1. Synthese du complexe Fe-L2

Le complexe de Fe-L2 a été synthétisé a partir de FeCls en milieu aqueux et a température
ambiante. Pour cela, le ligand est dissous dans de 1’eau en présence de trois équivalents de
KOH. Ensuite, un équivalent de FeCls est additionné lentement avec 1’apparition instantanée
d’une couleur violette. Aprés une nuit sous agitation, le complexe précipite sous forme de

poudre violette. Le complexe Fe-L2 est obtenu avec un bon rendement de 65%.

2-3-2. Synthese du complexe Fe-LIlI

Afin d’éviter la dimérisation observée pour les complexes de Fe(IIl) avec ce type de ligands,
la complexation du ligand LIII est réalisée en boite a gants, dans 1’acétone, avec FeCl2 et a
température ambiante. Un précipité jaune apparait au fil du temps. Aprés 24 heures
d’agitation, de I’éther diéthylique est ajouté et le précipité est filtré et séché pour obtenir une

poudre jaune avec un trés bon rendement de 91%.

2-4. Caracteérisations des complexes

2-4-1. Caracterisation par spectrométrie de masse ESI

Le spectre de masse en mode positif du complexe Fe-L2 a été réalisé a I’air dans CH3CN. Un
pic est obtenu avec une valeur de m/z de 536, attribué a 1’ion [Fe(lll) + (L2-3H) + CI]". Cette
valeur correspond a la déprotonation du ligand phénol et des deux fonctions acides
carboxyliques. De plus, un ion chlorure, provenant de I’étape de complexation avec le FeCls,

est li¢ sur I’1on ferrique.

Le spectre de masse du complexe de Fe-LIIl a été réalisé sous atmosphére inerte dans

CH3CN/H20. Un comportement légerement différent est observé puisque deux pics sont
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obtenus en mode positif : un premier pic avec un m/z de 451 et une intensité relative de 100 et
un deuxiéme pic possédant un m/z de 486 et une intensité relative de 18 qui correspond a I’ion
ferrique [Fe(lll) + (LII-H) + CIT"da a I’oxydation partielle du Fe(Il) en Fe(IIl) lors de
I’injection en masse. Pour la premiére valeur de masse, le complexe de fer est déprotoné une
fois au niveau de I’acide carboxylique. Pour la seconde, le complexe est aussi déprotoné une

fois et un ion chlorure est li¢ sur 1’ion ferrique.

Les spectres de masse attestent que les deux complexes de fer ont été obtenus sans la
formation d’autres especes telles que des dimeres. Le ligand chloro est labile permettant

I’activation d’une molécule d’oxydant ou une interaction avec un substrat exogene.

2-4-2. Caractérisation par spectroscopie d’absorption UV-Visible

Les spectres UV-Visible des complexes Fe-L2 et Fe-LIIl ont été réalisés a 1’air, a

température ambiante (Figure 111-4).

Le complexe Fe-L2 a été préparé dans une solution de CH3CN/H20 1/1 a une concentration
de 800 uM. Il possede une large bande d’absorption a 562 nm qui correspond a une bande de
transfert de charge du ligand phénolate vers 1’ion ferrique (LMCT). La formation de cette

bande permet de confirmer que 1’ion ferrique est chélaté au ligand phénolate.

Le complexe Fe-LIIl a été préparé dans CH3CN/H20 1/1 a une concentration de 100 uM.
Son spectre UV-Visible présente deux fortes bandes d’absorption a 242 nm et 264 nm. Ces
bandes correspondent aux transitions électronique = — m des ligands pyridines. De plus, deux
autres bandes, situées a 315 et 349 nm, sont visibles et correspondent a des bandes de transfert
de charge de I’ion ferrique vers les ligands pyridines (MLCT). Ces bandes de transfert de

charge attestent de la formation du complexe.
Les etudes réalisées en spectroscopie UV-Visible completent les résultats obtenus avec la

spectrométrie de masse. Les complexes de fer peuvent donc étre utilisés pour la formation
des cristaux de NikA/Fe-Lx.
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Figure 111-4 : Spectres UV-Visible des complexes Fe-L2 (bleu, 800 uM) et Fe-LI11 (vert,
100 uM).

2-5. Préparation et caractérisation des cristaux de NikA/Fe-Lx

2-5-1. Preparation des cristaux de NikA/Fe-Lx

Apres avoir synthétisé les complexes de fer souhaités, 1’intérét s’est porté sur la préparation et
la caractérisation des cristaux de NikA/Fe-LX. Ces cristaux d’hybrides ont été préparés selon
la méthode d’échange de complexe. Cette méthodologie est réalisée en deux étapes: une
premiére étape de co-cristallisation de NikA avec le complexe de Fe-EDTA et une deuxiéme
étape de remplacement du complexe de Fe-EDTA par le complexe choisi, par la méthode de
trempage. Cette méthodologie est privilégiée car la formation des cristaux de NikA/Fe-EDTA
est réalisée de maniére trés reproductible en formant de gros cristaux qui diffractent a une
bonne résolution (2 A). De plus, cela permet de travailler avec des cristaux possédant une

structure identique peu importe le complexe inséré dans la deuxieme étape.

2-5-2. Détermination des structures cristallographiques

Les structures cristallographiques des deux nouveaux hybrides démontrent la capacité des
nouveaux complexes Fe-L2 et Fe-LI11 a substituer le complexe de Fe-EDTA au sein de la
protéine NikA (Figure 111-5). D’aprés ces structures, chaque nouveau complexe présente un
taux d’occupation du ligand et du métal proche de 1 attestant que le complexe de Fe-EDTA a

été remplacé avec succes.
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Figure 111-5 : Structures cristallographiques des hybrides NikA/Fe-L2 (a gauche) et
NikA/Fe-LIII (a droite).

Comme pour I’hybride NikA/Fe-L1, dans les hybrides NikA/Fe-L2 et NikA/Fe-LIlIlI,
I’atome de fer adoptent une géométrie octaédrique. De facon prévisible, I’ancrage principal
des deux complexes au sein de la protéine NikA est issu majoritairement de la formation d’un
pont salin entre un des groupements carboxylate du ligand et 1’arginine 137 de la protéine. Ce
méme groupement carboxylate est stabilisé par une interaction avec une molécule d’eau li¢e a
la Tyr402. De plus, des interactions de type m-stacking sont possibles entre un des cycles
aromatiques (pyridine ou phénolate) et le tryptophane 398. Dans les cas de NikA/Fe-L2, la
premicre sphére de coordination est composée de deux atomes d’azote, provenant de
I’éthyléne diamine, et de quatre atomes d’oxygene, provenant du ligand phénolate, des deux
ligands carboxylates et d’une molécule d’eau. Les deux ligands carboxylates se situent en
positions apicales tandis que les ligands azotés, le phénolate et la molécule d’eau se situent

dans le plan équatorial.

Dans les cas de NikA/Fe-LI11, la modification du ligand a été efficace puisqu’on observe une
seule topologie trans pour le complexe dans les deux molécules A et B. La sphére de
coordination du Fe est composée de quatre atomes d’azote, provenant de 1’é¢thyléne diamine et
des pyridines et de deux atomes d’oxygene, provenant du groupement carboxylate et d’une
molécule d’eau. Le ligand carboxylate et un des deux ligands pyridines se situent en positions
apicales alors que la 2°™pyridine, les deux atomes d’azote de I’éthyléne diamine et la

molécule d’eau se retrouvent dans le plan équatorial.
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2-5-3. Réactivité in cristallo des cristaux et NikA/Fe-L2

Afin d’étudier la réactivité de 1I’hybride NikA/Fe-L2 vis-a-vis de 1’oxygene, les cristaux

NikA/Fe-L2 ont été exposé a I’air aprés réduction par le DTT, comme décrit précédemment

pour les hybrides NikA/Fe-LO0 et NikA/Fe-L1(Figure 111-6).

Figure 111-6 : Structures cristallographiques de I’hybride NikA/Fe-L2. A) a [’état initial, B)
apres réduction en boite a gants en présence de DTT, C) en présence d’Oz aprés [’étape de
réduction.

La structure cristallographique de I’hybride réduit est similaire a celle obtenue avec I’hybride
NikA/Fe-L1(B). La méme réorganisation partielle du complexe est observée avec un
changement de position entre le groupement carboxylate en position apicale et le ligand
benzylthioéther dans le plan équatorial. Le ligand phénolate, quant a lui, reste a la méme
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position équatoriale, prés du centre métallique. De plus, contrairement a I’hybride NikA/Fe-
L1, I’hybride NikA/Fe-L2 en présence d’O2 ne subit aucune hydroxylation aromatique ce qui
n’induit aucune modification au niveau du ligand. Une position labile est donc toujours
présente dans la sphere de coordination du fer permettant d’envisager de réaliser des réactions

de catalyse d’oxydation avec ce type d’hybride.

Cependant, afin de tester la réactivité des cristaux de NikA/Fe-L2 dans des expériences de
catalyse, il est nécessaire de les stabiliser par réticulation. En effet, les cristaux ne sont stables

que dans leur tampon de cristallisation et se solubilisent en absence de sulfate d’ammonium.

3. Mise en place des conditions de réticulation et

caractérisations des systemes

Dans les systemes CLEC déja développés dans la littérature, les conditions de réticulation
sont trés variables et dépendent de la protéine utilisée (tampons, concentrations en
glutaraldéhyde et temps de réticulation). La premiére étape a donc été de determiner des
conditions de réticulation qui permettent d’obtenir des cristaux stables dans un mélange
CH3CN/H20 1/1 en variant: (i) le tampon utilise pour réaliser la réticulation, (ii) la

concentration en glutaraldéhyde et (iii) le temps de réticulation.

3-1. Variations des tampons de cristallisation

Le tampon utilisé et son pH peuvent avoir une grande influence sur la stabilité des cristaux.
Deux solutions de réticulation différentes sont alors préparées : (i) une solution contenant
10% de glutaraldéhyde dans du tampon Tris-HCI pH 7 (Tampon A) et (ii) une solution
contenant 10% de glutaraldéhyde dans du tampon acétate de sodium pH 4,6 (tampon B), en
présence de sulfate d’ammonium (voir détails dans la partie expérimentale). Les deux
solutions sont ensuite ajoutees indépendamment sur une goutte contenant des cristaux (5% de
glutaraldehyde final) et la reaction de réticulation est laissée pendant 30 min.

Dans le cas du tampon A, la solution est limpide et jaune, les cristaux ne se fissurent pas et
aucune solubilisation n’est observée aprés transfert dans la solution de CH3CN/H20 1/1. En
revanche, dans le cas du tampon B, un polymeére résiduel est observé en surface de la goutte et

les cristaux réticulés se fissurent au fur et a mesure de la réticulation. Ce manque de stabilité
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peut étre di soit au pH, Iégérement plus acide dans le cas du tampon B, soit a la nature méme

du tampon. Le tampon A est donc choisi pour la suite des expériences.

3-2. Variations de la concentration en glutaraldéhyde

Des solutions de glutaraldéhyde a différentes concentrations ont été préparées. L’expérience
de réticulation a ¢été réalisée sur 30 minutes puis ’aspect de la goutte ainsi que le
comportement des cristaux dans un mélange CH3CN/H20 1/1 ont été comparés (Tableau I11-
1).

Tableau I11-1 : Aspect des cristaux apres différentes conditions de réticulation.

0% 1% 3% 5% 10%
glutaraldéhyde | glutaraldéhyde | glutaraldéhyde | glutaraldéhyde | glutaraldéhyde
(final) (final) (final) (final) (final)
Jaune foncé,
Aspect de la . Jaune foncé,
Transparente, Légerement o formation d’un
goutte de - ) - Jaune, limpide . formation d’un
o limpide jaune, limpide polymére .
cristallisation ) polymére
(faible)
Comportement
des cristaux L Solubilisation Solubilisation
Solubilisation . . Pas de Pas de
dans . ) aprés quelques aprés quelques o o
instantanée ] solubilisation solubilisation
CH3CN/H.0 minutes heures
1/1

Sans glutaraldéhyde, les cristaux se solubilisent instantanément dans la solution de
CH3CN/H20 1/1 ou méme dans H20 pure. Pour les solutions & 1 et 3% de glutaraldéhyde, la
solution devient jaune et aucun polymeére résiduel n’est formé. Cependant, les cristaux ne sont
pas trés stables en solvant organique puisqu’ils se solubilisent aprés quelques minutes
seulement. Pour la solution a 5% de glutaraldéhyde, une coloration jaune est aussi apparue et
un polymeére résiduel est observé. Par contre, les cristaux ne se solubilisent pas lors de leur
transfert dans la solution de CH3CN/H20 1/1. Pour la solution a 10% de glutaraldéhyde, la
formation d’un polymeére résiduel jaune est observée a la surface de la goutte méme apres
plusieurs jours : ce polymere pourrait étre formé d'un mélange de glutaraldéhyde et de tampon

Tris (contenant des amines). A noter que ce polymere se forme méme en absence de cristaux.
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Les cristaux ne se solubilisent pas non plus au cours du temps montrant leur grande stabilité
vis-a-vis du mélange CH3sCN/H20 1/1.

Ces premiers tests sont concluants : le glutaraldéhyde stabilise les cristaux de NikA/Fe-
EDTA qui ne se solubilisent pas dans un mélange CH3CN/H20 1/1. Finalement, le choix s’est
porté sur la condition 5% de glutaraldéhyde afin d’avoir la plus grande stabilité des cristaux
en évitant au maximum la formation du polymere résiduel. Ce polymére formé pourrait avoir
une incidence sur la réactivité de la réaction (consommation de I’oxydant, autre réactivité,

etc...).

3-3. Optimisation du temps de reéticulation

Dans cette expérience, 1’objectif était de déterminer 1’influence du temps de réticulation sur la
stabilité¢ des CLEC. Aprés la réticulation des cristaux de NikA/Fe-EDTA (30 minutes,
solution a 5% de glutaraldéhyde final), les cristaux transférés dans une solution de
CH3CN/H20 1/1 ne se solubilisaient pas. Pour pouvoir tester 1’influence du temps de
réticulation sur la stabilité des CLEC, il est nécessaire de les mettre dans des conditions plus
drastiques. Pour cela, ils ont été mis en présence d’un oxydant fort, NaOCI, utilisé pour la
sulfoxydation de thioéthers avec I’hybride NikA/Fe-LI11 (Tableau 111-2).

Lors de ces expériences, plusieurs paramétres ont été testés : (i) le temps de réticulation, (ii) la
concentration en NaOCl, (iii) le temps d’exposition des cristaux au NaOCI. Pour le temps de
réticulation, trois temps ont été comparés : 30 min (référence), 5 h et 16 h. Concernant la
concentration en NaOCI, deux quantités ont été testées : 225 équivalents, quantité de NaOCI
utilisée dans les conditions standard de catalyse, et 10 000 équivalents, quantité extréme pour
pousser le systeme catalytique jusqu’a son maximum. Pour le dernier point, le temps
d’exposition des cristaux au NaOCI, trois temps ont été comparées : 5 min, 5 h et 16 h. Ces

valeurs ont été choisies arbitrairement pour avoir une idée globale.

Lorsque les cristaux sont réticulés 30 minutes, leur stabilité en présence d’un oxydant fort est
limitée. En effet, en présence de 225 éq. de NaOCI, les cristaux commencent a se solubiliser
au bout de quelques heures (Entrée 2) et ont totalement disparu au bout de 16 h (Entrée 3).

De plus, en présence d’un tres large exces d’oxydant, ils sont solubilisés en moins de 5
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minutes (Entrée 4). Cette méthode de réticulation n’est certainement pas adaptée pour nos
catalyses. Le temps de réticulation a donc été augmenté afin d’améliorer la stabilité du
systeme. Aprés 5 h de réticulation, la stabilité des cristaux est largement améliorée (Entrées2
et 3). A 225 ég. de NaOCl, les cristaux restent intacts méme aprés 16 h d’incubation avec
I’oxydant. En revanche, en présence d’un trés large exceés en oxydant, ils se solubilisent
rapidement (Entrée 4). Aprés 16 h de réticulation, les cristaux améliorent encore leur stabilité
puisqu’ils restent intacts en présence de 225 ég. de NaOCl (Entrée 3) et lors de leur
incubation avec un large exces de NaOClI, ils ne se sont solubilisent que partiellement apres
5 h (Entrée 5). En revanche apres 16 h de réticulation, un polymeére résiduel tres compact est

formé duquel il est impossible de séparer les cristaux.

Tableau I11-2 : Influence de la variation du temps de réticulation sur la stabilité des cristaux.

Entrée NaOCI Réticulation Réticulation Réticulation
(temps) 30 min 5h 16 h
. . Cristaux intacts +
225 éq. . . Cristaux intacts + N
1 . Cristaux intacts . . polymére résiduel
5 min polymere résiduel faible .
important
, . . Cristaux intacts +
225 éq. L . Cristaux intacts + N
2 Solubilisation partielle N . polymére résiduel
5h polymere résiduel faible )
important
, . . Cristaux intacts +
225 éq. L Cristaux intacts + .
3 Solubilisation totale .. . polymere résiduel
16 h polymeére résiduel faible .
important
. A . Cristaux intacts +
10 000 éq. A Solubilisation partielle + .
4 . Solubilisation totale N . polymére résiduel
5 min polymére résiduel faible )
important
S Solubilisation partielle +
10 000 éq. . Solubilisation totale + A p .
5 Solubilisation totale . . polymeére résiduel
5h polymere résiduel faible .
important
A Solubilisation totale +
10 000 éq. I Solubilisation totale + N
6 Solubilisation totale o . polymere résiduel
16 h polymere résiduel faible .
important

Finalement, le temps de réticulation posséde un fort impact sur la stabilité des cristaux de
NikA/Fe-EDTA en présence d’un oxydant fort (NaOCIl). La réticulation des cristaux pendant
5 h constitue certainement le meilleur compromis possible entre stabilité des cristaux et

formation du polymere non désiré.
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3-4. Caractérisations des CLEC NikA/Fe-Lx

Les caractérisations des CLEC NikA/Fe-Lx ont été effectuées sur des cristaux réticulés

pendant 5 h.

3-4-1. Dosage en protéine et en fer

Au vu de la difficulté & dissoudre les cristaux apres réticulation, la détermination de la
quantité de protéine NikA a été réalisée sur des cristaux non réticulés par une technique de
chromatographie d’exclusion stérique, SEC-MALLS. Cette technique a permis de déterminer
qu’un cristal de NikA/Fe-EDTA contenait en moyenne 12,4 pmol de protéine NikA (avec
une erreur de 1,5 pmol). Lors d’une réaction de catalyse, 100 cristaux sont utilisés dans un
volume réactionnel de 40 uL correspondant a une concentration moyenne en protéine de
31 uM.

Le dosage en fer au sein des cristaux s’effectue par une méthode dérivée de celle de Fish.?!?
Cette méthode de dosage a été appliquée aux CLEC NikA/Fe-L2 avant catalyse. En
moyenne, un cristal contient 12,8 pmol de Fe (avec 5% d’erreur). Lors d’une réaction de
catalyse, 100 cristaux sont utilisés dans un volume réactionnel de 40 pL correspondant a une

concentration moyenne en fer de 32 pM.

Ces deux méthodes de dosage permettent de mettre en évidence la présence d’un complexe de
fer par protéine dans les CLEC NikA/Fe-Lx (Tableau I11-3). Pour la suite des expériences
de catalyse (calcul de ratios, calcul de TON, etc...), nous avons considéré que la

concentration en catalyseur pour 100 CLEC NikA/Fe-Lx était de 31 pM.

Tableau I11-3 : Résultats des dosages en protéine et en fer.

nmol protéine NikA nmol fer Rapport NikA/fer

100 cristaux 1,24 1,28 0,97
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3-4-2. Cristallographie par diffraction aux rayons X

Un des avantages de ['utilisation de la méthodologie CLEC est de pouvoir caractériser les
hybrides par cristallographie méme aprés réticulation. Bien que le traitement au
glutaraldéhyde ait un impact sur la résolution des différentes structures cristallographiques
(2,6 A au lieu de 1,8 A), cela permet d’acquérir de nombreuses informations sur notre objet
d’intérét avant son utilisation en catalyse (Figure 111-7). En revanche, lorsque les CLEC sont
mis en présence du mélange CH3CN/H.O 1/1, ils ne diffractent plus. La résolution de

structures apres catalyse n’est donc pas envisageable.

CLEC NikA/Fe-L0

Figure 111-7 : Structures cristallographiques des CLEC NikA/Fe-Lx (0, 1 et 2). La carte de
densité électronique de type OMIT est représentée en vert et la carte anomale des CLEC au
sélénium en magenta. Le contour de la carte est entre 2,50 (carte OMIT) et 4,50 (carte
anomale).

Les structures cristallographiques des CLEC NikA/Fe-L0, NikA/Fe-L1 et NikA/Fe-L2 ont
été résolues. La superposition des structures avec celles obtenues avant réticulation montrent
que les complexes occupent toujours la méme position. De plus, dans chacune des structures,

les taux d’occupation de I’ion métallique et du ligand sont proches de 1 attestant que le
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traitement au glutaraldéhyde n’intervient pas sur D’intégrit¢ du site actif des hybrides

cristallisés.

3-4-3. Fluorescence X

L’utilisation de la spectrométrie de fluorescence X peut permettre de déterminer la présence
de métaux au sein d’un échantillon de maniere qualitative. Dans cette étude, nous nous
sommes intéressés a la présence du fer au sein des cristaux de NikA/Fe-L2 avant et aprés
réticulation (Figure 111-8).

:e Ky 6.4 keV 400 Fe K,64kev

3150 ‘

Fe Ky, 7.06 keV
Fe Ky, 7.06 keV “ } :

$000 4000 000 6000 7000 8000 2000

Figure 111-8 : Spectre de fluorescence X sur les CLEC NikA/Fe-L2 avant (a gauche) et aprés

(a droite) traitement au glutaraldéhyde.

Sur les spectres de fluorescence, deux pics sont observés correspondant au fer. Le spectre de
fluorescence X d’un CLEC NikA/Fe-L2 apres traitement au glutaraldehyde montre que le fer
est toujours présent dans le cristal. Ces résultats permettent de conclure que le traitement au
glutaraldéhyde n’affecte pas 1’objet catalytique et de consolider les différentes caractérisations

déja effectuées sur les CLEC.
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4. Reéactivité en sulfoxydation des CLEC NikA/Fe-LII1

4-1. Transposition de la réactivité de sulfoxydation des hybrides

en solution a la catalyse hétérogene

Apres la préparation et la caractérisation des systemes CLEC NikA/Fe-Lx, I’intérét du projet
s’est porté sur le développement d’un systeme efficace en catalyse d’oxydation. Dans un
premier temps, nous nous sommes intéressés a transposer la réactivité de sulfoxydation déja
développée au laboratoire quelques années auparavant aux systémes CLEC. Cette réaction
d’oxydation avait été réalisée avec les hybrides NikA/Fe-L1 et NikA/Fe-LI11 (ligands de la
famille N2Py-) sur des substrats thioéthers en utilisant NaOCI comme oxydant (Schéma 111-1
et 111-10).

0 3
Hyb NikA/Fe-Lx/substrat/NaOCI
Ra s\)kN 1/255/600 Ry S\)LN/Q
H
R; R, Tampon HEPES 10 mM, pH 7, 4h R J@ H
3

R, R,

I
Ry
3a: Ry =H,R; =H, R; = acétamide et R4 = H

3b:R1=H, R2=H, R3=CH3etR4=H

3c:Ry=H,R;=0OMe, R; =OMe etR,=H
3d: Ry=0Me, R, =H, R; =H et R, = OMe

Schéma I11-10 : Réaction de sulfoxydation type réalisée par les hybrides NikA/Fe-L1 et
NikA/Fe-LII.

Les conditions réactionnelles avaient été optimisées sur le substrat 3a: la concentration en
catalyseur était de 37 uM avec un ratio catalyseur/substrat/NaOCI de 1/255/600 et le milieu

réactionnel était agité a température ambiante pendant 4 heures (Tableau I11-4).

Lors de cette catalyse, deux produits réactionnels avaient été obtenus : le sulfoxyde 4a et le
sulfoxyde dichlore 4aClz. L’hybride NikA/Fe-LI catalysait la réaction avec de bons
rendements en sulfoxyde 4a (69%) et une sélectivité intéressante (87% pour le sulfoxyde
4avis-a-vis du composé dichloré et 100% vis-a-vis de la sulfone. Lorsque cette réaction avait
été réalisée sans catalyseur ou en presence du complexe Fe-LI, uniquement le composé
dichloré avait été formé. La protéine NikA seule avait une réactivité bien qu’elle soit

beaucoup plus faible que celle de I’hybride (< 10%). En comparaison, I’hybride NikA/Fe-L11
164



Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

atteignait des rendements et une sélectivité comparable a 1’hybride NikA/Fe-LI1 (64% de
rendement et 90% de sélectivité). Ensuite, cette réactivité avait été testée sur les substrats 3b,
3c et 3d en présence ’hybride NikA/Fe-LI1. De bons rendements avait été obtenus pour les
substrats 3b et 3d (78% et 40% respectivement) avec une chimioselectivité de 100%. En

revanche, le substrat 3¢ n’avait réagi que trés peu en présence d’hybride.

Tableau I11-4 : Catalyse d’oxydation des substrats 3 avec et sans I’hybride NikA/Fe-L1.

Substrat Hybride Rendement (%) Rendement (%) TONE! | Sélectivité
NikA/Fe-LI iuggﬂﬂ 0 1, QC%NJ@ (%0)")

3a Oui 60 9 155 87
Non 0 9 - 0

3b Oui 78 0 199 100
Non 10 0 - 100

3c Oui 3 15 8 17
Non 3 12 - 2

ad Oui 40 0 102 100
Non 3 11 - 20

[a1 Nombre de cycle catalytique vis-a-vis de la production de sulfoxyde. ™ sulfoxyde / composé

dichloré.

Bien que ces résultats soient encourageants, la gamme de substrat utilisée est encore assez
restreinte. En effet, ces substrats sont peu solubles en milieu aqueux ce qui ralentit
considérablement la cinétique de la réaction et donc ’activité catalytique de ces hybrides. De
plus, cette réaction nécessite I’emploi d’un oxydant fort, NaOCI, ce qui pose des problémes de

stabilité de la protéine dans ces conditions réactionnelles.

Pour améliorer la solubilité des substrats et la stabilité de la protéine, cette réactivité a été
transposée au systeme hétérogene CLEC en réalisant la catalyse en présence de solvant
organique. La réactivité en solution étant équivalente entre 1’hybride NikA/Fe-LI et
NikA/Fe-LI1, le choix s’est porté sur I’hybride NikA/Fe-LI1. En effet, le ligand possede une
plus grande rigidité ce qui pourrait améliorer la selectivite de la réaction. Les CLEC
NikA/Fe-LIl (31 uM) ont donc été testés en catalyse de sulfoxydation du substrat 3a en

présence de NaOCI avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant identique aux conditions en
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solution (1/255/600). Par contre, la réaction est agitée a température ambiante, dans une
solution de CH3CN/H20 1/1 pendant une heure seulement (Schéma I11-11). Les résultats sont
présentés dans le Tableau I111-5.

e i 2,0
" Jons
H
CH3;CN/H,0 11, 1h )J\N

3a H 4a

CLEC NikA/Fe-Lll/substrat/NaOCI
1/255/600

2T

N
H

Schéma I11-11 : Réaction de sulfoxydation type réalisée avec les CLEC NikA/Fe-LlII.

Tableau 111-5: Catalyse d’oxydation du substrat 3a avec les CLEC NikA/Fe-LII et
NikA/Fe-LIII.

Rendement (%) | Rendement (%) N
Entrée Catalyseur iR @ g 2 )| TONH Selectivite
jUcas adB Ners (%)0"
1 CLEC NikA/Fe-L11 82 15 209 85
2 NikA/Fe-Ll1I 64 6 163 90
3 Fe-LII 3 23 8 12
4 CLEC NikA/Fe-Ll11 84 14 214 86
5 Fe-LI11 3 25 8 11
6 CLEC NikA/Fe- . 1 13 1
EDTA
7 Fe-EDTA 4 40 10 9
8 - 6 45 - 12

a1 Nombre de cycle catalytique vis-a-vis de la production de sulfoxyde. ' sulfoxyde : composé

dichloré.

Le premier point a aborder est de déterminer si la réaction provient bien du catalyseur inséré
au sein des cristaux. Pour cela, la réactivite des CLEC NikA/Fe-LIl a été comparée aux
CLEC NikA/Fe-EDTA, inactif pour cette réactivité, au complexe Fe-L11 seul et a I’absence
de catalyseur (Tableau I11-5). En présence des CLEC NikA/Fe-LIl, un trés bon rendement
de 82% en faveur du sulfoxyde 4a a été obtenu (Entrée 1). En revanche, en présence des
CLEC NikA/Fe-EDTA, du complexe Fe-LII seul ou en absence de catalyseur, quasiment

aucune réactivité n’est observée (Entreées 3, 6 et 8).
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Le deuxiéme point a aborder est de déterminer si 1’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-
L11 est ameliorée par rapport a celle de ’hybride NikA/Fe-LII en milieu aqueux. En effet,
des rendements de 82% en 4a ont ét¢ atteints au lieu de 64% pour I’hybride en solution
(Entrée 2). De plus, la cinétique est accélérée d’un facteur 6 (3,5 min™ contre 0,63 min™).
Ces différences peuvent étre expliquées de différentes maniéres : (i) la concentration en
catalyseur est beaucoup plus localisée dans les CLEC que dans I’hybride en solution ce qui
doit favoriser I’amélioration de I’activité catalytique, (ii) les substrats sont plus solubles dans

le mélange CH3CN/H20 1/1.

Le troisiéme point est de déterminer 1’apport des CLEC sur les différentes sélectivités de la
réaction. Tout comme 1’hybride en solution, le produit sulfone n’est pas formé quelles que
soient les conditions réactionnelles utilisées (avec ou sans catalyseur, solvant organique,
temps, etc...). La chimiosélectivité du catalyseur est donc de 100% en faveur de la formation
du sulfoxyde par rapport a la sulfone. En revanche, une réaction non catalysée mene a la
formation du sulfoxyde dichloré ce qui diminue la chimiosélectivité de la réaction globale
(varie entre 9 et 86% en faveur du sulfoxyde). En présence des CLEC NikA/Fe-LII ou
CLEC NikA/Fe-LI11, de tres bonnes sélectivités sont obtenues (85 et 86%, respectivement)
alors qu’en absence de catalyseur, ces valeurs sont drastiqguement diminuées (entre 9 et 12%

en faveur du sulfoxyde).

Les résultats obtenus en présence des CLEC NikA/Fe-LIIl sont équivalents en termes de
TON, de TOF et de selectivités que les CLEC NikA/Fe-LII. De plus, aucun exceés
énantiomérique n’est obtenu, démontrant que la topologie du complexe n’a aucune incidence

sur I’efficacité des catalyseurs hétérogenes.

Les CLEC NikA/Fe-N2Py2 possédent des propriétés catalytiques tres intéressantes qui ont été
ameéliorées par rapport aux hybrides en solution. Les rendements en sulfoxyde, le nombre de
cycles catalytiques et la cinétique de la réaction ont été améliorés avec la mise en place des
CLEC. En revanche, aucun impact n’a été observé sur la sélectivité de la réaction. Dans le
cadre du développement de cette réactivité avec les CLEC, nous nous sommes intéressés a

I’expansion de la gamme de substrat jusqu’alors limitée en milieu aqueux.
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4-2. Extension de la gamme de substrats

Pour cribler 2 moindre colt de nombreux substrats (3a-i), les catalyses ont été faites avec 50
CLEC NikA/Fe-LIII (15 uM) selon les mémes conditions réactionnelles (Schéma 111-12).
Trois catégories de substrats ont été testés : (i) les substrats deja testés avec les hybrides en
solution (3a-3d), (ii) un substrat dérivé des précédents mais jamais testé en catalyse avec les
hybrides (3e) et (iii) des substrats homologues possédant un groupement naphtyle au lieu d’un

groupement phényle en position Rs (3f-3i) (Figure 111-9).

Premierement, la diminution de la quantité de cristaux entraine une diminution de la cinétique
de la réaction ce qui se traduit par une chute du rendement de 84% a 15% pour le sulfoxyde
4a. En dessous de 30 uM, la concentration en catalyseur est trop faible pour une catalyse
efficace et la réaction non catalysée est favorisée (formation du produit sulfoxyde dichloré¢ >

30 %).

H H
Ra n S/\H/N‘R5 CLEC NikA/Fe-L3/substrat/NaOCI Ry IS N‘Rs
o) 1/255/600 6 o)
R3 R1 R3 R1
R CH3CN/H,0 1/1, 2h R
2 3a-i 2 4a-i
N° Ri1 R2 Rs Ra Rs n
3a H H acétamide H Ph 0
3b H H CHs H Ph 0
3c H OMe OMe H Ph 0
3d OMe H H OMe Ph 0
3e H H H H Ph 1
3f H H acétamide H Naphtyle 0
39 H H CHs H Naphtyle 0
3h OMe H H OMe Naphtyle 0
3i H H H H Naphtyle 1

Schéma 111-12 : Conditions réactionnelles de sulfoxydation avec les CLEC NikA/Fe-LIII.

Deuxiémement, en absence de catalyseur, les rendements en sulfoxyde obtenus sont inférieurs
a 5%, peu importe le substrat utilisé, alors qu’en présence des CLEC NikA/Fe-LIIl, des
rendements en sulfoxyde, au moins équivalents a la référence 4a, sont obtenus pour cing
autres substrats : 4b (28%), 4d (17%), 4e (30%), 4g (15%) et 4i (15%). Deux substrats
possédant un groupement naphtyle fonctionnent (3g et 3i), ce qui est probablement di a une
meilleure solubilité de ces substrats dans le mélange CH3CN/H20 1/1 plutdt que dans un
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milieu 100% aqueux. Les substrats les plus encombrés (3c, 3f et 3h) ne présentent aucune
réactivité démontrant que I’encombrement stérique a une influence importante sur la

réactivité. Pour autant, aucun excés énantiomérique n’est obtenu.

Noow
o v o

Rendement (%)
[ = N
o w

sans catalyseur
CLEC

(=T )

73 30
15 v 15 15
8] - L |
A— -
4a 4b 4c 4d 4e 4f 4g 4h 4i

Figure 111-9 : Rendements obtenus en sulfoxyde (3a-3i) en absence et en présence de 50
CLEC NikA/Fe-LI1I.

Dans un second temps, une catalyse d’oxydation avec 100 CLEC NikA/Fe-LI11 a été réalisée
sur le substrat pour lequel I’atome de soufre n’est pas porté directement par le noyau
aromatique (7e). De tres bons rendements en sulfoxyde sont obtenus (89%) avec un nombre
de cycles catalytiques atteignant 227. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec le

substrat 3aattestant de 1’efficacité du systéme CLEC sur un substrat aliphatique moins activé.

La gamme de substrat a donc été élargie avec trois nouveaux substrats possédant une
réactivité intéressante méme en présence d’une quantité faible de catalyseur (15 puM). En
revanche, aucune énantiosélectivité n’a été observée méme lors de I'utilisation de substrats

plus encombrés et d’un catalyseur qui posséde une seule topologie au sein des cristaux.

4-3. Etude de stabilité des CLEC NikA/Fe-LIII

Le développement d’une biocatalyse hétérogéne devrait permettre de recycler le méme
catalyseur sur plusieurs tours de catalyse. Pour tester cela, une étude de stabilité a été réalisée
sur les CLEC NikA/Fe-LI11 dans les mémes conditions réactionnelles présentées Schéma
11-13.
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? 2 1
CLEC NikA/Fe-Llll/substrat/NaOCI 1t
o /©/s\)LN 1/255/600 o /©/3\)J\N
H
)J\N

CH3CN/H,0 1/1, 1h )J\N
H 3a H 4a

Schéma 111-13 : Conditions réactionnelles pour les études de stabiliteé.

L’étude de stabilité se déroule selon le protocole suivant: une premiere expérience de
catalyse est réalisée sur un lot de 100 CLEC NikA/Fe-LI11 jamais utilisé. A la fin de la
réaction, les substrats et produits sont extraits puis le milieu réactionnel est lavé abondamment
avec une solution de CH3CN/H.O 1/1. Le surnageant est ensuite soutiré et une nouvelle
expérience de catalyse peut alors étre réalisée. Lorsque les CLEC deviennent inactifs, ils sont
incubés avec une solution de complexe Fe-LIII fraiche (5 mM), pendant une nuit en boite a
gants, puis le milieu réactionnel est lavé abondamment avant la réalisation d’une nouvelle
expérience de catalyse. Les résultats sont présentés Figure 111-10.

Avec ce nouveau lot de CLEC, lors d’un premier tour de catalyse, les propriétés catalytiques
initiales sont obtenues avec un rendement de 86% pour le sulfoxyde 4a, une sélectivité de
89% en faveur du sulfoxyde (comparé au sulfoxyde dichloré) et 219 TON. En comparaison,
en absence de CLEC, seulement 3% de sulfoxyde 4a est formé avec une sélectivité de 9% en
faveur du sulfoxyde. Lors du 2°™ tour de catalyse, 1’activité catalytique diminue
drastiqguement avec seulement 20% de rendement pour 4a et avec une sélectivité moyenne de
39% en faveur du sulfoxyde. Ces résultats confirment la tendance observée lors de la mise en
place des conditions de réticulation : NaOCI dégrade les CLEC NikA/Fe-LI11 réticulés 5 h

ce qui entraine une perte d’activité catalytique importante.

86% 85%

20%

80%

70% 31% 37%

60% 25% /@
0% 11% 12% /@’ g

40% 20% oo 4acCl,
30% (]

20% %

10% /@

i
\»L

1e tour 2¢me tour 3&me tour 4&me tour 5&me tour
de catalyse de catalyse ﬂ de catalyse de catalyse

1%r¢incubation des cristaux inactifs

avec du complexe Fe-LIIT

de catalyse

Figure 111-10 : Stabilité des CLEC NikA/Fe-LI11 sur la réactivité de sulfoxydation.
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Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer cette perte d’activité : (i) les
conditions de catalyse pourraient altérer les liaisons chimiques formées entre les protéines et
le glutaraldehyde, (ii) le ligand pourrait subir diverses oxydations et le complexe deviendrait
donc inactif, (iii) le complexe Fe-LIII présent au sein des CLEC pourrait étre relargué a
I’extérieur des cristaux et donc perdre son activité catalytique et (iv) I’intégrité de la protéine
et de son site actif pourrait étre altérée par les conditions réactionnelles. La premiere
hypothése est réfutée. En effet, aprés le 2°™ tour de catalyse, les cristaux sont toujours
présents dans la solution et restent intacts visuellement lors de leur observation a la loupe
binoculaire. La deuxiéme hypothese pourrait étre verifiée par spectrométrie de masse mais la
quantité de catalyseur utilisée est trop faible pour que ce soit détectable. Une autre stratégie
employée pour vérifier les hypothéses n°2 et n°3 a été d’incuber les CLEC NikA/Fe-LI1I
ayant perdus leur activité catalytique avec du complexe de Fe-LI11. Un 3°™ tour de catalyse
est ensuite réalisé avec ce lot de CLEC NikA/Fe-LI1I1. D’excellents résultats ont été obtenus
puisque ’activité catalytique a été retrouvée dans son intégralité (85% de rendement pour 4a
et 88% de seélectivité en faveur du sulfoxyde). Ces résultats montrent que les conditions

réactionnelles ont eu un fort impact sur la stabilité du complexe (altération ou relargage).

Ensuite, un 4°™ tour de catalyse standard a été réalisé aprés lavage des CLEC NikA/Fe-LII1,
et, encore une fois, 1’activité catalytique est drastiquement diminuée (12% en 4a et 24% de
sélectivité en faveur du sulfoxyde). Suite & cela, une 2°™ incubation du complexe Fe-LI11
avec ce lot de CLEC a été effectuée pour essayer de restaurer 1’activité catalytique.
Cependant, lors du 5°™ tour de catalyse, seulement 5% de 4a est formé, valeur similaire aux
catalyses réalisées en absence de catalyseur. Ces résultats démontrent que la protéine est aussi

altérée au cours des catalyses dans ces conditions réactionnelles.

L’utilisation du NaOCl comme oxydant pour le développement d’une catalyse hétérogene
avec des CLEC ne semble donc pas étre une solution viable (trop destructeur). En effet, dés le
2°™ tour de catalyse, 1’activité catalytique du systéme diminue drastiquement (de 86% a 20%
en 4a) due, soit au relargage du complexe Fe-LII1 a I’extérieur des CLEC soit a ’altération
du complexe dans ces conditions réactionnelles. Bien que ’activité ait pu étre enticrement
restaurée en incubant ce lot de CLEC inactifs avec du complexe Fe-LI111 frais (85% en 4a),
Iactivité catalytique est de nouveau diminuée (12% en 4a) lors du 4°™ tour de catalyse, et
une nouvelle incubation avec du complexe frais n’a pas permis de restaurer cette activité

catalytique. L’utilisation d’un oxydant trop fort altére donc les différents constituants du
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systéme catalytique (complexes, protéines, etc...). Malgré ce manque de stabilité, les CLEC
NikA/Fe-LIIl permettent de réaliser plus de 500 cycles catalytiques en cing tours de
catalyses, valeur supérieure a la plupart des métalloenzymes artificielles présentées dans le
Chapitre 1.

4-4. Conclusion

Cette premiére métalloenzyme artificielle hétérogene a base de CLEC NikA/Fe-L 111 posséde
des propriétés catalytiques intéressantes. La transposition de la réactivité sulfoxydation des
hybrides NikA/Fe-N2Pyzen solution au systétme CLEC a permis d’améliorer les activités
catalytiques ainsi que d’étendre la gamme de substrats. En effet, une cinétique cinq fois plus
rapide est obtenue avec les CLEC avec un TOF de 3,65 min™ contre 0,7 min™ pour I’hybride
en solution. Grace au passage en milieu organique, de nouveaux substrats présentent une
réactivité intéressante lors de cette catalyse (7e, 7g et 7i). En revanche, la faible stabilité des
CLEC en présence d’un oxydant fort comme le NaOCIl implique de trouver une nouvelle

réactivité en utilisant un oxydant moins destructeur pour les CLEC.
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5. Réactivité d’hydroxychloration d’alcenes
5-1. Recherche d’une nouvelle réactivité

Pour développer une nouvelle réactivité moins destructrice pour les CLEC, nous nous
sommes inspirés des résultats obtenus avec 1’hybride NikA/Ru-bpza développé au Chapitre
II. L’hybride, en présence d’un oxydant fort (PIDA) et d’une source de chlore, catalyse
I’hydroxychloration d’alcénes. En revanche, la transposition de cette réactivité aux CLEC
nécessite quelques changements : (i) trouver un autre oxydant que PIDA, (ii) utiliser un autre
catalyseur que le complexe de Ru-bpza, (iii) trouver des conditions réactionnelles ou le
chlore n’est pas le réactif limitant et (iv) éviter I’utilisation du tampon Tris-HCI comme
source de chlore. Concernant le premier point, PIDA est un oxydant trés fort qui risque
d’altérer les CLEC au méme titre que le NaOCI. Il est donc primordial de trouver une
alternative a cet oxydant. D’apres la littérature, des réactions d’hydroxychloration ont été
développées en utilisant I’Oxone® comme oxydant.?%* 214 Concernant le deuxiéme point, la
préparation des cristaux de NikA/Ru-bpza est difficile et peu reproductible du fait de la faible
solubilité du complexe dans les tampons aqueux. Il semble donc judicieux de tester d’autres
complexes plus solubles comme les complexes de la famille Fe-Ox (Fe-L1 et Fe-L2). A titre
de comparaison, deux autres complexes ont été testés comme témoins négatifs : le complexe
de Fe-EDTA et le complexe de Ni-EDTA. Généralement, le complexe de Fe-EDTA ne
posséde pas d’activité catalytique intrinséque a cause de la saturation de la sphere de
coordination du metal. Quant au complexe de Ni-EDTA, le nickel ne posséde pas d’activité
rédox ce qui permettrait de répondre a certains questionnements concernant le mécanisme
réactionnel de la réaction. Pour le troisiéme point, afin de développer le catalyseur le plus
efficace en termes de rendements et de TON, il serait intéressant d’augmenter les quantités de
chlore utilisées dans les expériences de catalyse (75 équivalents pour 1’hybride NikA/Ru-
bpza). Finalement, il serait intéressant de remplacer le tampon Tris-HCI par du NaCl, source
de chlore géneralement utilisée pour ce type de réactions.

Une premiére expérience de catalyse d’hydroxychloration a donc été réalisée en présence de
100 CLEC NikA/Fe-L (L : EDTA, L1 ou L2) sur I’a-méthylstyréne en présence d’Oxone®
et de NaCl selon les conditions réactionnelles présentées Schéma I11-14. Les résultats sont

présentés dans le Tableau I11-6.
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CLEC NikA/M-L/substrat/Oxone/NaCl

1/500/300/500 OH cl
- + X
CH,CN/H,0 1/1, 30 min, T.A. ¢l

1c 5c

Schéma 111-14 : Réaction d’hydroxychloration de [’a-méthylstyréne par différents CLEC.

Tableau I11- 6 : Comparaison de la réaction d’hydroxychloration de I’a-méthylstyréne avec
les différents CLEC.

©)&c| @)&C'
Entrée Catalyseur TONM
Rendement (%0)! | Rendement (%)®!

1 CLEC NikA/Fe-L1 89 10 297
2 CLEC NikA/Fe-L2 90 9 297
3 CLEC NikA/Fe-EDTA 55 8 189
4 Fe-L1 ou Fe-L2 0 0 0
5 - 0 0 -
6 NikA/Fe-L1 en solutiont 0 0 0
7 NikA/Fe-L2 en solutiont 0 0 0
8 CLEC NikA/Ni-EDTA 9 0 68
9 Ni-EDTA 0 0 0

(a1 Catalyses réalisées dans un mélange HEPES/Tris-HCI/CHCN 88/7/5. ! Rendements obtenus sur
300 équivalents d’oxydant. ' Nombre de TON totaux obtenus. Les CLEC NikA/Ni-EDTA sont utilisés

comme témoin négatif.

Premiérement, seuls les CLEC ont une activité catalytique (Tableau I11-6, entrées 1, 2, 3 et
8). Grace a I’utilisation de la catalyse hétérogeéne, une nouvelle réactivité a pu étre créée. En
présence des CLEC NikA/Fe-L2, deux produits réactionnels sont obtenus : le 1-chloro-2-
phénylpropan-2-ol (1c) et le (1-chloroprop-1-én-2-yl)benzéne (5c¢). Un rendement quantitatif
a été obtenu avec une sélectivité de 91% en faveur de la chlorhydrine. La formation du
produit 5¢ est probablement due a une réaction de déshydratation causée par le pH acide du

mélange réactionnel (pH 2).

Deuxiemement, 1’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-L1 et CLEC NikA/Fe-L2 est
similaire (99% de rendement global) (Entrées 1 et 2). La réaction étant compléte, il est

difficile de discriminer le réle du ligand dans D’activité catalytique. Pour cela, il serait
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nécessaire de comparer les cinétiques de réaction. De plus, de facon surprenante, les CLEC
NikA/Fe-EDTA possédent une activité catalytique non négligeable avec 63% de rendement
global (Entrée 3). L’hétérogénéisation de ces systémes dans la matrice mésoporeuse permet
donc de conférer une activité catalytique sur des systemes inertes de base. En revanche, les
CLEC NikA/Ni-EDTA ont une reactivité tres faible (9% de rendement global) attestant que
la réaction passe par un mécanisme rédox (Entrée 8). Ces résultats permettent d’affirmer que
la réactivité est dépendante du métal utilisé (Fe ou Ni) et des ligands qui I’entourent (EDTA,

L1 ou L2).

Les rendements étant déja  excellents, diverses combinaisons de ratio
catalyseur/substrat/oxydant/chlore ont été testées pour améliorer le nombre de TON ainsi que

la chimiosélectivité en faveur de la chlorhydrine. Ces résultats ont été résumés dans la Figure
1-11.
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Figure 111-11 : Catalyse d hydroxychloration de [’a-méthylstyréne en présence des CLEC

NikA/Fe-L2 avec différents ratios catalyseur/substrat/Oxone/NaCl.

Premiérement, pour toutes les conditions testées, uniquement les CLEC NikA/Fe-L2
possedent une réactivité par rapport aux différents constituants du systeme pris séparément
(complexe seul, hybride en solution). Deuxiemement, quelles que soient les conditions
utilisées, les rendements et les sélectivités sont similaires. Les rendements oscillent entre 84 et
92% pour le produit 1c et entre 7 et 11% pour le produit 3c. Bien que le rendement soit

légerement inférieur, la condition 1/1000/750/1500 montre qu’il est possible d’atteindre un
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TON voisin de 700 soit un TOF de 23,3 min™. Finalement, cette étude met en exergue la trés
haute efficacité du systéeme avec des rendements, TON et TOF trés élevés.

Pour la suite des expériences, deux conditions ont été choisies: (i) la condition
1/500/600/1000 pour I’expansion de la gamme de substrats et (ii) 1/1000/750/1500 pour les
tests de stabilité et de recyclabilité. La premiére condition a été choisie parce qu’elle permet
de convertir tout le substrat utilisé, d’obtenir un nombre de TON ¢élevés (= 500 TON) et avec
une trés bonne sélectivité (= 90 % pour 1c). La deuxieme condition a été choisie parce qu’elle
possede le plus grand nombre de cycles catalytiques (=700 TON) et qu’elle est sous-

steechiométrique en oxydant (ce qui permet d’étre moins destructeur vis-a-vis des CLEC).

5-2. Développement du systeme

5-2-1. Expansion de la gamme de substrats

La réactivit¢ d’hydroxychloration a été réalisée sur une série d’alcénes en utilisant 100
CLEC NikA/Fe-L2comme catalyseur, ’Oxone® comme oxydant et NaCl comme source de
chlore avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlore de 1/500/600/1000. La réaction a été

effectuée a température ambiante sous agitation pendant 30 minutes (Schéma I11-15).

CLEC NikA/Fe-L2/substrat/Oxone/NaCl

Rz 1/500/600/100 R, OH R, CI
A Rs R1/K( R; R1/S/ R;
R CH5CN/H,0 1/1, 30 min, T.A.
Cl Cl
1 6

N° R R, Rs

la Ph H H

1b Ph H CHs

lc Ph CHs H

1d 4-méthoxyphényle H H

le 4-bromophényle H H

1f H @E%

1h Ph H Ph

Li 2-bromophényle H H

1j CH; ~(CHa)s

1k H -(CHy)e-

Schéma 111-15 : Expansion de la gamme de substrats pour [ hydroxychloration d’alcénes.
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Pour la grande majorité des substrats testés, deux produits réactionnels sont obtenus: la
chlorhydrine (1) et le produit dichloré (6) (Tableau I11-7). La chlorhydrine est obtenue avec
une régiosélectivité de type Markovnikov quel que soit le substrat de départ. La
chimiosélectivité de la réaction est trés variable avec une fluctuation allant de 29% a 100% en
faveur du produit 1. Dans seulement deux cas (cis et trans-stilbene), le produit majoritaire est
le produit dichloré 6 (Entrées 9 et 10).

Tableau I11-7 : Expansion de la gamme de substrats avec les CLEC NikA/Fe-L2.

Entrée Substrat Rendement Sélectivité (%0)! | TON[ Diastéréo-
(%) sélectivitéld

1 @/g 98 92l 490 -
2 ©/\ 63 86 365 -
3 m 75 79 375 1:1,7
4 @N 72 91 360 311

== =
5 - /©/\ 96 100 480
6 A 23 83 115 -

L
7 /©/\ 4 100 20 -
Br

8 97 100 485 100:0
9 m ) 41 29 205 nd
10 ©/\VP" 19 37 95 nd
11 O/ 5 100 30 -

(a1 |_es rendements sont calculés & partir de la concentration en oxydant (750 équivalents). ™ produit
1 : produit 4. [ Nombre de TON globaux réalisés par le catalyseur. [! Diastéréosélectivité entre 1 et

6. [ Sélectivité produit 1c : produit 5c.

Des substrats dérives du styrene possédant un substituant électrodonneur, comme dans le cas
du 4-méthoxystyrene, ont été transformés en chlorhydrines avec des rendements presque
quantitatifs soit 480 TON (Entrée 5). En revanche, lorsque des substrats possédant des

groupements électroattracteurs comme le 2- ou le 4-bromostyrene sont testés, la réactivité est
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drastiqguement diminuée avec des rendements globaux de 23 et 4%, respectivement (Entrées 6
et 7). Ces résultats semblent indiquer que la réactivité est favorisée dans le cas d’une double
liaison enrichie en électrons, en ligne avec une addition électrophile. En conséquence, la
réactivité sur des substrats aliphatiques comme le méthylcyclohexéne est tres faible (5% de

rendement en 1j) (Entrée 11).

Dans le cas du trans-p-méethylstyréne et du cis-p-méthylstyréne, la stéréoisomérie E/Z n’a
aucun impact sur les rendements. Cependant la chimiosélectivité est differente (91% contre
79%, respectivement) (Entrées 3 et 4). Dans le cas du trans-stilbéne et du cis-stilbene, la
stéréoisomérie posseéde une forte influence a la fois sur les rendements et les sélectivités. Avec
le trans-stilbene, rendement global de 19% seulement est obtenu avec une sélectivité de 37%
en faveur de la chlorhydrine (Entrée9). Avec le cis-stilbéne, les rendements sont meilleurs
(41%) mais la sélectivité moins bonne (19%) (Entréel0). L’encombrement stérique possede

donc un role non négligeable sur I’efficacité et la sélectivité de la réaction.

Un substrat en particulier a attiré notre attention, le 1,2-dihydronaphtaléne. Avec ce substrat,
la réaction est chimioseélective (100 % en faveur de la chlorhydrine), 100% diastéréosélective
et 100% régiosélective. De plus, c’est le seul substrat a donner de 1’exceés énantiomérique
(10%). Bien que faible, 1’observation de cet excés énantiomérique montre qu’un substrat

contraint peut conduire a une induction asymétrique par la protéine (Entrée 8).

5-2-2. Etudes de stabilité des CLEC NikA/Fe-Lx

Les études de stabilité des deux systemes CLEC NikA/Fe-Lx (x =1 ou 2) ont été comparées
sur la réactivité d’hydroxychloration du 4-méthoxystyréne. Les conditions réactionnelles
choisies sont un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlore de 1/1000/750/1500 a température
ambiante sur des catalyses de 30 min (Schéma I111-16). Le choix s’est porté sur le 4-
méthoxystyréne puisque ce substrat possede une chimioselectivité de 100% pour la

chlorhydrine avec des rendements quasiment quantitatifs.

Ces études de stabilité se sont déroulées selon le mode opératoire suivant : un lot de 100
CLEC NikA/Fe-Lx, est mis en présence des différents réactifs afin de réaliser une premiere

catalyse sur 30 min. Ensuite, ces CLEC sont lavés abondamment et le surnageant est enlevé.
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Un 2°™ tour de catalyse est alors effectué en ajoutant les réactifs nécessaires pour la réaction.
Ces différentes étapes sont alors répétées jusqu’au 13°™ tour de catalyse. Les résultats sont

présentés sur la Figure 111-12.

CLEC NikA/Fe-Lx/substrat/Oxone/NaCl OH

N 1/1000/750/1500 Cl
>
MeO CH;CN/H,0 1:1, t.a., 30 min MeO

1d

Schéma 111-16 : Conditions réactionnelles pour les études de stabilité des CLEC NikA/Fe-
Lx.

Lors de cette étude de stabilité, un comportement différent est observé pour les deux systemes
CLEC NikA/Fe-L1 et CLEC NikA/Fe-L2. En effet, les CLEC NikA/Fe-L1 conservent une
activité catalytique totale sur 3 tours de catalyse (> 80% de rendement en 1d, > 620 TON par
tour) puis cette activité décroit rapidement a partir du 4°™ tour. Tout de méme, environ 3200
TON ont pu étre realisés avec le méme lot de CLEC NikA/Fe-L1. En comparaison, les
CLEC NikA/Fe-L2 conservent une activité catalytique compléte sur 7 tours de catalyse (>
80% de rendement en 1d, > 620 TON par tour) puis cette activité décroit progressivement
permettant d’effectuer approximativement 6000 TON en 13 tours de catalyse. La moins bonne
stabilité obtenue avec les CLEC NikA/Fe-L1 peut s’expliquer par un ligand plus facilement

oxydable ce qui le conduirait a sa dégradation.

100%

CLEC NikA/Fe-L1

3200 TON accumulés

L

CLEC NikA/Fe-12

5900 TON accumulés
70%
1)
60%
50%
40%
30%
20%
" B I im IS I
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tours de catalyse

920%

80%

Rendement

Figure 111-12 : Comparaison des stabilités des CLEC NikA/Fe-L1 et CLEC NikA/Fe-L2

concernant la réactivité d hydroxychloration.
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Dans le cas des CLEC NikA/Fe-L2, la diminution de I’activité catalytique pourrait
correspondre a la perte progressive du complexe au sein des CLEC. Afin de valider cette
hypothése, des études de spectrométrie de fluorescence X ont été réalisées sur les CLEC
NikA/Fe-L2avant et apres réaction (Figure 111-13).

Le spectre avant catalyse montre la présence du fer au sein des cristaux (cristaux violet). En
revanche, apres 13 tours de catalyse en présence d’Oxone®, le spectre de fluorescence montre
la perte quasi-totale du fer (cristaux jaune pale). Cette étude permet de mettre en évidence la
perte du fer au cours de la réaction d’hydroxychloration. En revanche, elle ne permet pas de
discriminer si les CLEC perdent uniquement 1’ion métallique ou le complexe Fe-L2.

NikA/Fe-L2 CLEC NikA/Fe-L2 CLEC

Fe K,,6.4keV

!

Fe K, 7.06 keV
‘ 100 Fe K, 6.4 kev

¢
-

400X SO0 H000 7000 $000 200K SO0 A0 oK GO0 7000 BOX 9000

Figure 111-13 : Spectres de fluorescence X des CLEC NikA/Fe-L2 avant catalyse (a gauche)

et apres 13 tours de catalyse en présence d’Oxone® (a droite).

Pour répondre a cette problématique et améliorer la stabilité des systemes CLEC, des
expériences de trempage ont été effectuées. Pour cela, un excés de FeClsou un excés de
complexe Fe-L2 ont été incubés avec la solution contenant les CLEC NikA/Fe-L2 en cours

d’utilisation. Ces incubations ont été réalisées apres les tours 7, 9, 11 et 13 (Figure 111-14).

Suite a I’incubation du complexe Fe-L2 avec les CLEC NikA/Fe-L2, I’activité catalytique
reste stable pendant 10 tours (au lieu de 7 pour le CLEC sans incubation) avec une légere
diminution des rendements de 84 a 70%. Apres 13 tours de catalyse, 6600 TON ont été
réalisés soit une amélioration de 12% de I’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-L2. En
revanche, aprés 10 tours de catalyse, I’activité catalytique se degrade rapidement attestant que
les cristaux protéiques peuvent €tre abimés lors de 'utilisation répétée de 1’Oxone®. Suite a

I’incubation du FeCls avec les CLEC NikA/Fe-L2 aprés les tours 7, 9, 11 et 13, I’activité

180



Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

catalytique est similaire (~ 5%) a celle obtenue sans I’incubation permettant d’atteindre
5300 TON apres 13 tours de catalyse. Cette expérience permet d’affirmer que la diminution
de I’activité catalytique des CLEC lors de la répétition des réactions de catalyse provient de la

perte ou de la dégradation du complexe Fe-L2.

630 TON

620TON CLEC NikA/Fe-12 CLEC NikA/Fe-L2 CLEC NikA/Fe-L2
620TON 5900 TON accumulés incubation Fe-L2 incubation FeCl;
100% - -
6600 TON accumulés 5300 TON accumulés
90%
=L _— — —
= _ _
80%
70%
= 60% —
=
u
E 50%
o
=
Q
< 40%

30%

20%

1: H HHI Hﬂi
12 13 ﬂ|

1 2 3 4 5 6 TTTB gﬂ’m llﬂ

Tours de catalyses |

Incubation

Figure 111-14 : Etude de [’effet de ['incubation des CLEC NikA/Fe-L2 avec FeCls(jaune) ou
Fe-L2 (orange) sur la stabilité. Incubation apres les tours 7, 9, 11 et 13. Expérience sans

rechargement (vert).

Ces études de stabilité ont permis de démontrer que les CLEC NikA/Fe-L2 pouvaient étre
recyclés sur plusieurs tours de catalyse afin d’atteindre 6000 TON méme en présence d’un
oxydant fort, I’Oxone®. La dégradation des CLEC est due & deux facteurs : (i) le relargage
progressif ou la dégradation du complexe Fe-L.2 au cours des catalyses et (ii) la dégradation
de la protéine probablement due aux diverses oxydations qu’elle subit. Le relargage du
complexe Fe-L2 peut étre évité, sur les 10 premiers tours, grace a ’incubation du complexe
Fe-L2 avec les CLEC. En revanche, la dégradation de la protéine est irréversible entrainant
une perte d’activité totale au bout du 13°™ tour de catalyse. Une solution peut étre envisagée :

trouver un oxydant moins destructeur.

Afin de déterminer les propriétés catalytiques optimales des CLEC NikA/Fe-L2, des

expériences a hautes températures (70°C) ont été menées sur ’hydroxychloration du 4-
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méthoxystyréne. Dans un premier temps, les cinétiques du systeme a température ambiante et

a 70°C ont été comparées (Figure 111-15).

L’augmentation de la température de 20°C a 70°C conduit a une vitesse initiale 7 fois plus
élevée (495 mintvs 68 min). En 3 min, la catalyse avec les CLEC & 70°C est terminée avec
un rendement de 86% et une chimiosélectivité de 100% pour 1d alors que la réaction non
catalysée forme deux produits (1d et le diol correspondant) avec un rendement global de 14%

et une chimiosélectivité de79 % en faveur de 1d.
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Figure 111-15 : Cinétique de production de 1d par les CLEC NikA/Fe-L2 a température

ambiante et a 70°C.

Dans un second temps, I’intérét s’est porté sur la stabilité du systeme a 70°C. Pour cela, la
stabilité a 70°C des CLEC NikA/Fe-L2 a été comparée a celle obtenue a 20°C (Figure 111-
16). Les tours de catalyse ont été effectués dans les mémes conditions réactionnelles que pour
les CLEC a 20°C hormis le temps de catalyse qui a été réduit a 3 min. En comparaison avec le
systeme CLEC a 20°C, les CLEC NikA/Fe-L2 a 70°C se dégradent plus rapidement : leur
activité catalytique est préservée sur 3 tours de catalyse (au lieu de 7) puis ’activité décroit
progressivement permettant d’obtenir 4500 TON accumulés au bout de 13 tours de catalyse

(contre 5900 TON a 20°C).

La température a donc une influence sur la stabilité des CLEC. En revanche, il est important
de noter qu’une catalyse d’oxydation efficace peut étre réalisée avec des CLEC a 70°C. Ce

systeme peut réaliser 650 TON en 3 min et plus de 4500 TON en 13 tours de catalyse avec
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une cinétique extrémement rapide (495 min™). Une fois de plus, les CLEC montrent leur
grande stabilité vis-a-vis de conditions drastiques (solvant organique, haute température, pH
et oxydant fort) avec une réactivité d’hydroxychloration efficace alors que le complexe seul

ou I’hybride en solution ne possede aucune réactivité.

100%
630TON || 650 TON
. CLEC 20°C CLEC 70°C
’ L — _ 5900 TON 4500 TON

20% - — - accumulés accumulés

70%
L. 60% __
f=
2 1] |-
3 50%
=}
=~ —
7]
g __

40% —

__

30%

20%

N H l—l ’—l

[
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tour de catalyse

Figure 111-16 : Etudes de stabilité des CLEC NikA/Fe-L2 a 20°C pendant 30 min (vert) et
70°C pendant 3 min (jaune).

Pour explorer toutes les capacités du systtme CLEC, des études sur l’insertion d’autres
nucléophiles (autres qu’H20) ont été entreprises. Pour cela, la réaction d’hydroxychloration
standard du 4-méthoxystyrene est réalisée dans une solution CH3CN/alcool 1/1 afin d’obtenir
les dérivés B-chloroéthers correspondants (Tableau 111-8).

Les CLEC NikA/Fe-L2catalysent l’insertion d’autres nucléophiles avec des résultats
encourageants. En utilisant le méthanol, 27% de B-chloroéther correspondant sont obtenus
avec une chimiosélectivité de 100% alors, qu’en absence de catalyseur, aucune réactivité n’est
observée (Entrées 1 et 2). Lorsqu’un alcool plus encombré que le MeOH est utilisé, les
rendements diminuent (24% pour 1’éthanol et 9% pour I’isopropanol) et la chimiosélectivité
de la réaction aussi (86% pour 1’éthanol et 47% pour I’isopropanol) (Entrées 3 et 5). Ces
expériences permettent d’ouvrir le champ des perspectives dans la fonctionnalisation

d’alcénes.
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Tableau I11-8 : Insertion d’autres nucléophiles avec la réactivité d’hydroxychloration.

Enirg Catal Alcool p-chloroéther Rendement Compose
ntree atalyseur Ccoo (%) (%)[a] dichloré (%)

CLEC NikA/Fe-

1 MeOH “ 27 0
L2 MeOO/K/

2 - MeOH o 1 3
CLEC NikA/Fe-

3 EtOH o 24 4
L2 MeOO/K/

4 - EtOH Q/v 1 11
CLEC NikA/Fe-

5 IPrOH “ 9 10
L2 Meo/©/J\/

6 - IPrOH /@*v 0 12

a1 Rendements obtenus pour un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlore de 1/500/600/1000. ™
Nombre de TON totaux réalisés par le catalyseur.

5-3. Etude du mécanisme réactionnel

Les résultats précédemment obtenus ont permis d’obtenir des informations concernant le
mécanisme réactionnel. Dans un premier temps, nous savons que les chlorhydrines formées
possedent exclusivement une régiosélectivité Markovnikov. Dans un second temps, la
réaction est de type « addition électrophile » puisque les substrats les plus réactifs sont ceux
qui possédent une double liaison enrichie en électrons (4-méthoxystyrene par exemple). De
plus, la présence d’autres nucléophiles dans le milieu, comme des alcools, conduisent a la
formation de B-chloroéthers. Finalement, cette réaction n’est réalisable qu’en présence de
CLEC NikA/Fe-Lx et dépend du complexe inséré au sein des cristaux. L’activation de

I’Oxone® (plus particulierement du KHSOs) est donc basee sur le métal.

A partir de ces premiers résultats, trois hypotheses peuvent étre énoncées : (i)un mécanisme
de type radicalaire, (ii)la formation d’un intermédiaire époxyde lié au meétal qui serait ensuite
ouvert par une attaque nucléophile d’un chlorure sur la position 3 ou (iii) la formation d’un
intermédiaire de type « chloronium » suivie de 1’attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur

la position a.
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Pour démontrer si le mécanisme réactionnel est de type radicalaire, deux expeériences
indépendantes ont été réalisées sur I’hydroxychloration du 4-méthoxystyréne : une expérience
en présence d’un piégeur de radicaux et une autre en absence d’O2 (Schéma I11-17 et
Tableau I11-9).

CLEC NikA/Fe-Lx/substrat/Oxone/NaCl OH
1/1000/750/1500 c
N + ou - DMPO 750 éq. |
’
MeO CH3CN/H,0 1:1, t.a., 30 min, avec ou sans O, MeO 1d

Schéma I11-17 : Catalyse d’oxydation du 4-méthoxystyrene avec les CLEC NikA/Fe-L2 en
présence ou en absence de DMPO et d’Os.

En présence d’un piégeur radicalaire, le DMPO, I’activité catalytique d’hydroxychloration
reste inchangée (Entrée 2) ce qui exclut la formation d’espece de type CI®, SO4* et OH®
comme intermédiaires réactionnels.?’® Ces résultats peuvent étre appuyés par 1’expérience
réalisée en absence d’O2 en boite & gants. En effet, la production de 1d est similaire a celle
obtenue dans les conditions standard ce qui permet d’affirmer que I’atome d’oxygéne inséré

ne provient pas d’Ox.

Tableau 111-9: Catalyse d’oxydation du substrat 4-méthoxystyrene avec les CLEC
NikA/Fe-L2 dans différentes conditions.

Entrée Conditions Rendement 1d (%) TON®!
1 Standard 85 630
2 + DMPO 84 620
3 -0 86 640

[a1|_es rendements sont calculés a partir de la concentration en oxydant (750 équivalents). P! Nombre

de TON globaux réalisés par le catalyseur.
Concernant la deuxiéme hypothese suggérant le passage par un intermédiaire époxyde lié sur

le métal, une expérience test a été réalisée pour déterminer si lors de I’ouverture d’un

époxyde, la chlorhydrine pouvait étre formée (Schéma 111-18).
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o CLEC NikA/Fe-L2/substrat/Oxone/NacCl
1/1000/750/1500
T~ ‘)
CH5CN/H,0 1:1, t.a., 30 min ®

2a

Schéma 111-18 : Expérience test d ouverture de [’époxyde 2a par les CLEC NikA/Fe-L2.

Lors de cette catalyse réalisée sur 1’oxyde du styréne, aucun produit réactionnel n’est formeé
que ce soit en présence des CLEC NikA/Fe-L2, du complexe Fe-L2 ou en absence de
catalyseur. Cette expérience justifie que le passage par un intermédiaire époxyde n’est pas
envisageable pour cette réactivité.

Ces premiers résultats concernant le mécanisme réactionnel aménent a la troisieme hypothese,
le passage par un intermédiaire de type chloronium. Pour valider ou non cette hypothese,
plusieurs expériences ont été entreprises. Une premiére expérience de marquage a 1’H,'%0
consiste a réaliser la catalyse dans une solution CH3sCN/H,*0. Le but de cette expérience est

de démontrer ou non I’insertion d’un hydroxyle marqué (Schéma 111-19).

Lors de cette expérience, le produit 1d est formé avec un rendement de 100% dont 85% d’*80
ce qui indique le passage par un intermédiaire chloronium suivi d’une attaque nucléophile
d’une molécule d’eau en position a du phényle. Concernant les 15% d’*%0 inséré, ils
proviennent des solutions d’Oxone® et de NaCl qui n’ont pas été préparées dans Ho'®0. Ces
résultats permettent d’expliquer la formation de chlorhydrines possédant la régiosélectivité
Markovnikov. En effet, la chlorhydrine formée est issue de I’insertion d’une molécule d’H20
sur le carbone le plus électrophile situé en position a du noyau aromatique. Finalement, la
formation de produits dichlorés sur différents substrats testés lors des expériences de catalyse
permet d’appuyer cette hypothese (Tableau 111-7). En effet, les ions chlorures présents dans

le milieu pouvant également attaquer I’intermédiaire chloronium.

. 180H
CLEC NikA/Fe-L2/substrat/Oxone/NaCl

SN 1/1000/750/1500 Cl
>
MeO CH;CN/H,"%0 1:1, t.a., 30 min MeO

1d

Schéma 111-19 : Insertion d’H20 pour la réactivité d’hydroxychloration du 4-
méthoxystyréne par les CLEC NikA/Fe-L2.
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D’apres les premiers résultats, la premiere étape de la réaction est une addition électrophile
sur la double liaison, conduisant a la formation d’un intermédiaire chloronium, suivie d’une
attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur le carbone en position o du noyau aromatique.
Suite a ces résultats, la formation de cet ion chloronium a été étudiée. Une des premieres
hypothéses énoncées serait la formation d’une espéce de type Fe(l11)-OCI capable d’interagir
avec la double liaison pour former I’intermédiaire chloronium. Pour cela, le complexe Fe-L2
ancré dans les cristaux jouerait le role d’acide de Lewis en activant I’oxygéne proximal du
KHSOs. Une attaque directe du CI pourrait générer une espece du type OCI soit libre dans le
milieu réactionnel soit coordiné au métal. Pour valider ou non cette hypothése, une catalyse
standard a été réalisée sur le 4-méthoxystyréne en remplagant 1’Oxone® par le NaOCl
(Schéma 111-20).

CLEC NikA/Fe-L2/substrat/NaOCI/NaCl OH

N 1/1000/750/750 Cl
>
MeO CH5CN/H,0 1:1, t.a., 30 min MeO

1d

Schéma 111-20 : Catalyse d hydroxychloration standard en présence de NaOCl comme

oxydant.

L’absence de réactivité lorsque le NaOCI remplace 1’Oxone® réfute cette hypothése. Les
especes Fe(l1)-OCI ou OCI présentes dans le milieu ne peuvent interagir avec la double

liaison pour former I’intermédiaire chloronium.

Une deuxiéme hypothése énoncée serait la formation d’une espéce oxydante de type HOCI ou
Cl> permettant de générer le chloronium. Des études complémentaires sur le pH de la réaction
ont donc été entreprises. Pour cela, la réaction standard d’hydroxychloration du 4-
méthoxystyréne avec un ratio catalyseur/substrat/Oxone®/NaCl 1/1000/750/1500 a été

réalisée a différentes valeurs de pH (Figure 111-17).

Dans les conditions catalytiques standard, la valeur de pH est trés basse (2). Cette acidité est
primordiale pour permettre une réaction d’hydroxychloration efficace. En effet, lors de
I’augmentation de la valeur du pH, par ajout d’hydroxyde de sodium, la réaction est inhibée
(25 % de rendement en 1d a pH 6). Cette étude permet d’expliquer 1’absence de réactivité

avec NaOCI ou le pH de la réaction était supérieur a 7.
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25%

Rendements (%)

oH 4 5 6

Figure 111-17 : Variations du pH de la réaction d’hydroxychloration du 4-méthoxystyréne
avec les CLEC NikA/Fe-L2.

Suite a ces résultats, nous nous sommes intéressés aux autres especes chlorées susceptibles
d’étre présentes dans le milieu réactionnel a pH 2. D’apres le diagramme de distribution a
différents pH (Figure 111-18), deux autres espéces apparaissent en conditions acides : Cl, et
HOCI. Ces deux especes sont susceptibles d’étre des sources de chlore électrophile. D’apres
la Figure 111-18, la réactivité est favorisée a des pH trés bas amenant a émettre 1’hypothése

que le Cl; serait ’espéce oxydante la plus active.

ocCI-
100 C|2

<)) o]
o o

% de distribution
=Y
o

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figure 111-18 : Pourcentage de distribution des espéces Clz, HOCI et OCI" libres en fonction
du pH.
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Pour valider cette hypothése une expérience de spectroscopie UV-Visible permettant de
déterminer I’espece formée au cours du temps en présence d’Oxone et de NaCl a été réalisée.
Dans les cas de I’Oxone® et du NaCl, la méme bande d’absorption a 310 nm avec une
absorbance tres faible est observée (Figure 111-19). Ce systéeme est donc capable de former
I’espéce active dans des concentrations minimes permettant une légeére production de
chlorhydrines (< 3%). Ce résultat montre 1’importance de ’activation de 1’Oxone® par les

CLEC NikA/Fe-L2 pour qu’il puisse réagir avec les ions chlorures présents dans le milieu.

0,8
HOCI : 240 nm

OCl: 296 nm
Cl,:310 nm

Absorbance
o o o o (=]
w E=Y w [=al ~

(=]
M

01 \

200 250 300 350 400

Longueur d'onde (nm)

NaOClpH1 e===NaOClpH3  ==—=NaOClpH 6 NaOCIlpH9  e===Qxone/NaCl

Figure 111-19 : Spectroscopie UV-Visible du NaOCI a différents pH et du systeme
Oxone/NaCl.

L’hypothése la plus probante serait que les CLEC permettraient d’activer KHSOs lui
permettant de réagir beaucoup plus rapidement avec les ions chlorures présents dans le milieu.
Suite a cette réaction, Cl> pourrait étre formé et réagir directement avec la double liaison de
I’alcene. Avec la contrainte exercée par la protéine, de légers exceés énantiomériques
pourraient étre observés sur un substrat rigide, comme le 1,2-dihydronaphtalene (Schema I11-
21).
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(o}
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Schéma 111-21 : Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des chlorhydrines. La

protéine n’est pas représentée pour plus de clarte.

5-4. Conclusion

Dans cette partie, le but était de développer un nouveau systeme CLEC capable de réaliser des
réactions d’oxydation en évitant d’utiliser un oxydant trop destructeur pour les cristaux
comme le NaOCI. Pour cela, nous nous sommes d’abord intéressés a transposer la réactivité
développée avec les hybrides en solution NikA/Ru-bpza, I’hydroxychloration d’alcénes. Afin
d’utiliser un oxydant moins destructeur, des conditions réactionnelles ont ét¢ développées
utilisant 1’Oxone® et une source de chlore. Ces systemes CLEC NikA/Fe-Lx (X = 1 ou 2)
possedent d’excellentes performances catalytiques comme une cinétique trés rapide (68 min
1), une excellente activité (jusqu’a 100% de rendement) et d’excellentes sélectivités avec une
chimiosélectivité de 100% pour certains substrats, une régiosélectivité exclusivement
Markovnikov et, concernant le 1,2-dihydronaphtaléne, 100% de diastéréosélectivité et 10%
d’exces énantiomérique. De plus, les systemes en solution (complexe ou hybride) ne
possedent aucune réactivité intrinseque et seule 1’hétérogénéisation des systémes grace a
I’emploi de cristaux de la protéine NikA stabilisés par la technologie CLEC permet d’obtenir
une réactivité. Avec cette technologie, de nouvelles perspectives utilisant le systeme CLEC

basé sur la protéine NikA sont ouvertes avec I’utilisation d’une plus large gamme de
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complexes afin d’élargir la gamme de réactions. Encore plus intéressant, cette
hétérogénéisation a permis d’apporter un gain de stabilité trés important avec la réutilisation
des mémes cristaux réticulés sur plusieurs tours d’affilés, I'utilisation de solvants organiques,
de conditions trés acides (pH 2) de conditions oxydantes et de températures élevées (70°C)
conduisant a un systeme capable de réaliser pratiquement 7 000 TON avec une cinéetique
maximale de 500 min™. Pour finir, un mécanisme réactionnel a été proposé démontrant
I’importance de I’activation du KHSOs par le métal dans la réactivité. Cette activation
permettrait, en présence d’ions chlorure et de protons, de former une espéce oxydante active
Cl2 capable d’interagir avec la double liaison pour former un intermédiaire chloronium. Cet
intermédiaire peut ensuite étre ouvert par divers nucléophiles (eau ou alcools) afin de former
des B-chlorhydrines ou des B-chloroéthers. Cette diversification de la fonctionnalisation de

doubles liaisons est une nouvelle voie a explorer dans le futur.
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6. Réactivité d’oxydation avec O

La preuve de concept de 1’utilisation de la technologie CLEC sur nos cristaux de NikA étant
faite, nous nous sommes intéresses a un nouveau challenge : 1’activation d’O.. En effet, a
I’heure actuelle, il est difficile de développer des systémes catalytiques efficaces et sélectifs
capables de réaliser des réactions dans le cadre d’une chimie durable. Dans ce contexte,
I’objectif était de développer une nouvelle réactivité d’oxydation avec les systtmes CLEC
NikA/Fe-Lx (x = 0, 1 ou 2) en utilisant O2 comme oxydant. Il a déja été démontré par
cristallographie que nos cristaux NikA/Fe-Lx (x = 0, 1) sont capables d’activer Oz en
présence d’un réducteur, le DTT. Cette ¢tude prometteuse nous a donc amené a développer un
systeme catalytique CLEC NikA/Fe-Lx ou O serait active afin de transférer un ou deux

atomes d’oxygene sur un substrat exogene possédant une double liaison carbone-carbone.

6-1. Oxydation du p-méthoxystyréne avec O
6-1-1. Comparaison de I’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-L2, de

I’hybride NikA/Fe-L2 en solution et du complexe Fe-L2 en solution

Les conditions réactionnelles mises au point pour I’hydroxychloration ont été testées en
remplagant I’Oxone® par le couple O2/DTT sur I’oxydation du B-méthoxystyrene en présence
des CLEC NikA/Fe-L2 (Schéma I11-22, Tableau 111-10).

Catalyseur/substrat/DTT/NaCl o
©/\V°Me 1/1000/750/1500 ©Ao ©)JV°M9
+
CH;CN/H,0 11, t.a., 3h, air

7a 7m

Schéma 111-22 : Réaction d’oxydation du ;-méthoxystyréne par O.avec différents types de

catalyseurs (CLEC, hybride, complexe).

En remplacant ’Oxone® par le couple O2/DTT, la réaction d’hydroxychloration n’est plus
réalisée. En effet, deux nouveaux produits réactionnels sont formés : le benzaldéhyde 7a,
résultant d’une réaction de coupure oxydante, et la 2-méthoxyacétophénone 7m, résultant
d’une oxydation de la liaison C-H en position o du phényle. En présence des CLEC

NikA/Fe-L2, un rendement global de 74% et une chimiosélectivité de 51% en faveur de 7a
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sont obtenus (Tableau 111-10, entrée 1) alors qu’en absence de catalyseur, aucune reactivité

n’est observée (Entrée 4).

Tableau 111-10 : Comparaison des différents types de catalyseurs sur 1’oxydation du f-

méthoxystyréne par Oo.

Entrée Catalyseur Rendement(® TON Chimioselectivite
7a:7m
1 CLEC NikA/Fe-L2 74 555 51:49
2 NikA/Fe-L2 en solution[ 17 128 65:35
3 Fe-L2 17 128 52:48
4 - 0 - -
5 CLEC NikA/Fe-L20 75 563 50:50
6 CLEC Ni-EDTA 0 0 -
7 Ni-EDTA 0 - -

[a1 Rendements totaux obtenus en 7a et 7m. ! Réaction réalisée dans un mélange HEPES/Tris-

HCI/CHsCN de 88/7/5.[1 La réaction est réalisée en absence de chlore.

Comme le chlore n’est pas inséré dans les produits réactionnels, la méme réaction a été
réalisée en absence de chlorure (Entrée 5). Des résultats similaires ont été obtenus (75% de
rendement global et une sélectivité de 50%) attestant que le chlore n’a aucune influence sur

cette réactivité. La suite des expériences a donc été réalisée en absence de chlore.

Ensuite, I’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-L2 a été comparée a celles de I’hybride en
solution ou du complexe seul. Pour que I’hybride en solution soit stable, la réaction a été
réalisée dans le mélange HEPES/Tris-HCI/CH3CN 88/7/5. En comparaison, 1’hybride
NikA/Fe-L2 en solution ou le complexe Fe-L2 possédent une réactivité 4 a 5 fois plus faible
avec 17% de rendement global et une chimiosélectivité similaire a celle obtenue avec les
CLEC (Entrées 2 et 3).

Cette étude permet de déemontrer que les CLEC NikA/Fe-L2 sont capables d’activer O et de
transférer un atome d’oxygene a un substrat exogéne avec une activité plus importante que
pour les systemes en solution. Cette amélioration de 1’activité catalytique par les CLEC peut
s’expliquer par la treés forte concentration locale du biocatalyseur hétérogene contrairement a

I’hybride en solution ou au complexe qui sont dispersés au sein de la solution. De plus,
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I’utilisation du complexe Ni-EDTA,?* au lieu de Fe-L2 conduit & un CLEC NikA/Ni-EDTA
completement inactif (Entrées 6 et 7). En conséquence, 1’efficacité des CLEC est liée a leur

état cristallin et dépend du complexe inséré.

6-1-2. Etudes cinétiques des CLEC NikA/Fe-L2

Une étude cinétique de I’oxydation du B-méthoxystyrene par les CLEC NikA/Fe-L2 en
utilisant O comme oxydant a été realisée (Figure 111-20). La catalyse d’oxydation a été

effectuée dans les mémes conditions réactionnelles que précédemment.

600 s - 548 555
[ ] L] o ']
500 CLEC NikA/Fe-12
400
=
E 300
200
90 98 100 104 115
100 80 9 . o -0
= M
0 L &
0 30 60 [0 120 150 180

Temps (min)

Figure 111-20 : Cinétique de [’oxydation du -méthoxystyrene par les CLEC NikA/Fe-L2 et

par le complexe Fe-L2 en utilisant le couple O2/DTT.

Cette courbe montre qu’au bout de 1h30 de catalyse, la réaction est terminée avec un
maximum de 550 TON réalisés par le catalyseur. De plus, les courbes cinétiques des CLEC et
du complexe révelent une phase de latence d’environ 30-45 minutes qui correspondraient au

temps nécessaire pour réduire une premiere fois 1’ion métallique Fe(l11) en Fe(ll) par le DTT.
Pour valider cette hypotheése, la réduction du complexe de Fe-L2 par le DTT a été étudiée par

spectroscopie UV-Visible en boite a gants (Figure 111-21). Le complexe ayant un

comportement similaire aux CLEC, il peut étre utilise comme témoin pour cette expérience.
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Figure 111-21 : Cinétique de réduction du complexe Fe-L2 par le DTT en boite a gants.

Ces spectres UV-Visible montrent qu’au bout de 5 min, 50% de Fe(II) est formé. Ensuite, la
réduction est tres lente (25% de Fe(Il) supplémentaire en 30 minutes). Ces résultats traduisent
qu’une partie du complexe Fe-L2 seulement est réduit pendant le temps de latence. 1l est donc
nécessaire d’atteindre une certaine concentration de Fe(II) pour que la réaction soit efficace.
Cette réduction a un électron est donc 1’étape limitante de la réaction. La pré-incubation des
CLEC NikA/Fe-L2 et du complexe Fe-L2 avec le DTT en conditions anaérobies avant

’ajout du substrat pourrait permettre d’éliminer cette phase de latence (Figure 111-22).

g
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Figure 111-22 : Comparaison des cinétiques d’oxydation du p-méthoxystyréne par les CLEC

en conditions standard et les CLEC pré-incubés avec du DTT 45 minutes.

195



Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

Pour cette expérience, les CLEC NikA/Fe-L2 sont incubés en conditions anaérobies en boite
a gants avec 750 équivalents de DTT pendant 45 minutes. Puis, le milieu réactionnel est sorti
de la boite a gants et le substrat est ajouté. La catalyse est réalisée a 1’air pendant 45 minutes
et comparée a la cinétique standard. Pour 1’expérience ou les CLEC ont été incubés avec du
DTT, un rendement de 78% est obtenu en seulement 45 minutes de reaction. La pré-
incubation du catalyseur avec le DTT a donc permis de s’affranchir de la premiére étape

limitante qui est la réduction du complexe Fe-L2 par le DTT.

6-1-3. Comparaison de la stabilité des CLEC NikA/Fe-L2 vs I’hybride NikA/Fe-

L2 en solution et le complexe Fe-L2 en solution

Aprés avoir comparé 1’activité catalytique des différents types de catalyseur et déterminé la
cinétique de la réaction, la stabilité des différents types de catalyseur (CLEC, hybride en
solution et complexe) a été évaluée dans la solution standard de CH3CN/H2O 1/1 pour les
CLEC NikA/Fe-L2 et le complexe Fe-L2 et le mélange HEPES/Tris-HCI/CH3CN 88/7/5
pour I’hybride NikA/Fe-L2. Les experiences de catalyse ont été réalisées dans les conditions

réactionnelles présentées Schéma 111-23 et les résultats sont présentés Figure 111-23.

Catalyseur/substrat/DTT o
©/\/°Me 1/1000/750 ©Ao ©)‘\/°Me
> +
CH3CN/H,0 1/1, t.a., 1h30, air
7a 7m

Schéma 111-23 : Conditions réactionnelles pour un tour de catalyse pour [’oxydation du p-

méthoxystyrene par différents catalyseurs.

L’activité catalytique de 1’hybride NikA/Fe-L2 en solution décroit drastiquement avec un
maximum de 210 TON réalisés en 3 tours de catalyse. Le complexe Fe-L2 est légérement
plus stable avec 540 TON réalisés en 6 tours de catalyse avant d’étre totalement inactivé. En
revanche, les CLEC NikA/Fe-L2 conservent une activité catalytigue maximale pendant au

moins 50 tours successifs soit plus de 28 000 TON effectués au total.
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Figure 111-23 : Comparaison des stabilités des différents catalyseurs sur [’oxydation du [5-
méthoxystyréene par Oa.

Pour expliquer cette stabilité exceptionnelle du systtme CLEC NikA/Fe-L2 sur cette
réactivité, des études de caractérisation des CLEC ont été réalisées. Tout d’abord, une
expérience de fluorescence X confirme qu’apres 20 tours de catalyse, le complexe de fer est

toujours présent dans le cristal (Figure 111-24).

Fe K, 6.4keV
Fe K, 6.4keV ‘e ot R

.

Fe Ky, 7.06 keV

Fe Ky 7.06 keV

.

Figure 111-24 : Spectres de fluorescence X sur un CLEC NikA/Fe-L2. a) avant catalyse.
b) apres 20 tours successifs sur la réactivité O./DTT.

L’étude par fluorescence X étant seulement qualitative, un dosage en fer a été réalisé sur 100

CLEC NikA/Fe-L2 apres 10 tours de catalyse. Un ratio de 0,94 fer/protéine a été déterminé

démontrant qu’au fil des catalyses le complexe de fer n’est pas relargué. Afin d’appuyer un
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peu plus ces résultats, une étude cinétique des CLEC NikA/Fe-L2 a été réalisée apres 40

tours de catalyse (Figure 111-25).

Figure 111-25 : Cinétique de I’oxydation du -méthoxystyréne par Oo/DTT avec des CLEC

NikA/Fe-L2 ayant effectué 40 tours de catalyse.

Ces deux courbes de cinétique sont globalement similaires avec une activité catalytique
Iégerement supérieure pour les CLEC apres 40 tours de catalyse attestant que les CLEC

NikA/Fe-L2 n’ont rien perdu en activité et posséde toujours leur complexe de fer actif.

Les propriétés catalytiques des CLEC NikA/Fe-L2 pour I’oxydation du p-méthoxystyréne en
présence d’O2 sont vraiment remarquables avec une efficacité et une stabilité supérieures a la
plupart des catalyseurs homogénes développés en oxydation et rejoignent les efficacités

catalytiques d’enzymes naturelles.

6-1-4. Comparaison des stabilitées des CLEC NikA/Fe-Lx (x =0, 1 ou 2)

D’apres les études cristallographiques des différents hybrides de NikA/Fe-Lx en présence

d’O2/DTT (en absence de substrat exogéne), chaque hybride posséde un comportement
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différent vis-a-vis de 1’oxydation. Le complexe Fe-LOest doublement hydroxylé au niveau de
son ligand benzyle avec la formation d’un produit catéchol qui sature la sphére de
coordination du fer, le rendant inactif, le complexe Fe-Llest hydroxylé en position a du
ligand phénol et le complexe Fe-L2 ne subit aucune oxydation sur son ligand. Ces résultats
semblent indiquer que le complexe Fe-L2 serait plus stable que le complexe Fe-L1, lui-méme
plus stable que le complexe Fe-L0. Pour évaluer cette hypothése, des études comparatives de
stabilité ont été réalisées avec les différents systtmes CLEC NikA/Fe-Lx (Figure 111-26).

Figure 111-26 : Comparaison des stabilités des trois CLEC NikA/Fe-Lx.

Dans tous les cas, les CLEC NikA/Fe-Lx possédent une activité catalytique plus importante
que les complexes seuls. Les CLEC NikA/Fe-L0 atteignent un rendement global de 35% et
une chimiosélectivité de 50% alors que le complexe seul atteint 4% de rendement et 52% de
sélectivité en faveur de 7a. Dans le cas de I’utilisation de L1, la tendance est la méme avec un
rendement de 43% et une sélectivité de 50% pour les CLEC contre 8% de rendement et une
sélectivité de 55% pour 7a pour le complexe seul. Il est intéressant de constater que le
complexe Fe-LO ou les CLEC NikA/Fe-L0 possede une activité catalytique alors que lors
des études cristallographiques, la sphere de coordination du fer est saturée apres seulement 2
TON. Pour expliquer cela, deux hypothéses peuvent étre formulées : soit la réaction sur le

substrat exogéne serait favorisée, par rapport a la dihydroxylation aromatique
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intramoléculaire, soit les conditions réactionnelles (solvants, etc...) permettent de limiter

I’oxydation du ligand.

Dans un second temps, chaque CLEC possede une activité catalytique différente. En effet, les
rendements globaux obtenus avec les CLEC NikA/Fe-L2 sont deux fois supérieurs aux
autres systemes (75% pour CLEC NikA/Fe-L2 vs 35% et 40% pour CLEC NikA/Fe-L0 et
CLEC NikA/Fe-L1, respectivement). Ce premier résultat démontre que, comme dans le cas
de I’hydroxychloration d’alcénes, la réaction catalytique est centrée sur le complexe de fer
inséré au sein des cristaux.

Dans un troisieme temps, ce diagramme démontre que la stabilité est trés différente en
fonction du complexe utilisé. Les trois systemes sont réutilisables pendant plusieurs tours.
Toutefois, I’activité catalytique des CLEC NikA/Fe-LO et CLEC NikA/Fe-L1 décroit
progressivement a partir du 8°™ et du 12°™ tour, respectivement, permettant d’atteindre, tout
de méme, 3270 TON et 4190 TON en 14 tours de catalyse. Contrairement aux deux systemes
précédents, les CLEC NikA/Fe-L2 peuvent atteindre 7790 TON en 14 tours de catalyse sans
aucune perte d’activité. L’optimisation des ligands est donc primordiale pour 1I’amélioration
des activités catalytiques ou des stabilités des systemes. Les differentes expériences de

catalyse qui suivent ont donc été réalisées avec les CLEC NikA/Fe-L2.

6-2. Expansion de la gamme de substrats

La gamme de substrats a ensuite été étendue a des alcenes (Tableau I11-11). Avec ces
substrats, uniquement des produits issus de la coupure oxydante de la double liaison alcéne
ont été obtenus avec des chimiosélectivités de 100% pour chacun des substrats (pas de
formation de cétone résultant d’une autre réaction d’oxydation). Ces résultats indiquent que
cette réactivité est une oxydation a 4 électrons. Avec les CLEC NikA/Fe-L2, les rendements
obtenus oscillent entre 0% et 52% alors que I’hybride NikA/Fe-L2 et le complexe Fe-L2
conduisent a des rendements inférieurs a 6% quel que soit le substrat testé. L’allongement de
la durée de la réaction, dans le cas du 4-méthoxystyréne et de 1’a-méthylstyrene, permet
d’augmenter les rendements jusqu’a 51% et 27%, respectivement. En revanche, la réaction

n’est pas totale a cause de 1’oxydation du DTT par O au cours du temps.
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D’apres les résultats obtenus, la réactivité de la double liaison dépend de deux parametres : (i)
I’effet électronique des différents substituants et (i) ’encombrement stérique. La présence
d’un ou plusieurs groupements électrodonneurs conduit a des rendements supérieurs (Entrées
1 et 7). Il est donc nécessaire que le substrat soit activé pour que la réaction fonctionne.
Comme pour I’hydroxychloration, la réactivité de la double liaison en présence du couple
O2/DTT correspond a une addition électrophile. De plus, en fonction de la position du
groupement méthyle en position a ou B, les rendements sont trés différents (Entrées 3, 6 et 7)

attestant de I’importance du réle de I’encombrement stérique sur 1’activité catalytique.

Tableau I11-11 : Expansion de la gamme de substrat avec les CLEC NikA/Fe-L2.

Entrée Substrat Aldénhydel®(%) Cétoneld (%) TON®!

OMe
1 @N ! 38 36 550

o

0 7(2719) 50

4 22 0 170

Shd 2 0 15

SR 0 0 0

52 0 390

- [c]
2 Po 26(51[%) 0 200
™
X
N
™

M

Me

Ac

Me

8 2 0 15
H

o
RC

La catalyse est réalisée dans le mélange HEPES/Tris-HCI/CH;CN 88/7/5. [#1 Rendements calculés a
partir des 750 éq. de DTT. [ Erreurs évaluées a 14% (voir partie expérimentale). [ Rendements

apreés 24 h de réaction.

Entre 1’acétate d’isoeugénol et I’isoeugénol, les rendements obtenus sont complétement
différents (52% et 2%, respectivement) (Entrées 7-8). Pourtant, leurs propriétés électroniques
et stériques sont assez similaires. Une des raisons qui pourrait expliquer 1’absence de
réactivité de 1’isoeugénol est la présence du groupement phénol qui pourrait se lier sur le
complexe métallique et inhiber totalement la réactivité par saturation de la sphére de

coordination du métal.
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Lors de cette catalyse, les CLEC NikA/Fe-L2 permettent d’oxyder un plus grand nombre de
substrats que 1’hybride en solution ou que le complexe seul, qui sont capables uniquement

d’oxyder le B-méthoxystyréne et le 4-méthoxystyréne.

6-3. Mécanisme réactionnel

D’aprés les données précédentes, trois caractéristiques importantes ont pu étre dégagees pour
le mécanisme réactionnel : (i) il est basé sur le métal, (ii) il résulte d’une addition électrophile

et (iii) il commence par une étape de réduction du Fe(l11) en Fe(ll).

La premiére question a laquelle nous souhaitions répondre était: d’ou provient 1’atome
d’oxygene inséré dans la double liaison des alcénes ? Deux expeériences de catalyse ont donc
été réalisées : (i) en utilisant H2'20 et (ii) en absence d’O2. Une premiére catalyse d’oxydation
a été réalisée sur le B-méthoxystyrene, en présence des CLEC NikA/Fe-L2 dans une solution
CHsCN/H2'®0. Lors de cette catalyse, aucun des deux produits (aldéhyde ou cétone) n’a été
marqué indiquant que 1’oxygene inséré dans la double liaison proviendrait d’O.. Pour appuyer
ces résultats, une deuxiéme catalyse d’oxydation a été réalisee sur le méme substrat, en
conditions anaérobies, et aucun produit réactionnel n’a été formé. Ces deux résultats

permettent de conclure qu’Oz est bien la source d’oxygene de la réaction.

Dans un second temps, ’influence de la quantité de DTT sur la réactivité a été étudiée. En
effet, il est primordial d’utiliser le DTT pour réduire les CLEC NikA/Fe(lll)-L2au degré
d’oxydation +II, nécessaire pour activer O2. En revanche, le DTT est-il également nécessaire
a chaque cycle catalytique effectué par le catalyseur ? Pour répondre a cette question, une
expérience de catalyse a donc été réalisée en présence des CLEC NikA/Fe-L2 pour
I’oxydation du B-méthoxystyréne. Différents ratios CLEC/substrat/DTT ont été testés en
variant la concentration de DTT (Figure 111-27). Les rendements varient entre 78% et 100%.
Pour chaque réaction, le DTT est quasiment totalement consommé pour conduire au produit
de la réaction. Une corrélation directe peut donc étre faite entre le nombre de TON réalisés
par le catalyseur et le nombre d’équivalents de DTT, avec un facteur de corrélation proche de
1. Cette expérience demontre que la réactivité est reducteur-dépendante c’est-a-dire que les

deux électrons du DTT sont utilisés pour chaque cycle catalytique.
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Figure 111-27 : Variations des TON en fonction du ratio CLEC/substrat/DTT pour

["oxydation du p-méthoxystyréne.

Les produits oxydés, aldéhyde ou cétone, peuvent étre formés via le passage par divers
intermédiaires réactionnels. Différents intermédiaires possibles ont donc été testés dans les
conditions standard d’oxydation par le couple O2/DTT en présence des CLEC NikA/Fe-L2
(Schéma 111-24).

(o)
2h O CLEC NikA/Fe-L2/substrat/DTT
1/1000/750
ou ?2??
CH3CN/H,0 1/1, air, 1h30
(o)
OMe
7m

Schéma 111-24 : Catalyse d’oxydation par les CLEC NikA/Fe-L2 de potentiels

intermédiaires réactionnels.
Pour les substrats de type alcéne, la catalyse d’oxydation a été étudiée sur un intermédiaire de

type époxyde (2h). Pour le B-méthoxystyrene, le produit réactionnel 7ma été testeé en catalyse

mais aucun produit réactionnel n’est formé et le substrat est entierement retrouvé.
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Apres la détermination des roles de chaque réactif dans la réactivité ainsi que 1’élimination de
certaines hypotheses sur les intermédiaires réactionnels, deux nouvelles questions se posent :
quelle est ’espéce oxydante de la réaction ? Est-elle identique dans la catalyse d’oxydation
des alcenes et de 1’éther d’énol ? Une fois le complexe réduit au degré d’oxydation +II,
I’étape suivante serait I’activation d’Oz. D’aprés de nombreuses études réalisées sur les
oxygénases et sur les complexes bio-inspirés, cette activation entraine la formation d’un
intermédiaire de type Fe(lll)-superoxo, une espéce radicalaire.?> °" 77 De ce fait, des
expeériences de catalyse en présence d’un piégeur radicalaire, le DMPO, ont été réalisées sur
I’oxydation du B-méthoxystyrene et du 4-méthoxystyréne par les CLEC NikA/Fe-L2.En
présence de 750 équivalents de DMPO, ’activité catalytique est pratiquement inhibée (4% et
5%, respectivement). Ces résultats démontrent que cette réaction implique des radicaux. En
revanche, aucune espece du type DMPO-OH® ou DMPO-OOH® n’a pu étre identifiée par RPE

suggérant 1’absence de radicaux libres durant la catalyse.

Pour obtenir plus d’informations sur le mécanisme réactionnel de cette oxydation et sur
I’espece oxydante formée, Oz a été remplacé par ’Oxone® pour effectuer la catalyse
d’oxydation du B-méthoxystyrene et du 4-méthoxystyréne dans les conditions standard
(Tableau 111-12). Trois différences majeures sont a souligner lors du remplacement d’O> par
I’Oxone® : (i) les rendements et sélectivités obtenus avec les CLEC NikA/Fe-L2, (ii) la
différence de réactivité en fonction du substrat de départ et (iii) la différence de réactivité en
absence de CLEC. Concernant la premiere différence, bien que les mémes produits 7a et 7m
aient été obtenus, un rendement global de seulement 54% a été atteint avec une
chimiosélectivité 1égérement différente de 61% en faveur de I’aldéhyde (contre 78% de
rendement et 51% de chimiosélectivité avec le couple O2/DTT) (Entrée 1). De plus, lors de la
catalyse d’oxydation du 4-méthoxystyrene avec I’Oxone®, un nouveau produit réactionnel est
formé, le 1-(4-méthoxyphényl)éthane-1,2-diol avec un rendement de 15% (Entrée 2). Ces
deux résultats traduiraient un mécanisme réactionnel différent en fonction de 1’oxydant ou du
substrat utilisé. Finalement, une autre différence majeure est observée lors des catalyses
d’oxydation par I’Oxone® en absence de catalyseur. Pour I’oxydation du B-méthoxystyréne,
le produit 7mest formé, avec un rendement de 28% contrairement au couple O2/DTT (Entrée
5). Ce dernier résultat confirme que 1’Oxone® et le couple O2/DTT ont un comportement trés

différent sur I’oxydation de ce type de substrat.
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Tableau 111-12 : Catalyse d’oxydation du B-méthoxystyrene et du 4-methoxystyrene avec
KHSO:s.

Entrée Catalyseur Substrat Produit(s) R (%) | Sélectivité®

[N
i/
o
5

? o
©) ©)‘V°""’ 33+ 21 61:39
+
CLEC NikA/Fe-L2
OH
N OH .
2 Meo/©A Q)V 15 100:0

Fe-L2

MeO
X _OMe ? o OMe
3 @N ©) ©)‘v 16 + 23 41:59
+
N OH
OH
4 - @A Q)v 12 100:0

MeO
XxOMe ? i OMe
5 S ©) ©)‘v 7+28 20:80
+
OH

N OH .
6 MeOQA - /@N 17 100:0

Rlpour le p-méthoxystyréne, 7a : 7m et pour le 4-méthoxystyréne, diol : époxyde.

Ensuite, des études plus poussées ont été effectuées pour déterminer le mécanisme réactionnel
de la formation des produits pour la catalyse d’oxydation avec I’Oxone®. Pour la réactivité
obtenue avec le 4-méthoxystyréne, deux expériences de catalyse ont été réalisées : (i)
’utilisation d’un peracide et (ii) ['utilisation d’un époxyde comme substrat de départ. En effet,
les peracides sont des oxydants connus pour leur faculté a réaliser des réactions d’époxydation
d’alcénes.?t” Une des hypothéses formulée pour la formation du diol serait donc le passage
par un intermédiaire époxyde qui serait ensuite ouvert en présence de I’oxydant (Schéma I11-
25).

OH

. (o] +
peracide H;0, H
/@/\ /©/<] OH
MeO MeO MeO

Schéma 111-25 : Mécanisme proposé pour la formation du 1-(4-méthoxyphényl)éthane-1,2-
diol.
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La catalyse d’oxydation du 4-méthoxystyrene a donc été testée en présence de m-CPBA en
présence et en absence des CLEC NikA/Fe-L2. Comme pour I’Oxone®, le 1-(4-
méthoxyphényl)éthane-1,2-diol est formé avec un rendement de 13%, méme en absence de
catalyseur. Ensuite, une catalyse d’oxydation du 2-(4-méthoxyphényl)oxirane, époxyde du 4-
méthoxystyrene, a été réalisée en présence d’Oxone® ou de m-CPBA. Lors de cette catalyse,
le diol est formé avec un rendement de 78%. Ce résultat semble indiquer que la formation du
diol passerait par un intermédiaire époxyde.

Pour le B-méthoxystyréne, la formation des deux produits réactionnels avec 1’Oxone®
n’impliquerait pas le méme mécanisme réactionnel. En effet, la formation de 7a est catalysée
alors que celle de 7m ne nécessite pas I’emploi d’un catalyseur. Pour le produit 7m, certaines
¢tudes ont montré que I’intermédiaire époxyde, le 2-méthoxy-3-phényloxirane, n’était pas
stable a cause de I’assistance du groupement électrodonneur méthoxyle.?!® Dans notre cas, cet

intermédiaire pourrait évoluer afin de former le produit 7m (Schéma I111-26).

(o)

(0]
X OMe peracide OMe
OMe

Schéma 111-26 : Mécanisme proposé pour la formation de 7m.

Concernant la formation de 7a, le mécanisme réactionnel est basé sur le métal puisqu’en
absence de catalyseur, le rendement décroit de 33% a 7%. Généralement, la coupure oxydante
d’alcenes fait intervenir un mécanisme réactionnel impliquant 4 électrons. Deux hypotheses
sont donc possibles pour la formation de ce produit : soit deux molécules d’Oxone® sont
impliquées dans un méme cycle catalytique, soit, une seule molécule d’Oxone® et une

molécule d’O2 sont impliquées.

Pour déterminer si O2 intervient dans le mécanisme réactionnel, deux expériences de catalyse
d’oxydation du B-méthoxystyréne ont éeté testées : (i) en présence d’un piégeur radicalaire et
(i1) en absence d’O2. En effet, pour qu’O2 interviennent dans le mécanisme réactionnel, la
réaction doit étre radicalaire. En présence de DMPO, le rendement de 7a est drastiquement
diminué de 33% a 7% (Tableau I11-13, entrées 1 et 2). Ces résultats correspondent au
rendement obtenu en absence de catalyseur (Tableau 111-12, entrée 5). Cette réaction étant

radicalaire, Oz pourrait intervenir en tant que deuxiéme oxydant. Une deuxiéme expérience
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réalisée en absence d’O; permet de confirmer ces résultats avec 1’obtention d’un rendement de
seulement 9% (33% dans les conditions standard) (Entrée 3).

Tableau 1VV-13 : Différentes conditions de catalyse d’oxydation du B-méthoxystyrene par les
CLEC NikA/Fe-L2.

Entrée | Oxydant Conditions 5a (%0) 6m (%0) Sélectivitél!
1 - 33 21 61:39
2 KHSOs + DMPOHX 7 25 22:78
3 Sans O 9 23 28:72

[a1750 équivalents. Paldéhyde:cétone.

Ces résultats permettent de proposer un mécanisme réactionnel (Schéma 111-27). Dans un
premier temps, 1’Oxone® serait activé par les CLEC NikA/Fe-L2. Ensuite, ’espéce Fe(IIl)-
O° radicalaire serait formée par coupure homolytique de la liaison O-O. L’hypothése d’une
coupure hétérolytique conduisant a la formation d’une espéce Fe(V)=0 serait réfutée
puisqu’elle ne permettrait pas la formation d’un radical. L’espéce Fe(III)-O® formeée serait
ensuite additionnée sur le carbone de la double liaison en position a du phényle pour produire
un radical sur la position B qui pourrait ensuite réagir avec une molécule d’O2 conduisant a la

coupure oxydante.

A
coupure oM Fe.
Fell  KHSOs Fe'l homolytique U T i
| KOs I omolytad I OMe
OH, %< ° |
|
SO;H \ 0,
Fe\o B

Schéma 111-27 : Mécanisme proposé pour la formation de 7a.

Par analogie, un mécanisme réactionnel peut aussi étre proposé pour les catalyses d’oxydation
réalisées avec le couple O2/DTT (Schéma 111-28). Le mécanisme réactionnel débuterait par la
réduction lente du Fe(lll)en Fe(Il)par un électron provenant du DTT. Ensuite, I’espéce Fe(II)
formée activerait Oz pour former 1’espéce Fe(III)-superoxo ce qui permettrait de justifier
I’inhibition de I’activité catalytique en présence de DMPO. Ensuite, une compétition aurait

lieu entre une molécule de DTT et I’alcéne. Soit I’espéce Fe(III)-superoxo réagit avec un
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¢lectron et un proton du DTT pour former I’espeéce Fe(IlI)-hydroperoxo, soit elle réagit
directement avec 1’alcéne afin de former I’intermédiaire réactionnel A. Concernant la
premiére voie, I’intermédiaire Fe(IIT)-hydroperoxo pourrait évoluer en intermédiaire Fe(V)=0
suite a la coupure hétérolytique de la liaison O-O. Cette espéce est privilégiée par rapport a la
formation d’une espéce Fe(IV)=0 qui résulterait de la coupure homolytique de 1a liaison O-O.
En effet, la formation d’un intermédiaire Fe(IV)=O entrainerait la formation de radicaux
libres OH®, espéces hautement réactives, qui pourraient réagir de fagon non contrdlée avec
plusieurs liaisons C-H du substrat (aromatique, alcéne, etc...). L’espéce Fe(V)=0 agirait de la
méme maniere que 1’0Oxone® ou que le m-CPBA en transférant son atome d’oxygene sur la
double liaison amenant a la formation de I’intermédiaire époxyde instable qui évoluerait vers
la formation de I’espéce 7m. Concernant la 2°™ voie, I’intermédiaire A formé réagirait avec
une deuxieme molécule d’O2 permettant la formation de l’intermédiaire B. Le superoxo
nouvellement formé pourrait entrainer la coupure de la liaison C-C située entre le carbone o et
le carbone B et permettre la formation de 1’aldéhyde ainsi que d’un intermédiaire Fe(IV)=0.
Ce dernier pourrait ensuite étre réduit par une nouvelle molécule de DTT pour clore le cycle

catalytique.

SN

0 9
©)‘\/0Me o @/
©/<(0Me DTT
FeV
i}
(o)
. OMe N
S
(')' Fel
DTT W’ Fell B
O‘O
OoM
Fe °
o O‘O'
7
|I:elll '.:e"l Fell
[ON o. -e

~— °¥J @c’j;o N
o

Schéma 111-28 : Mécanismes proposés pour les catalyses d’oxydation réalisées avec le
couple O./DTT.

208



Chapitre 111 : Développement d’une biocatalyse hétérogene

6-4. Conclusion

Le challenge était de développer un systéme CLEC capable d’activer Oz afin de transférer un
ou deux atomes d’oxygene sur un substrat exogéne. D’excellentes propriétés catalytiques ont
été obtenues avec le systeme CLEC NikA/Fe-L2 : des catalyses d’oxydation trés efficaces
d’un éther d’énol ou d’alcénes avec des rendements élevés (78% de rendement global pour les
CLEC NikA/Fe-L2sur I’éther d’énol). De plus, les propriétés de stabilité et de recyclabilité
des catalyseurs hétérogénes s’appliquent a notre systtme CLEC avec une stabilité
exceptionnelle (plus de 28 000 TON réalisés sur 50 tours successifs) sans perte d’activité
alors que les catalyseurs en solution ne dépassent pas les 500 TON. La réactivité est
totalement dépendante du complexe inséré au sein des cristaux réticulés ce qui montre
I’importance de I’optimisation des complexes pour I’amélioration des activités catalytiques et
des stabilités. Le mécanisme réactionnel de ce systeme CLEC est probablement réalisé en
deux étapes: une premicre étape qui implique 1’activation d’une premiére molécule d’O>
induisant une chimie radicalaire, comme observée dans les monooxygénases, suivie de
I’intervention d’une seconde molécule d’O2 conduisant a un mécanisme d’oxydation a 4

électrons peu courant chez les oxygénases naturelles.

7. Conclusion génerale

Le but du projet etait de développer une biocatalyse hétérogéne a partir de métalloenzymes
artificielles solubles concues au laboratoire. Pour cela, la technologie CLEC a été mise en
place sur la protéine NikA en présence de différents complexes de fer afin de cibler
différentes réactions d’oxydation. Trois systemes CLEC ont été développés : (i) le CLEC
NikA/Fe-LI11 pour réaliser une réaction de sulfoxydation sur divers substrats thioéthers avec
du NaOCl, (ii) le CLEC NikA/Fe-L2 capable de faire de I’hydroxychloration d’alcénes en
présence d’Oxone® et de NaCl et (iii) le méme systtme CLEC NikA/Fe-L2 capable
d’activer Oz en présence de DTT pour réaliser de la coupure oxydante (dans la majorité des
cas). La réticulation de cristaux de protéine a montré qu’elle permettait de conférer des
activités catalytiqgues aux complexes ancrés au sein de ces cristaux (réactivités
d’hydroxychloration ou de sulfoxydation) ou d’activer des complexes inorganiques ne
possédant aucune réactivité intrinseque (Fe-EDTA). Ces systéemes permettent de combiner les

avantages des différents modes de catalyse.
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Une trés grande efficacité catalytique, des cinétiques allant jusqu’a 500 min™ et une trés
grande sélectivité avec des régio- et chimiosélectivités de 100% que 1’on retrouve dans le
domaine de la biocatalyse. IIs possédent les avantages de la catalyse homogéne puisqu’un
méme systeme CLEC NikA/Fe-L2 est capable de réaliser différentes réactivités sur le méme
substrat en changeant uniquement le type d’oxydant. Pour finir, ils ont les avantages de la
catalyse hétérogéne puisqu’ils peuvent étre réutilisés plus de 50 fois (dans le cas de la
réactivité avec Oy) et étre utilisés dans des conditions d’oxydation drastiques, a des pH acides,
a hautes températures et en solvants organiques. De plus, la technologie CLEC en particulier
présente des avantages qui lui sont propres comparée aux systemes en solution. Par exemple,
grace a la trés forte concentration locale en catalyseur, 1’activité catalytique est largement
améliorée par rapport aux systemes en solution (4 a 5 fois). De plus, la cristallographie aux
rayons X permet une caractérisation précise des catalyseurs. Par ailleurs, cette méthodologie
permet de préserver 1’intégrité et ’activité de I’enzyme. Finalement, les cristaux mésoporeux
obtenus possédent de nombreux canaux de solvant avec une haute teneur en solvant d’environ
50% permettant une diffusion aisée des substrats et des produits de la surface jusqu’au site
actif. Avec cette technologie, de nouvelles perspectives pour I’'utilisation du systtme CLEC
facilement modulable sont possibles. En effet, une large variéte de complexes peut étre
insérée au sein de la protéine NikA (ou autre) afin de développer de nouvelles réactivités
permettant de diversifier ce systéme-
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Chapitre IV : Vers une chimie tandem

1. Introduction

La Nature a développé de nombreuses voies métaboliques basées sur des réactions en cascade
tres efficaces et tres sélectives permettant de synthétiser des molécules trés complexes
possédant plusieurs nouvelles fonctionnalités.'”® Dans le cadre d’une chimie durable, de
nombreux chercheurs veulent s’inspirer de ces processus en combinant les différents modes
de catalyse (biocatalyse, catalyse homogéne ou hétérogene) afin de limiter la production de
déchets chimiques en évitant les étapes de purification intermédiaires (économie d’atomes),
de réduire les temps et les colts de production ou encore d’améliorer I’efficacité de la
réaction. Différentes combinaisons de catalyseurs sont possibles : (i) la combinaison de
plusieurs catalyseurs chimiques,'®® (ii) la combinaison de plusieurs biocatalyseurs’’? ou
encore (iii) la combinaison de catalyseurs chimiques et de biocatalyseurs.}’” Cette derniére
combinaison propose d’allier les avantages de la biocatalyse et de la catalyse chimique
(homogene et/ou hétérogéne) permettant d’élargir le champ des possibilités en proposant de
nouvelles voies métaboliques bio-inspirées capables de combiner des réactions naturelles et
non-naturelles. Cependant, les chercheurs doivent faire face aux nombreuses limitations qui
existent pour ce type d’approche. En effet, I’incompatibilité des conditions réactionnelles (pH,
solvant, température, etc...) ou encore les différents problémes d’inhibition qui existent entre
les différents types de catalyseurs freine le développement de ce type d’approche, notamment
pour des réactions d’oxydation. Dans le domaine de la chimie tandem, mon projet de these
propose une approche originale, basée sur 1’exploration de nouvelles méthodologies a partir
des systtmes CLEC mis au point dans le chapitre précédent. L’utilisation de ces
biocatalyseurs hétérogenes a pour objectif de compartimenter les différents complexes
inorganiques ce qui est essentiel afin d’éviter les interférences entre eux. De plus, les
differentes reactivites ont été développées dans des conditions réactionnelles similaires
(méme solvant, méme température) facilitant la mise au point de ce projet. Trois réactivités
d’oxydation catalysées par des CLEC ont été développées au cours de ma thése: (i) la
coupure oxydante de dérivés du styrene avec le couple O2/DTT en présence des CLEC
NikA/Fe-L2, (ii) I’hydroxychloration d’alcénes avec le couple Oxone®/NaCl toujours en
présence des CLEC NikA/Fe-L2 et (iii) la sulfoxydation de thioéther avec NaOCI en
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présence des CLEC NikA/Fe-LIIl. Sur la base de ces résultats, il semblait judicieux
d’associer deux de ces réactions catalytiques pour des substrats contenant les deux motifs clés

(styrene et thioanisole).

Dans ce chapitre, deux réactions de chimie tandem indépendantes seront testées: (i) la
coupure oxydante d’alcénes soufrés suivie de la sulfoxydation du thioéther pour la production
des composeés bifonctionnels de type sulfoxyde-aldéhyde (deux réactions) et (ii) une réaction
d’hydrothiolation suivi de la sulfoxydation du thioéther pour donner des composés

monofonctionnels de type sulfoxyde (deux reactions) (Schéma 1V-1).

Schéma V-1 : Représentation schématique des réactions tandem qui seront développées.

2. Deéveloppement de la réaction tandem coupure
oxydante/sulfoxydation.

Afin de développer une chimie tandem efficace, les réactions mises en jeu doivent étre
orthogonales. Le premier objectif a donc été de déterminer la compatibilité des différentes
réactions entre elles. L’association des réactions de coupure oxydante et de sulfoxydation est
alors privilégiée. En effet, I’activation d’O. par les CLEC est chimiospécifique vis-a-vis de
I’alcéne alors que la catalyse avec NaOCI est chimiospécifique du thioéther. En revanche, la
réactivité d’hydroxychloration réalisée par les CLEC est a éviter puisque 1’Oxone® est
capable de réagir avec les deux fonctions chimiques. Bien que la catalyse avec NaOCI soit
chimiospécifique, une dégradation rapide des CLEC avait été observée avec cet oxydant. La
solution envisagée est d’utiliser un oxydant plus doux, comme par exemple H2O», permettant

ainsi le recyclage des CLEC sur plusieurs tours de catalyse.
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2-1. Développement d’une réactivité de sulfoxydation en présence

d’H202 et des CLEC

L’utilisation d’un lot unique de CLEC pourrait simplifier la mise au point de la réaction
tandem. Dans ce cadre, les différentes expériences menées pour développer une réactivité de
sulfoxydation avec H>O> ont éte effectuées avec les CLEC NikA/Fe-L2. De nombreuses
conditions réactionnelles ont été testées afin d’obtenir les conditions optimales (ratio, solvant,
temps, température) pour la sulfoxydation du 2-méthylthionaphtaléne, substrat plus réactif
que le thioanisole classiquement employé. L’exemple le plus représentatif est présenté dans le

Tableau IV-1.

Tableau V-1 : Conditions optimales pour la réactivité de sulfoxydation du 2-
méthylthionaphtaléne.

Entrée Catalyseur Rendement (%) Sélectivitél!
1 CLEC NikA/Fe-L2 82 100:0
2 Fe-L2 4 100:0
3 - 4 100:0
4 Polymeére de glutaraldéhyde seul 83 100:0

[{Conditions  réactionnelles :  catalyseur/substrat/H,O, 1/1000/1500, 6h, CHsCN/H.O 1/1.

lsylfoxyde:sulfone.

Un seul produit réactionnel est obtenu, le 1-(méthylsulfinyl)naphtaléne, avec un trés bon
rendement de 82% alors qu’avec le complexe seul ou en absence de catalyseur, presqu’aucune
réactivité n’est observée (Entrées 2 et 3). En revanche, pour s’assurer que la réactivité
provient bien du catalyseur au sein des cristaux, la catalyse a aussi été réalisée en présence du
polymére de glutaraldéhyde qui se forme au cours de 1’étape de réticulation des cristaux. En
effet, lors de cette étape, 1’ajout de glutaraldéhyde provoque la formation d’un polymere
méme en absence de cristaux. Le polymere formé en absence de cristaux a été testé dans les
mémes conditions réactionnelles que précédemment (polymere provenant de quatre gouttes de
tampon A, méme quantit¢ qu’en présence de 100 cristaux). De fagon surprenante, 83% de
rendement en sulfoxyde a été atteint avec une chimiosélectivité de 100%. Le polymere de
glutaraldéhyde posséde donc la méme réactivité que les CLEC. Cette observation permet donc

d’affirmer que la réactivité de sulfoxydation provient donc du polymere seul. Faute de temps,
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la nature des interactions entre le polymeére et les cristaux n’a pas été déterminée. Ces résultats
indiquent que 1’oxydant H>O. réagirait avec les espéces formées par la réaction entre le
glutaraldéhyde et le tampon afin de créer une espéce oxydante active capable de réaliser la
sulfoxydation chimiosélective de thioéthers.

Suite a ces résultats, une étude de stabilité du polymere a alors été réalisée sur 1’oxydation du

2-méthylthionaphtaléne dans les conditions réactionnelles standard (Figure 1V-1).

Figure 1V-1 : Stabilité du polymére au cours de la réaction de sulfoxydation avec H.Ox.

Avec H0O, le polymere garde son activité catalytique compléte sur 4 tours de catalyse
successifs avant une diminution drastique de cette activité a partir du 5™ tour de catalyse
pour un total de 4040 TON réalisés en 6 tours de catalyse. Méme si ce résultat était inattendu,
il a tout de méme été envisagé de développer une chimie tandem combinant la réactivité du

polymeére (sulfoxydation) avec la réactivité des CLEC (coupure oxydante).

2-2. Mise au point de la réaction tandem

Les deux acteurs de la catalyse sont issus de 1’étape de réticulation—Pour la catalyse
envisagée, 100 CLEC sont utilisés. Il a été nécessaire de synthétiser un substrat adéquat pour
la réaction tandem. Le choix s’est porté sur la synthése du phényl(4-vinylbenzyl)thioéther

(8a), possédant le motif thioanisole couplé au motif styrene en condensant le 1-

218



Chapitre IV : vers une chimie tandem

(chloromethyl)-4-vinylbenzeéne avec le thiophénol selon le schéma réactionnel présenté ci-

dessous (Schéma 1V-2) :

SH X
o . L O L
+ S
Cl Et;N, reflux, 16h ©/

8a

Schéma 1V-2 : Synthese du phényl(4-vinylbenzyl)thioéther (8a)

La réaction tandem peut étre effectuée de deux fagons différentes : (i) coupure oxydante puis
sulfoxydation ou (ii) sulfoxydation puis coupure oxydante. En premier lieu, les deux
réactivités de coupure oxydante et de sulfoxydation ont été testées indépendamment. La
réactivité de coupure oxydante a été réalisée en présence des CLEC NikA/Fe-L2 et des
CLEC NikA/Fe-LIII sur le substrat original 8a et son équivalent déja oxydé, le sulfoxyde
12a. Le ratio catalyseur/substrat/DTT est de 1/1000/1500 et la réaction est agitée pendant 2 h

a température ambiante (Schéma 1V-3).

X ~o
S S
©/ 8a Cat/substrat/DTT ©/ 10a

1/1000/1500

ou
2h, T.A., CH;CN/H,0 1:1
9 o 2 o
S S
©/ 12a ©/ 14a

Schéma 1V-3 : Réactivité coupure oxydante des substrats 8a et 12a.

En présence des CLEC NikA/Fe-L2, la réactivité de coupure oxydante de ce type de
substrats (8a ou 12a) est possible alors que le styrene, substrat de référence, reste intact. La
présence d’un groupement benzylthioéther en position para de la double liaison permet donc

d’activer la double liaison qui peut alors réagir avec I’espeéce oxydante.

Préalablement, nous avons observé que le polymeére avait la méme réactivité que les CLEC en
sulfoxydation. Concernant le substrat 8a en présence des CLEC NikA/Fe-L2, seulement 23%
de rendement sont obtenus (TableaulV-2, entrée 1), résultat similaire avec le complexe seul

(17%, entrée 2). Les rendements sont supeérieurs avec les catalyseurs a base de Fe-LIII avec
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des rendements de 27% pour les CLEC et 39% pour le complexe seul (Entrées 3 et 4). En
revanche, bien que I’aldéhyde soit formé, le rendement ne correspond pas a la conversion du
substrat. Or, aucun autre produit réactionnel n’est détect¢ en GC/MS ou en HPLC.
Concernant le substrat 12a, la méme tendance est observée : des rendements plus élevés pour
les catalyseurs a base de Fe-LI11 (32% pour les CLEC et 37% pour le complexe seul, entrées
8et9).

Tableau V-2 : Réactivité de coupure oxydante de 8a et 12a.

Entr Catal Substrat de Rendement Conversion
ntrée atalyseur
Y départ aldehyde (%0) (%)
1 CLEC NikA/Fe-L2E 23 57
2 Fe-L2 ~ 17 44
3 CLEC NikA/Fe-LIl11 ©/S\/©/\ 27 70
8a
4 Fe-LII11I 39 83
5 - 0 0
6 CLEC NikA/Fe-L2M@ 7 16
7 Fe-L2 o V©A\ 5 7
8 CLEC NikA/Fe-LII1& @/s 32 81
9 Fe-LINI e 37 93
10 - 0 0

Catalyseur/substrat/DTT 1/1000/1500, 2h. l¥len présence du polymére.

Des recherches plus poussées ont été effectuées pour déterminer le(s) autre(s) produit(s)
réactionnel(s) formé(s) non visible(s) dans les méthodes utilisées en GC et en HPLC. Pour
cela, la réaction standard a été réalisée sur le substrat 8a en présence du complexe Fe-LIII &
I’échelle du milligramme afin de pouvoir caractériser le(s) espece(s) formée(s) en RMN et en

masse. Plusieurs nouvelles especes ont été observées (Schéma 1V-4).

DTT DTT

gsﬁ s gsﬁ

Schéma V-4 : Autres especes formées lors de la catalyse d oxydation de 8a avec le couple
O2/DTT.
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Une ou deux réactions d’hydrothiolation entre le DTT et ’alcéne sont possibles dans les
conditions réactionnelles standard. En effet, de nombreux exemples de réactions
d’hydrothiolation entre des groupements thiols et des doubles liaisons sont décrits dans la
littérature.?!%221 De nouvelles conditions réactionnelles doivent donc étre testées afin

d’améliorer la sélectivité en faveur de la formation de 1’aldéhyde.

La réactivité de sulfoxydation par H20> été réalisée en présence de CLEC NikA/Fe-L2, du
substrat original 8a et de son produit de coupure oxydante, 1’aldéhyde 10a. Le substrat a été
mis en présence de 1,5 équivalents d’H20- la réaction est agitée pendant 16 h a température
ambiante (Schéma IV-5).

X 0 A
s S
Cat/substrat/H,0, ©/ 12a

1/1000/1500

©/ 8a
ou
16h, TA., CH;CN/H,0 1:1
S S
©/ 10a ©/ 14a

Schéma IV-5 : Réactivité de sulfoxydation des substrats 8a et 10a.

En ce qui concerne le substrat 8a, aucune activité catalytique n’est observée, peu importe le

catalyseur testé (Tableau 1V-3, entrées 1-3).

Tableau V-3 : Réactivité de sulfoxydation avec H20- de 8a et 10a.

) Substrat de Rendement o
Entrée Catalyseur ) Sélectivité™
départ sulfoxyde (%)
1 CLEC NikA/Fe-L2[P! 5 100:0
X .
2 Fe-L2 v 3 100:0
3 Fe-LII1 ©/ 8a 3 100:0
4 - 0 -
5 CLEC NikA/Fe-L2["] 35 100:0
6 Fe-L2 e 5 100:0
7 Fe-LII1 ©/ 10a 6 100:0
8 - 0 -

1,5 éq. d’H,0,, 16h. B sulfoxyde:sulfone. [!en présence du polymére.
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En revanche, lorsque le substrat utilisé est 10a, le polymere de glutaraldéhyde catalyse la
réaction avec un rendement de 35% et une chimiosélectivité de 100% en faveur du sulfoxyde
alors que les complexes seuls n’ont pratiquement aucune réactivité (Entrées 5-7). Ces
résultats montrent que la présence de I’aldéhyde sur le substrat de départ a un impact non

négligeable sur la réactivité de sulfoxydation. Ce résultat reste encore a expliquer.

D’aprés les résultats obtenus pour les réactions indépendantes, pour que la réaction tandem
soit fonctionnelle, elle doit débuter par la coupure oxydante de 1’alcéne suivie de la
sulfoxydation du thioéther. La réaction tandem est donc réalisée dans les conditions

présentées Schéma 1V-6.

Cat/substrat/DTT ~o Cat/substrat/H,0, o ~o
. \/@/\ 111000/1500 sﬁ 1/1000/1500 sﬁ

© 8a 2h, T.A., CH;CN/H,0 1:1 10a 16h, T.A., CH;CN/H,0 1:1 © 14a

Schéma V-6 : Conditions réactionnelles pour la réaction tandem.

Pour la réaction tandem, les CLEC NikA/Fe-L2 ont été choisis car leur préparation est moins
contraignante que celle des CLEC NikA/Fe-LIIl qui doit se faire en boite a gants. Le
systtme CLEC posséde la particularité d’avoir finalement deux centres -catalytiques
différents : (i) le site actif de I’enzyme pour la réactivité de coupure oxydante réalisée par le
complexe Fe-L2 et(ii) les imines du polymére de glutaraldéhyde/Tris-HCI qui formeraient
une nouvelle espéce oxydante en présence d’H20. Pour cette expérience, les CLEC
NikA/Fe-L2 sont mis en présence de 8a et de DTT puis, aprés 2 h de réaction, H2O2 est

additionné directement dans le méme milieu réactionnel (Tableau 1V-4).

Tableau V-4 : Réaction tandem sur 8a.

Rendement Rendement Rendement Taux de
Entrée Catalyseur )
10a (%) 12a (%) 14a (%) conversion (%)
1 CLEC NikA/Fe-L2M 14 0 9 74
2 Fe-L2 8 0 3 25
3 - <1 0 0 7

el en présence du polymere.
Premiéerement, en présence des CLEC NikA/Fe-L2, deux produits réactionnels sont obtenus :
le produit final souhaité (14a) avec un rendement faible de 9% et le produit intermédiaire

résultant de la coupure oxydante (10a) avec un rendement de 14%. De plus, nous pouvons
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constater que dans ces conditions réactionnelles, on retrouve les résultats obtenus pour les
réactions isolées. La coupure oxydante s’est bien faite avec un rendement de 23% (10a + 14a)
dont 36% ont été transformés en produit final 14a (Entrée 1). En présence du complexe Fe-
L2, la réactivité est moins intéressante puisque seulement 25% du substrat a été consommeé ne
conduisant qu’a 3% de produit final (Entrée 2). En absence de catalyseur, aucune réactivité
n’est observée (Entrée 3). Ces premiers résultats montrent que la réaction tandem est
réalisable. Toutefois, les rendements en produit final 14a sont tres faibles alors que le substrat
est converti a 74%. Deux problemes se posent donc pour cette réaction: (i) 1’étape de
sulfoxydation n’est pas complete (36% de rendement) et (i1) la premicre étape de la réaction
n’est pas 100% chimiosélective. La premiere étape de la réaction est une compétition entre le
I’hydrothiolation du DTT sur I’alcéne et la coupure oxydante de I’aldéhyde. Cette réaction
génere de nombreux produits résultant de la réaction d’hydrothiolation différents (avec
I’oxydation des thioéthers formés). D’autres réducteurs doivent alors étre testés afin de

favoriser la formation de 1’aldéhyde plut6t que la réaction de couplage.

e Recherche d’autres réducteurs

Afin d’avoir un criblage simple et efficace, les expériences de catalyse ont éteé réalisées sur le
complexe inorganique seul plutot que sur les CLEC. Le complexe Fe-LII1 étant plus efficace
que le complexe Fe-L2, celui-ci a été choisi. Les réactions de catalyse ont été réalisées avec
un ratio catalyseur/substrat/thiol de 1/1000/3000 (Figure 1V-2).

Figure 1V-2 : Réactivité de coupure oxydante par Fe-LI11 avec différents réducteurs.

223



Chapitre IV : vers une chimie tandem

Pour la majorité des réducteurs, les taux de conversion sont trés éleves (72-100%) hormis
pour la thiourée qui n’a pratiquement aucune réactivité. En comparant ces résultats a ceux du
DTT, seul le B-mercaptoéthanol permet d’obtenir une meilleure sélectivité en faveur de 10a
(74%) avec un bon rendement (68%). Méme si ce changement de réducteur permet
d’améliorer les conditions standard, les rendements et sélectivités obtenues ne sont toujours

pas suffisants pour développer une chimie tandem efficace et sélective.

Avec le thiophénol et le 4-méthylthiophénol, le taux de conversion est quasi-quantitatif alors
que les rendements en aldéhyde 12a sont seulement de 38 et 17%, respectivement. Toutefois,
un seul produit secondaire a été identifié, le produit de monocouplage entre I’atome de soufre
du thiophénol et le carbone en position B de la double liaison de I’alcéne (Schéma 1V-7). En
absence de catalyseur, ni 1’aldéhyde ni le produit résultant de la réaction d’hydrothiolation ne

sont formés.

o
Se N« an e RSN an o
s s s
©/ 11a ©/ ©/
Schéma 1V-7 : Produits formés lors de la catalyse en présence de thiophénol ou de
toluenethiol.

Ces résultats montrent qu’en utilisant un réducteur de type thiophénol, seulement deux
produits réactionnels sont formés : 1’aldéhyde 10a, résultant de la coupure oxydante, et un
nouveau thioéther issu de la réaction d’hydrothiolation. De plus, la formation de ce thioéther
peut étre favorisée en fonction des conditions réactionnelles (choix du réducteur, choix du
substrat de départ, choix des ratios, etc...). Pour la suite du projet, les résultats concernant la
formation de I’aldéhyde 10a n’étant pas assez pertinents, nous avons décidé de réorienter le
projet de chimie tandem en optimisant la réaction d’hydrothiolation (efficacité et sélectivité)

et en réalisant une deuxiéme étape de sulfoxydation du thioéther nouvellement formé.

2-3. Conclusion

Pour cette premiere réaction tandem, des résultats intéressants ont été obtenus : (i) la réaction

tandem est possible, la combinaison de deux réactions d’oxydation a pu étre réalisée en
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présence des CLEC NikA/Fe-L2 (et du polymere de glutaraldéhyde). En revanche, les
rendements et les sélectivités ne sont pas a la hauteur de ce que nous attendions. La formation
du produit 14a est assez faible (9%). Ce manque de réactivité et de sélectivité provient de la
formation d’autres produits réactionnels comme par exemple des produits résultant de la
réaction d’hydrothiolation entre 1’alcéne et le DTT. Ces réactions parasites étaient inattendues
au regard des résultats obtenus sur les CLEC au chapitre précédent ce qui démontre la
difficulté de mettre en place une chimie cascade efficace et sélective. De plus, le catalyseur
réalisant la réaction de sulfoxydation est un polymere porté par les CLEC dont la nature
exacte n’a pas encore ¢té identifiée. Pour s’affranchir de ces problémes, le prochain objectif
est de concevoir une réaction tandem avec une premicre étape d’hydrothiolation entre un
alcéne et un groupement thiol suivie d’une deuxiéme étape de sulfoxydation du thioéther

formé avec un nouveau catalyseur.

3. Developpement de la deuxieme reaction tandem

3-1. Optimisation de la réaction de couplage

Par commodité, les réactions d’optimisation sont réalisées sur les complexes seuls plutot
qu’avec les CLEC (synthese chronophage). Pour développer cette réactivité, le choix s'est
porté sur le couplage de deux substrats de référence en présence de Fe-LII1 : le styrene et le
thiophénol. Pour cela, le ratio catalyseur/styréne/thiophénol est de 1/1000/1500 et le mélange
réactionnel est agité pendant 1h (Schéma 1V-8).

Fe-Llll/styréne/thiophénol

SH S
©/ . ©/\ 1/1000/1500 ©/ \/\©
1h, T.A., CH3;CN/H,0 1:1

9a

Schéma 1V-8 : Réactivité d’hydrothiolation entre le styréne et le thiophénol en présence de
Fe-LIII.

En présence de complexe, la réaction d’hydrothiolation est favorisée avec un rendement de
77% (770 TON) en 9a et une chimiosélectivité de 91% (Figure 1V-3). Le surplus de
thiophénol entraine la formation du composé disulfure avec un rendement de 25%. En

absence de complexe, deux produits réactionnels sont formés : le composé disulfure avec un
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rendement de 16% et ’alcool 11a avec un rendement de 6%. Pour déterminer la provenance
de I’alcool formé, une expérience de catalyse a été réalisée en absence d’oxygeéne en boite a
gants. Cette expérience a mis en évidence que le produit 11a ne se formait pas ce qui permet
d’affirmer que I’alcool est formé a partir d’une molécule d’O, (réaction radicalaire). Ces
résultats montrent que le complexe Fe-LIIl est nécessaire pour réaliser la réaction
d’hydrothiolation pour former le thioéther 9a. De plus, d’excellents rendements et
chimiosélectivités sont obtenus pour cette réactivité. Cette premiére réaction est donc

utilisable pour mettre au point une réaction tandem.

Figure 1V-3 : Produits réactionnels formés lors de la réaction d’hydrothiolation entre le
styrene et le thiophénol. Les rendements en disulfure sont calculés par rapport aux 1500

équivalents de thiophénol de départ.

Ensuite, I’expansion de la gamme de substrats a été étudiée afin de choisir le substrat qui
permettrait d’obtenir les meilleurs rendements et sélectivités pour la réaction tandem
(Tableau IV-5). En fonction du substrat, les rendements varient de 0 a 92% et la
chimiosélectivité en faveur des produits d’hydrothiolation de 0 a 94% (9a-9g). Les substrats
les plus réactifs possedent des groupements électroattracteurs sur le cycle aromatique
(Entrees 2-4). Par exemple, lors de 1’hydrothiolation du 2-bromostyréne avec le thiophénol,
92% de rendement est obtenu pour le produit 9d avec une excellente chimiosélectivité alors
que pour le 4-méthoxystyrene, le rendement est Iégérement moins bon (82%) mais avec une
excellente chimiosélectivité (Entrée 5). Les rendements et les sélectivités sont drastiquement
diminués lorsque la double liaison de 1’alcéne est substituée (Entrées 6 et 7). En effet, pour le

trans-p-méthylstyréene, seulement 19% de produit résultant de la réaction d’hydrothiolation
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est formé avec une chimioselectivité moyenne. De plus, le disulfure est produit en plus grande
quantité que pour les autres substrats (32%) ce qui démontre que la double liaison est moins
réactive que celles des autres substrats. Deux parametres semblent influer sur la réactivité : (i)
I’encombrement stérique et (ii) les effets électroniques dus aux groupements présents sur le
motif styréne. L’encombrement stérique est le facteur le plus déterminant. En effet, lorsque
les groupements sont situés sur le cycle aromatique, d’excellentes activités catalytiques et
sélectivités sont observées. En revanche, la présence d’un de ces groupements sur la double
liaison de I’alcéne entraine une chute drastique des rendements. En présence de groupements
¢lectroattracteurs, la réaction est trés efficace permettant d’atteindre des rendements et des

chimiosélectivités supérieurs a 90%.

Tableau 1V-5 : Expansion de la gamme de substrats sur la réactivité d’hydrothiolation en

présence du complexe Fe-LIII.

) ) Taux de o
) Aldéhyde | Produit Disulfure ) Sélectivitéld
Entrée Substrat Rdt (%) conversion
Rdt (%) 9 Rdt (%) (%)
(%)
X
1 O/\ 6 9a 77 25 85 o1
X
2 /©/\ 7 9 01 20 100 92
F
X
3 o 6 9 89 23 97 o1
Br
Br
4 @/\ 6 9d 92 23 99 92
o
5 MeO 5 % 82 11 90 94
X
6 @N 5 of 19 32 88 43
7 (j/K 31 9g 0 14 87 0

Catalyseur/alcéne/thiophénol 1/1000/1500, 1h, t.a. dans CH3CN/H20 1/1 [ Chimiosélectivité en
faveur du produit de [’hydrothiolation.

Ensuite, trois complexes de fer ont été testés en catalyse sur la réaction d’hydrothiolation du
thiophénol sur le 2-bromostyrene dans les conditions standard : le complexe Fe-LIII, qui est

le complexe de référence, le complexe Fe-L2, qui est un des complexes les plus actifs dans
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les catalyses déja développées, et du chlorure de fer, FeCls, pour mettre en évidence le rdle du

ligand dans la réactivité (Tableau IV-6).

Tableau 1V-6 : Comparaison de différents catalyseurs sur la réaction d’hydrothiolation du

thiophénol sur le 2-bromostyréne dans les conditions standard.

) Aldéhyde | Produit 10d | Disulfure Taux de Sélectivitél®
Entrée | Catalyseur .
Rdt (%0) Rdt (%) Rdt (%) | conversion (%o) (%)
1 Fe-LI111 6 89 23 97 91
2 Fe-L2 12 3 19 92 3
3 FeCls 6 4 15 98 4

B Chimiosélectivité en faveur du produit résultant de la réaction d’hydrothiolation 9d.

Seul le complexe Fe-LI11 est capable de réaliser la réaction d’hydrothiolation (Entrée 1). En
effet, les complexes Fe-L2 et FeCls ne forment que 3% et 4% de 9d, respectivement
(Entrées2 et 3). L’électronique du ligand a donc une influence importante pour cette
réactivité et démontre que la réaction est bien catalysée par le fer. L’influence du ligand est a
deux niveaux : soit il module I’acidité de Lewis du fer, soit il a un effet sur le pouvoir rédox
du fer. Dans le cas de I’acidité¢ de Lewis, le thiophénol pourrait étre directement activé par le
fer ou par une molécule d’eau liée au fer.??? Afin d’identifier si H,O a une influence sur la
réaction, différents solvants ont été testés dans les conditions standard de catalyse (Tableau
IV-7).

Tableau V-7 : Réactivité d’hydrothiolation du thiophénol sur le 2-bromostyréne dans

différents solvants.

) Produit 11d Produit 9d Disulfure
Entrée | Catalyseur | Solvant
Rdt (%) Rdt (%) Rdt (%)
1 Fe-LIII 19 2 27
CHsCN
2 - 14 3 13
3 Fe-LIII 20 2 32
DCM
4 - 11 2 10
5 Fe-LIII 5 9 35
MeOH
6 - 13 2 13
7 Fe-LIII 4 84 8
H.0
8 - 3 86 8
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Lorsque la reaction est réalisée dans CHsCN pur, DCM, ou MeOH, moins de 10% de
rendement sont observés pour le produit d’hydrothiolation 9d (contre 92% dans le melange
CH3CN/H20 1/1). En revanche, quand le solvant utilisé est H.O pure, en présence ou en
absence de catalyseur, 84 et 86% de produit d’hydrothiolation 9d sont formeés,

respectivement.

Par comparaison avec nos conditions réactionnelles (CH3CN/H.O 1/1 et Fe-LIIl comme
catalyseur), les rendements obtenus dans H>O pure sont similaires (92% vs 86% apres 1 h de
réaction). Afin de discriminer la réactivité dans nos conditions réactionnelles et dans H.O

pure, les cinétiques de la réaction d’hydrothiolation ont été comparées (Figure 1V-4).

91 92
. v
w
86
) 9
] 59
c
[
E
Q
-]
c
L
[~
] 10 20 30 40 50
-20
Temps (min)
—@— Rendement Conditions standards (%) @ Rendement H20 pure (%)

Figure 1V-4 : Comparaison des cinétiques de production de 9d dans les conditions standard

(bleu) et dans H2O pure sans catalyseur (vert).

Dans nos conditions standard, en présence de complexe Fe-LIIl et d’un mélange
CH3CN/H20 1/1, la vitesse de production de 9d est trés rapide (210 min™). En revanche, dans
H>0 pure en absence de catalyseur, la vitesse de réaction est ralentie d’un facteur 15. Bien
que l’expérience puisse €tre réalisée dans HoO pure sans catalyseur, I'utilisation d’un
catalyseur dans les conditions réactionnelles standard permet I’augmentation d’un facteur 15
de la cinétique de formation de 9d. D’apreés ces résultats, 1’eau et le complexe sont nécessaires
pour obtenir une catalyse efficace confirmant I’hypothése d’un rdle d’acide de Lewis pour le

catalyseur.

Pour compléter I’optimisation de cette réactivité, d’autres réactifs soufrés ont été testés dans

les conditions reactionnelles standard (Tableau 1V-8). Dans le cas de I’utilisation de
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réducteurs de type thiophénol, d’excellents rendements sont obtenus (Entrees 1-4) : 97% a
partir du toluénethiol, 94% a partir du thiophénol, du naphtalénethiol ou du 4-
bromothiophénol. En revanche, dans le cas du benzylmercaptan, pratiquement aucune
réactivité n’est observée (2% de rendement). Cette expérience montre I’importance des
facteurs électroniques sur la réactivité, notamment de la possible contribution par mésomérie

du nuage électronique du noyau aromatique a la réactivité du thiol.

Tableau V-8 : Expansion de la gamme de réducteurs soufres sur la réactivité

d’hydrothiolation en présence du complexe de Fe-LIII.

Benzaldéhyde Produit 9d Disulfure Sélectivité™

Entrée Substrat Rdt (%) Rdt (%) Rdt (%) (%)

SH
1 Cy 6 92 23 94

2 > 6 92 n.d. 94
3 /@( " 3 97 27 97
H
r

S
4 Q 5 74 2 94
B

S
5 ©As“ 2 2 0 50

[l Chimiosélectivité en faveur de 9d/aldéhyde.

En conclusion, une réaction d’hydrothiolation a été développée avec succes avec le complexe
Fe-LI11 avec des substrats dérivés du styrene et du thiophénol. De nombreuses combinaisons
peuvent étre réalisées entre les différents dérivés menant a une gamme de produits
intéressante. Les conditions réactionnelles ont pu étre optimisées: le ratio
catalyseur/alcene/thiophénol optimal est de 1/1000/1500, a partir du 2-bromostyréne et du
thiophénol dans un mélange CH3CN/H20 1/1. De plus, ces différentes expériences ont permis
de déterminer quelques points clés du mécanisme réactionnel : (i) I’addition du thiol est 100%
régiosélective avec une addition sur la position B du motif styréne et (ii) H2O possederait un
role primordial dans I’activation du thiophénol pour qu’il puisse réagir avec la double liaison
de I’alcéne. De plus, il a été démontré que le complexe était impliqué dans la catalyse Les
derniers résultats obtenus soulévent des questionnements sur le mécanisme réactionnel que

nous n’avons pas pu aborder.
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3-2. Optimisation de la réaction de sulfoxydation

Une premiere réaction de sulfoxydation avait été développée dans la premiere tentative de
chimie cascade en utilisant le polymere de glutaraldéhyde, formé sur les CLEC au cours de
leur réticulation, en présence d’H20,. La caractérisation et la reproductibilité des résultats de
ce polymeére étant difficile, une nouvelle réaction de sulfoxydation a été développée en
utilisant des complexes déja décrits dans la littérature.> ® Notre choix s’est porté sur les
complexes développés par Bolm et al. & base de vanadium et de ligands chiraux (L4 et L5)
(SchémalV-9, b).??® Ces catalyseurs ont été choisis car leur synthése est aisée selon une seule
¢tape d’imination. De plus, leur activité catalytique et leur efficacité en présence d’un oxydant
doux H20 sont intéressantes en milieu organique pur. Au cours de la suite des résultats, les
catalyseurs sont synthétisés in situ et leur caractérisation n’a pas encore été déterminée. Une
¢tude préliminaire en spectrométrie de masse sur le mélange n’a pas été concluante. Nous

nous concentrons donc sur la partie de catalyse in situ.

Une premiere réaction a été testée en utilisant des conditions réactionnelles similaires a la
premiére réaction d’oxydation développée : catalyseur/substrat/H.O, 1/1000/1500, dans le
méme milieu réactionnel que la réactivité d’hydrothiolation (CH3CN/H20 1/1), pendant 5 h
sous agitation. Pour cette premiére catalyse, la réactivité a été testée en présence du produit
résultant de la réaction d’hydrothiolation 9d, substrat de référence, avec différents catalyseurs

(a).

Schéma 1V-9 : a) Conditions réactionnelles testées pour la réactivité de sulfoxydation.

b) Ligands utilisés pour la formation des complexes de fer et de vanadium.
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Pour cette réactivité, quatre complexes ont été testés : deux complexes de vanadium VO-L4 et
VO-L5 formés a partir du sel de vanadium VO(acac): et des ligands L4 et L5 et deux
complexes de fer formés a partir de FeCls et des mémes ligands (Schéma 1V-9, b). Le résultat
le plus intéressant est obtenu avec le complexe VO-L4 qui possede une réactivité moyenne
avec un rendement de 25% en sulfoxyde 13d, une chimiosélectivité de 100% en faveur du
sulfoxyde et un excés énantiomérique atteignant les 22% (Tableau 1V-9, entrée 3). De plus,
il est intéressant de constater que le ligand L4 ou le sel de vanadium VO(acac)2 ne possedent
aucune réactivité (Entrées 6 et 7). Il est a noter que lorsque 1’ion vanadyle du complexe VO-
L4 est remplacé par un ion ferrique, la réactivité est aussi inhibée (Entrée 1). Lorsque la
catalyse est réalisée en présence du complexe VO-L5, pratiquement aucune activité
catalytique n’est observée (Entrée 4). Le ligand joue donc aussi un réle prépondérant dans
I’activité catalytique et dans la sélectivité de la réaction. Le solvant est aussi important car ces
systemes catalytiques sont beaucoup moins efficaces dans le mélange CH3CN/H20 1/1 que
dans le DCM. Néanmoins, pour des raisons de compatibilité avec la premiére étape

catalytique, ce mélange de solvant est privilégié.

Tableau 1V-9 : Réactivité de sulfoxydation avec H20: sur le substrat 9d.

Entrée Catalyseur Rendement 13d (%) ee (%) Sélectivitél
1 Fe-L4 3 0 100:0
2 Fe-L5 4 0 100:0
3 VO-L4 25 22 100:0
4 VO-L5 4 0 100:0
5 FeCls 2 0 100:0
6 VO(acac); 3 0 100:0
7 L4 3 0 100:0
8 L5 4 0 100:0

[al syIfoxyde : sulfone.

Pour la suite des expériences, 1’optimisation de cette réactivité a donc été réalisée sur le
complexe VO-L4. Pour cela, différentes concentrations en catalyseur ont été testées et
comparées (Figure 1V-5). Comme observée précédemment, la concentration de catalyseur
référence (0,1 mol%) permet 1’obtention de 25% de rendement en sulfoxyde et un exces

énantiomérique atteignant 22%. En augmentant la concentration en catalyseur jusqu’a
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0,8 mol%, les rendements sont largement améliorés (93%) tout en gardant la méme sélectivité
(25% d’ee et 100% de chimioseélectivité). En revanche, lorsque la concentration devient trop
élevée (1 mol%), les rendements chutent & 75%. Une hypothése probable serait que la trop

haute concentration en catalyseur accélérerait sa dégradation.
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Figure IV-5 : Variation de la concentration en catalyseur VO-L4.

Pour compléter I’optimisation de la réaction de sulfoxydation, la cinétique de la production du

sulfoxyde 13d a été étudiée en preésence du complexe V-L4 a 0,8 mol% (Figure 1V-6).
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Figure 1V-6 : Cinétique de production du sulfoxyde 13d par VO-LA4.

233



Chapitre IV : vers une chimie tandem

Sur cette courbe de cinétique, deux phases peuvent étre observees. Une premiéere phase rapide
avec une vitesse atteignant 4 min™, ce qui permet la production de 50% du sulfoxyde en
seulement 15 minutes. La seconde phase est beaucoup plus lente avec la production de 43%
du sulfoxyde en 135 minutes. Ces résultats semblent indiquer une dégradation progressive du
catalyseur ce qui entraine une diminution de I’activité catalytique. La production du sulfoxyde

est terminée au bout de 150 minutes.

Ensuite, il a fallu déterminer I’orthogonalité des réactions mises en jeu pour réaliser une
réaction tandem. Deux expériences témoins ont donc été réalisées en inversant les systemes
catalytiques : (i) la réactivité d’hydrothiolation avec le complexe VO-L4 et (ii) la réactivité de
sulfoxydation avec le complexe Fe-LI11 (Schéma 1V-10).

Schéma 1V-10 : a) Réactivité d’hydrothiolation en présence du complexe VO-L4. b)
Réactivité de sulfoxydation en présence du complexe Fe-LI1I.

Pour la réactivité de couplage, le complexe VO-L4 a une réactivité tres faible avec seulement
10% de 9d formé et une sélectivité tres faible en faveur de 9d (Tableau 1V-10). Concernant
la réactivité de sulfoxydation, le complexe Fe-LII1 a une réactivité beaucoup plus faible que
le complexe VO-L4 avec 15% de sulfoxyde 13d formé. Ces résultats indiquent que les
réactions sont orthogonales entre elles ce qui est un point positif pour le développement d’une

réaction tandem.

Pour finir, dans la précédente partie, nous avons pu observer que la réaction d’hydrothiolation
pouvait étre réalisée dans le mélange CH3CN/H>O 1/1 ainsi que dans H>O pure. Afin de
discriminer quel solvant utiliser pour la réaction tandem, la catalyse d’oxydation de 9d a eté
effectuée dans H>O pure dans les conditions standard. Lors de cette réaction de catalyse,
seulement 8% de sulfoxyde se forme (contre 93% dans CH3CN/H.O 1/1) et les exces
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énantiomériques ne dépassent pas 16% (contre 25%). Ces résultats traduiraient un manque de
solubilit¢ des différents partenaires en milieu aqueux en comparaison d’un milieu semi-
organique. Les expériences de chimie tandem seront donc réalisées dans le mélange

CH3CN/H20 1/1 en présence du complexe de Fe-LI11 pour catalyser la réaction de couplage.

Tableau 1V-10 : Vérification de 1’orthogonalité des deux réactions sur le substrat 9d.

, Produit Sélectivité
Entrée | Catalyseur Substrats ritai Rendement (%) | ee (%) %)
majoritaire ()
X SH S
1 FeLin | O, (Cr CC O 92 i 92l
Br
[o]
S Il
2 Fe-LIlI s 15 0 100!
L0 oo
X SH S
3 VO-L4 @? L @fj 7@ 10 ) 11
[o]
S 1
4 VO-L4 s 03 25 100!
L0 oo

[ Chimiosélectivité en faveur du produit d hydrothiolation. ™ Chimiosélectivitésulfoxyde : sulfone.

En conclusion, la réaction de sulfoxydation du thioéther 9d a été optimisée en présence de 0,8
mol% de complexe VO-L4 et d’H202 comme oxydant. D’excellents rendements ont été
atteints (93%) avec une trés bonne sélectivité (100% chimiosélectivité et 25% d’ee). La
catalyse a pu étre développée dans le méme milieu réactionnel que la réaction
d’hydrothiolation (CH3CN/H20 1/1) ce qui est un point essentiel pour développer une chimie

tandem en combinant ces deux réactivités.

3-3. Combinaison des deux réactivités : développement de la

chimie tandem

L’optimisation des deux réactivités effectuée indépendamment, 1’étape suivante a été de les

combiner dans une réaction tandem dans les conditions réactionnelles du Schéma I1V-11.

Pour réaliser la réaction tandem, dans un premier temps, le complexe Fe-LIIl est mis en
présence du 2-bromostyréne et du thiophénol dans un mélange CH3zCN/H.O 1/1 sous agitation

pendant 15 minutes. Puis dans un second temps, le complexe VO-L4 et H,O> sont additionnés
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au mélange réactionnel et I’ensemble des réactifs est agit¢ pendant 2h30 (Tableau 1V-11,
Entrée 1).

Schéma V-11 : Conditions réactionnelles de la réaction tandem.

Ensuite, I’influence de chaque catalyseur est étudiée : (i) en absence de VO-L4 (Entrée 2),
(ii) en absence de Fe-L 111 (Entrée 3) et (iii) en absence des deux catalyseurs (Entrée 4). Pour
finir une cinquiéme réaction est réalisée : la réaction tandem compléte en mélangeant tous les

constituants deés le début de la réaction (Entrée 5).

Tableau 1V-11 : Résultats de la réaction tandem a partir du 2-bromostyréne et du thiophénol.

) Catalyseur(s) Produit 9d Produit 13d Taux de
Entrée . ee (%)
Rdt (%0) Rdt (%) conversion (%)
1 Fe-LI11 puis VO-L4 41 51 99 35
2 Fe-LI11 seul 82 10 99 0
3 VO-L4 seul 3 33 100 25
4 - 3 0 98 0
5 Fe-LIll et VO-L4 3 17 99 26

Il en ressort que pour la réaction tandem standard, 51% de rendement pour le sulfoxyde 13d
sont obtenus avec un excés énantiomérique de 35% (Entréel). Toutefois, I’intermédiaire
réactionnel 9d est obtenu avec un rendement non négligeable de 41%. Ces résultats traduisent
que la réaction tandem est réalisable de maniére efficace et sélective (92% de rendement
global pour les deux produits issus de la réaction). En revanche, la réaction de sulfoxydation
dans la réaction tandem est beaucoup moins efficace avec un rendement de 51% alors que la
réaction isolée atteint 93%. Ce resultat peut probablement étre expliqué par des interférences
entre les complexes qui entraineraient une inhibition partielle de la réactivité de
sulfoxydation. En I’absence de VO-L4 (Entrée2), seulement 10% de sulfoxyde est formé
attestant que la réaction de sulfoxydation est effectuée par le complexe VO-L4. En I’absence
de Fe-LIII (Entrée 3), le sulfoxyde est formé avec un rendement plus faible (33%), un exces

énantiomérique moins intéressant (25%) et surtout une chimiosélectivité en faveur de 9d et
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13d de seulement 34% (formation de nombreux produits réactionnels notamment le produit
11d et ses analogues oxydés). La réaction tandem est donc réalisable mais avec une efficacité
et une sélectivité beaucoup moins importante démontrant le réle crucial de ce catalyseur dans
la réaction tandem. En I’absence des deux catalyseurs, aucun des deux produits réactionnels
souhaités n’est formé alors que de nombreux autres produits réactionnels sont observés
(Entreée 4). Enfin, en mélangeant tous les réactifs et catalyseurs des le début de la réaction, les
activités catalytiques et les sélectivités sont tres faibles (Entrée 5) ce qui suggére une
interférence importante entre les deux complexes et les différents réactifs utilisés. Ce premier
test est trés intéressant puisqu’il permet d’affirmer que la réaction tandem est réalisable de

maniere efficace et sélective.

Pour la suite, d’autres substrats ont été testés afin d’¢élargir la gamme de produits formés ainsi
que d’observer I’influence des différents substituants présents sur ces substrats (effets
électroniques et encombrement). Pour cela, trois autres substrats possédant le motif styréne et
trois autres substrats possédant le motif thiophénol ont été testés: le 4-fluorostyrene, le
styrene, le 4-méthoxystyréne, le toluénethiol, le naphtalénethiol et le 4-bromothiophénol
(Tableau 1V-12).

Tableau 1V-12 : Variations des substrats de départ dans la réaction tandem standard.

, R . Rendement Rendement Rendements
Entrée Alcene Thiol thioéther (%) | sulfoxyde (%) | autres (%) | % (%)
N SH
1 J@A C( 35 27 35 32
F
~ SH
2 : Cf 15 78 7 24
XN SH
3 J@A Cf 30 65 5 33
MeO
AN SH
4 ©\/\ /©/ 55 31 9 12
Br Br
AN SH
5 ©\/\ 75 16 8 30
Br
AN SH
6 ©\/\ /@f 67 22 9 16
Br

Dans un premier temps, quel que soit le substrat testé, si la catalyse n’est pas réalisée en
présence des deux catalyseurs, la réactivité est trés faible (entre 2% et 20% de rendements en

sulfoxyde). La combinaison du styréne et du thiophénol offre un résultat trés intéressant avec
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un rendement de 78% en sulfoxyde 13a avec un exces enantiomérique moderé (24%) (Entreée
2). D’apres les résultats obtenus, la sulfoxydation du thioéther est I’étape limitante. En effet,
pour la majorité des combinaisons testées, le thioéther 9 est formé avec des rendements
supérieurs a 85% alors que les rendements pour 1’étape de sulfoxydation fluctuent entre 18 et
84% (Entrées 2-6). Le manque de stabilitt du complexe VO-L4 dans ces conditions
réactionnelles pourraient expliquer cette différence de réactivité lors de la réaction tandem. De
plus, la combinaison 4-fluorostyréne/thiophénol montre les limites de la réaction tandem. En
effet, 35% d’autres produits réactionnels sont formes alors que pour les autres combinaisons

ce rendement ne dépasse pas 10% (Entrée 1).

D’apres les différents résultats, il est difficile de tirer des conclusions sur les effets
¢lectroniques. En présence du thiophénol, I’ordre de réactivité n’est pas completement logique
4-F < 2-Br < 4-MeO < H. D’aprés les effets électroniques, le 4-méthoxystyrene devrait
posséder les meilleurs rendements, or ce n’est pas le cas. Une explication plausible serait que
le groupement situé en para de 1’alcéne provoquerait un encombrement stérique qui ralentirait
la réaction tandem. Dans le cas du changement de thiophénol, le meilleur rendement est
obtenu avec le thiophénol possédant un groupement électroattracteur (4-bromothiophénol)
avec un rendement en sulfoxyde de 31% (Entrée 4). Néanmoins, les exces énantiomérique
sont plus faibles (Entrées 4-6). De plus, les rendements sont moins élevés que lors de
I’utilisation du thiophénol. L’encombrement stérique joue donc certainement un role
prépondérant dans la réactivité : les substrats substitués en para du groupement thiolés sont

moins réactifs (rendements <31%) (Entrées 4-6).

Pour conclure, les effets électroniques semblent indiquer que la meilleure combinaison
possible serait un alcéne riche en électrons combiné au thiophénol. Pour que cette
combinaison soit efficace, il est nécessaire que les molécules ne possedent pas de
groupements chimiques en para. De plus, méme en utilisant des substrats plus gros, les exceés

énantiomériques n’ont pas été améliorés par rapport a la réaction standard (35%).

Les rendements de la réaction tandem étant plafonnés a 51% en sulfoxyde, trois expériences
complémentaires ont été entreprises pour les améliorer : (i) augmenter le temps de réaction
pour la sulfoxydation, (ii) augmenter la concentration d’H20- ou (iii) effectuer un deuxieme
ajout de complexe VO-L4 (Figure 1V-7). Concernant la premiére hypothese, les conditions

réactionnelles testées indépendamment sur la réactivité de sulfoxydation sont difféerentes de
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celles testées pour la réaction tandem complete. En effet, la présence de Fe-LIII dans le
milieu ainsi que la production de certains composés comme le disulfure ou I’aldéhyde
pourraient provoquer des interférences et ralentir la cinétique de la réaction. Pour s’affranchir
de ce probléme, la réaction tandem a été réalisée sur 5h15 au lieu de 2h45. Dans ce cas,
seulement 47% de sulfoxyde est formé et avec un exces énantiomérique moins élevé que pour
la réaction standard (17% vs 35%). L’allongement du temps réactionnel n’est donc pas une
solution intéressante.

120 46 50
(¥
100 98 45
35 40
g 80 . 31 35
'E v 30
a u
60 25 §
E 51 47 48 ¢
'OEJ - 20
xr 40 0 15
20 10
5
0 0
standard 5h H202 2000 équivalents 2éme ajout V-L4

M Rendement en sulfoxyde (%) @ee(%)

Figure IV-7 : Variations des conditions réactionnelles pour améliorer les rendements en

sulfoxyde.

La deuxieme hypotheése serait que la concentration d’oxydant ne serait pas suffisante. Par
exemple, le complexe Fe-LI1I pourrait jouer le rdle de catalase en catalysant la dismutation
d’H202 en H20 et Oz ce qui entrainerait une diminution conséquente de la quantité d’H20>
disponible pour réaliser la réaction de sulfoxydation.??* Une expérience de catalyse a donc été
réalisée en présence de 2000 équivalents d’H20> (1500 équivalents dans les conditions
réactionnelles standard). Cette catalyse n’a pas eu I’effet escompté puisque le rendement

obtenu en sulfoxyde plafonne a 48% avec un exces énantiomérique similaire (31%).

La derniére hypothese réside dans la dégradation du complexe VO-L4 au cours de la catalyse
a cause notamment de nombreuses interférences possibles avec le complexe Fe-LIII ou les
différents réactifs et produits présents dans le milieu réactionnel. Pour confirmer ou non cette
hypothése, un deuxiéme ajout de complexe VO-L4 est réalisé aprés 2h45 de réaction et le

milieu reactionnel est laissé sous agitation 2h30 supplémentaires. Cette fois ci, des
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rendements quantitatifs sont obtenus en sulfoxyde avec un exces énantiomérique atteignant
46%. Ces excellents résultats mettent en avant I’efficacité et la sélectivité de la réaction

tandem développée.

Pour aller plus loin, cette réaction tandem a été testée en présence des CLEC NikA/Fe-LIII.
Pour éviter les interférences possibles entre les complexes qui entraineraient une légere
inhibition de la réactivité, 1’utilisation des CLEC permettrait de compartimenter un des deux
complexes. La réaction tandem a donc été réalisée dans les conditions réactionnelles standard.
En présence des CLEC NikA/Fe-LlII1, le rendement obtenu en sulfoxyde est plus faible (30%
vs 51% avec le complexe seul). De plus, seulement 14% de produit intermédiaire 9d est formé
ce qui signifie que la chimiosélectivité de la réaction est assez faible (46% en faveur des
produits réactionnels souhaités). La cinétique de réaction avec les CLEC est probablement
plus lente que celle du complexe ce qui permettrait aux produits réactionnels non catalyses
d’étre formés (comme par exemple le composé 11d). En effet, il a été démontré que le produit
11d était formé en absence de catalyseur et en présence d’O». La réalisation des catalyses en
présence des CLEC en boite a gants permettrait donc de s’affranchir de cette réaction non

catalysée et donc garder une excellente chimiosélectivité.

3-4. Conclusion

Lors de cette étude, une deuxieéme réaction tandem beaucoup plus efficace et sélective que la
premiere a été développée. En combinant le complexe Fe-LIII, réalisant la réaction de
couplage, avec le complexe V-L4, utilisé pour la sulfoxydation du thioéther formé en
présence d’H202, des rendements quantitatifs ont pu étre obtenus avec des exces
énantiomériques atteignant les 46%. De plus, cette réaction tandem permet de limiter
I’obtention de produits non désirés et d’éviter 1’étape de purification du thioéther formé. En
perspective, cette réaction tandem pourrait étre développée en version hétérogene en
incorporant les deux complexes au sein des cristaux d’enzymes pour améliorer la sélectivité
de la réaction, la recyclabilité du catalyseur et la stabilité de ces derniers vis-a-vis de la

dégradation.
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4. Conclusion géneérale

Deux réactions tandem ont été développées dans ce chapitre. Une premiére réaction tandem a
été réalisée en présence des CLEC NikA/Fe-L2 pour réaliser la coupure oxydante d’alcéne
en présence d’O> et de DTT suivie d’une réaction de sulfoxydation en présence d’H>O». Pour
cette réactivité, il a été mis en évidence que les CLEC NikA/Fe-L2 possédaient deux centres
actifs distincts : un site actif au niveau du complexe Fe-L2 catalysant la coupure oxydante et
un site actif au niveau des liaisons imines formées lors de la réticulation du glutaraldéhyde.
Ces liaisons imines, en présence d’H20O., catalysent la sulfoxydation de thioéthers.
Malheureusement, cette premiére réaction tandem est assez peu efficace puisque seulement
9% du produit attendu sont formés. Ce faible rendement provient, entre autres, d’une réaction
secondaire, la réaction d’hydrothiolation entre le réducteur (DTT) et I’alcéne de départ. En
s’inspirant de ces résultats, une deuxiéme réaction tandem a été développée en combinant le
couplage d’un alcéne de type styréne avec un thiol de type thiophénol et la sulfoxydation du
thioéther formé en présence d’H20». Apres optimisation, des rendements quantitatifs et de trés
bonnes sélectivités sont obtenues (92% chimiosélective en faveur du produit sulfoxyde désiré
et 46% d’excés énantiomériques). Une catalyse hétérogene utilisant les CLEC est en cours de
d’optimisation afin de compartimenter les deux catalyseurs pour éviter les interférences et
améliorer la stabilité et la recyclabilité de ce systeme catalytique. De plus, le mécanisme

réactionnel doit encore étre déterminé.
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Dans le cadre d’une recherche de nouvelles méthodologies en catalyse selon une approche
bio-inspirée, mon projet de thése a permis d’aborder trois voies de recherches autour de
réactions d’oxydation :

1. La conception de nouvelles métalloenzymes artificielles a base de Ru ou Fe.

2. Le développement de biocatalyseurs hétérogénes a partir de métalloenzymes

artificielles déja développées ou non au laboratoire.

3. La mise au point d’une chimie tandem a partir des différents types de catalyseurs

développés au laboratoire ou durant ma these.
Dans un premier temps, I’objectif était de concevoir un premier hybride en insérant un
complexe de cuivre connu de nos partenaires, pour I’activation d’O2, au sein des protéines
NikA ou HSA pour I’oxydation de I’alcool benzylique dans le cadre d’une collaboration avec
V. Blandin et ses collaborateurs du Département de Chimie Moléculaire de Grenoble. Or,
cette étude n’a pas eu les résultats escomptés avec 1’absence de réactivité due certainement a
une interaction plus importante cuivre/protéine plutot que complexe/protéine. Dans un second
temps, un deuxiéme hybride a été développé en ancrant le complexe Ru-bpza au sein de la
protéine NikA. La catalyse d’oxydation d’alceénes en présence de PIDA et d’une source de
chlore a permis de mettre en évidence deux réactivités distinctes d’époxydation et
d’hydroxychloration en fonction de la nucléophilie de la double liaison du substrat. De plus,
les différentes caractérisations spectroscopiques, cristallographiques et spectrométriques
réalisées sur I’hybride mettent en avant le role de la protéine dans I’activation du complexe
inorganique en lui conférant une nouvelle réactivité non naturelle. Cependant, la conception
de métalloenzymes artificielles se confronte a quelques difficultés qu’il est nécessaire de
prendre en considération dans le cadre d’un éventuel développement industriel. Dans un
premier temps, les complexes inorganiques choisis pour 1’ancrage doivent garder leur
intégrité ¢’est-a-dire que I’affinité de 1’ion métallique pour les ligands doit étre plus forte que
celle pour les acides aminés de la protéine. Deuxiémement, la protéine choisie doit étre stable
vis-a-vis des conditions réactionnelles (température, oxydant, tampons, etc...).
Troisiemement, la mise au point de réactions avec les hybrides reste fastidieuse. En effet, de
légéres fluctuations dans les conditions réactionnelles mises en place peuvent influencer
grandement les rendements et les sélectivités de la réaction. Par exemple, un changement de
lots de protéine, de complexe, d’oxydant ou encore de tampons, peut entrainer une diminution
importante des rendements. Pour développer des métalloenzymes artificielles au niveau

industriel, il est donc nécessaire d’améliorer leur stabilité en conditions réactionnelles.
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Dans cette optique de stabilisation, le deuxieme objectif de ma these était de développer une
catalyse hétérogene a base de cristaux réticulés de métalloenzymes artificielles. Pour cela, les
cristaux ont été stabilisés par la technologie CLEC. La richesse de cette approche repose sur
I’utilisation d’un matériau mésoporeux fonctionnel participant a 1’activation du catalyseur. Par
exemple, les hybrides NikA/Fe-L2 ne possédent aucune réactivité d’hydroxychloration
d’alcénes en présence d’Oxone® et d’une source de chlore. En revanche, 'utilisation du
nouveau matériau mésoporeux constitué de cristaux de NikA/Fe-L2 confére une activité
catalytique efficace. L’hétérogénéisation de ces systémes catalytiques permet donc la
découverte de nouvelles réactivités non existantes en solution. Pour ce projet, seulement
quelques résultats préliminaires avaient été obtenus avant le début de ma thése : la réactivité
in cristallo avec des hybrides a base de NikA et de complexes de fer est possible et la
stabilisation de ces cristaux d’hybrides par réticulation en utilisant du glutaraldéhyde. A partir
de ces résultats, il a fallu développer entierement le projet: (i) la synthese de nouveaux
ligands et de nouveaux complexes, (ii) la conception des différentes métalloenzymes
artificielles en solution et sous leur forme cristalline ainsi que leurs différentes
caractérisations, (iii) la mise en place des conditions de réticulation pour la production des
difféerents CLEC ainsi que leurs caractérisations et (iv) le développement de nouvelles
réactivités d’oxydation. Au total, trois réactivités ont été développées : la sulfoxydation de
thioéthers, 1’hydroxychloration d’alcénes et la coupure oxydante d’alcénes. Pour développer
ces différentes réactivités, deux stratégies ont été employées : soit, la transposition d’une
réactivité déja développée avec un hybride en solution, soit la découverte d’une nouvelle
réactivité. L’utilisation des CLEC permet de combiner les avantages des trois modes de
catalyse. Premierement, la sélectivité et ’efficacité catalytique de la biocatalyse avec des
chimio-, régio- et stéréosélectivités de 100% dans la majorité des réactions testées ainsi que
des vitesses maximales pouvant atteindre 500 min?. Deuxiémement, la stabilité et la
recyclabilité de la catalyse hétérogéne en réutilisant les mémes CLEC plus de 50 fois sans
aucune perte d’activité catalytique permettant d’atteindre 30 000 TON dans certains cas. De
plus, les CLEC peuvent étre utilisés dans des conditions plus drastiques : solvants organiques,
pH acides, hautes températures. Finalement, ils possedent la versatilité et la diversité de la
catalyse homogéne, comme le montre les CLEC NikA/Fe-L2 capables de réaliser différentes
réactivités sur le méme substrat en changeant uniquement le type d’oxydant. En revanche,
leur préparation est chronophage : nécessité de purifier la protéine, de concevoir et de
cristalliser les hybrides, de réticuler les cristaux obtenus et de les isoler pour qu’ils soient

préts a I’emploi. De plus, I'utilisation d’oxydants forts est a proscrire puisqu’ils dégradent
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rapidement les différents constituants du systéeme catalytique. Par ailleurs, les exceés
énantiomériques obtenus sont assez faibles, probablement dus a la taille de la cavité protéique
trop importante, ce qui limite leur emploi au niveau industriel. Quelques améliorations
peuvent étre alors proposées afin de rendre le systeme CLEC base sur la protéine NikA plus
viable pour un développement industriel pour le futur. Concernant la préparation de ces
catalyseurs, I’utilisation de nouvelles technologies et de robots permettraient de produire ces
CLEC plus aisément. Par exemple, des systémes d’automatisation de 1’étape de cristallisation,
du trempage des différents complexes, de I’ajout de 1’agent réticulant et de la récupération des
cristaux réticulés formes pourraient étre mis en place. Pour éviter la dégradation des CLEC, il
serait judicieux de choisir des complexes inorganiques capables d’activer des oxydants doux.
De plus, pour rendre le systeme encore plus attractif, il serait judicieux de viser des réactivités
d’intérét pour les industriels comme par exemple la dégradation des HAP, le traitement des
eaux usées, la dégradation de la biomasse ou encore des réactions d’oxydation pour la
production de médicaments (époxydation, sulfoxydation, etc...). Généralement, dans le
domaine de I’industrie pharmaceutique, 1’obtention de médicaments énantiopurs est un des
principaux challenges a relever. Avec le systeme CLEC a base de la protéine NikA, il est
donc nécessaire d’améliorer 1’énantiosélectivité de la réaction pour répondre a ces exigences.
Pour cela, une approche d’évolution dirigée de I’environnement protéique peut étre envisagée.
D’un point de vue plus général, la technologie CLEC est encore peu utilisée avec 1’existence
d’une seule entreprise vendant des CLEC pour un secteur de marché treés spécifique (Altus
Biologics). Par contre, celle-ci pourrait largement se développer dans les années a venir,
notamment grace a la robotisation et au développement de nouvelles technologies. Les CLEC
pourraient donc avoir un bel avenir devant eux si on leur donne les moyens: en effet,
I’augmentation de la stabilit¢ d’enzymes (naturelles ou non) pourrait étre une solution aux
problémes liés a leur utilisation au niveau industriel. En revanche, a I’heure actuelle, cela
n’est efficace qu’avec des oxydants doux ou sur des réactions non destructrices
(hydrogénation, etc...) limitant le champ de réactions possibles. Des efforts doivent donc
encore étre produits pour étre encore plus applicables a tous types de conditions, notamment
pour des réactions d’oxydation. Pour étendre le champ de réactions réalisables avec ces
systtmes CLEC, une des solutions envisagées serait d’explorer la biodiversité. En effet, il
existe un nombre incalculable d’enzymes possédant des propriétés hors du commun. Par
exemple, nous pourrions selectionner des enzymes d’organismes thermophiles (température
élevée) ou psychrophiles (température faible proche de 0°C), halophiles (forte concentration

en sels), alkaliphiles (pH supérieur a 10) ou acidophiles (pH inférieur a 1), ou encore
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piézophiles (forte pression). Evidemment, quelques paramétres sont a prendre en
considération : (i) la protéine doit cristalliser, (ii) le complexe choisi doit étre capable d’étre
ancré au sein de la protéine avec une bonne affinité et (iii) les conditions réactionnelles
doivent étre compatibles avec les différents constituants du systéme. Si toutes ces conditions
sont réunies, avec un systeme de criblage simple et efficace, de nhombreuses combinaisons
protéine/complexe pourraient étre testés permettant de sélectionner beaucoup plus rapidement
et efficacement les systemes CLEC intéressants & développer au niveau industriel.

Pour aller encore plus loin, mon dernier projet proposait d’explorer le domaine de la chimie
tandem en utilisant les systemes catalytiques CLEC développés précédemment. Généralement
en catalyse tandem, un des problémes récurrents est I’inhibition entre catalyseurs.
L’utilisation des CLEC avait pour objectif de compartimenter les différents catalyseurs mis en
jeu au sein de cristaux afin d’éviter ces interférences. Pour cela, une premiére réaction tandem
a eté réalisée en combinant deux des trois réactivités mises au point au chapitre précédent (la
sulfoxydation et I’activation d’Oz). Des résultats modérés en termes d’activité catalytique et
de sélectivités ont été obtenus ce qui est di a la présence d’une réaction secondaire de
d’hydrothiolation entre le groupement thiol du DTT et I’alcéne qui diminue fortement la
chimiosélectivité de la réaction. En s’inspirant de ce résultat, une deuxiéme réaction tandem a
été développée en combinant la réactivité d’hydrothiolation avec la sulfoxydation du thioéther
formé. Pour cela, la mise au point de cette réaction a d’abord été réalisée en conditions
homogeénes avec le complexe de Fe-LI11 (hydrothiolation), synthétisé pendant ma these, et un
complexe de vanadium (VO-L4) connu pour former des sulfoxydes énantiosélectifs en
présence d’H20». Des résultats prometteurs ont montré la capacité de ce systéme catalytique a
réalisé la réaction tandem de maniére efficace et sélective. En revanche, la difficulté d’un tel
projet réside dans la recherche de conditions réactionnelles compatibles pour chacune des
réactions mises en jeu (solvants, réactifs, températures, etc...). Pour cette thématique, il est
donc nécessaire de choisir avec précaution les systemes catalytiques mis en jeu, leur
compatibilité en termes de conditions réactionnelles et leur capacité a ne pas interagir entre
eux. Par la suite, la deuxiéme réaction tandem doit encore étre développée avec des CLEC
afin d’apporter les bénéfices de ces systémes catalytiques dans le développement de la chimie
tandem. En perspectives a court terme, 1’équipe BioCE du laboratoire aimerait développer une
chimie en cascades d’oxydation hétérogéne avec, au sein des mémes CLEC, plusieurs sites
actifs différents permettant de réaliser la réaction tandem compléte au sein du méme cristal.

En perspectives a long terme, ce type de catalyse hétérogene impliquant des réactions
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cascades pourrait étre développé en combinant différents types de réactivités avec différents
jeux de CLEC. Cela pourrait permettre de créer de nouvelles voies métaboliques non
naturelles, combinant les avantages des trois modes de catalyse et permettant la production de
n’importe quel type de composés. L’objectif est d’étre capable de synthétiser des molécules
complexes d’intérét, comme par exemple des médicaments ou des produits naturels rares,
sans la nécessité de purifier le milieu réactionnel a chaque étape avec un gain de temps et
d’argent considérable. De plus, la stabilité et la recyclabilité des CLEC pourraient permettre

de réaliser plusieurs syntheses différentes, juste en changeant les conditions réactionnelles.

En conclusion, I’interface de la chimie/biologie est trés présente dans ce projet de thése. La
combinaison de ces deux mondes permet d’ouvrir de nouvelles portes dans le domaine de la
recherche scientifique. Sans les bénéfices de ces deux mondes, la conception de nouveaux
systemes originaux, comme les CLEC de métalloenzymes artificielles, n’aurait pu étre
possible. Evidemment, cela demande un fort investissement avec la compréhension de deux
domaines dont le fonctionnement est fondamentalement tres différent. Mais, travailler a
I’interface chimie/biologie est trés enrichissant et permet de développer des nombreuses
compétences variées ainsi qu’une grande ouverture d’esprit sur les autres domaines
scientifiques. Il n’y a pas de sciences parfaites permettant de résoudre tous les problémes, en
revanche, la combinaison de toutes les sciences existantes offre des opportunités infinies a

développer.
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Partie Expéerimentale

1. Proceédures générales

Tous les produits chimiques et les solvants proviennent de Sigma-Aldrich et d’Acros

Organics. lls ont été utilisés sans purification sauf cas mentionné.

Les spectres RMN (*H et 3C) ont été enregistrés sur un appareil Brilker Avance 300 MHz.
Les solvants deutérés utilisés sont indiqués dans chaque cas. Les déplacements chimiques &
sont exprimés en partie par million (ppm) et les constantes de couplage J en Hz. Les
multiplicités sont désignées par des abréviations : s = singulet, d = doublet, dd = doublet de

doublet t = triplet, sl = singulet large, q = quadruplet, m = multiplet pour une multiplicité > 4.

Les spectres de résonance paramagnétique électronique (RPE) ont été obtenus en utilisant
un spectrophotometre Britkker EMX équipé d’un cryostat Oxford ESR 910 pour les études a
basses températures. Les simulations sont obtenues en utilisant le programme EasySpin.?%°

Les spectres obtenus sont traités en utilisant le logiciel WIN-EPR (Bruker).

Les spectres de masse (MS) ont été effectués au SCIB/INAC-CEA-Grenaoble sur un appareil
Thermoquest Finnigan LCQ a trappe d’ions utilisant la technique d’ionisation par électrospray

(ESI-MS) en modes positif et négatif.

Les spectres UV-visible ont été réalisés sur un appareil Shimadzu UV-1800 dans des cuves

de 1 cm de trajet optique.

Les spectres infra-rouge ont été enregistrés sur un appareil a transformée de Fourier (IRTF)
Excalibur FTS-3500. Les solides sont dispersés dans une matrice de KBr. Un appareil Perkin-
Elmer a onde continue équipé d’une réflectance totale atténuée (ATR) a été utilisé pour les

hybrides en solution.

Les études par spectrométrie a plasma a couplage inductif a émission atomique (ICP-

AES) ont été réalisées sur un appareil Shimadzu ICP 9000 avec une mini torche a plasma).
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Les analyses chromatographiques en phase gazeuse (GC) ont été effectuées sur un appareil
Perkin-Elmer Clarus 580 avec un détecteur FID utilisant une colonne Optima 17. L’appareil
de GC est équipé d’un spectrométre de masse (MS) Perkin Elmer Clarus SQ8S utilisant une
colonne Optima 17. Les analyses GC/MS ont été realisees avec les cinq programmes
suivants :
- Programme A : la température du programme commence a 65°C pendant 3 min puis
est incrémentée de 16°C par min jusqu’a 200°C pour une période totale de 18 min.
- Programme B : la température du programme débute a 130°C pour 3 min puis est
incrémentée de 30 °C par min jusqu’a 250 °C pour une période totale de 12 min.
- Programme C : la température du programme commence a 130°C pour 2 min puis est
incrémentée de 30°C par min jusqu’a 250°C pour une période totale de 15 min.
- Programme D : la température du programme débute a 160°C pour 2 min puis est
incrémentée de 30°C par min jusqu’a 300 °C pour une période totale de 15 min.
- Programme E :la température du programme débute a 160°C pour 2 min puis est
incrémentée de 30°C par min jusqu’a 300 °C pour une période totale de 30 min.
L’identification des produits est issue de la comparaison avec des produits purs et avec les

traces MS utilisant la base de données NIST.

Les analyses chromatographiques en phase liquide (HPLC) ont été effectuées sur un
appareil Hewlett Packard 1100 instrument avec un détecteur FID utilisant différentes colonnes
en fonction des composés a séparer. Les analyses HPLC ont été réalisées avec les sept
programmes suivants :
- Programme 1 : Elution avec un mélange hexane/isopropanol 90/10 avec un débit de
0,25 mL.min* sur une colonne Chiralcel OD (25 cm x 0,46 cm).
- Programme 2 : Elution avec un mélange hexane/éthanol/isopropanol 85/5/10 avec un
débit de 1 mL.min! sur une colonne Whelk O2 (25 cm x 0,46 cm).
- Programme 3: Elution avec un mélange hexane/éthanol/isopropanol 80/10/10 avec
un débit de 1 mL.mint sur une colonne Whelk O2 (25 cm x 0,46 cm).
- Programme 4 : Elution avec un mélange hexane/éthanol 90/10 avec un débit de
2 mL.min"! sur une colonne Whelk O2 (25 cm x 0,46 cm).
- Programme 5 : Elution avec un mélange hexane/isopropanol 95/5 avec un débit de
1 mL.min"? sur une colonne Chiralcel OD (25 cm x 0,46 cm).
- Programme 6 : Elution avec un mélange hexane/isopropanol 98/2 avec un débit de
0,25 mL.min* sur une colonne Chiralcel OD (25 cm x 0,46 cm).

252



Partie expérimentale

- Programme 7 : Elution avec un mélange hexane/isopropanol 90/10 avec un débit de

1 mL.mint sur une colonne Chiralcel OD (25 cm x 0,46 cm).

Préparation des tampons
Les tampons HEPES (10 mM, pH 7,0 ou 7,5), Tris-HCI (40 mM, pH 7,5 ou 100 mM, pH 7,0),
sulfate d’ammonium (3,5 M, pH 7,0) et acétate de sodium (1 M, pH 4,6) sont préparés selon
les modes opératoires conventionnels.
Deux mélanges de tampon sont préparés selon les modes opératoires suivants :
- Tampon de cristallisation : 243 pL de sulfate d’ammonium (3,5 M, pH 7,0) + 50 pL
d’acétate de sodium (1 M, pH 4,6) + 207 puL d’eau milliQ.
Concentrations finales : sulfate d’ammonium a 1,7 M et acétate de sodium a 100 mM.
- Tampon A: 300 pL de sulfate d’ammonium (3,5 M, pH 7,0) + 50 uL d’acétate de
sodium (1 M, pH 4,6) + 150 pL d’eau milliQ.
Concentrations finales : sulfate d’ammonium a 2,1 M et acétate de sodium a 100 mM.
Le tampon A est utilis¢ pour réaliser I’ajout de complexe dans la goutte de cristallisation et

pour la réticulation des cristaux de la protéine NikA.

Méthode de cristallisation
La protéine apo-NikA est surproduite dans le cytoplasme d’Escherichia coli selon le

226 avec un rendement final de 300

protocole décrit dans la publication de 2008 de C. Cavazza
mg de protéine pure par litre de culture. La technique de cristallisation utilisée est celle de la

diffusion de vapeur en goutte suspendue (Figure V-1).

goutte suspendue graisse ou silicone Lamelle siliconée
2yl de protéine
+ 2 pl de solution réservoir
o T ¥ 2

~— Cristal

Tempst

solution réservoir
Tml

Etat initial Etat final

Figure V-1 : Schéma du principe de la diffusion de vapeur en goutte suspendue.

Avant la cristallisation, la protéine est incubée avec deux équivalents de complexe de Fe(l11)-

EDTA. Les gouttes suspendues sont préparées en mixant 2 pL d’une solution de NikA/Fe-
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EDTA a 8,5 mg.mL?, contenue dans le tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5, avec 2 pL de
tampon de cristallisation (acétate de sodium 100 mM pH 4,7 et sulfate d’ammonium 1,7 M),
déposées sur une lamelle siliconée. La lamelle est ensuite retournée et vissée sur un puits
contenant 500 uL de solution réservoir de tampon de cristallisation. La différence de
concentration en agent précipitant entre la goutte et le réservoir va progressivement
s’équilibrer grace a des échanges par diffusion de vapeur. Comme le volume du réservoir est
tres supérieur a celui de la goutte, le volume de cette derniere va diminuer et sa concentration
en agent précipitant augmenter, jusqu’a atteindre un phénomeéne de nucléation, conduisant a
I’apparition de cristaux. Dans le cas de NikA/Fe-EDTA, des cristaux orthorhombiques

reproductibles apparaissent au bout d’ une semaine.

Les données cristallographiques sont collectées sur les lignes de lumiere 1D29 et BM-30A
de I’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) a Grenoble. La réduction des données a
été effectuée a I’aide du logiciel XDS.??” Les structures cristallographiques sont résolues
avec un logiciel PHASER??® par la méthode de remplacement moléculaire utilisant les
coordonnées atomiques du modele des rayons X de I’hybride NikA/Fe-EDTA(H20)" (PDB ID
code 1zIg). Les affinements cristallographiques sont conduits par les logiciels Phenix®% et
REFMAC?® et les modéles en trois dimensions sont examinés et modifiés grace au

programme graphique Coot.?%

Les études de spectrométrie native®? ont été réalisées par Elisabetta Boeri-Erba de 1’'IBS
(Institut de Biologie Structurale de Grenoble). Les ions protéiques sont générés par nano-ESI
comme source. Les analyses de masse sont réalisées avec par un spectromeétre de masse a
temps de vol (Q-TOF). Les paramétres instrumentaux suivants ont été utilisés : tension
capillaire = 1,2-1,3 kV, potentiel de cone = 40 V, énergie de collision = 30 V. Tous les
spectres de masse sont calibrés avec un étalon externe, ’iodure de césium (6 mg.mL™? dans

une solution d’isopropanol/H20 1/1) et ont été interprétés sur le logiciel Masslynx 4.0.

SEC-MALLS (Chromatographie d’exclusion stérique couplée a la dispersion de la
lumiere laser multi-angulaire).20 pL de de cristaux solubilisés dans de 1’eau sont injectes
manuellement dans un systeme SEC-MALLS (Wyatt Dawn HELEOS-II), en utilisant une
colonne a exclusion stérique Superdex 200 10/300 (GE Heathcare), éluée avec un tampon Tris
40 mM pH 7,5, NaCl 150 mM. Les données sont analysées grace au logiciel ASTRA et les

concentrations en protéine sont déterminées par intégration de 1’indice de réfraction.
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Les réactions de catalyse sont réalisees dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL, fermés et sont
agités au vortex avec un agitateur de tubes Heildoph Vortex Reax Control avec un support en

mousse pour 10 tubes Eppendorf a 500 tours/minute.
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2. Meétalloenzyme artificielle a base de cuivre

2-1. UV-visible du systeme catalytique Cu/bipyridine en présence

de la protéine HSA

Dans un premier temps, une solution du systeme catalytique Cu/bipyridine/NMI/TEMPO a
2mM est préparé selon le mode opératoire suivant: dans un Eppendorf, sont ajoutés
Successivement, 5 uLL d’une solution de Cu(OTf) a 0,1 M (1 éqg.) dans CH3CN, 5 uL de ligand
a2 0,1 M (1 éq.) dans CH3CN, 10 uL de NMI a 0,1 M (2 éq.) dans CH3CN, 5 uLL de TEMPO a
0,1 M (1 ég.) dans CHsCN et 225 pL de tampon HEPES 10 mM pH 7,0.

Dans un deuxieme temps, les expériences en absence de protéine sont réalisées. Pour cela,
dans un Eppendorf, sont additionnés, 50 puL de la solution du systeme catalytique a 2 mM et
50 uL de tampon HEPES 10 mM pH 7,0 (concentration finale = 1 mM). Aprés 30 minutes
d’incubation, un spectre d’absorbance est réalis¢ de 350 a 800 nm.

Dans un troisieme temps, les expériences sont effectuées en présence de HSA. Pour cela, dans
un Eppendorf, sont additionnés, 50 puL de la solution du systéme catalytique a 2 mM (1 €éq.) et
50 uL de HSA a 2 mM dans le tampon HEPES 10 mM pH 7,0 (1 éq.) (Concentration finale =

1 mM). Aprés 30 minutes d’incubation, un spectre d’absorbance est réalisé de 350 a 800 nm.

2-2. Procédures catalytiques

2-2-1. Procédure standard de référence d’activation d’O»

Les catalyses sont réalisées avec un ratio Cu/ligand/NMI/TEMPO/substrat de 1/1/2/1/20. La
catalyse est réalisée dans CHsCN. La concentration en catalyseur est de 0,1 M.

Dans un tube a essai de 25 mL, sont ajoutés successivement 200 pL. de NMI a 0,1 M (2 éq.)
dans CH3CN, 100 pL de bipyridine 4 0,1 M (1 éq.) dans CH3CN, 100 pL de TEMPO 4 0,1 M
(1 ég.) dans CH3CN, 100 pL de Cu(OTf) a 0,1 M (1 éq.) dans CH3CN, 300 pL de CH3CN et
200 pL d’alcool benzylique a 1 M (20 éq.) dans CH3CN pour un volume réactionnel de 1 mL.
Le tube & essai est bouché avec un septum. Une seringue de 20 mL remplie d’O2 est
additionnée a travers le septum (1 bar). Le milieu réactionnel est agité pendant 20 min.
Ensuite, une goutte du milieu réactionnel est prélevee, diluée dans du CDCls et analysée en
RMN.
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2-2-2. Procédure générale d’activation d’O, en milieu aqueux

Les catalyses sont réalisées avec un ratio Cu/ligand/NMI/TEMPO/substrat de 1/1/2/1/20. La
concentration en catalyseur est 14 fois moins élevée (0,715 mM). La catalyse est réalisée
dans H2O/CHsCN 95/5.

Dans un tube a essai de 25 mL, sont ajoutés successivement 100 uL. de NMI a 0,1 M (2 éq.)
dans CH3CN, 50 uL de ligand 4 0,1 M (1 éqg.) dans CH3CN, 50 uL de TEMPO a 0,1 M (1 €q.)
dans CH3CN, 50 pL de Cu(OTf) & 0,IM (1 éq.) dans CH3CN, 6,65 mL d’H,O distillée et
100 pL d’alcool benzylique a 1 M (20 éq.) dans CH3CN pour un volume réactionnel de 7 mL.
Le tube a essai est bouché avec un septum. Une seringue de 20 mL remplie d’O2 est
additionnée a travers le septum (1 bar). Le milieu réactionnel est agité pendant 16 h. Ensuite,
le mélange réactionnel est extrait avec 5 mL d’AcOEt, la phase organique est séchée sur
Na2SOq, filtrées et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut est analysé en
RMN.

En comparaison, la méme expérience peut étre réalisée dans 6,65 mL de CH3CN ou dans
6,65 mL du tampon HEPES 10 mM pH 7,0 a la place de H2O distillée.

2-2-3. Procédure générale d’activation d’O; en présence d’HSA

Les catalyses sont réalisées avec un ratio Cu/ligand/NMI/TEMPO/substrat de 1/1/2/1/100. La
concentration en catalyseur est de 0,143 mM. La catalyse est réalisée dans H,O/CH3CN 95/5.
En premier lieu, le mélange catalytique a base de cuivre & 5 mM est préparé : 5 uL de
Cu(OTf)a0,1 M (1 éqg.) dans CH3CN, 5 pL de ligand a 0,1 M (1 éq.) dans CH3CN, 10 pL de
NMI & 0,1 M (2 éq.) dans CH3CN, 5 uL de TEMPO a 0,1 M (1 éq.) dans CH3CN et 75 pL de
CH3CN pour un volume total de 100 pL.

Dans un Eppendorf, sont additionnés dans 1’ordre, 21,5 pL de HSA a 1 mM dans le tampon
HEPES 10 mM pH 7,0 (1 éq.), 122 uL. de tampon HEPES 10 mM pH 7,0, 4,3 uL du mélange
catalytique a base de cuivre @ 5 mM (1 éq.) dans CH3CN et 2,14 uL d’alcool benzylique a
1 M (100 éq.) dans CH3CN pour un volume réactionnel de 150 pL. Le milieu réactionnel est
agité pendant 16 h a température ambiante puis 5 uL de benzophénone a 0,1 M dans le DCE
sont additionnés et le mélange réactionnel est extrait avec 200 pL d’AcOEt et analysé en
GC/MS.
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3. Métalloenzyme artificielle a base de ruthénium

3-1. Synthése
3-1-1. Synthése du complexe Ru(bpza)CI(CO),*®3

3
N—N
OH

f\

N

~ /

N 4;7
(o)

Ligand HBpza

Le ligand Hbpza a été synthétisé par notre collaborateur N. Burzlaff.18

Une solution de Hbpza (1 mmol ; 1 éqg.) dans 20 mL de THF est traitée avec 112 mg de tert-
butylate de potassium (1 mmol ; 1 éq.) et agitée pendant 2 h a température ambiante. Apres
I’addition de 193,2 mg de [RuCI(CO)2] (1 mmol ; 1 éq.), le milieu réactionnel est chauffé a
reflux et ’avancement de la réaction est contrdlé par spectroscopie infra-rouge. Aprés 24 h de
réaction, le précipité blanc formé est filtré, lavée avec H,O (2 x 10 mL) puis I’Et.O (3 X

10 mL) et séché in vacuo.

RMN H (DMSO-d6, 300 MHz), & : 8,50 (d, 1H), 8,46 (d, 1H), 8,45 (d, 1H), 8,24 (d, 1H,
7,64 (s, 1H), 6,74 (t, 1H), 6,69 (t, 1H).

RMN C (DMSO-d6, 75 MHz), 5 : 194,8 ; 193,9 ; 163,6 ; 148,1 ; 144,7 ; 1355 ; 1345 ;
109,1; 108,7 ; 73,2.

IR (KBr) : ¥ 3121 (w, CH), 2996 (w, CH), 2081 (s, CO), 2014 (s, CO), 1768 (vw), 1760 (vw)
1668 (s, as-CO2 — ), 1514 (w, C=N) cm™.

MS (ESI-TOF, DMSO) m/z (%) : 406,91 [M + NaJ".

Analyse élementaire (%) pour C10H7CIN4O4
Théorique : C 31,30 ; H 1,84 ; N 14,60.
Expérimentale : C 31,21 ; H1,81; N 14,51.
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3-1-2. Synthese des chlorhydrines de référence

Ry
R1)\/ R3

Procédure générale®®

Oxone, NH,ClI, reflux

Partie expérimentale

Acetone/H,0 1:1

R, OH
> R4 cl

R3

la-k
N° R1 R2 Rs
la Ph H H

1b Ph H CHs

1c Ph CHs H
1d | 4-méthoxyphényle H H
1¢ 4-bromophényle H H

1f H @g{
’ H L
1h Ph H Ph
1i 2-bromophényle H H
1j CHs -(CHy)s-
1k H -(CHa)e-

L’alcéne (1 mmol ; 1 éq.) est dilué¢ dans 10 mL d’un mélange acétone/H20 1/1 sous agitation.

Ensuite, 118 mg de NH4ClI (2,2 mmol ; 2,2 éq.) et 669 mg d’Oxone® (2,2 mmol ; 2,2 éq.)

sont ajoutés en méme temps. Le mélange réactionnel est ensuite mis a reflux jusqu’a la

disparition totale de I’alcéne et 1’avancement de la réaction est suivi par CCM (éluant : n-

hexane-AcOEt). La phase organique est séparée et la phase aqueuse est extraite avec de

I’AcOEt (2 x 15 mL). Les différentes phases organiques sont ensuite combinées, séchées sur

Na2SOg, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit brut est purifié sur colonne

de silice utilisant un mélange n-hexane-AcOEt comme éluant pour donner le produit 1.
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2-chloro-1-phényléthanol (1a)

Cli

4

Rendement : 95 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?

GC : programme A (t.r. = 11,34 min).

HPLC : programme 5 (t.r. = 12,1 et 13,6 min).

2-chloro-1-phénylpropanol (1b)

Cl

4

Rendement : 97 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?

GC : programme A (t.r. = 11,69 min).

HPLC : programme 5 (t.r.=9,2 ;9,7 ; 10,3 ; 11,0 min).

1-chloro-2-phénylpropan-2-ol (1c)

Cl

R

Rendement : 92 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?%*

GC : programme A (t.r. = 11,81 min).

HPLC : programme 5 (t.r. = 9,7 et 10,6 min).

2-chloro-1-(4-méthoxyphényl)éthanol (1d)

Cl

3,

MeO

Rendement : 98 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 8/2.
Caractérisé selon la référence.?*

GC : programme A (t.r. = 14,0 min).

HPLC : programme 7 (t.r. = 12,4 et 13,6 min).
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1-(4-bromophényl)-2-chloroéthanol (1e)

OH
Br

Rendement : 83 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?

GC : programme A (t.r. = 15,03 min).

HPLC : programme 5 (t.r. = 11,0 et 12,3 min).

2-chloro-2,3-dihydro-1H-indénol (1f)

OH
O

Rendement : 88 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.

Caractérisé selon la référence.?

GC : programme A (t.r. = 12,88 et 13,03 min).
HPLC : programme 5 (t.r. = 10,8 et 11,5 min).

2-chloro-1,2,3,4-tétrahydronaphthalénol (19g)

OH
o

Rendement : 85 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?%*

GC : programme A (t.r. = 15,11 min).

HPLC : programme 5 (t.r. = 11,0 et 12,6 min).

2-chloro-1,2-diphényléthanol (1h)

OH
Cl

Rendement : 73 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?*

GC : programme B (t.r. = 10,85 min).
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1-(2-bromophényl)-2-chloroéthanol (1i)

Rendement : 81 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz),5 : 7,59-7,23 (m, 5H), 5,24 (dd, J=8,6
cl Hz, J = 2,7 Hz, 1H), 3,88 (dd, J = 11,3 Hz, J = 2,8 Hz, 1H), 3,51 (dd, J =
11,3 Hz, J =8,7 Hz, 1H).

MS : m/z = 233.

GC : programme A (t.r. = 14,65 min).

HPLC : programme 1 (t.r. = 11,7 et 12,1 min).

Br OH

2-chloro-1-méthylcyclohexanol (1j)

Rendement : 56 %.
Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.
Cﬁo"' RMN !H (CDClz, 300 MHz), § : 3,5-3,45 (m, 1H), 1,75-1,58 (m, 4H),
1,35-1,27 (m, 4H), 1,18 (s, 3H).
cl MS : m/z = 148,
GC : programme A (t.r. = 8,72 min).
HPLC : -

2-chlorocyclooctan-1-ol (1k)
Rendement : 66 %.
Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.

2,18-1,97 (m, 4H), 1,88-1,73 (m, 6H), 1,53-1,27 (m, 2H).
Masse : m/z = 162.

GC : programme A (t.r. = 12,72 min).

HPLC : -

QOH RMN *H (CDCls, 300 MHz), 5 : 4,20-4,16 (m, 1H), 3,84-3,82 (m, 1H),

Cl
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3-1-3. Synthese des époxydes de référence

R, OH R
/@/ZQKCI KOH, nuit w
EtOH R
R, Rs R, 3
la-d et 1h 2a-d et 2h

N° Ri1 R Rs

2a | H H | H

2b H H CHs

2c H CHjs H

2d | 4MeO H H

2h H H Ph

Procédure générale

La chlorhydrine 1 (1,16 mmol ; 1 éq.) est diluée dans 20 mL d’EtOH avant 1’ajout de 72 mg
de KOH (1,28 mmol ; 1,1 éq.). Le milieu réactionnel est ensuite agité a température ambiante
toute la nuit. A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est dilué¢ avec 20 mL d’H20 puis est
extrait deux fois avec du DCM. Les phases organiques sont ensuite séchées sur NaxSOa,
filtrées et évaporées sous pression réduite. Aucune étape de purification n’est nécessaire sur

cette réactivité.

2-phényloxirane (2a)

o Produit commercial.
Ej/Q GC : programme A (t.r. = 8,79 min).
HPLC : programme 6 (t.r. = 23,4 et 24,8 min).

2-méthyl-3-phényloxirane (2b)

o) Produit commercial.

©/<‘ GC : programme A (t.r. = 9,05 min).
HPLC : programme 5 (t.r. = 21,4 et 23,1 min).
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2-méthyl-2-phényloxirane (2c)

o Caractérisé selon la référence.?
E>>Q GC : programme A (t.r. = 9,21 min).
HPLC : programme 5 (t.r. = 24,1 et 25 ,8 min).

2-chloro-1-(4-méthoxyphényl)éthanol (2d)

o Caractérisé selon la référence.23

m GC : programme A (t.r. = 11,8 min).
MeO

HPLC : programme 6 (t.r. = 27,9 et 30,2 min).

2-chloro-1-(4-méthoxyphényl)éthanol (2h)
o Produit commercial.

O GC : programme A (t.r. = 11,8 min).
O HPLC : programme 6 (t.r. = 27,9 et 30,2 min).

3-1-4. Synthése du complexe Mg(EDTA)

Partie expérimentale

5,9 mg de chlorure de magnésium hexahydrate (0,062 mmol ; 1 éq.) sont dissous dans 50 mL
d’H20. Ensuite, 23,1 mg de sel sodique dihydraté de ’EDTA (0,062 mmol ; 1 ég.) sont

dissous dans 100 mL d’H>O puis additionnés au milieu réactionnel. Ensuite, sont ajoutés

13,1 mg de Na,COs3 (0,124 mol ; 2 éq.) pour neutraliser les protons relargués. La solution est

ajustée a pH 7 avec HCI & 1 M puis chauffée a reflux pendant une nuit. De I’EtOH est ajouté

jusqu’a I’apparition d’un trouble. Finalement, la solution est refroidie dans un bain de glace et

une poudre blanche est obtenue. La poudre est ensuite recristallisée avec un mélange

H2>O/EtOH 1/1 et séchée sous vide pendant 72 h.
Rendement : 75 %.
MS (ESI-TOF, DMSO) m/z (%) : 113 [Mg*'(EDTA)-3H]..
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3-2. Preparation, purification et caractérisation des hybrides

3-2-1. Préparation et purification de I’hybride NikA/Ru-bpza

2,6 mg de complexe Ru(bpza)(CO)2Cl (15 éqg.) sont incubés avec 10 mL de protéine NikA a
50 puM, en solution dans du tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5, pendant une nuit a 4°C sous
agitation douce. Apres I’incubation, I’exceés de complexe est €liminé sur colonne de dessalage
NAP10. La solution contenant I’hybride NikA/Ru(bpza) est ensuite concentrée par
centrifugation sur membrane Vivaspin posseédant un seuil de coupure de 30 kDa pour obtenir

une concentration finale d’hybride située entre 400 et 800 uM.

3-2-2. Caractérisation de I’hybride NikA/Ru(bpza)

Dosage de la protéine NikA :

Une gamme étalon est réalisée avec la BSA a 2 mg.mL. Différents échantillons de BSA sont
prépareés (0, 5, 10, 20, 40 et 60 pL) et leur volume est ajusté a 2 mL avec du tampon KH2PO4
a 10 mM pH 6,8. Ensuite, 100 uL d’une solution de Rose Bengale a 1 mg.mL™ sont ajoutés a
chaque échantillon, incubé a température ambiante pendant 5 min. Aprés I’incubation, 100 pL.
d’acide acétique glacial a 50 % sont ajoutés a chaque échantillon. Ils sont ensuite agités au
vortex et 1’absorbance est lue a 560 nm. Apres 'obtention de la gamme étalon, la
concentration en protéine de la solution d’hybride NikA/Ru(bpza) peut étre déterminée par

comparaison en réalisant le méme dosage colorimétrique au Rose Bengale.

Dosage du ruthénium :

La concentration en ruthénium de 1’hybride NikA/Ru(bpza) est mesurée par ICP-AES. La
courbe d’étalonnage est réalisée avec des échantillons commerciaux de ruthénium et
d’ytterbium (référence). Pour le ruthénium, une solution mére est préparée de 1 mg.mL* dans
un volume final de 10 mL. Pour I’ytterbium, une solution & 80 pg.L™* dans un volume final de
25 mL est préparée. Pour les différents échantillons de la gamme étalon, sont ajoutés un
volume de solution de ruthénium a 1 g.mL™* compris entre 0 et 50 uL, 9 mL d’HNO3 1 % et
1 mL de solution d’ytterbium a 80 pg.L™ . Pour la solution d’hybride a tester, les échantillons
doivent étre préalablement minéralisés dans HNO3z a 10 %, sous agitation pendant une nuit. Ils
sont ensuite dilués au 10°™ puis centrifugés avant injection.

Ratio ruthénium/protéine : 0,97 +0.05.
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Détermination de la structure de /’hybride NikA/Ru(bpza)

Des cristaux orthorhombiques de NikA/Fe-EDTA sont incubés avec 5 pul. d’une solution de
complexe de Ru(bpza) a 5 mM dans le tampon A pendant 8 h. 2 puL de la solution de
Ru(bpza) sont alors ajoutes, deux fois, toutes les 12 h. Les cristaux sont ensuite cryo-protégés
avec une solution de glycérol a 25 % (v/v), dans le tampon A, et congelés a 1’azote liquide.
Les cristaux sont ensuite analysés au synchrotron et la structure est déterminée selon le
protocole standard (PDB code : 5L8D).

Spectroscopie infra-rouge

Une goutte d’hybride NikA/Ru(bpza) a 4 mM dans le tampon HEPES 10 mM pH 7,5 est
déposée sur un appareil IR-ATR. Ensuite, 1 500 scans sont enregistrés utilisant le tampon
HEPES 10 mM pH 7,5 comme blanc.

IR complexe Ru(bpza) : v(CO)1: 2076 cm™, v(CO), : 2005 cm™,

IR hybride Nika-Ru(bpza) : v(CO)1: 2082 cm™, v(CO), : 2017 cmt, v(CO)s : 2005 cm™.,

Spectrométrie de masse native

80 pL d’une solution d’hybride NikA/Ru(bpza) a 300 mM dans le tampon Tris-HCI 40 mM
pH 7,5 sont dessalés sur une colonne de chromatographie microBiospin (BIORAD) équilibrée
avec 250 mM d’acétate d’ammonium. Les échantillons sont ensuite envoyés a Elisabetta
Boeri-Erba de I’IBS et étudiés par spectrométrie de masse native.

Différence Apo vs holo : = 385 m/z.

3-3. Procédures catalytiques

3-3-1. Procédure générale pour I’hydroxychloration d’alcénes avec 1’hybride

NikA/Ru(bpza) purifié

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlorure de
1/500/600/75. La concentration en catalyseur est de 37 uM.

Dans un tube Eppendorf, sont introduits dans 1’ordre, 10 uL d’une solution d’hybride
NikA/Ru(bpza) a 496 uM (5 nmol ; 1 éq.) dans le tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5 (75 éq. en
CI), 118 uLL de tampon HEPES a 10 mM a pH 7,0 et 6 uLL d’une solution d’alcéne a 0,41 M
(2,46 pumol ; 500 éq.) dilués dans CH3CN. Ensuite, 1 mg de PhlI(OAc). (2,95 umol ; 600 éq.)
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est ajouté. La réaction est agitée a température ambiante pendant 10 minutes. Ensuite, 5 pL
d’une solution de benzophénone a 0,1 M diluée dans le DCE (référence interne) sont ajoutés
puis le mélange réactionnel est extrait avec 200 pL d’AcOEt. La phase organique est ensuite
analysée en GC/MS.

Pour les expeériences de cinétique, chaque temps correspond a une réaction de catalyse isolée.

3-3-2. Procédure générale pour 1’hydroxychloration d’alcénes avec I’hybride

NikA/Ru(bpza) prépare in situ

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlorure de
1/500/600/75. La concentration en catalyseur est de 37 uM. Cette méthodologie a été utilisée
avec les complexes Ru(bpza), Mg(EDTA) et Ru(DMSO).Cl..

Dans un tube Eppendorf, 10 pLL d’une solution de la protéine NikA a 496 uM (5 nmol ; 1 éq.)
dans le tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5 (0,37 pmol ; 75 éq.) sont incubés avec 30 uL d’une
solution de complexe Ru(bpza) a 800 uM (25 nmol ; 5 éq.) dans le tampon HEPES 10 mM
pH 7 pendant 30 min. Ensuite, sont introduits dans 1’ordre, 88 uL de tampon HEPES a 10 mM
pH 7, 6 uL d’une solution d’alcéne a 0,41 M (2,46 pumol ; 500 éqg.) dans CH3CN et 1 mg de
PhI(OAC)2 (2,95 umol). La réaction est agitée a température ambiante pendant 10 min.
Ensuite, 5 uL d’une solution de benzophénone a 0,1 M diluée dans le DCE (référence interne)
sont ajoutés puis le mélange réactionnel est extrait avec 200 pL d’ AcOEt. La phase organique

est ensuite analysée en GC/MS.
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4, Reéactivité sulfoxydation par les CLEC
4-1. Synthese

4-1-1. Synthese des substrats thioéthers

Ry H EtONa, reflux R H
N. ) )
Ry R, 5 EtOH Ry R, ©
Rz

R
3a-i
N° R1 R2 Rs R4 Rs n
3a H H acétamide H Ph 0
3b H H CHs H Ph 0
3c H OMe OMe H Ph 0
3d | OMe H H OMe Ph 0
3e H H H Ph 1
3f H acétamide H Naphtyl | 0
39 H CHs H Naphtyl | 0
3h | OMe H H OMe | Naphtyl | 0
3i H H H H Naphtyl | 1

Procédure générale!!

Le thiophénol (5,98 mmol ; 1éq.) est dissous dans 20 mL d’EtOH sous atmosphére inerte.
Sous agitation, 814 mg d’EtONa (11,96 mmol ; 2 éq.) sont additionnés en 10 min et un
thiolate de couleur marron se forme. Le chloroacétamide (6,58 mmol ; 1,1 éq.) est dissous
dans 30 mL d’EtOH. Cette solution est ajoutée goutte a goutte sur le thiolate formé a 1’aide
d’une ampoule a addition. Le mélange est porté¢ a reflux jusqu’a la disparition totale du
thiophénol et 1’avancement de la réaction est suivi par CCM (éluant : acétone/CHCI3z 1/9)
(temps de réaction entre 1 h et 16 h). A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est refroidi a
température ambiante et dilué avec 20 mL H2O puis est extrait avec du DCM. La phase
organique est séchée sur Na>SOs, filtrée et le solvant est évapore sous pression réduite. Le
produit brut est ensuite purifié soit sur colonne de gel de silice avec un éluant acétone/CHCIs

1/9 soit recristallisé dans le MeOH.
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2-((4-Acétamidophényl)thio)-N-phénylacétamide (3a)

o /@ Caractérisé selon la référence.
)kN H HPLC : programme 3 (t.r. = 32,7 min).

H

N-phényl-2-(p-tolylthio)acétamide (3b)

o /@ Caractérisé selon la référence.!
H

/©/ HPLC : programme 2 (t.r. = 8,9 min).
2-((3,4-diméthoxyphényl)thio)-N-phénylactéamide (3c)

o /@ Caractérisé selon la référence.!
\)J\N GC:-
H

HPLC : programme 2 (t.r. = 36,4 min).
MeO

OMe

2-((2,5-diméthoxyphényl)thio)-N-phénylactéamide (3d)

o /@ Caractérisé selon la référence.!
H

OMe HPLC : programme 2 (t.r. = 24,4 min).

2-(benzylthio)-N-phénylacétamide (3e)

Rendement : 84 %.

Solide brun pale.

Purification : colonne de gel de silice avec éluant:
acetone/CHCls 1/9.

H RMN *H (CDClIs, 300 MHz), & : 8,46 (s, 1H), 7,50-7,12 (m,

g /\[(N© 10H), 3,81 (s, 2H), 3,31 (s, 2H).

© RMN *3C (CDCls, 75 MHz), § : 166,5 ; 137,4 ; 136,9 ; 129,0 ;
128,9;127,6;124,6; 119,7; 37,4 ; 36,4.
MS : m/z = 257.

GC:-
HPLC : programme 2 (t.r. = 10,1 min).
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2-((4-acetamidophényl)thio)-N-(naphtalen-2-yl)acétamide (3f)

H
N

1o

Rendement : 74 %.

Solide blanc.

Purification : colonne de gel de silice avec éluant:
acétone/CHCl3 1/9.

RMN H (MeOD, 300 MHz), & : 7,88 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,78
(d, J =7,9 Hz, 1H), 7,64-7,43 (m, 9H), 3,89 (s, 2H), 2,15 (s,
3H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 170,6 ; 163,8 ; 142,5; 136,1 ;
134,2 ; 132,0 ; 128,1 ; 127,9 ; 126,5 ; 126,0 ; 125,8 ; 1255 ;
125,0;122,0;121,8;120,0; 62,3 ;29,3 ; 22,6.

MS : m/z = 350.

GC:-

HPLC : programme 3 (t.r. = 10,4 min).

N-(naphtalen-2-yl)-2-(p-tolylthio)acétamide (39)

Rendement : 87 %.

Solide blanc.

Purification : recristallisation MeOH.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & : 9,18 (s, 1H), 7,98 (d, J=7,4
Hz, 1H), 7,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,57
(d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,51-7,36 (m, 6H), 7,19-7,17 (m, 1H), 3,93
(s, 2H), 2,35 (s, 3H).

RMN BC (CDCls, 75 MHz), 6 : 166,4 ; 137,3 ; 134,1 ; 131,9 ;
130,3 ; 128,8 ; 128,7 ; 126,9 ; 126, 3 ; 126,0 ; 125,8; 125,7;
120,3;120,1;36,9; 21,0.

MS : m/z = 307.

GC:-

HPLC : programme 2 (t.r. = 20,9 min).
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2-((2,5-dimethoxyphényl)thio)-N-(naphtalén-2-yl)acétamide (3h)

OMe

ZI

Y

OMe

Rendement : 59 %.

Solide blanc.

Purification : colonne de gel de silice avec éluant:
acétone/CHCl3 1/9.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), & : 9,43 (s, 1H), 7,98 (d, J=7,4
Hz, 1H), 7,88 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,49
(t, J=7,1Hz, 3H), 7,06 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 3,9 Hz,
2H), 3,87 (s, 3H), 3,74 (s, 3H).

MS : m/z = 353.

GC: -

HPLC : programme 3 (t.r. = 22,9 min).

2-(benzylthio)-N-(naphtalén-2-yl)acétamide (3i)

ZT

S

Rendement : 92 %.

Solide violet pale.

Purification : recristallisation MeOH.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), & : 9,21 (s, 1H), 8,05 (d, J=7,4
Hz, 1H), 7,91 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 7,72
(d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,58-7,78 (m, 3H), 7,37-7,24 (m, 5H), 3,91
(s, 2H), 3,48 (s, 2H).

RMN BC (CDCls, 75 MHz), § : 166,8 ; 136,7 ; 134,1 ; 132,0;
129,0 ; 128,9 ; 127,7 ; 126,4 ; 126,0 ; 1258 ; 125,5 ; 120,2 ;
119,4; 37,5 ; 36,6.

MS : m/z = 307.

GC:-

HPLC : programme 2 (t.r. = 19,1 min).
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4-1-2. Synthese des sulfoxydes références

R, H R N
m /ﬁf Rs Oxone 4 n oo “Rs
(0] o o
Ry R acétone/H,0 1:1, t.a. R; R4
R, R>
4a-h

N° | lettre R:1 R2 Rs R4 Rs n
4a a H H acétamide H Ph 0
4b b H CHs H Ph 0
4c c OMe OMe H Ph 0
4d d OMe H H OMe Ph 0
4e H H H H Ph 1
4f f H H acétamide H Naphtyle 0
49 g H H CHs; H Naphtyle | 0
4h h H H H H Naphtyle 1

Procédure générale

Le thioéther (0,33 mmol ; 1éq.) est dissous dans 25 mL d’une solution acétone/H20 1/1. Sous
agitation, 110 mg d’Oxone® (0,36 mmol ; 1,1 éq.) sont ajoutés en 30 min. La réaction est
poursuivie a température ambiante jusqu’a disparition totale du thioéther et 1’avancement de
la réaction est suivi par CCM (éluant : acétone/CHCIz 1/9) (temps de réaction entre 10 min et
2 h). Le milieu réactionnel est ensuite dilué avec un grand volume d’H>O (40 mL) puis est
extrait avec du DCM. Les phases organiques sont combinées, séchées sur Na SOyg, filtrées et
le solvant est évaporé sous pression réduite. Le produit brut est ensuite soit purifié sur
colonne de gel de silice en utilisant un mélange acétone/CHCI3 1/9 comme éluant pour donner

le produit sulfoxyde désiré pur soit recristallisé au MeOH.

2-((4-acétamidophényl)sulfinyl)-N-phénylacétamide (4a)
O o /@ Caractérisé selon la référence.*
1l
QkN HPLC : programme 3 (t.r. = 43,6 min et 47,5 min).
H

2T

N
H
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N-phényl-2-(p-tolylsulfinyl)acétamide (4b)
/@ Caractérisé selon la référence.
II
/©/ QJ\ HPLC : programme 2 (t.r. = 12,2 et 12,9 min).

2-((3,4-dimethoxyphényl)sulfinyl)-N-phénylactéamide (4c)
Caractérisé selon la référence.'

II
/©/ QJ\ /@ HPLC : programme 2 (t.r. = 19,7 et 22,4 min).

GC:-

2-((2,5-diméthoxyphényl)thio)-N-phénylacétamide (4d)

/@ Caractérisé selon la référence.’!
lI
\@ QJ\ HPLC : programme 2 (t.r. = 18,8 et 19,8 min).

2-(benzylsulfinyl)-N-phénylacétamide (4¢€)

Rendement : 92 %.

Solide blanc.

Purification : recristallisation MeOH.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), § : 9,00 (s, 1H), 7,59 (d, J = 7,7
H Hz, 2H), 7,42-7,28 (m, 7TH), 7,17 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 4,22 (s,

©A6/TN\© 1H), 3,75 (AB, J = 14,7 Hz, 1H), 3,29 (AB, J = 14,7 Hz, 1H).

RMN BC (CDCls, 75 MHz), §: 162,1 ; 137,5; 130,4 ; 129,2 ;

129,0;128,9;128,5; 124,8 ; 120,3 ; 57,4 ; 51,7.

MS : m/z = 273.

GC:-

HPLC : programme 2 (t.r. = 12,1 et 13,7 min).
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2-((4-acetamidophényl)sulfinyl)-N-(naphtalén-2-yl)acétamide (4f)

H
N

il

Rendement : 86 %.

Solide blanc.

Purification : recristallisation MeOH.
RMN !H (MeOD, 300 MHz), & : 7,90-7,76 (m, 7H), 7,58-7,43 (m,

RMN C (MeOD, 75 MHz), & : 170,6 ; 163,8 ; 1425 ; 136,1 ;

121,8;120,0; 62,3 ; 25,6.

MS : m/z = 366.

GC:-

HPLC : programme 3 (t.r. = 43,9 et 55,1 min).

N-(naphtalen-2-yl)-2-(p-tolylsulfinyl)acétamide (49)

Rendement : 78 %.

Solide blanc.

Purification : recristallisation MeOH.

RMN *'H (CDClIs, 300 MHz), 6 : 9,56 (s, 1H), 8,15 (d, J = 8,1 Hz,
1H), 7,99 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,68 (d, J =
8,2 Hz, 1H), 7,58-7-54 (m, 4H), 7,43 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,28 (d, J =
8,0 Hz, 2H), 4,07 (AB, J = 14,5 Hz, 1H), 3,69 (AB, J = 14,5 Hz,
1H), 2,38 (s, 3H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), §: 163,9 ; 161,0 ; 142,8 ; 138,9 ;
134,2 ;132,0; 130,0 ; 128,1; 1279 ; 126,4 ; 125,9 ; 125,8 ; 125,0 ;
124,4:122,1;121,9; 62,2 ; 20,1.

MS : m/z = 323.

GC:-

HPLC : programme 2 (t.r. = 38,9 et 42,2 min).
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2-(benzylsulfinyl)-N-(naphtalen-1-yl)acétamide (4h)

Rendement : 91 %.

Solide blanc.

Purification : recristallisation MeOH.

RMN H (CDCl;, 300 MHz), & : 9,60 (s, 1H), 8,18 (d, J = 7,4 Hz,

1H), 8,08 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,71 (d, J =

8,2 Hz, 1H), 7,55-7,48 (m, 3H), 7,48-7,28 (m, 5H), 4,28 (AB, J =
H ‘ 12,9 Hz, 1H), 4,22 (AB, J = 12,9 Hz, 1H), 3,88 (AB, J = 14,4 Hz,

©/\5/\£)r O 1H), 3,49 (AB, J = 14,4 Hz, 1H).

RMN BC (CDCls;, 75 MHz), §: 162,8; 134,1; 132,4; 1304 ;

129,3; 128,9; 128,6 ; 128,5; 126,6 ; 126,3; 126,1 ; 125,7 ; 1256 ;

121,1;119,7 ;57,4 ; 51,2.

Masse : m/z = 323.

GC:-

HPLC : programme 2 (t.r. = 33,5 et 35,8 min).

4-1-3. Synthese du ligand N,Py;

Etape 1
| N + O:NHZ NaBH, _N N=
=
NH, MeOH, 0°C, 2h30
2 éq.

Composé D

1,5 g de 6-méthylpyridine-2-carboxaldéhyde (12,4 mmol ; 2 éq.) sont dissous dans 15 mL de
MeOH et refroidis a 0°C. Puis, 0,744 mL de (1S2S)-1,2-diaminocyclohexane (708 mg ;
6,2 mmol ; 1 éq.) dilués dans 15 mL de MeOH, sont ajoutés goutte a goutte en 2 h a I’aide
d’une ampoule a brome. Le milieu réactionnel est agité sous argon a température ambiante
pendant 2 h. Du NaxSOs est ajouté et le mélange est agité une heure supplémentaire, puis
filtré. Ensuite, 0,961 g de NaBHa4 (25,4 mmol ; 4,1 éq.) est additionné lentement a la solution
précédente en maintenant la température inférieure a 5°C (la solution devient incolore). Le

milieu réactionnel est ensuite agité a reflux pendant 30 min. Aprés refroidissement a
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température ambiante, le milieu réactionnel est dilué avec 10 mL d’H20 avant d’étre extrait
avec du DCM. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na>SOg, filtrées et
évaporées sous pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié sur colonne de gel de silice
avec un éluant DCM/MeOH/NEts 96/4/1 afin d’obtenir le composé D sous forme d’une huile

jaunatre avec un rendement de 85% (1,71 g).

RMN H (300 MHz, CDCl3), 5 : 7,44 (t, = 7,7 Hz, 2H), 7,14 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 6,92 (d,
J=7,6 Hz, 2H), 3,98 (AB, J = 14,2 Hz, 2H), 3,76 (AB, J = 14,2 Hz, 2H), 2,42 (s, 6H), 2,08
(d, J = 10,6 Hz, 2H), 1,66 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 1,18-1,10 (m, 6H).

Etape 2
; " </
_N N H,CO 40% (25 éq.) NH N
d b HCO,H d b
24 h, reflux, Ar
Composé E

Composé D

Le composé D (1,71 g; 5,27 mmol ; 1 éq.) est dilué dans 55 mL d’acide formique avant
I’ajout de 4,83 mL de formaldéhyde (3,93 g; 131,2 mmol ; 25 éq.). Aprés 24 h de réaction a
reflux et sous argon, le milieu réactionnel est dilu¢ avec 10 mL d’H20, puis 30 mL d’une
solution de NaOH a 5N sont ajoutés a 0°C. La solution est ensuite extraite avec du DCM et
les phases organiques sont séchees sur Na2SOsg, filtrées et le solvant est évaporé sous pression
réduite afin de donner une huile jaunatre. Le produit est purifié sur colonne de gel de silice
avec comme éluant: DCM/MeOH/NEts 96/4/1 afin d’obtenir le composé E avec un
rendement de 66 % (1,17 g ; 3,45 mmol).

RMN H (300 MHz, CDCls), & : 7,46 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,40 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,36 (d,
J=8Hz, 1H), 7,00 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,90 (dd, J = 7,7 Hz, J = 2,2 Hz, 2H), 4,09 (sl, 1H),
3,93 (AB, J =14 Hz, 1H), 3,71 (AB, J =14 Hz, 1H), 3,70 (AB, J = 14,6 Hz, 1H), 3,52 (AB, J
= 14,6 Hz, 1H), 2,40 (s, 6H), 2,21 (s, 3H), 2,13-2,09 (m, 2H), 1,86-1,63 (m, 4H), 1,20-1,03
(m, 4H).
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Etape 3
DIPEA (1,6 éq.)
O L o (D)
4 Br o .,
NH N \)H< %‘z/\N N
= 72 = 2
N N N N
é\ b CHaCN \ _
3h, 0°C puis t.a., Ar

Composé E Composé F

Le composé E (500 mg ; 1,47 mmol) est dissous dans 10 mL de CH3CN en présence de
K2COs3 (325 mg ; 2,35 mmol ; 1,6 éq.) a 0°C. Ensuite, sont additionnés 327 uL d’acétate de 2-
bromo-tert-butyle (431 mg; 2,21 mmol ; 1,5 éqg.) dilués dans 10 mL de CH3CN goutte a
goutte au milieu réactionnel. Le mélange est agité pendant 3 h sous argon a température
ambiante. Ensuite, le milieu est dilué avec 10 mL d’H2O et la solution est extraite avec du
DCM. Les phases organiques sont combinées, séchées sur Na2SOs, filtrées et le solvant est
évaporé sous pression réduite afin d’obtenir une huile brune. Celle-ci est purifiée sur colonne
de gel de silice avec comme éluant : DCM/MeOH/NEtz 96/4/1 afin d’obtenir le composé F

sous forme d’une huile incolore avec un rendement de 95 % (632 mg ; 1,40 mmol).

RMN H (300 MHz, CDCls), & : 7,51-7,39 (m, 4H), 6,95 (t, J = 8,2 Hz, 2H), 4,05 (AB,
J=153Hz, 1H), 3,85 (AB, J = 153 Hz, 1H), 3,45 (AB, J = 16,5 Hz, 1H), 3,31 (AB,
J=16,5Hz, 1H), 2,46 (s, 6H), 2,21 (s, 3H), 2,24-2,20 (m, 2H), 2,11-1,92 (m, 4H), 1,40 (s,
9H), 1,30-1,16 (M, 4H).

Etape 4

. (o)
O (25¢éq.) Y\N
HO

<~/
J N
F,C~ “OH
/ _ h N
N CH,Cl, N =

3h, 0°C, Ar
Composé F LI

Le composé F (400 mg ; 0,865 mmol) est dissous dans 1,3 mL de DCM puis 1,3 mL d’acide
trifluoroacétique (1,97 mg; 17,3 mmol ; 20 éq.) sont additionnés goutte a goutte a 0°C. Le

milieu réactionnel est ensuite agité pendant 30 min a 0°C puis a température ambiante
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pendant 15 h, sous argon. A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est concentré sous
pression réduite jusqu’au 4/5°™ du volume environ, avant d’étre ajouté goutte a goutte a
25 mL Et,0 anhydre sous vive agitation. Le surnageant d’Et2O est enlevé et le résidu huileux
est lavé de nouveau avec de I’Et2O. Aprés séchage sous pression réduite, le ligand LIII est

obtenu sous forme d’une huile jaune avec un rendement de 60 % (200 mg ; 0,502 mmol).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3), & : 8,16 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,93 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,74 (t,
J=7,7Hz, 1H), 7,50 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 4,32 (s, 2H), 3,68-3,63 (m,
2H), 3,33 (sl, 2H), 2,75 (s, 3H), 2,66 (s, 3H), 2,51 (s, 3H), 2,22 (sl, 1H), 1,96 (sl, 1H), 1,82
(sl, 2H), 1,60 (s, 2H), 1,38 (sl, 4H).

4-1-4. Synthése du complexe Fe-LIII

i

~ /
N N FeCl, (2 éq.)
S
N N7 \ Acétone
Y/ ~ 24h, boite a gants

Le complexe de Fe(ll) a été synthétisé en boite a gants sous atmospheére inerte de diazote avec
’utilisation de solvants distillés et dégazés avec de I’argon.

Le ligand LI (39 mg; 98,3 umol) est dissous dans 6 mL d’acétone puis 24,9 mg de FeCl»
(196,6 umol ; 2 éqg.) est additionné petit a petit afin de former un précipité jaunatre. La
solution est laissée sous agitation pendant 24 h. Un solide jaune pale est filtré et séché pour

donner un rendement de de 91 % (43,5 mg ; 89,4 umol).

MS (ESI, CHsCN) : m/z = 451 (100, [L-H + Fe'"]*) : 486 (18, [L-H + CI +Fe!'"").
UV-visible (CH3CN/H20 1/1) : Amax = 264 nm et & =11 785 L.mol™*.cm™.

4-2. Préparation des CLEC NikA/Fe-N2Py>

L’incubation du complexe de Fe-LIII avec les cristaux de NikA/Fe-EDTA est réalisée en
boite & gants. Un lot de 100 cristaux de NikA/Fe-EDTA est dispatché dans 5 gouttes de 4 pL

de tampon de cristallisation. Ensuite, sont ajoutés a chacune des gouttes, 2,5 puL d’une
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solution de complexe de Fe-LIIl a 10 mM dans du tampon A. L’incubation est réalisée
pendant 4 jours & 20°C. Les cristaux NikA/Fe-LIIl sont ensuite péchés avec une épuisette
(hors boite a gants) et transvasés dans quatre nouvelles gouttes de 5 ul. de tampon de
cristallisation. Les cristaux sont ensuite réticulés par ajout de 5 pL d’une solution de
glutaraldehyde a 10 % dans du tampon A (concentration finale de glutaraldéhyde : 5 %). On
laisse réagir 5 h. Ensuite, les 100 CLEC NikA/Fe-LI111 sont transférés dans un Eppendorf de
1,5 mL contenant 1 mL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 puis lavés deux fois avec 1 mL
d’une solution de CH3CN/H2O 1/1. Ces cristaux peuvent étre stockés plusieurs jours a
température ambiante ou étre directement utilisés dans les expériences de catalyse.

Pour les études cristallographiques, les CLEC NikA/Fe-LIll sont transférés dans une

solution H2O/glycérol 70/30 avant d’étre congelés dans 1’azote liquide.

4-3. Procédure générale de sulfoxydation des thioéethers avec les
CLEC NikA/Fe-N2Py>

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/NaOCI de 1/250/600. La
concentration en catalyseur est de 15 ou 31 uM.

On utilise un lot de 100 CLEC NikA/Fe-LIII (1 éq.). Le surnageant est enlevé afin d’obtenir
un volume final de 36 pL. Ensuite, sont ajoutés successivement 1,5 pL. d’une solution de
thioéther a 0,19 M (0,285 pmol ; 250 €q.) dans le DMF et 1,8 pL. d’une solution de NaOCl a
0,42 M (756 umol ; 600 éqg.) dans H20. La réaction est agitée a température ambiante pendant
1 h. Le milieu réactionnel est ensuite extrait avec 60 pL d’AcOEt. La phase organique est
analysée par HPLC.

Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse

isolée.
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5. Réactivité d’hydroxychloration par les CLEC
5-1. Synthése

Concernant la synthése des chlorhydrines de référence, voir partie 1.

5-1-1. Synthése des ligands L1 et L22%

Etape 1

o
NaBH, (1 éq.)

NH,
+ H,NT>T2 H
OH MeOH, 19 h, 0°C puis t.a. OH

R4 R4

A
R;=H ou OMe

58,9 g d’éthyléne diamine (980 mmol ; 10 éqg.) sont dilués dans 450 mL de MeOH sous
agitation. Ensuite, 98 mmol (1 éq.) d’aldéhyde dilué¢ dans 50 mL de MeOH sont ajoutées
goutte a goutte. Le milieu réactionnel est agité pendant 1 h a 0°C. Ensuite, 3,71 g de NaBH4
(98 mmol ; 1 éq.) sont ajoutés progressivement sans dépasser 5°C. La réaction est poursuivie
sous agitation a température ambiante pendant 19 h et le solvant est évaporé sous pression
réduite. L huile jaune obtenue est diluée dans 300 mL de DCM puis lavée 4 fois avec une
solution de NaCl saturée pour éliminer 1’éthyléne diamine en excés. La phase organique est

séchée sur NaxSOs, filtrée et le solvant est évaporé pour obtenir le composé A.

Caractéristiques de AsiRy =H :

R% =80 %.

Huile jaune.

RMN !H (300 MHz, MeOD),5 : 7,10 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 6,76 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,88 (s,
2H), 2,78 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 2,67 (t, J = 5,7 Hz, 2H).

Caractéristiques de A si R = OMe :
R% =75 %.

Huile jaune.
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RMN H (300 MHz, CDCl3), 5 : 8,32 (s, 1H), 6,86 (dd, J = 10,8 Hz, J = 1,65 Hz, 1H), 6,84
(dd, J = 10,9 Hz, J = 1,63 Hz, 1H), 6,74 (t, J = 7,80 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,62 (t, J = 5,4 Hz,
2H), 2,96 (t, J = 5,7 Hz, 2H).

Etape 2
o H
NH
N2 H NaBH, (1 éq.) NN
5 ¥ H SM
OH e
MeS MeOH, 19 h, 0°C puis t.a. OH
A B
Ry=H
R, = OMe

Une solution de thiométhylbenzaldéhyde (14,9 g ; 98 mmol ; 1 éq.) dissous dans 150 mL de
MeOH est ajoutée au goutte a goutte au composé A (98 mmol ; 1 éq.) dilué dans 150 mL de
MeOH. La réaction est agitée pendant 1 h a 0°C puis 3,71 g (98 mmol, 1 ég.) de NaBH4 sont
ajoutés progressivement sans dépasser 5°C. La réaction est agitée a température ambiante
pendant 19 h. Ensuite, 100 mL de DCM sont ajoutés et la phase organique est lavée 2 fois
avec une solution de NaCl saturée. La phase organique est ensuite séchée sur Na>SOs, filtrée

et le solvant est évaporé pour obtenir le composé B.

Caracteéristiquesde BsiR1 = H :

R% = 97 %.

Huile jaune.

RMN H (300 MHz, MeOD), 6 : 7,34-6,73 (m, 8H), 3,90 (s, 2H), 3,84 (s, 2H), 2,77 (s, 4H),
2,48 (s, 3H).

Caractéristiques de B si Ry = OMe :

R% = 95 %.

Huile jaune.

RMN H (300 MHz, CDCls), § : 7,29-7,11 (m, 4H), 6,82-6,63 (m, 3H), 3,99 (s, 3H), 3,89 (s,
3H), 3,87 (s, 2H), 3,90 (s, 2H), 2,82 (t, J = 3,6 Hz, 2H), 2,75 (t, J = 3,9 Hz, 2H), 2,48 (s, 3H).
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Etape 3
DIPEA (2 éq.)
o(tB
0 (26q) (tBu)O (tBu)
H B C)
N/\/N r\)J\O(tBu) (o} N N (e}
H SMe = OH SMe
OH CH3CN, 18 h, argon, t.a.
R, R,
B
(]
R1 =H
R1 = OMe

Le compose B (1,76 mmol ; 1 éq.) et 600 uL de DIPEA (3,52 mmol ; 2 éq.) sont dissous dans
15 mL de CH3CN. Le milieu réactionnel est placé sous atmosphere inerte et ensuite, une
solution de 2-bromoacétate de tert-butyle (687 mg ; 3,52 mmol ; 2 éq.) dissous dans 30 mL de
CH3CN est ajoutée goutte a goutte. Le mélange est ensuite agité pendant 18 h a température
ambiante puis dilué avec 100 mL de DCM et lavé avec une solution de NaCl saturée. La
phase organique est séchée sur NaxSOs, filtrée et le solvant est évaporé sous pression réduite.
Le produit brut obtenu est purifié sur colonne de gel de silice (Hexane/AcOEt 9/1) afin

d’obtenir le composé C.

Caractéristiquesde CsiR1=H :

R% =50 %.

RMN *H (300 MHz, MeOD), & : 7,36-7,07 (m, 5H), 7,39-7,05 (m, 4H), 6,93 (d, J = 6,3 Hz,
1H), 6,86 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,76 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 3,88 (s, 2H), 3,80 (s, 2H), 3,28 (s, 4H),
2,91 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,74 (t, = 6,3 Hz, 2H), 2,43 (s, 3H), 1,46 (s, 18H).

Caractéristiques de C si Rt = OMe :

R% =53 %.

RMN IH (300 MHz, CDCls), §: 7,32 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,21 (m, 2H), 7,08 (m, 1H), 6,81
(d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,70 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,84 (d, J = 15 Hz, 4H), 3,27 (s,
4H), 2,90 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,75 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,41 (s, 3H), 1,44 (s, 18H).
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Etape 4

(tBu)O O(tBu)

% /N f—< O (10éq)

o N o )L \ /
OH I F,C~ "OH l \
DCM, 17 h, 0°C a t.a.
R4

C Lx
Ry=H L1:R,=H
Ry = OMe L2 : R, = OMe

Le produit C (0,67 mmol, 1éq.) est dissous dans 10 mL de DCM et agité a 0°C. 3,06 g d’acide
trifluoroacétique (26,8 mmol ; 40 éq.) sont ajoutés goutte a goutte. Le milieu réactionnel est
agité pendant 17 h a température ambiante et le mélange est évaporé au 4/5°™. L’huile
résiduelle est versée goutte a goutte a la pipette pasteur (ne pas utiliser d’aiguille métallique)
sur 50 mL d’EtO agités vigoureusement. Le précipité blanc obtenu est filtré et séché sous
pression réduite pour obtenir Lx.

Caractéristiques de L1 :

R% =44 %.

Solide blanc.

RMN !H (300 MHz, MeQOD), & : 7,39-7,18 (m, 6H), 6,90 (d, J = 6,8 Hz, 2H), 4,37 (s, 2H),
3,96 (s, 2H), 3,70 (s, 2H), 3,41 (s, 2H), 3,32 (sl, 2H), 3,17 (sl, 2H), 2,48 (s, 3H).

Caractéristiques de L2 :

R% = 93 %.

Solide blanc.

RMN H (300 MHz, CDCls), § : 9,04 (sl, 2H), 7,29-7,07 (m, 4H), 6,83-6,71 (m, 3H), 4,26 (s,
2H), 3,96 (s, 2H), 3,80 (s, 2H), 3,57 (s, 3H), 3,50 (s, 2H), 3,29 (sl, 2H), 3,19 (sl, 2H), 2,37 (s,
3H).
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5-1-2. Synthése des complexes Fe-L1 et Fe-L.2234

Procédure genérale

Le ligand Lx (0,11 mmol ; 1 éq.) est dissous dans 10 mL d’H2O avec trois équivalents de
KOH (18,5 mg; 0,33 mmol). Ensuite, 18 mg de FeClz anhydre (0,11 mmol ; 1 éqg.) sont
dissous dans 3 mL d’H20O et sont ajoutés goutte a goutte sur la solution de ligand. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante toute la nuit. Le précipité obtenu est filtré, lavée
avec 5 mL d’H20, 5 mL d’Et20 et 10 mL de DCM avant d’étre séché sous pression réduite.

o o R% = 80 %.
% /N /—< Solide rouge.
o-.._N_ N____o
TR gy, | MS (ESI CHSCN) iz 506 [(L-3H) + Fe(1ll) + CIT-.
N e
Oci UV-visible (CHsCN/H20 1/1) :

- 2Amax =507 nm.

Fe-L1 - =745 L.molt.cm™.
0 0 R% = 65 %.
b”{_/\NC/{O Solide violet.
@gem sMe | MS (ESI, CH3CN) : m/z : 536 [(L-3H) + Fe(l1) + CI]-
UV-visible (CH3CN/H,0 1/1) :
OMe - Amax =562 nm.
Fe-L2 - £=1564 L.molt.cm™.

5-1-3. Synthese du 1-chloro-2-phénylpropene — Produit de la deshydratation du
1-chloro-2-phénylpropan-2-ol.

OH
KOH
Cl g x_Cl . N
EtOH, nuit Cl

5¢c

Procedure genérale
Le 1-chloro-2-phénylpropan-2-ol (200 mg; 1,16 mmol ; 1 éq.) est dilué dans 10 mL de
CH3CN avant I’ajout de 70 pL d’H2SO4 & 95 % (1,28 mmol ; 1,1 éq.). La réaction est portée a

reflux et agitée jusqu’a disparition totale de la chlorhydrine. L avancement de la réaction est
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suivi par CCM (éluant : Hexane/AcOEt 9/1). Aprés refroidissement a température ambiante,
le milieu réactionnel est dilué¢ avec 20 mL d’H2O et extrait avec du DCM. La phase organique
est ensuite séchée sur Na»SOs, filtrée et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le

produit brut est ensuite purifié sur colonne de gel de silice avec un éluant Hexane/AcOEt 9/1.

1-(chloroprop-1-en-2-yl)benzéne (5c¢)

Rendement : 81 %.

Solvant de purification : Hexane/AcOEt 9/1.

RMN H (CDCls, 300 MHz), § : 7,38-7,34 (m, 5H), 6,34 (s, 1H), 2,17 (s, 3H).
Cl MS : m/z = 152.

GC : programme A (t.r. = 9,80 et 10,41 min).

HPLC : -

5-1-4. Synthese des produits dichlorés

R, R,

~_R; PhIO, HCl conc. cl Rs
R, Ry
6a-c et 6h
N° | lettre | R: R2 Rs Nom
6 a Ph H H styréne
6 b Ph H CHs3 | B-méthylstyréne
6 c Ph | CHs H a-méthylstyrene
6 h Ph H Ph Cis-stilbéne

Procédure générale

L’alcéne (1 mmol ; 1éq.) est dilué dans 20 mL de DCM sous agitation puis 450 uL d’HCI a
37 % (5 mmol ; 5 éq.) et 264 mg de PhlO (1,2 mmol ; 1,2 éq.) sont ajoutés. La réaction est
agitée a température ambiante jusqu’a disparition compléte de 1’alcéne (environ 2 h).
L’avancement de la réaction est suivi par CCM (éluant : Pentane/AcOEt 9/1). Ensuite, le
milieu réactionnel est dilué avec 20 mL d’H2O puis est extrait avec du DCM. La phase
organique est séchee sur Na»SOg, filtrée et le solvant est évaporé sous pression réduite. Le
produit brut obtenu est purifié sur colonne de gel de silice utilisant un éluant Pentane/AcOEt

9/1 afin d’obtenir le produit désiré.
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(1,2-dichloroéthyl)benzéne (6a)
Rendement : 67 %.
Solvant de purification : Pentane/AcOEt 9/1.

Caractérisé selon la référence.2®

GC : programme A : (t.r. = 11,09 min)
HPLC : -

(1,2-dichloropropyl)benzene (6b)
Rendement : 81 %.
Solvant de purification : Pentane/AcOEt 9/1.

Caractérisé selon la référence.?3

GC : programme A : (t.r. = 11,12 min).

(1,2-dichloropropan-2-yl)benzéne (6c¢)

Rendement : 53 %.
cl
cl Solvant de purification : Pentane/AcOEt 9/1.

Caractérisé selon la référence.?®’

.

GC : programme A : (t.r. = 11,50 min).

1,2-dichloro-1,2-diphényléthane (6h)
Cl Rendement : 67 %.
Solvant de purification : Pentane/AcOEt 9/1.
Caractérisé selon la référence.?®
GC : programme B : (t.r. = 10,87 et 11,05 min).

ot

5-2. Preparation, purification et caractérisation des CLEC

5-2-1. Purification, cristallisation et synthese des CLEC NikA/Fe-Lx ou CLEC
NikA/NI-EDTA (x =0, 1 ou 2)

Dans une goutte de 4 pL contenant des cristaux de NikA/Fe-EDTA, sont ajoutés 2,5 pL
d’une solution de complexe (Fe-Lx ou Ni-EDTA) & 10 mM dans le tampon A. Les cristaux
sont incubés une nuit & 20°C. 100 cristaux NikA/Fe-Lx ou NikA/Ni-EDTA sont ensuite

péchés avec une épuisette et transférés dans une nouvelle goutte de 5 pL de tampon de
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cristallisation. Les cristaux sont réticulés par ajout de 5 pL d’une solution de glutaraldéhyde a
10 % dans du tampon A (concentration finale de glutaraldéhyde : 5 %). On laisse réagir 5 h.
Ensuite, les 100 CLEC NikA/Fe-Lx ou CLEC NikA/Ni-EDTA sont transférés dans un
Eppendorf de 1,5 mL contenant 1 mL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 puis lavés deux fois
avec 1 mL d’une solution de CH3CN/H20O 1/1. Ces cristaux peuvent étre stockés plusieurs
jours a température ambiante ou étre directement utilisés dans les expériences de catalyse.

Pour les études cristallographiques, les CLEC sont transférés dans une solution H2O/glycérol

70/30 avant d’étre congelés dans 1’azote liquide.

5-2-2. Dosage de la proteine NikA dans les cristaux avant réticulation

Le dosage de la protéine NikA dans les cristaux a été réalisé avant réticulation. En effet, les
cristaux apres réticulation sont indestructibles (hautes températures, acides, bases, etc...) et
ne peuvent pas donc étre dissous dans H>O pour déterminer la concentration de la protéine
par SEC-MALLS.

La quantité de protéine au sein des cristaux de NikA a été déterminée par SEC-MALLS :
20 cristaux sont solubilisés dans 25 pL H2O avant 1’injection (4 échantillons).

20 cristaux = 252 + 30 pmol de protéine NikA.
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5-2-3. Quantification de la quantité de fer dans les cristaux aprés réticulation?t?

La gamme d’étalonnage est préparée a partir d’une solution de sulfate d’ammonium ferreux
hexahydraté (sel de Mohr) a 1 mg.mL™. Six échantillons contenant une concentration en fer
graduelle (de 19,2 2 96,2 pmol.LY) sont préparés puis mixés avec de 1’acide pyroglutamique a
1 M pendant 1 h. Ensuite, ]| mM de bathophénanthroline disulfate, 0,2 M d’ascorbate de
sodium et une solution saturée d’acétate d’ammonium sont ajoutés et le milieu réactionnel est
incubé pendant 15 min a température ambiante. Apres 1’incubation, 1’absorbance est lue a 535
nm. Pour la quantification du fer dans les cristaux, 10, 20 ou 100 cristaux sont traités en
suivant le méme protocole que pour la gamme d’étalonnage.

Ratio proteéine/fer : 0,97.

5-2-4. Concentration finale de catalyseur

Les expériences de catalyse sont réalisées avec 100 CLEC NikA/Fe-Lx dans 40 uL d’une
solution de CHsCN/H2O 1/1 ce qui correspond a une concentration finale de catalyseur
d’environ 31 uM (déterminée par SEC-MALLS)

5-3. Procédures catalytiques

5-3-1. Procédure générale d’hydroxychloration d'alcenes en présence de KHSOs
et de NaCl

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlorure de
1/1000/750/1500. La concentration en catalyseur est de 31 uM.

On utilise un lot de 100 CLEC NikA/Fe-Lx. Le surnageant est enlevé afin d’obtenir un
volume final de 26 pL. Ensuite, sont ajoutés dans I’ordre, 1,5 puL. d’une solution de substrat a
0,82 M (1,23 pmol; 1000 éq.) dans CHsCN, 6 pL d’une solution de NaCl a 0,31 M
(1,85 umol ; 1500 éq.) dans H>O et 6,3 uL d’une solution d’Oxone® a 0,29 M (0,92 pumol ;
750 ég.) dans H2O (volume final de 40 pL). Le mélange est agité a température ambiante
pendant 3 h. Ensuite, sont additionnés 1,5 pL de benzophénone a 0,1 M (0,15 pumol) dans le
DCE et le milieu réactionnel est extrait par 60 pL d’AcOEt. La phase organique est analysée

par GC/MS.
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Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse

isolée.

5-3-2. Procédure générale pour la catalyse d’oxydation de 1’a-méthylstyréne

avec différents oxydants

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/oxydant/chlorure de
1/1000/750/1500. La concentration en catalyseur est de 31 uM.

Différents oxydants sont testés avec les CLEC NikA/Fe-L2 (O2/DTT, H202, CH3COsH, m-
CPBA, t-BuOOH, NaOCI et KHSOs). Ces expériences sont réalisées selon la procédure
générale de la catalyse d’hydroxychloration avec des modifications mineures : 1,5 uL d’une
solution d’oxydant a 0,62 M (0,92 umol) dans H2O au lieu de 6,3 pL. d’Oxone® a 0,29 M. Le

temps de réaction varie entre 30 minutes et 3 heures.

5-3-3. Expériences de stabilité avec les CLEC NikA/Fe-Lx

Pour les études de stabilité, un lot de 100 CLEC NikA/Fe-Lx est utilisé afin de réaliser une
premiére réaction de catalyse en accord avec la procédure générale d’hydroxychloration des
alcénes. Ensuite, les cristaux sont lavés par 3 fois 1 mL d’une solution CH3CN/H20 1/1 avant
d’étre réutilisés dans les mémes conditions réactionnelles.

Pour les études de rechargement, 50 pL d’une solution de FeCls ou de complexe Fe-Lx a
50 mM dans CH3CN sont ajoutés a la solution contenant les CLEC NikA/Fe-Lx et le milieu
réactionnel est agité pendant 3 h a température ambiante avant d’étre lavés par 5 fois 1 mL
d’une solution CH3CN/H20 1:1 afin d’enlever I’excés de complexe de la solution. Puis la
procédure standard de catalyse est réalisée. Les rechargements sont effectués aux run n°7, 9,
11 et 13.

5-3-4. Hydroxychloration d’alcénes en présence de DMPO
Cette expérience est réalisée en accord avec la procédure générale d’hydroxychloration des

alcénes avec une modification mineure : 3 uL. de DMPO a 0,62 M (1,85 pmol ; 1500 éq.) sont

ajoutés avant I’Oxone® a la réaction standard.
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5-3-5. Variations expérimentales pour 1’hydroxychloration d’alcénes avec les

CLEC NikA/Fe-Lx

Détermination du pH optimum
Pour cette étude, 4 pH différents ont été testés avec les CLEC NikA/Fe-Lx (1,5; 3; 4,5; 6).
Les expériences ont été réalisées en présence de 0, 1, 2 ou 3 pL d’une solution de NaOH a

300 mM selon la procédure générale.

Insertion d’alcools au cours de [’hydroxychloration avec un ratio C/S/O/CI- 1/500/600/1000

On utilise un lot de 100 CLEC NikA/Fe-Lx stockés dans un mélange CH3zCN/alcool 1/1. Le
surnageant est enlevé afin d’obtenir un volume final de 30 pL. Ensuite, sont additionnés dans
I’ordre, 1,5 uL d’une solution a 0,41 M de substrat (0,615 umol ; 500 éq.) dans CH3CN, 4 uL
d’une solution de NaCl a 0,31 M (1,23 umol ; 1000 éq.) dans H2O et 5 puL d’une solution
d’Oxone® a 0,29 M (0,725 umol ; 600 éq.) dans H-0, (volume final de 40 pL). La réaction
est agitée a température ambiante pendant 3 h. Ensuite, sont additionnés 1,5 pL de
benzophénone a 0,1 M (0,15 pumol) dans le DCE et le milieu réactionnel est extrait par 60 pl

d’AcOEt. La phase organique est analysée par GC/MS.

5-3-6. Expériences de RPE

Pour les expériences en RPE, le milieu réactionnel est testé directement sans extraction et a

température ambiante.
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6. Réactivité activation d’O; par les CLEC

6-1. Caractérisation des références

Benzaldéhyde (7a)

IO Produit commercial.
©) GC : programme A (t.r. = 7,46 min).
HPLC : -

Acétophénone (7c)

(o) Produit commercial.
©)J\ GC : programme A (t.r. = 8,99 min).
HPLC : -

Para-anisaldéhyde (7d)

(o] Produit commercial.

I
/O) GC : programme A (t.r. = 11,40 min)
MeO HPLC : -

Acétate de vanilline (71)

0 Produit commercial.

I
Meo:©) GC : programme B (t.r. = 7,42 min).
AcO HPLC : -

2-Méthoxyacétophénone (7m)

o Produit commercial.

©)J\/0Me GC : programme A (t.r. = 11,21 min).
HPLC : -
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6-2. Procédures catalytiques

6-2-1. Procédure générale d’activation d’O, par les CLEC

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/DTT de 1/1000/750. La
concentration en catalyseur est de 31 uM.

On utilise un lot de 100 CLEC NikA/Fe-Lx. Le surnageant est enlevé afin d’obtenir un
volume final de 36 pL. Ensuite, sont ajoutés successivement, 1,5 uL d’une solution de
substrat a 0,82 M (1,23 umol ; 1000 éq.) dans CH3CN et 3 uL d’une solution de DTT a
0,62 M (0,92 umol) dans H20 (volume final de 40 puL). Le mélange est agité a température
ambiante pendant 3 heures. Ensuite, sont additionnés 1,5 puL. de benzophénone a 0,1 M
(0,15 umol) dans le DCE et le milieu réactionnel est extrait par 60 uL d’AcOEt. La phase
organique est analysée par GC/MS.

Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse

isolée.

6-2-2. Suivi UV-Visible de la réduction du complexe Fe-L2 en conditions

anaérobies

Ces ¢études spectroscopiques sont réalisées en boite a gants sur 100 uL d’une solution de
complexe Fe-L2 a 1 mM (0,1 umol; 1 éq.) dans une solution CH3CN/H2O 1/1. Sont
additionnés, 12 uL d’une solution de DTT a 0,62 M (7,5 umol ; 75 éq.) dans H-O et la
disparition de la bande LMCT est suivie par UV-Visible pendant 45 min. A la fin de la

manipulation, le complexe est exposé a 1’air afin d’observer la réapparition de la bande.
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7. Reéactivité tandem
7-1. Synthése

7-1-1. Synthese des complexes VO-L4 et V-L5

7-1-1-1. Syntheése des ligands L4 et L5223

tBu

sz fi i tBu L4
tBu ®E>--|OH %\\\N OH

EtOH, 2 h, t.a.

OH
NH,

Le 3,5-di-tert-butyl-2-hydroxybenzaldéhyde (100 mg; 427 umol ; 1 éq.) est dissous dans
3 mL d’EtOH. Puis, I’amine (427 pumol ; 1 éq.) est additionné petit a petit en 15 min. La
solution devient tres rapidement jaune. Le mélange réactionnel est agité pendant 2 h a
température ambiante puis le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est repris

avec 3 fois 15 mL de DCM et évaporé afin d’obtenir un solide jaune.

Caractéristiques de L4

R% =99 %.

Solide jaune.

RMN !H (300 MHz, CDCls), & : 8,65 (s, 1H), 7,47 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,34-7,21 (m, 5H),
4,84 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 4,72 (m, 1H), 3,23 (ABX, J = 5,8 Hz, J = 15,9 Hz, 1H), 3,21 (ABX,
J=4,9 Hz, J=16,0 Hz, 1H), 2,23 (sl, 1H), 1,46 (s, 9H), 1,36 (s, 9H).

Caractéristiques de L5

R% = 95 %.

Solide jaune.

RMN H (300 MHz, CDCls), & : 8,41 (s, 1H), 7,47 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 3,86-3,79 (m, 2H), 3,09 (sl, 1H), 2,02-1,96 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 1,40 (s, 9H), 1,01-0,97
(m, 6H).
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7-1-1-2. Préparation des solutions stocks de complexe VO-L4, VO-L5, Fe-L4 et Fe-L5

Dans un Falcon de 15 mL, le ligand (1 umol ; 1 éq.) est dissous dans 10 mL de DCM puis
26,5 mg de VO(acac)z2 (1 umol ; 1 éq.) ou 16,25 mg de FeClz(1 pmol ; 1 éq.) est additionné.

La solution est laissée sous agitation pendant 10 h avant d’étre utilisée telle quelle.

7-1-2. Synthese des substrats thioéthers

7-1-2-1. Les composes thioéthers substrats de motif de base 4-vinylthiobenzyléther

\/@/\ EtONa, reflux - \/@/\
R Rsy ol EtOH Rivty
n

n

8a-e
N° R1 n
8a Ph 0
8b | Naphtyle | 0
8c Tolyle 0
8d Ph 1
8e CHs 0

Procédure générale

Le thiol (3,12 mmol ; 1 éq.) et ’EtONa (637 mg ; 9,36 mmol ; 3 éq.) sont dissous dans 50 mL
d’EtOH sous agitation. Le mélange est agité pendant 15 min puis le 4-chlorométhylstyréne
(476 mg; 3,12 mmol ; 1 €q.) est additionné. Le mélange réactionnel est porté a reflux et
I’avancement de la réaction est suivi par CCM (éluant : pentane/AcOEt 95/5) (entre 2 h et 10
h de réaction). A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est dilué avec 20 mL d’H20O : soit,
le produit réactionnel précipite et celui-ci est filtré et lavé a 1’eau glacée, soit, il ne précipite
pas et il est extrait avec du DCM. La phase organique est alors séchée sur Na>SOs, filtrée et le

solvant est évaporé sous pression réduite afin d’obtenir le produit thioéther pur.
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Phényl(4-vinylbenzyl)thioéther (8a)

Qﬂ

Rendement : 91 %.

Solide blanc.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & : 7,42-7,22 (m, 9H), 6,72 (dd, J
= 17,8 Hz et J = 10,7 Hz, 1H), 5,75 (d, J = 17,7 Hz, 1H), 5,26 (d,
J=17,7 Hz, 1H), 4,14 (s, 2H).

RMN ®3C (CDCls, 75 MHz), 6 : 137,3 ; 136,7 ; 136,6 ; 136,5 ;
130,0;129,2;129,0; 126,5 ; 113,9 ; 39,0.

MS : m/z = 226.

GC : programme D (t.r. = 8,41 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,95 min).

Naphtalen-2-yl(4-vinylbenzyl)thioéther (8b)

J@

Rendement : 95 %.

Solide blanc.

RMN H (CDCls, 300 MHz), §: 7,81-7,71 (m, 4H), 7,48-7,41
(m, 3H), 7,36-7,31 (m, 4H), 6,70 (dd, J = 17,6 Hz, J = 10,9 Hz,
1H), 5,73 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,24 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 4,23 (s,
2H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 136,6 ; 136,4 ; 133,8 ; 133,7 ;
1319 ; 129,0 ; 128,3 ; 1279 ; 127,8 ; 127,7 ; 127,1 ; 126,5 ;
126,4 ;125,8;113,8 ; 38,8.

MS : m/z = 276.

GC : programme E (t.r. = 13,85 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 2,38 min).

295



Partie expérimentale

p-tolyl(4-vinylbenzyl)thioéther (8c)

Q@

Rendement : 81 %.

Huile jaune.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & : 7,34 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,24
(d, J = 7,8 Hz, 4H), 7,08 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 6,71 (dd, J = 17,6
Hz, J = 10,8 Hz, 1H), 5,74 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,25 (d, J = 17,6
Hz, 1H), 4,08 (s, 2H), 2,34 (s, 3H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 137,4 ; 136,6 ; 136,5 ; 132,4 ;
130,8;129,6 ; 129,0; 126,3 ; 113,7 ; 39,6 ; 21,0.

MS : m/z = 240.

GC : programme D (t.r. = 8,90 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,99 min).

Benzyl(4-vinylbenzyl)thioéther (8d)

QL

Rendement : 89 %.

Huile jaune.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & : 7,37-7,25 (m, 9H), 6,73 (dd, J
= 17,5 Hz, J = 10,9 Hz, 1H), 5,75 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,26 (d, J
= 17,6 Hz, 1H), 3,62 (s, 4H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 138,1 ; 137,8 ; 136,5 ; 136,4 ;
129,2;129,0;128,5, 127,0; 126,3 ; 113,7.

MS : m/z = 240.

GC : programme D (t.r. = 9,11 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,87 min).
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Methyl(4-vinylbenzyl)thioéther (8e)
Rendement : 92 %.

Huile jaune.

Partie expérimentale

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), & : 7,39 (AB, J = 7,7 Hz, 2H),
7,29 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 6,73 (dd, J = 17,6 Hz et 10,9 Hz, 1H),

m 5,76 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,26 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 3,69 (s, 3H).
~ RMN C (CDCls, 75 MHz), & : 137,9 ; 136,5 ; 136,4 ; 129,0 ;

126,3;113,6; 38,1 ; 14,9.
MS : m/z = 164.
GC : programme D (t.r. = 5,06 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,80 min).

x_R4
el .
R2 R H20, t.a. R

9a-g
N° | Ra R2 Rs R4
9a H H H
9b H H
9c Br H H
9d | Br H H H
% H | OMe H H
of H H CHs
9 | H H CH3 H

Procédure générale

L’alcéne (177 pmol ; 1éq.) et le thiophénol (21,9 mg; 177 umol ; 1 eg.) sont dissous dans

6 mL d’H20. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant une nuit & température

ambiante puis est extrait avec du DCM. La phase organique est séchée sur Na SOa, filtrée et

le solvant est évaporé sous pression réduite. Dans certains cas, le produit est obtenu pur avec

un rendement de 99 %. Sinon, une purification sur gel de silice est réalisee avec comme

éluant le CHCls.
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Phénéthyl(phényl)thioéther (9a)

Rendement : 97 %.

Huile jaune.

RMN H (CDCls, 300 MHz) : §=7,53 (d, J=7,1 Hz, 1H), 7,40
(d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,35-7,31 (m, 4H), 7,26-7,22 (m, 3H), 3,23-

©/v \© 3,19 (m, 2H), 2,98-2,94 (m, 2H).
RMN 3C (CDCls, 75 MH2), §: 129,2; 129,0 : 1285 ; 126,5 ;

126,0; 35,7 ; 35,1.
MS : m/z = 214.
GC : programme D (t.r. = 7,67 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,9 min).

(4-fluorophénéthyl)(phenyl)thioéther (9b)
Rendement : 95 %.
Huile jaune.

Purification : colonne de gel de silice avec comme éluant

MS : m/z = 232.
GC : programme D (t.r. = 7,76 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,8 min).

(4-bromophénéthyl)(phényl)thioéther (9c)
Rendement : 98 %.

Huile jaune.

/©/\/ \© MS : m/z = 292.
Br

GC : programme D (t.r. = 9,74 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 1,9 min).
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(2-bromophénéthyl)(phényl)thioéther (9d)

Br

SRas

Rendement : 98 %.

Huile jaune.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), §: 7,56 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,44
(d,J=7,7 Hz, 2H), 7,34 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,25 (t, J = 7,3 Hz,
3H), 7,14-7,09 (m, 1H), 3,24-3,06 (M, 4H).

RMN *C (CDCls, 75 MHz), § : 132,9; 130,9; 1294 ; 128,9 ;
128,3;127,5;126,1; 36,3 ; 33,3.

MS : m/z = 292.

GC : programme D (t.r. = 9,46 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 1,9 min).

(4-méthoxyphénéthyl)(phényl)thioéther (9e)

AT T

Rendement :97%.

Huile jaune.

MS : m/z = 244,

GC : programme D (t.r. = 9,37 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 2,1 min).

(phényl(1-phénylpropan-2-yl)thioéther (9f)

gTe

MS : m/z = 228.
GC : programme D (t.r. = 10,00 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 1,8 min).

Phényl(2-phénylpropyl)thioéther (99g)

0

MS : m/z = 228.
GC : programme D (t.r. = 8,15 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 1,8 min).
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7-1-3. Synthese des références avec le motif 4-carboxyaldéhydethiobenzyléther

VQAO EtONa, reflux \/@Ao
waﬁ ToBr EtOH R1\M
n

10a-e
N° R1 n
10a Ph 0
10b | Naphtyle | 0
10c Tolyle 0
10d Ph 1
10e CHs 0

Procédure générale

Le thiol (2,01 mmol ; 1 éq.) et ’EtONa (410 mg ; 6,03 mmol ; 3 éq.) sont dissous dans 30 mL
d’EtOH sous agitation. Le mélange est agité pendant 15 min puis le (4-
bromométhyl)benzaldéhyde (400 mg; 2,01 mmol; 1 éq.) est additionné. Le mélange
réactionnel est port¢ a reflux et D’avancement de la réaction est suivi par CCM
(pentane/AcOEt 95/5) (entre 2 h et 5 h de réaction). A la fin de la réaction, le milieu
réactionnel est dilué avec 20 mL d’H2O : soit, le produit réactionnel précipite et celui-ci est
filtré et lavé a I’eau glacée, soit, il ne précipite pas et il est extrait avec du DCM. La phase
organique est séchée sur Na»SOs et filtrée et le solvant est évaporé sous pression réduite afin

d’obtenir le produit thioéther pur.

4-((Phénylthio)méthyl)benzaldéhyde (10a)

Rendement : 94 %.

Huile jaune.

RMN !H (CDCls, 300 MHz), & : 9,99 (s, 1H), 7,80 (d, J=8,1
Hz, 2H), 7,42 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,29-7,25 (m, 5H), 4,15 (s,
©/ RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 191,7 ; 1449 ; 1354 ; 135,1 ;
130,7;129,9;129,4; 129,0; 127,0 ; 39,3.

MS : m/z = 228.

GC : programme D (t.r. = 9,31 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,51 min).
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4-((Naphtalen-2-yl)thio)methyl)benzaldéehyde (10b)

ﬂ°

Rendement : 91 %.

Solide blanc.

RMN H (CDCls, 300 MHz), & : 9,99 (s, 1H), 7,82-7,72 (m,
6H), 7,48-7,40 (m, 5H), 4,26 (s, 2H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 191,7 ; 144,8 ; 135,4 ; 133,6 ;
132,6 ; 132,1 ; 130,0 ; 1294 ; 129,0 ; 128,6 ; 128,1 ; 127,7 ;
127,2 ;126,6 ; 126,1 ; 39,2.

MS : m/z = 278.

GC : programme E (t.r. = 17,02 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 4,79 min).

4-((p-tolylthio)méthyl)benzaldéhyde (10c)

Qﬂ°

Rendement :88 %.

Solide beige.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & : 9,99 (s, 1H), 7,79 (d, J=7,8
Hz, 2H), 7,39 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,21 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,08
(d,J =7,7 Hz, 2H), 4,10 (s, 2H), 2,33 (s, 3H).

RMN *C (CDCls, 75 MHz, & : 191,8 ; 145,3 ; 137,3 ; 135,3 ;
131,6;131,2;129,9; 129,8; 1294 ;40,0 ; 21,1.

MS : m/z = 242.

GC : programme D (t.r. = 9,76 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,25 min).
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4-((Benzylthio)méthyl)benzaldéhyde (10d)

SOV

Rendement : 97 %.

Huile jaune.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), & : 10,02 (s, 1H), 7,85 (d, J = 7,4
Hz, 2H), 7,45 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,34-7,30 (m, 5H), 3,67 (s,
2H), 3,63 (s, 2H).

RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 191,7 ; 1455 ; 137,6 ; 135,3 ;
130,0;129,6 ; 129,0 ; 128,6 ; 127,2 ; 35,8 ; 35,4.

MS : m/z = 242.

GC : programme D (t.r. = 10,13 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,24 min).

4-((Méthylthio)méthyl)benzaldéhyde (10e)

L
-~

Rendement :84 %.

Huile jaune.

RMN H (CDClIs, 300 MHz), & : 10,01 (s, 1H), 7,85 (d, J=7,7
Hz, 2H), 7,48 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 3,73 (s, 2H), 2,01 (s, 3H).
RMN ®3C (CDCls, 75 MHz), 6 : 191,7 ; 145,6 ; 135,3 ; 130,0 ;
129,5; 38,2 ; 15,0.

MS : m/z = 166.

GC : programme D (t.r. = 5,06 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,18 min).
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7-1-4. Synthese des alcools

R30H
o - O jogae

* R
R; R, CH,CN, t.a. R, R, 4
Ma-e

N° | R1 R2 Rs R4

%9a H H H H

9b H H

9c H Br H H

od Br H H H

%e H OMe H H

of H H H CHs

99 | H| H [CHs | H

Procédure générale®®

L’alcéne (1 mmol ; 1 éq.) et le thiophénol (742 mg ; 1 mmol ; 1 éq.) sont dissous dans 25 mL
de DMF. La réaction est agitée pendant 2 jours a température ambiante. Le milieu réactionnel
est ensuite dilué¢ avec 20 mL d’H>0O et extrait avec du DCM. Les phases organiques sont
séchees sur NaxSOq, filtrées et le solvant est évaporé sous pression réduite afin d’obtenir

’alcool correspondant.

1-Phényl-2-(phénylthio)éthan-1-ol (11a)

Caractérisé selon la référence.?%

OH
MS : m/z = 230.
\© GC : programme D (t.r. = 8,99 min).

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,6 et 3,8 min).

1-(4-fluorophényl)-2-(phénylthio)éthan-1-ol (11b)

Caractérisé selon la référence.23®

OH
MS : m/z = 248.
\© GC : programme D (t.r. = 8,78 min).
F

HPLC : programme 4 (t.r. = 3,5 et 3,8 min).
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1-(4-Bromophenyl)-2-(phénylthio)éthan-1-ol (11c)

Feaas

Caractérisé selon la référence.?®

MS : m/z = 308.

GC : programme D (t.r. = 11,46 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 2,9 et 3,2 min).

1-(2-Bromopheényl)-2-(phénylthio)éthan-1-ol (11d)

Br OH

o

Caractérisé selon la référence.®

MS : m/z = 308.

GC : programme D (t.r. = 10,90 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 2,8 et 3,1 min).

1-(4-Méthoxyphényl)-2-(phénylthio)éthan-1-ol (11e)

Weaas

Caractérisé selon la référence.®

MS : m/z = 260.

GC : programme D (t.r. = 10,19 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 5,3 et 6,4 min).

1-phényl-2-(phénylthio)propan-1-ol (11f)

Shas

Caractérisé selon la référence.®

Masse : m/z = 244.

GC : programme D (t.r. = 8,79 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 3,1 et 3,4 min).

2-phényl-1-(phénylthio)propan-2-ol (11g)

0

Caractérisé selon la référence.?®

Masse : m/z = 244.

GC : programme D (t.r. = 8,79 min).
HPLC : programme 4 (t.r. = 3,1 et 3,4 min).

7-1-5. Synthese des sulfoxydes de référence

7-1-5-1. Les composés sulfoxydes pour la réaction tandem de coupure oxydante
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X 0 X
1]
R1M Oxone R1M
n

n acétone/H,0 1:1, t.a.
12aet12 d-e
N° R: n
12a Ph 0
12d Ph 1
12¢ | CH3z | O

Procédure genérale

Le thioéther (0,713 mmol ; 1 éq.) est dissous dans 20 mL d’un mélange acétone/H,O 1/1.
L’Oxone® (0,785 mmol ; 1,1 éq.) est ensuite ajouté, au fur et & mesure pendant 3 min, sous
agitation et a température ambiante. L’avancement de la réaction est suivi par CCM
(CHCls/acétone 9/1) (temps de réaction entre 10 min et 2 h). Le milieu réactionnel est extrait
avec du DCM et les phases organiques sont séchées sur Na,SOa, filtrées et le solvant est

évaporé. Le sulfoxyde obtenu est alors trituré dans le pentane afin d’obtenir le composé pur.

4-((Méthylthio)methyl)benzaldéhyde (12a)

Rendement : 95 %.

Solide blanc.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz), & : 7,55-7,38 (m, 5H), 7,3 (d, J =
8,1 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,68 (dd, J = 17,6 Hz, J =
10,9 Hz, 1H), 5,74 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,27 (d, J = 17,6 Hz,

o) N
”v©/\ 1H), 4,17 (AB, J = 12,5 Hz, 1H), 4,07 (AB, J = 12,5 Hz, 1H).

©/ RMN C (CDCls, 75 MHz), § : 136,2 ; 134,5 ; 133,2 ; 131,9 ;
131,3 ; 130,6 ; 130,1 ; 129,7 ; 128,3 ; 126,3 ; 124,6 ; 1145 ;
63,1.
MS : m/z = 242.
GC:-

HPLC : programme 4 (t.r. = 19,9 et 21,6 min).

1-((Benzylsulfinyl)méthyl)-4-vinylbenzéne (12d)
Rendement : 77 %.
Solide blanc.

o X
@..ﬁ\ RMN *H (MeOD, 300 MHz), & : 7,66-7,49 (m, 9H), 6,94 (dd, J
= 17,6 Hz, J = 10,9 Hz, 1H), 6,0 (d, J = 17,6 Hz, 1H), 5,45 (d, J
= 17,6 Hz, 1H), 4,37 (2 x AB, J=12,9 Hz, 2 x 1H), 4,15 (2 x
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AB, J =129 Hz, 2x 1H).

RMN C (MeQOD, 75 MHz), § : 139,7 ; 138,1 ; 138,0 ; 132,5;
132,2:132,0;131,9;130,4;130,0; 128,1; 115,3 ; 58,8 ; 58,5.
MS : m/z = 256.

GC:-

HPLC : programme 4 (t.r. = 21,6 et 24,4 min).

1-((Méthylsulfinyl)meéthyl)-4-vinylbenzéne (12¢)

O\/©/\
I
7~

Rendement : 85 %.

Solide blanc.

RMN *H (CDCls, 300 MHz), § : 7,43 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,26
(d,J =7,5Hz, 2H), 6,72 (dd, J = 17,7 Hz, J = 10,8 Hz, 1H), 5,78
(d, J = 17,4 Hz, 1H), 5,29 (d, J = 17,4 Hz, 1H), 4,06 (AB, J =
12,6 Hz, 1H), 3,93 (AB, J = 12,6 Hz, 1H), 2,47 (s, 3H).

RMN *¥C (CDCls, 75 MHz), 6: 137,8; 136,1; 130,2; 129,0;
126,8 ;114,7 ;60,1 ; 37,3.

MS : m/z = 180.

GC:-

HPLC : programme 4 (t.r. = 24,0 et 29,8 min).
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R3
Oxone Rs 9
m \© acétone/H,0 1:1, t.a.
R R, * R4
2 1 R, R,
13a-g
N° R1 R2 R3 R4
13a | H H H H
13b H H
13c H Br H H
13d | Br H H H
13e H OMe H H
13f H H H CH3s
139 H H CHs H

Procédure générale

Le composé thioéther (85 umol ; 1éq.) est dissous dans 2,5 mL d’une solution H2O/acétone
1/1. Ensuite, 512 mg d’Oxone® (85 umol ; 1,1 éq.) sont ajoutés progressivement en 10 min.
Le milieu réactionnel est mis sous agitation pendant 2 h a température ambiante puis est
extrait avec du DCM. Les phases organiques sont séchées sur Na»SOs et filtrées et le solvant
est évaporeé sous pression réduite. Le produit est purifié sur gel de silice avec comme €éluant le
CHClI3 puis CHCls/acétone 1/1.

(Phénéthylsulfinyl)benzéne (13a)

9 Caractérisé selon la référence.®
©/\/ \@ MS : m/z = 230.
HPLC : programme 4 (t.r. = 7,9 et 10,0 min).

1-Fluoro-4-(2-(phénylsulfinyl)éthyl)benzene (13b)

Caractérisé selon la référence.?®

?
/©/\/ \© MS : m/z = 248.
F HPLC : programme 4 (t.r. = 8,2 et 10,5 min).
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1-bromo-4-(2-(phénylsulfinyl)éethyl)benzéne (13c)

Caractérisé selon la référence.®

?
D/\/ © MS : m/z = 308.
Br HPLC : programme 4 (t.r. = 8,1 min et 10,5 min).

1-Bromo-2-(2-(phénylsulfinyl)éthyl)benzéne (13d)

Br 9 Caractérisé selon la référence.?°
©/\/ \© MS : m/z = 308.
HPLC : programme 4 (t.r. = 7,6 min et 9,6 min).

1-Méthoxy-4-(2-(phénylsulfinyl)éthyl)benzéne (13e)

Caractérisé selon la référence.®

?
/©/\/ \@ MS : m/z = 260.
MeO HPLC : programme 4 (t.r. = 12,5 et 15,7 min).

((1-phénylpropan-2-yl)sulfinyl)benzene (13f)

9 Caractérisé selon la référence.®
m \© MS : m/z = 244.
HPLC : programme 4 (t.r. = 9,2 et 10,8 min).

((2-phénylpropyl)sulfinyl)benzéne (139)

9 Caractérisé selon la référence.?®
©)V \@ MS : m/z = 244.
HPLC : programme 4 (t.r. = 9,3 et 11,4 min).
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7-1-5-3. Synthese des sulfoxydes/aldéhydes

\/©/§0 Oxone 9\/©/§0
©/ acétone/H,0 1:1, t.a. ©/
12a

Procédure genérale

14a

Le thioéther (0,713 mmol ; 1 éq.) est dissous dans 20 mL d’un mélange acétone/H20 1/1.
L’Oxone® (240 mg ; 0,785 mmol ; 1,1 éq.) est ensuite ajouté, au fur et a mesure en 3 min,
sous agitation et & température ambiante. L’avancement de la réaction est suivi par CCM
(CHClg/acétone 9/1). A la fin de la réaction, le milieu réactionnel est extrait avec du DCM.
Les phases organiques sont combinées, séchées sur Na>SOys et filtrées et le solvant est evapore

sous pression réduite afin d’obtenir une poudre blanche.

4-((Phénylsulfinyl)méthyl)benzaldéhyde (14a)

Rendement : 87%.

Solide blanc.

Purification : colonne de gel de silice avec éluant:
acetone/CHCIs 1/9.

o ~o
”v©ﬁ RMN *H (CDCls, 300 MHz), § : 10,01 (s, 1H), 7,77 (d, J=7,5

©/ Hz, 2H), 7,50-7,37 (m, 5H), 7,15 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 4,16 (AB,
J=12,6 Hz, 1 H), 4,07 (AB, J=12,6 Hz, 1H).
MS : m/z = 228.
GC:-

HPLC : programme 4 (t.r. = 27,4 et 33,0 min).

7-2. Procédures catalytiques

7-2-1. Procédure générale pour la catalyse de coupure oxydante des alcénes en

présence de DTT

Les catalyses sont realisées avec un ratio catalyseur/substrat/DTT de 1/1000/1500. La

concentration en catalyseur est de 31 uM.
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Les mémes expériences peuvent étre réalisées avec le complexe seul. Pour cela, sont
additionnés successivement, 1,5 pL de complexe Fe-L1 ou Fe-L2 a 800 uM (1,24 nmol ; 1
éq.) dans CH3CN, 36 pL d’une solution CH3CN/H20 1/1, 1,5 puL d’une solution de substrat a
0,82 M (1,23 umol ; 1000 eq.) dans le DMF et 3 uL d’une solution de DTT a 0,616 M dans
H2>0 (1,85 umol ; 1500 éq.). Le mélange est agité a tempeérature ambiante pendant 1h30.
Ensuite, sont additionnés 1,5 pL. de benzophénone a 0,1 M (0,15 pumol) dans le DCE et le
milieu réactionnel est extrait par 60 pL d’AcOEt. La phase organique est analysée par
GC/MS.

Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse
isolée.

Les mémes expériences peuvent étre réalisées avec un lot de 100 CLEC NikA/Fe-L1 ou
CLEC NikA/Fe-L2, en boite a gants, dans 34 uL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 a la

place du complexe Fe-L.1 ou Fe-L2.

7-2-2. Procédure générale pour la réaction de couplage alcene/thiol

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/thiophénol de 1/1000/1500. La
concentration en catalyseur est de 31 uM.

Sont additionnés successivement, 1,5 uL. de complexe Fe-LI11 a 800 uM (1,24 nmol ; 1 éq.)
dans CH3CN, 32 uL d’une solution CH3CN/H20 1/1, 3 uL d’une solution de substrat a 0,41
M (1,23 umol ; 1000 éq.) dans CH3CN et 3 pL d’une solution de thiophénol a 0,616 M
(1,85 pumol ; 1500 éqg.) dans CH3CN. Le mélange est agité a température ambiante pendant
15 min. Ensuite, sont additionnés 1,5 pL de benzophénone a 0,1 M (0,15 umol) dans le DCE
et le milieu réactionnel est extrait par 60 pL d’AcOEt. La phase organique est analysée par
GC/MS.

Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse
isolée.

Les mémes expériences peuvent étre réalisées avec un lot de 100 CLEC NikA/Fe-LIlI, en

boite a gants, dans 34 uL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 a la place du complexe Fe-LI1I.
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7-2-3. Procédure générale pour la catalyse de sulfoxydation des thioéthers en

présence d’H,0; et des complexes VO-L4

Dans un Eppendorf, 1 pL d’une solution de complexe VO-L4 a 10 mM (10 nmol ; 1 éqg.) dans
le DCM est dilué dans 33 pL d’une solution CH3CN/H20 1/1. Ensuite, 3 uL d’une solution de
substrat a 0,41 M (1,23 umol ; 125 éq.) dans CH3CN et 3 uL. d’une solution d’H>02 a 0,616 M
(1,85 pumol ; 190 éq.) dans H.O sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 5 h puis est extrait par 60 pL d’AcOEt. La phase organique est
analysée par HPLC.

Pour les expériences de cinétique, chaque point correspond a une expérience de catalyse

isolée.

7-2-4. Procédure générale pour la catalyse tandem (coupure oxydante +

sulfoxydation) des substrats n°9 en présence de DTT et d’H,0,

Les catalyses sont réalisées avec un ratio catalyseur/substrat/DTT/H202 de
1/1000/1500/1500. La concentration en catalyseur est de 31 uM.

Sont additionnés successivement, 1,5 uL de complexe Fe-L2 a 800 uM (1,24 nmol ; 1 éq.)
dans CHzCN, 31 pL d’une solution CH3CN/H20 1/1, 1,5 pL d’une solution de substrat a 0,82
M (1,23 pumol ; 1000 éq.) dans le DMF et 3 uL d’une solution de DTT a 0,616 M (1,85 umol ;
1500 €ég.) dans H20. La réaction est agitée a température ambiante pendant 2 h puis sont
ajoutés 3 uL d’une solution d’H202 & 0,616 M dans H20 (1,85 umol ; 1500 éq.). La réaction
est laissée sous agitation pendant 6 h supplémentaires. Le milieu est ensuite extrait par 60 pL
d’AcOEt. La phase organique est analysée par GC/MS et par HPLC.

Les mémes expériences peuvent étre réalisées avec un lot de 100 CLEC NikA/Fe-L2 dans
33 uL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 a la place du complexe Fe-L2.

7-2-5. Procédure générale pour la catalyse tandem (couplage + sulfoxydation)

des substrats n°10 en présence de thiophénol et d’H,0;

La premiere réaction de catalyse (couplage) est realisée avec un ratio
catalyseur/substrat/thiophénol de 1/1000/1500. La deuxieme réaction de catalyse

(sulfoxydation) est réalisée avec un ratio catalyseur/substrat/H,O, de 1/125/190. La
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concentration en catalyseur pour la premiere réaction est de 31 uM et la concentration en
catalyseur pour la deuxieme réaction est de 248 uM.

Sont ajoutés successivement, 1,5 uL de complexe Fe-LI11 a 800 uM (1,24 nmol ; 1 éq.) dans
CH3CN, 28 uL d’une solution de CH3CN/H20 1/1, 3 uL d’une solution de substrat a 0,41 M
(1,23 umol ; 1000 éq.) dans CH3CN et 3 uL d’une solution de thiophénol a 0,616 M
(1,85 umol ; 1500 éq.) dans CH3CN. Le mélange est agité a temperature ambiante pendant
15 min. Ensuite, sont additionnés 1 pL d’une solution de complexe VO-L4 a 10 mM (10
nmol ; 1 éq.) dans le DCM et 3 pL d’une solution d’H202 a 0,616 M (1,85 umol ; 190 €q.)
dans H20. Le mélange est agité a température ambiante pendant 5 h. Ensuite, le milieu
réactionnel est extrait par 60 pL d’AcOEt. La phase organique est analysée par HPLC et
GC/MS.

Les mémes expériences peuvent étre réalisées avec un lot de 100 CLEC NikA/Fe-LIII dans
30 pL d’une solution de CH3CN/H20 1/1 a la place du complexe Fe-LIII.
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Depuis la révolution industrielle, la chimie ne cesse de prospérer en développant des procédés
de plus en plus performants souvent aux dépens de 1’environnement. Dans le cadre du
développement d’une chimie durable, des procédés catalytiques dans le domaine de la chimie
d’oxydation sont mis en place en utilisant des métaux physiologiques et des oxydants doux.
En combinant les avantages de la catalyse homogene et de la biocatalyse, de nouveaux
catalyseurs bio-inspirés ont émerge, les métalloenzymes artificielles. Elles sont constituées
d’un complexe inorganique, choisi en fonction de la réaction visée, qui est ancré au sein d’une
protéine, qui apporte la sélectivité de la réaction. Au cours des travaux de cette these, de
nouvelles métalloenzymes artificielles ont été créées par ancrage de divers complexes de Fe
ou de Ru au sein de la protéine NikA. Dans un premier temps, I’hybride NikA/Ru-bpza a été
synthétis¢ pour réaliser I’hydroxychloration d’alcénes en présence d’un iode hypervalent.
Bien que d’excellentes propriétés catalytiques aient été obtenues, 1’amélioration de la stabilité
de ce type de catalyseurs, en particulier pour des réactions d’oxydation, reste un challenge
important a relever pour leur utilisation au niveau industriel. Une des solutions est basée sur le
développement de la catalyse hétérogene, en utilisant de cristaux de métalloenzymes
artificielles gréce a la technologie CLEC (Cross-Linked Enzyme Crystals). Cette technologie
permet, d’une part, d’améliorer la stabilité et la recyclabilité des catalyseurs, et d’autre part,
d’élargir les conditions réactionnelles utilisées (solvants, pH, températures). Trois réactivités
ont été développées a base de CLEC NikA/FeL : (i) la sulfoxydation de thioéthers, (ii)
I’hydroxychloration d’alcénes en présence d’Oxone® et de chlore et (iii) la coupure oxydante
d’alcénes par activation d’O.. Ces résultats ont permis d’explorer de nouvelles réactivités en
chimie cascade soit en combinant les CLEC mis au point, soit en combinant différents
catalyseurs homogenes.

Since the industrial revolution, chemistry has continually thriven by developing new efficient
processes at the expense of the environment. As an example, oxidation reactions are
performed under harsh conditions with the use of toxic oxidants. With the emergence of green
chemistry, catalytic processes using physiological metals and soft oxidants are privileged.
Combining the advantages of biocatalysis and homogeneous catalysis, the design of novel
bioinspired catalysts, consisting on the synthesis of artificial enzymes has recently emerged.
These hybrids are composed of an inorganic complex, driving the reactivity of the enzyme,
inserted into a protein, which drives the reaction selectivity. The thesis described new
developments in original artificial metalloenzymes, based on the use of the NikA protein and
Fe or Ru catalysts. First, a new hybrid has been developed by anchoring the Ru-bpza complex
to NikA to catalyze alkene hydroxychloration with hypervalent iodine. Although excellent
catalytic efficiencies were obtained, the stability improvement remains a major challenge for
the industrial use of these catalytic processes, especially when oxidation chemistry is
concerned. One possible strategy is based on the development of heterogeneous catalysis, by
using a crystal/solution version of the artificial metalloenzymes thank to the cross-linked
enzyme crystals (CLEC) technology. On the one hand, this technology allows to increase the
stability and the recyclability of the catalysts. On the other hand, catalysis can be performed
under a various reactions conditions (organic solvent, temperature, pH). Three reactivities
have been developed with NikA/FeL-CLEC catalysts: (i) thioether sulfoxidation with NaOClI,
(i) alkene hydroxychloration with Oxone® and chloride source and (iii) oxidative cleavage of
alkenes by O activation. To go further, new reactivities in cascade reactions have been
explored combining either NikA-based CLEC developed, or different homogenous catalysts.
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