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ECOLE DOCTORALE
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Titre : Développement de flavoenzymes artificielles pour la chimie radicalaire et ’activation du dioxygéne

dans I’eau.

Mots clés : Enzyme artificielle, Flavine, Catalyse, Oxydation.

Résumé : Le sujet vise a développer des systemes
artificiels  bio-inspirés capables de catalyser
d'importantes réactions organiques dans I'eau, dans
des conditions douces et en utilisant des réactifs
inoffensifs tels que O,. Pour cela, nous envisageons
de mimer les deux activités principales des
flavoenzymes, qui sont capables de catalyser soit des
réductions, en délivrant un flux monoélectronique a
un partenaire biologique, soit des réactions
d'oxydations, par activation réductrice du dioxygéne,
et ceci avec le méme cofacteur flavinique, mais
localisé dans différents échafaudages protéiques. Ce
projet est basé sur des résultats obtenus récemment,
démontrant que l'incorporation de cofacteurs
flaviniques (FMN) dans un environnement
localement hydrophobe (polyéthyleneimine modifié)
peut générer une réductase artificielle capable de
collecter des paires d'électrons de NADH et de
délivrer des électrons célibataires a un partenaire
redox tel que qu’une porphyrine de manganese (I11).

Dans ce contexte, selon les conditions aérobies ou
anaérobies, la flavine réduite de ces systémes pourrait
soit délivrer en solution des électrons célibataires pour
initier des réactions radicalaires, soit activer le
dioxygene pour effectuer des réactions oxydations
(Baeyer-Villiger, sulfoxydation, époxydation ...).
Nous présentons ici les résultats obtenus pour les
réactions de Baeyer-Villiger et de sulfoxydations
réalisées dans I'eau en utilisant le premier systéme
catalytique composé d’un cofacteur flavinique naturel
(FMN) et d’un polymeére fonctionnalisé pour activer
directement le dioxygéne de I'air dans des conditions
douces. Nous démontrons également que le NADH
peut soit &tre remplacé par un réducteur moins
coditeux tel que I'ascorbate de sodium soit étre recyclé
en cours de catalyse grace a la combinaison de notre
systéme catalytique avec un formiate déshydrogénase
naturel (FDH). Finalement, le systeme a également été
testé pour initier des réactions radicalaires en
conditions anaérobies.

Title: Artificial flavoenzymes for radical chemistry and dioxygen activation in water.

Keywords: Artificial enzyme, Flavin, Catalysis, Oxidation.

Abstract: The present project aims at developing
bioinspired artificial systems capable of catalysing
important organic reactions in water, under mild
conditions and using harmless reactants such as O».
For this purpose, we are mimicking both activities of
flavoenzymes, which are capable of catalysing either
reduction reactions, by delivering single electrons to
a biologic partner, or oxidation reactions, by the
reductive activation of O, This project is based on
recent results, demonstrating that the incorporation of
flavin  cofactors (FMN) into the local
microenvironment of a water-soluble polymer
(modified polyethyleneimine), can generate an
artificial reductase capable of collecting electron
pairs from NADH and then delivering single
electrons to redox partners such as a manganese (I11)
porphyrin. In this context, depending on the aerobic
or anaerobic conditions, the reduced flavin of such

systems could either deliver single electrons in
solution to initiate radical chemistry reactions or
activate dioxygen to perform catalytic oxidations
(Baeyer-Villiger, sulfoxidation, epoxidation...). We
Here, we demonstrate present the results obtained for
the Baeyer-Villiger and sulfoxidation reactions
performed in water using the first catalytic system
utilizing based on a natural flavin cofactor to directly
activate dioxygen from the air as the unique source of
oxidant under mild conditions. In parallel, we present
how NADH could can be replaced by a cheaper
reductant such as the sodium ascorbate and how we
managed to recycle NADH along the reaction thank
to the combination of our catalytic system with a
natural formate dehydrogenase (FDH). To conclude,
the system has also been tested to initiate radical
chemistry reactions under anaerobic conditions.
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Introduction générale

Depuis maintenant plusieurs décennies, respecter et préserver notre environnement est au
centre de la vie politique, économique et industrielle. Le concept de chimie verte a été introduit au
début des années 1990, aux Etats-Unis dans le but de concevoir des produits et des procédés
chimiques permettant de réduire ou d’éliminer l'utilisation et la synthése de substances néfastes
pour notre environnement. Ainsi, la chimie contemporaine a pour préoccupation majeure la

préservation de nos ressources naturelles et de notre environnement.™!

Afin d’atteindre ce but, la nature est une source infinie d’exemples, que ’homme essaye de
comprendre et de s’approprier afin de s’en inspirer, notamment pour le développement de nouveaux
catalyseurs éco-compatibles, selon le concept de chimie bio-inspirée et/ou biomimétique. Ce
concept ne date pas d’aujourd’hui, car Léonard de Vinci en exposait déja les bases au cours du XVle
siecle : « Va prendre tes lecons dans la nature, c’est la qu’est notre futur ». S'inspirer des enzymes, et
plus particulierement de leurs sites actifs, est donc devenu un objectif majeur pour le chimiste
contemporain,®! de facon a développer des catalyseurs bio-inspirés capables de travailler dans des
conditions douces, a la fois en pression et en température, ainsi que dans un solvant respectueux de
I’environnement tel que I'eau, tout en s’affranchissant des problemes liés au clonage des genes ou

encore a la stabilité ou la spécificité des enzymes.

Parmi ces enzymes, les flavoenzymes sont des biocatalyseurs importants impliqués dans
divers processus tels que la déshydrogénation de substrats (déshydrogénases), le transport
d’électrons (Flavine réductase), la bioluminescence (luciférase), ou encore les oxydations (oxydases,
hydroxylases, monooxygénases) avec notamment le cas particulier du transfert d’oxygéne catalysé par
les Baeyer-Villiger mono-oxygénases (BVMO) qui nous intéressent ici. Ces derniéres sont capables
d’activer le dioxygéne et de réaliser non seulement des réactions d’oxydation telles que des réactions
de Baeyer-Villiger, mais aussi des réactions de sulfoxydation ou d’époxydationt. Les flavoprotéines
peuvent également avoir une activité réductase permettant a la flavine de fournir un flux d’électrons

célibataires vers un partenaire redox (CP450)5.

Ainsi, lors de travaux précédents a été mis au point au sein de notre laboratoire un systeme
capable de reproduire l'activité réductase des flavoprotéines en utilisant un systéme
macromoléculaire composé d’un polymére hydrosoluble (polyéthyleneimine (PEl)) et d’un cofacteur

redox, la FMN, capable de collecter efficacement les électrons du NADH, puis de fournir un flux mono-



électrique vers un autre cofacteur redox tel qu’une porphyrine de manganese. Le systeme PEIm-
FMN-porphyrine de Mn(lll) s’est ainsi avéré capable de catalyser la réaction de sulfoxydation du
thioanisole dans I'eau, a température ambiante et en utilisant le dioxygéne comme source d'oxygéne.
Ce résultat extrémement original constitue le premier exemple d’une hémoprotéine artificielle
capable, comme les cytochromes P450, de catalyser I'oxydation de substrats en utilisant O; en milieu

aqueux, dans des conditions douces de pression et de température (Figure 1).[6
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Figure 1 : Représentation schématique de I’enzyme artificielle.

Mes travaux de these s’inscrivent dans la continuité de ces recherches. lls consistent a utiliser
cette méme flavo-enzyme artificielle, en conditions aérobies, non plus seulement pour transférer des
électrons, mais pour directement activer le dioxygéne et catalyser des réactions d’oxydations de type
Baeyer-Villiger, sulfoxydations ou époxydations a température ambiante et dans I'eau, comme le font
les Baeyer-Villiger Monooxygénase (BVMO). Par ailleurs, nous voulons également utiliser le flux
d’électron généré par l'activité réductase en conditions anaérobies, pour catalyser des réactions
radicalaires dans l'eau. Ceci a été réalisé en collaboration avec le Laboratoire d’Innovation
Moléculaire et Applications de Mulhouse dirigé par le Professeur Jean-Philippe GODDARD,
spécialiste de chimie radicalaire. Les résultats obtenus au cours de cette these seront présentés de

la fagon suivante :



Le manuscrit débute par une partie bibliographique décrivant les cofacteurs flaviniques, ainsi
que deux familles de flavoenzymes : les flavines réductases et les flavines mono-oxygénases. Cette
étude bibliographique est ensuite complétée par la présentation de différents systémes bio-inspirés
utilisés pour la catalyse d’oxydation en chimie organique, ainsi que les différentes flavoenzymes

artificielles existantes a I’heure actuelle pour cette activité.

La Partie 2 s’intéresse a la synthése et a la caractérisation des différents polymeres qui ont
été utilisés au cours de cette étude. Ces polyméres ont notamment été caractérisés par spectroscopie
RMN et/ou par dichroisme circulaire dans le cas des polymeéres chiraux. Les données ainsi recueillies
(concentration, taux de greffage...) sont utilisées par la suite pour la mise au point de I'enzyme

artificielle.

La Partie 3 décrit les différentes étapes nécessaires pour la mise en place de la
monooxygénase artificielle notamment avec des études spectroscopiques concernant I'optimisation
des conditions réactionnelles (structures du polymére, tampon, pH etc...) pour le développement
d’un nouveau catalyseur organique. A la suite, une étude compléte de catalyse d’oxydation
impliquant différentes réactivités (Baeyer-Villiger, sulfoxydation et époxydation) est également

présentée.

Enfin, la Partie 4 s’articule autour de I’évolution du systeme, soit par le remplacement du
NADH (un réducteur colteux) par de I'ascorbate de sodium, soit par la régénération du NADH grace

a une combinaison avec une enzyme naturelle telle que la formiate déshydrogénase.
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1. Généralité sur les cofacteurs flaviniques

Les flavines sont des molécules organiques dérivées de la riboflavine, plus connues sous le nom
de Vitamine B2. Il existe deux principaux cofacteurs flaviniques, la FMN (flavine mononucléotide) et
la FAD (flavine adénine dinucléotide) (Figure 2)U7l. Les flavines sont constituées d’un cycle
isoalloxazine, qui leur confere leurs propriétés spectrales, sur lequel sont liés des groupements
greffés d’une partie ribityle et adénosine en position N1g, qui permettent l'interaction spécifique de

ces flavines avec leurs protéines hotes. !
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Figure 2 : Structures de la Riboflavine, de la FMIN et la FAD a I'état oxydé. [7]

a) Propriétés redox

Comme dit précédemment, le noyau isoalloxazine est responsable de la quasi-totalité des
propriétés des flavines. Ainsi, ce noyau peut étre réduit a 1 ou a 2 électrons, formant respectivement
une flavine semiquinone ou une flavine réduite. De plus, chacune de ces espéces peut exister sous
trois formes différentes : cationique, neutre et anionique. Cependant, il est a noter, que seules cing
de ces neufs espéces existent en conditions physiologiques,'® la flavoquinone neutre, ainsi que les

flavosemiquinones et hydroquinones sous leurs formes anioniques et neutres.
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Figure 3 : Etats d’ionisation et couples redox des flavines.[10

Tableau 1 : Potentiels redox mesurés pour les différents couples redox de la flavine.[112]

FLH®/Flred -101 mV
Flox/Flred -207 mV
Flox/FIH* -303 mV

Le noyau isoalloxazine des flavines oxydées (Flox) peut donc recueillir 1 ou 2 électrons et les

redistribuer soit par paire, soit séquentiellement, électron par électron a un partenaire redox. Avec

des valeurs négatives pour les potentiels redox des différents couples, les flavines sont ainsi de bons
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réducteurs. Concernant les différents états redox des flavines, en condition anaérobie, une flavine

libre en solution réduite a un électron devrait former une flavine semiquinone (Figure 4).

+ e + H' —> FIH®:

Figure 4 : Réduction a un électron de la flavine oxydée.

Or, dans les faits, seulement une faible proportion de FIH® est observée en solution. Le
rendement en semiquinone étant estimé a 2% de la totalité de flavine présente en solution. Ceci peut
s’expliquer par la dismutation de la flavine semiquinone en flavine oxydée et flavine réduite (Figure
5).1%]

LE SN SN N NI NN NI NN NN NN NN NN NN NN NN

Dismutation
FIH* =< = + Flg

Médiamutation

AEEEEEEEEEEN
EEEEEEEEEEEE

Figure 5 : Réaction de dismutation et de médiamutation de la flavine semiquinone

Enfin, le noyau isoalloxazine, et plus particulierement le cycle phényl (C6-C9), ainsi que la
présence de doubles liaisons conjuguées au sein de ce cycle, procurent des propriétés spectrales

intéressantes aux flavines.[13!

b) Propriétés spectrales

Comme indiqué par leur nom, qui provient du latin flavus, les flavines sont généralement de
couleur jaune. Cette couleur jaune caractéristique vient de la transition la plus basse en énergie,
centrée autour de 450 nm. La molécule présente quatre transitions électroniques importantes dans
la région spectral UV/visible. La transition de plus basse énergie (450 nm) implique un transfert de
charge (e") entre le cycle xyléne riche en électron et le cycle pyrimidine appauvri. La réduction de la
flavine par un électron génére la flavine semiquinone d’une couleur bleue caractéristique dans sa

forme neutre en raison de I'apparition d’'un maximum d’absorption entre 580 nm et 615 nm (& = 5000

11
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L molt cm™?). Pour la forme anionique de la semiquinone, la bande 4 615 nm disparait au profit d’une
bande a 350 nm de forte intensité avec conservation d’une bande a 500 nm donnant ainsi une couleur
rouge. L’addition d’un second électron conduit a la flavine complétement réduite. Dans cet état, la
flavine est essentiellement incolore en solution, en raison de la perte de la bande de haute intensité
a 450 nm de la forme oxydée. Cependant, la flavine réduite montre une couleur rouge a forte
concentration provenant de la large bande de faible intensité aux alentours de 500 nm. Il est aussi
important de noter que les spectres d’absorption des flavines (principalement sous forme
semiquinone) peuvent différer d’'une enzyme a une autre, en raison de I'environnement protéique

autour de la flavine (Figure 6).54
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Figure 6 : Spectre d’absorption électronique des différents noyaux flaviniques en solution pour la flavine oxydée (—) et réduite (—)
et dans la glucose oxidase pour les flavines semiquinones anionique (—) et neutre (—).!8!

Les propriétés de fluorescence des flavines proviennent également de leurs noyaux
isoalloxazines. Ainsi, lumiflavine, riboflavine, FMN et FAD ont approximativement le méme
rendement quantique en solution aqueuse (Tableau 2). Les formes oxydées des flavines ont un

maximum d’absorption a une longueur d’onde d’émission d’environ 520-530 nm.[%%]

12
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Tableau 2 : Rendement quantique des différents cofacteurs flaviniques.!16

Solvants Lumiflavine Riboflavine FMN FAD
H,O 0,29 0,26 0,25 0,04
Ethanol 0,45 0,32 0,27 0,20

La diminution du rendement quantique de la FAD en solution aqueuse est expliquée par une
interaction intramoléculaire de type «m-stacking » entre le noyau isoalloxazine et le cycle adénine, ce
qui entraine un « quenching » de la fluorescence. En ce qui concerne les flavines semiquinones, elles
possedent un maximum de fluorescence a 630 nm lors d’une excitation a 575 nm, mais avec une

intensité 10 fois moins intense que pour la flavine oxydée libre en solution (Tableau 3).[7]

Tableau 3 : Propriétés de fluorescence de la FMN en solution dans une NMO (Nitronate Monooxygénase) a 15 °C.

FMN oxydée libre 5 379 531 2400
P10 378 531 920
FMN oxydée dans PaNMO 5 380 530 20
P10 373 523 2
FMNsq neutre dans PaNMO 5 574 628 280

Condition anaérobie dans 20 mM pipérazine, 0,1 M NaCl avec 20% de glycérol

La flavine semiquinone sous forme anionique ne présente en revanche aucune fluorescence
quelle que soit la longueur d’onde a laquelle la flavine est excitée (370, 402 ou 485 nm). La seule
étude rapportée concernant les propriétés de fluorescence d’une flavine semiquinone anionique liée
a une protéine montre une fluorescence a 525 nm aprées excitation a 450 nm d’une FAD dans un
cryptochrome d’insecte de Type 1.8 Cependant, comme décrit plus t6t, la flavine oxydée fluoresce
a 530 nm lors d’une excitation a 450 nm, ce qui suggere que de faibles traces de flavine oxydée
pourraient avoir été présentes dans I'échantillon de cryptochrome (Figure 7).12921 En paralléle, un
environnement protéique plus dense entoure la flavine semiquinone anionique dans les NMO
(Nitronate monooxygénase) que dans les cryptochromes de type 1, ce qui pourrait expliquer

I'absence d'émission de fluorescence dans les NMO.[22]
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Figure 7 : Spectres d’absorption (trait fin) et d’émission (trait gras) de différents cofacteurs flavinique, (A) états oxydé, (B)
semiquinone et (C) réduit. Longueur d’onde d’excitation, 400 nm pour la forme oxydée, 420 nm pour FAD*, 580 pour FMNH* et 360
nm pour les formes réduites.[23]

¢) Réactivité des flavines libres en solution avec le dioxygéne.

Une fois réduites, les flavines sont extrémement réactives vis-a-vis de I'oxygene. Elles sont
capables de réduire Oz a 1 ou 2 électrons produisant ainsi I'anion superoxyde O,* ou le peroxyde

d’hydrogéne H20: (Figure 8).1242%]
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Figure 8 : Mécanisme proposé pour I'oxydation de la flavine hydroquinone par O; en solution (Apreés le transfert initial d'un
électron de la flavine réduite vers le dioxygéne générant ainsi I'anion superoxyde O,* et la flavine semiquinone (1), I'inversion de
spin de la paire de radicaux résultante (2) permet ensuite leur interaction conduisant a la flavine oxydée et au peroxyde
d'hydrogeéne (3)).

L’oxydation de la flavine libre s’effectue a une vitesse estimée de 250 M* s, entrainant ainsi
I’'accumulation d’especes réactives et plus particulierement, de I'anion superoxyde et la de flavine
semiquinone. Différentes études proposent un transfert d’électron initial de la flavine a 'oxygene
triplet. Aprés inversion de spin, I'intermédiaire peroxyflavine instable dans I'eau, se dissocie via une
coupure hétérolytique en H,0; et flavine oxydée.!?®! Plus récemment, des études spectroscopiques
ont permis de mettre en évidence la formation d’un intermédiaire avec des propriétés d’absorption

électronique similaires a la flavine semiquinone anionique dans une glucolate oxidase humaine.?’!

15



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

Flag

Ry 3
N._N._O N__N
rrr — o
s N4a 0, N * C;z
0 0
//4 "
.
FIOOH H Flox
? R
N /NYO N /N\(O
NH A NH + H0,
N N
ol
(H)O °

Intermédiare |

Figure 9 : Réaction entre une flavine libre réduite et le dioxygéne conduisant a la formation d’un intermédiaire de type
hydroperoxyflavine.
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Figure 10 : (A) Réaction d’oxydation de la flavine au sein d’une glycolate oxydase dans la pipérazine 100 mM a 30 °C : enzyme
réduite (trait noir fin), enzyme oxydée (trait noir gras) et I'intermédiaire | enregistré 2,2 ms apreés le début de la réaction (trait
bleu). (B) Réduction anaérobie de la glycolate oxydase oxydée par le systéme xanthine / xanthine oxydase dans 100 mM NaH,PO,
(pH 7,0) : enzyme oxydée (trait noir gras), enzyme réduite (trait noire fin) et semiquinone anionique (trait bleu).?”!

Concernant les potentiels redox des différents couples impliqués, il est intéressant de noter
que les potentiels liés aux processus a deux électrons sont tres différents des potentiels liés aux

processus mono-électroniques. En effet, le potentiel redox du couple 02/H,0; est de + 281 mV a pH
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= 7,0, tandis que les couples 02/02" et 02*/H,0; présentent des potentiels estimés a -330 et +890
mV. En comparaison, le potentiel médian du couple Flox/Flred €st de -207 mV a pH = 7,0. Le potentiel
redox du couple 02/0," est lui bien inférieur au couple Flox/Flreq et également souvent inférieur au
couple Flred/FI*, qui est évalué a -101 mV pour les flavines libres. Pour résumer, les flavines réduites
en solution sont capables de réduire efficacement le dioxygene, produisant ainsi I'anion superoxyde
et la flavine semiquinone. Mais cette réactivité est completement modifiée lorsque la flavine est
incorporée dans son enzyme, ce qui fait varier le potentiel sur une large gamme comprise entre - 400

a+ 150 mv.2

2. Flavines Monooxygénases

a) Généralités

Il existe 3 groupes bien définis de flavoprotéines classées en fonction de leur vitesse de
réaction avec le dioxygéne et de la nature du produit formé. Le 1" groupe est celui des flavines
déshydrogénases / réductases, qui ne réagissent pas ou trés peu avec le dioxygéne. Les
flavoprotéines déshydrogénases préferent transférer leurs électrons vers un autre accepteur présent
dans le milieu plutét qu’au dioxygene. Par exemple, la D-arginine déshydrogénase de Pseudomonas
aeruginosa est complétement insensible au dioxygéne.?8! Ces enzymes seront présentées plus en
détail dans une partie ultérieure du manuscrit. Les 2°™¢ et 3°™¢ groupes d’enzymes, les oxydases et
les monooxygénases réagissent plus rapidement avec le dioxygéne. En ce qui concerne les oxydases
a flavines, elles utilisent efficacement le dioxygéne comme accepteur d’électron pour donner
majoritairement H,0;; alors que les flavoenzymes de type monooxygénases activent le dioxygene
par une réduction a deux électrons pour former une espéce intermédiaire de type C(4a)
(hydro)peroxyflavine capable d’insérer un atome d’oxygéne dans les substrats. De plus,
I'incorporation des cofacteurs flaviniques au sein des protéines, améliore considérablement leur
réactivité vis-a-vis de O, avec des valeurs de constantes de vitesse ket / Km pouvant aller jusqu’a 108-

107 M -1 S —1.[29,30]
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b) Les monooxygénases

T T T T e

NADPH

MO a deux composants

Flox NADH

Figure 11 : Différentes catégories de Flavines monooxygénases (MO).

Les monooxygénases a flavine utilisent le dioxygene pour effectuer lI'incorporation d’un
atome d’oxygene dans un substrat organique par activation réductrice du dioxygene et libération
d’une molécule d’eau. Elles sont également classées en 3 catégories en fonction de leurs méthodes
pour réduire le cofacteur flavinique (FMN ou FAD)!': les monooxygénases (MO) a un composant
(groupe A et B), a deux composants (groupes C-F) et internes (groupes G et H). Les monooxygénases
a un composant utilisent la FAD en tant que groupement prosthétique, qui est fortement ancré dans
le site actif de la protéine durant tout le cycle catalytique. L’oxygéne moléculaire réagit avec la flavine
réduite pour former I'intermédiaire hydroperoxo. Les monooxygénases de classe A comportent un
motif de liaison a un dinucléotide (appelé pli Rossman) qui va lier FAD, alors que les monooxygénases

de classe B possédent deux plis Rossman : un liant la FAD et I'autre NAD(P)H. Ces enzymes utilisent
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NAD(P)H en tant que donneur d’hydrure. Cependant NAD(P)* est soit libéré immédiatement apres
réduction des flavines dans le cas des enzymes de classe A, soit maintenu dans le cycle catalytique
pour les monooxygénase de classe B. Concernant les MO a deux composants, il y a nécessité d’utiliser
deux enzymes distinctes pour pouvoir réaliser la réaction globale, une partie réductase dépendante
du NAD(P)H qui permet de délivrer une FMN ou une FAD réduite a la seconde enzyme, ou se produit
la réaction avec le dioxygéne et un substrat organique. Des travaux récents indiquent que dans la
plupart des cas, la flavine réduite est transférée de la réductase a la monooxygénase par un
mécanisme de diffusion libre3l., Or, la vitesse de diffusion de la flavine réduite, ainsi que sa fixation
a la seconde enzyme doivent étre supérieures a la vitesse de réaction de la flavine réduite libre avec
I'oxygéne moléculaire, afin de réduire au maximum les pertes en flavine réduite et de minimiser
également la formation de peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, la composante réductase présente
habituellement une valeur de Kp plus faible pour la flavine oxydée que pour la flavine réduite et
I'inverse s'applique a la composante monooxygénase. Enfin, pour les MO interne, le cofacteur
flavinique est réduit par le substrat et non par un donneur d’électrons (NADH ou NADPH) comme

précédemment.

Tableau 4 : Les différentes classes de flavines Monooxygénases!32

A FAD NAD(P)H Hydroxylation
Sulfoxydation
B FAD NAD(P)H Oxydation de BV

Oxygénation d’hétéroatome
Décarboxylation oxydante

C FMN FMNH; Emission de lumiere
Oxydation de BV
Désulfurisation, sulfoxydation
Hydroxylation

D FAD / FMN FADH, / FMNH; Hydroxylation
N-Hydroxylation
E FAD FADH; Epoxydation
e FAD e FADH2 e Halogénation . .
G FAD Substrat Décarboxylation oxydante
H FMN Substrat Décarboxylation oxydante

Dénitration oxydante
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Dans les monooxygénases, la réduction du cofacteur flavinique permet de former la flavine
réduite qui réagit avec I'oxygéne moléculaire, donnant généralement un intermédiaire de type C(4a)-
(hydro)peroxyflavine, formé avec des constantes de vitesse de second ordre de 10* 3 106 M1 s, C'est
'unique étape qui est dépendante de la concentration en dioxygene. Lintermédiaire
(hydro)peroxyflavinique est responsable de l'insertion d'un atome d'oxygéne dans un substrat,
produisant un second intermédiaire de type C(4a)-hydroxyflavine (Figure 12). La régénération de la
flavine oxydée a lieu aprés élimination du deuxiéme atome d'oxygeéne sous la forme d'une molécule
d'eau. En l'absence d'un substrat accepteur d'oxygéne, l'intermédiaire (hydro)peroxyflavinique va
libérer du peroxyde d'hydrogene a la place de I'eau. Ce processus est appelé « uncoupling ». Le C(4a)-
(hydro)peroxyflavine est capable d’exécuter des réactions chimiques tres variées, notamment des
hydroxylations, des réactions d’oxydation de type Baeyer-Villiger, des sulfoxydations, des

époxydations, des halogénations ou encore des décarboxylations oxydatives (Tableau 4).

(Fo)

R
NN \(o
A__NH H20
" N
o)

N ~

H20;

R R E N._O
N ’;‘ 0 N /N\(O " uncoupling” - \(
\ . NH
NH o~ NH O N
5 H 4a o H 0, H (I-)I (¢}
o] 2 o
H*&

[Hydroperoxyflavine]

SO

R
N/N (0]
H/OO
HO

Figure 12 : Mécanisme général d’activation du dioxygeéne par les flavines réduites au sein des flavines monooxygénases.

¢) La para hydroxybenzoate hydroxylase (pHBH).

La para hydroxybenzoate hydroxylase (pHBH) est considérée comme I'exemple type des
monooxygénases de classe A. Elle a ainsi été largement étudiée dans la littérature avec une
description tres détaillée de son mécanisme, notamment a l'aide de plusieurs techniques

spectroscopiques (UV-visible, Diffraction des rayons X, etc...). 3334
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Figure 13 : Mécanisme de la pHBH.!3%

Au cours du cycle catalytique, I'acide para-hydroxybenzoique (pHB) se lie tout d’abord a la
protéine, permettant également au NADPH de se lier, car I'enzyme requiert la formation d’un
complexe ternaire entre FADox liée a I'enzyme, le substrat et aussi le NADPH qui pourra alors
transférer un hydrure. La réduction de la FAD entraine alors un changement de conformation de la
protéine libérant ainsi le NADP*. La réaction suivante entre la flavine réduite et I'oxygene moléculaire
conduit a la formation de I'espéce active : hydroperoxyflavine (FADoon). L'oxygéne terminal de cet
intermédiaire subit alors une attaque nucléophile pour étre transféré sur le substrat formant une
diénone qui se réorganise rapidement afin de retrouver son aromaticité, en transférant un proton a
la flavine et donnant naissance a un second intermédiaire : I’hydroxyflavine. Aprés avoir libéré le
produit d’oxydation, I’"hydroxyflavine subit enfin une déshydratation pour redonner la FADox tout en

relarguant une molécule d’eau. Un nouveau cycle catalytique peut alors débuter.
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d) Baeyer-Villiger Monooxygénases

i.  Réaction de Baeyer-Villiger
C'est en 1899 qu’Adolf von Baeyer (prix Nobel 1905) et son éléve Victor Villiger, mettent au
point une nouvelle méthode permettant la conversion de cétone cyclique comme la menthone en
lactone correspondante par I'utilisation d’acide monopersulfurique (également connu sous le nom

d’acide de Caro), un nouvel oxydant (Figure 14).13°

1. KHSO5 TA, 24 h
2. Et,0, extraction
Y (6] 3. Distillation ~0 o

Figure 14 : Premieére réaction de Baeyer-Villiger

Ainsi, la transformation de cétone ou de cétone cyclique en ester ou lactone avec des
peracides est devenue la réaction de Baeyer-Villiger qui constitue, aujourd’hui, 'une des réactions
les plus utilisées en chimie de synthése.[® || a cependant fallu attendre 50 ans pour que Criegee
propose un mécanisme en 2 étapes, qui est encore aujourd’hui accepté par la communauté

scientifique.7!

R3
(0] (0]
R4 H™ "0” "Ry H(O\ 0

R4

[Intermédiare de Criegee)

o

* R3CO,H
A+ Rico,

Figure 15 : Mécanisme proposé par Criegee pour la réaction de Baeyer-Villiger.

Le mécanisme proposé par Criegee commence par I'attaque nucléophile du peracide sur le
carbonyle, conduisant a un intermédiaire tétraédrique plus communément appelé intermédiaire de
Criegee. La seconde étape voit le réarrangement de cet intermédiaire de Criegee, par une migration

concertée de I'un des atomes de carbone adjacent vers I'oxygeéne, entrainant également la libération
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de I'anion carboxylate. Le réarrangement est I'étape déterminante de la réaction et se réalise
toujours avec conservation de la stéréochimie du groupement migrant. La migration du groupement
avec le carbone le plus substitué ou le plus nucléophile sera toujours préférentielle lors de la réaction.
De plus, la liaison qui va subir la migration doit impérativement se situer de fagon antipériplanaire
par rapport a la liaison oxygéne-oxygéne et a un des doublets libres de I'atome d’oxygéne du

groupement hydroxyle (Figure 16).

COAr COAr
Groupe CI) CI) Groupe
migrant o~ o) migrant
R R R R
1 H 2 2 H 1

Figure 16 : Représentation de Newman de I'intermédiaire de Criegee.

Cette réaction comprend d’autres avantages, comme une large gamme de substrats pouvant
étre oxydés et une bonne tolérance au groupement fonctionnel présent sur la molécule a oxyder.
Malgré tous ces avantages, la réaction de Baeyer-Villiger manque de chimio, de stéréo et
d’énantiosélectivité. De plus, 'utilisation de peracide en quantité stoechiométrique engendre une
guantité importante de produit secondaire (1 équivalent d’acide carboxylique) qui doit étre éliminé
ou recyclé en fin de réaction, ce qui est coliteux et trés peu écoresponsable. Les oxydants utilisés
(mCPBA, H,O; ..) ont également un certain colt et présentent des risques d’explosion non
négligeables, rendant leur utilisation a grande échelle délicate. Les recherches pour améliorer et
rendre la réaction de Baeyer-Villiger plus slre, efficace et sélective constituent aujourd’hui un réel

défi et les réactions enzymatiques en sont une alternative sérieuse.

ii.  Les Baeyer-Villiger Monooxygénases
C’est au début des années 1950 que les premiers indices sur I'existence d’une réaction de
Baeyer-Villiger biologique ont été découverts grace a une série d’études sur les stéroides d’origine

microbienne.8 Mais, ce sont les travaux sur la conversion de la progestérone en testolactone (70%
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de rendement) a I'aide de champignons tel que Penicillium Chrysogenum qui ont permis de fournir la

premiére preuve concréte de la formation de lactone.[3!

Les Baeyer-Villiger Monooxygénases (BVMO) peuvent étre séparées en 2 catégories : les
BVMO de types |, qui sont FAD et NADPH dépendantes, et les BVMO de type Il, qui elles sont NADH
et FMN dépendantes.®! Autre point important, chaque type de BVMO appartient a une classe
différente de flavoprotéines monooxygénases. Ainsi, celles de type | font partie de la classe B au
méme titre que les NMOs (N-hydroxylmonooxygénase) alors que les types Il sont quant a elle de

classe C.

Le mécanisme des BVMOs connu aujourd’hui a été proposé par Walsh en 1982 et est inspiré
de celui de CHMO d’A.calcoaceticus.*! |l a ensuite été confirmé et affiné en 2001 3 I'aide d’études

cinétiques et spectroscopiques.?

[Intermédiare de Criegee)

R
R
N /N\fo W N. _N__O
L(NH . N
ND y NH
HO HPo
o0

i

Figure 17 : Mécanisme de la réaction de Baeyer-Villiger enzymatique.

Au sein de ces BVMOs, la flavine est ancrée dans I'enzyme par une ou des liaisons non
covalentes. Le NADPH interagit lui aussi avec la protéine pour réduire la flavine et le complexe
enzyme-FAD.4-NADP* qui réagit avec une molécule de dioxygéne pour former la peroxyflavine. C'est

cet intermédiaire extrémement réactif qui va jouer le role de nucléophile et remplacer les peracides.
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En présence d’'une cétone ou d’une cétone cyclique, ce nucléophile attaque le groupement carbonyle
pour conduire a la formation de l'intermédiaire de Criegee qui se réarrange en lactone et en
hydroxyflavine comme décrit précédemment. Enfin, une molécule d’eau est libérée pour reformer la

flavine oxydée et laisser place a un nouveau cycle catalytique.

e) Flavin N(5)-Oxide

Récemment, les groupes de Moore et de Palfey ont réussi a mettre en évidence un nouvel
intermédiaire grace a l'enzyme EncM, dont le mécanisme n’implique pas la formation de
I'intermédiaire (hydro)-peroxyflavine habituel. En effet, le mécanisme catalytique de EncM implique
la formation et l'utilisation d'une autre intermédiaire actif, la flavine-N5-oxide.!*3! Des études de
spectroscopie d’absorbance électronique (UV-vis) et de spectrométrie de masse couplée a des
marquages a |I'oxygene 18 ont permis de mettre en évidence avec précision que cet intermédiaire, la
flavine N(5)-oxide, participe a la réaction d’oxydation a la place de I'"hydroperoxyflavine. De plus,
lorsque la flavine N(5)-oxide est ancrée dans EncM, sa stabilité est remarquable (environs 7 jours, a

4°C).

B) 0.06+

A

Roo hoo N.N__O
N._N._-O Transfert N._N._-O '
XL g — LR
N NH d'hydrogéne N NH N)
H * o 0o 8
O o, C © HO" g :
C_ ) a 30! 400
¥ " H,0 E
27 < .06
R o EncM-Flox[O]
1
N N (0] !
— ooy |/
N 0.054 / ¥
(o) @] f

N5-oxoammonium

460 nm

T T T
440 460 480

Longueur d’onde (nm)

Figure 18 : A) Mécanisme possible pour la formation de la flavine N5-oxide. B) Spectre UV de EncM-Flo[O] (=) et EncM-Fl,x (=).
Coefficient absorption molaire pour EncM-Floy & = 11,900 M-1cm* et pour EncM-Fl,,[O] & = 9,600 M-1cm-.[44]
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En ce qui concerne le spectre d’absorption de cette flavine, qu’elle soit a I'intérieur de la
protéine ou libre en solution, elle possede un coefficient d’extinction molaire plus faible que la flavine
oxydée dans la région avoisinant les 450 nm. Son maximum d’absorption est lui aussi modifié avec
un décalage bathochromique d’une dizaine de nanometres (460 nm). Ces propriétés spectrales
contrastent avec l'intermédiaire (hydro)peroxyflavine observé précédemment (Figure 10), qui
posseéde un maximum autour de 380 nm mais avec une absorbance beaucoup plus faible dans la

région de 450 nm.

La FAD sous forme réduite liée a 'enzyme EncM transfére tout d’abord un atome d’hydrogene
de I'atome d’azote N(5) sur I'oxygéne moléculaire pour donner le superoxyde protoné et la flavine
semiquinone anionique. Ce processus peut se réaliser en deux étapes distinctes avec tout d’abord un
transfert d’électron suivi du transfert de proton. Le peroxyde en N(5) de la flavine va pouvoir se
former par réaction entre HO;® et la semiquinone. La forte densité de spin autour du I'azote favorise
alors la formation du produit d’addition sur N(5) plutét que sur C(4a). Vient ensuite I’élimination
d’'une molécule d’eau avec la formation de N(5)-oxoammonium. La derniére étape permet de

reformer la flavine oxydée tout en oxydant un substrat.

Les monooxygénases sont capables de contrdler I'activation du dioxygéne et ainsi de moduler la
réactivité du cofacteur flavinique. Ce dernier sera plutét nucléophile pour les peroxydes ou les N-
oxydes ou plutot électrophile pour les hydroperoxydes. Cette modulation est due a I’'environnement
protéique, qui permet de stabiliser soit l'intermédiaire peroxyflavine soit ['intermédiaire

hydroperoxyflavine (Figure 19).

Flavine nucléophile Flavine électrophile
/’ _______________________ \\ /" ______________________ .‘\
|, C(4a) peroxide N(5)-oxide 1 I’[ C(4a)-hydroperoxide] [ N(S)-oxoammonium] 1 [ Radical N(5)-nitroxyl J
1 | 1 |
: E N O E N 0] : : E N o] E ﬁ (@] : E % o]
- My ol My el Y
! N NH ﬁ/ NH | ! \ NH CI:IJ NH | N NH
1 HO LA [ HO Il 1 ‘
| :g: © S94 © Lo Ho_ © o l . ©
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Figure 19 : Différente réactivité des différentes intermédiaire flavinique.
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3. Les flavines réductases : exemple de la cytochrome P450 réductase

Comme les flavines monooxygénases vues précédemment, les flavines réductases sont capables

de catalyser la réduction de flavines a I'aide de NADPH,**] mais a des fins différentes des MO.

[NAD(P)H + H* + NAD(P)* + Flred]

Figure 20 : Réaction catalysée par les flavines réductases.

Les flavines réductases sont impliquées dans plusieurs processus biologiques, notamment, la
bioluminescence, I'activation du dioxygéne ou encore la métabolisation du fer. Elles permettent de
collecter efficacement des électrons a partir de NAD(P)H grace a leur cofacteur flavinique (FAD ou
FMN) puis de délivrer des électrons de fagcon séquentielle & un partenaire redox.!®! La réduction des
flavines libres par NAD(P)H en solution n’est par ailleurs que trés peu efficace avec des cinétiques
trés lentes a concentration physiologique.*”! Une étude a montré que des activités réductases étaient

présentes dans divers tissus humains (foie, rein, cceur...).[48

Les cytochromes P450 (cytP450) représentent une des plus grandes familles d’enzymes avec
pas moins 18000 séquences identifiées. C'est une enzyme ubiquitaire, capable d’effectuer des
réactions d’oxydation impliquées dans de nombreux procédés vitaux comme, la biosynthése de
stéroides, de lipides ou encore la dégradation de xénobiotiques afin de faciliter leur excrétion. |
existe énormément de cytochrome P450 de types différents. Tous les cytP450 possedent un méme
groupement prosthétique, la protoporphyrine IX de fer(lll), qui est liée a la protéine par une liaison

de coordination entre son ion fer(lll) et un atome de soufre d’un résidu cystéinate.
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Figure 21 : Protoporphyrine IX de fer (1ll) lié a la protéine via une cystéine (heme).

NADPH, H*

ROH + H,0 NADP

<

RH + 0,

Cyt. P450

[ -~ ml——
;.“.....J!lllll

Figure 22 : Transfert d’électrons a l'intérieur du complexe cytP450.

Deux étapes clés du cycle catalytique des cytP450 requierent a deux moments bien précis I'apport
d’un électron. Un premier électron pour réduire le Fe(lll) de I’'héme en Fe(ll) qui fixe ensuite le
dioxygene pour former le complexe “oxy“ Fe(ll)O2, puis un second électron pour former
I'intermédiaire peroxo. Ces électrons ont besoin d’étre délivrés séquentiellement au centre

catalytique. Cette tache est réalisée par une enzyme de type réductase, une NADPH cytochrome P450
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réductase, articulée autour de deux cofacteurs flaviniques au sein de la méme protéine (FMN / FAD).
Comme on peut le voir sur la Figure 22, NADPH réduit d’abord FAD en FADH; qui va ensuite transférer
ses deux électrons a la FMN afin d’obtenir FMNH,. C’est cette derniére espéce qui va transférer un a

un ses électrons a I’héme.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, c’est cette activité réductase qui a été étudiée
précédemment au laboratoire.[®! Dans le cadre d’une collaboration avec le Laboratoire d’Innovation
Moléculaire et Applications de Mulhouse, nous avons envisagé d’utiliser le flux d’électrons ainsi

généré pour initier des réactions radicalaires en solution aqueuse.

S’inspirer de la chimie enzymatique est un défi majeur que le chimiste contemporain doit
relever. Pour catalyser leurs réactions, les enzymes ont recours a un site actif au sein duquel est
enfoui le cofacteur flavinique dans un environnement hydrophobe avec une disposition bien
particuliére des acides aminés, offrant a I’'enzyme une excellente sélectivité. Les objectifs de la chimie
bioinspirée sont donc de mimer les fonctions enzymatiques responsables de la transformation
chimique et également de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu dans cet environnement
particulier. Les catalyseurs bioinspirés, basés sur un cofacteur flavinique, sont utilisés pour une large
gamme d’applications en chimie organique, comprenant, 'oxydation de Dakin,!*%*% des thiols en
disulfures,’®¥ des amines en imines,’2 mais également I'oxydation d’hydrazine en diimine, qui
utilisée in situ permet I’'hydrogénation d’oléfines.>3! Plus récemment, des réactions de Mitsunobu ou
des cycloadditions de type [2+2] ont aussi été réalisées grace a un catalyseur a base de flavines (Figure
23).54531 En plus de I'organocatalyse classique, les flavines sont largement utilisées en oxydation
photocatalytique en raison de leurs propriétés photoactives.’>% Cependant, ces applications
dépassent le cadre de cette thése et nous présenterons uniquement les systemes flaviniques utilisés
pour des réactions d’oxydations de type Baeyer-Villiger, époxydations, sulfoxydations ou N-

oxydations.
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Figure 23 : Exemples de réactions catalysées par des dérivés flaviniques : réaction de Mitsunobu,* déméthylation,!>¢],
cycloaddition [2+2],/5561] réaction tandem flavine-lodine,62-65] et réduction d’oléfines.66] (Substituants © )

1. Historique

L'introduction d’un oxygene de fagon stéréo et/ou chimiosélective dans un substrat est une
transformation clé dans la chimie de synthése. Durant le siecle dernier, les oxydants a base de sels
métalliques dans divers états d’oxydation ont été largement utilisés.'®’! Cependant, dans le contexte
actuel, leur utilisation a fortement diminuée au profit d’oxydants moins polluants et plus éco-
compatibles tels que le dioxygene ou le peroxyde d’hydrogéne, qui ont fait I'objet d’énormément de
recherches ces derniéres années.[®8 Comme nous I'avons vu précédemment, les flavoenzymes sont
capables d’oxyder des substrats par activation réductrice du dioxygéne. Par conséquent, les
« monooxygénases artificielles » (c’est-a-dire des systemes biomimétiques utilisant un intermédiaire
(hydro)peroxo de type 5-EtFloon en tant qu’agent oxydant) représentent une alternative de choix

pour remplacer les oxydants classiques devenus écologiquement obsolétes.
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Figure 24 : Dates importantes pour les systéemes flaviniques artificiels utilisés en catalyse d’oxydation (jusqu’a 2017)

31

Mettre au point un
of catalyseur
flavinique pour
I'oxydation,
utilisant O, et
travaillant dans
I'eau



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

C'est en 1976 et 1977 que Bruice et al, ont montré que les dérivés 5-alkyl hydroperoxyflavines
(5-EtFloon) (Figure 24) étaient significativement plus stables que leurs analogues natifs Floon.[?%7 Ces
composés peuvent étre préparés a partir du sel de flavinium correspondant avec du peroxyde
d’hydrogéne ou grace a une procédure plus biomimétique utilisant le dérivé alkylé en position 5
réduit en présence de dioxygene. Ainsi, en 1979, cette 5-alkyl-hydroperoxyflavine 5-EtFloon formée
au préalable en quantité stoechiométrique a été utilisée avec succes en tant qu’agent oxydant pour
réaliser I'oxydation de sulfures en sulfoxydes ou d’amines tertiaires en N-oxydes.[’! Ceci a permis de
mettre en évidence la puissance de cette agent oxydant comparé au peroxyde d’hydrogene. Pour
exemple, I'oxydation des sulfures en sulfoxydes par le 5-EtFloon est quatre fois plus rapide que
I’oxydation par le peroxyde d’hydrogéne. 72 En revanche, son pouvoir oxydant reste inférieur a celui
des peracides comme mCPBA, mais cette réactivité plus douce permet d’expliquer la haute sélectivité
lors de I'oxydation des sulfures en sulfoxydes sans suroxydation en sulfones. Aprées plusieurs études
sur la réactivité des hydroperoxyflavines utilisées en quantité stoechiométrique, Murahashi et al, ont
été les premiers a démontrer qu’une quantité catalytique de sel de flavinium (5-EtFI* + ClO4’) avec du
peroxyde d’hydrogéne était suffisante pour effectuer des réactions de N-oxydation et de
sulfoxydation. Dans ce cas, 5-EtFloon est formé in situ grace a I'addition du peroxyde d’hydrogene sur
le sel de flavinium qui peut donc se comporter comme un véritable catalyseur.’>74 Dans le méme
temps, Shinkai et al, mettent au point une flavine chirale permettant de réaliser des réactions de
sulfoxydation de facon énantiosélective.l’ L’année 2003 marque un tournant dans la catalyse
d’oxydation avec des sels de flaviniums. En effet, I'’équipe de Murahashi a montré pour la premiére
fois qu’il était possible de faire de la catalyse d’oxydation a l'aide de I'oxygene moléculaire et de sels
de flavinium.!”®! D’'une facon générale, les études actuelles accordent une attention croissante a

I’ensemble des d’oxydations possibles avec ces sels de flavinium (Figure 24).[4%.77.78]

2. Réactions d’oxyvdations catalysées par des dérivés flaviniques avec H20>.

Le perchlorate de 5-Ethyl-3,7,8,10-tetramethylisoalloxazinium (FIEt*CIO4™) a été le premier
dérivé de flavine a étre utilisé en catalyse d’oxydation en raison de sa stabilité et de son efficacité,
avec le peroxyde d’hydrogéne comme source d’oxygene. Ces travaux, tout aussi importants que ceux
de Bruice réalisés 10 ans plus t6t, marquent le début de la catalyse a base de cofacteurs flaviniques
de synthése.’73] Le catalyseur 1 a ainsi permis l'oxydation de divers sulfures en sulfoxydes

correspondantes avec d'excellents rendements et sans suroxydation (Figure 25). Les sulfoxydes sont
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des intermédiaires importants dans la synthése de composés biologiquement actifs, il était donc
primordial de mettre au point une nouvelle voie de synthese éco-compatible n’utilisant pas de

métaux de transition.

(o]
_S. Catalyseur 1 (1 mol%) é
Bu™ Bu 0, (1 éq), MeOH Bu™ Bu
TA, 3h 99% Catalyseur 1
®
o O
(o] o N\
o [¢JS]
83% 70%
o (o]
4 A
PN S.
Bu Bu Bu Bu
96% 97%

Figure 25 : Structure du catalyseur 1 et réactions de sulfoxydations et N-oxydations qu’il catalyse.

Le mécanisme des sulfoxydations catalysées par ces sels de flaviniums débute par la formation
de la 4a-hydroperoxo-isoalloxazine (EtFloon) a partir du sel de flavinium de départ et du peroxyde
d’hydrogéne. Ensuite, en oxydant le substrat, cet intermédiaire se transforme en
hydroxyisoalloxazine qui subit I’élimination d’'une molécule d’eau permettant la régénération du
catalyseur initial. La décomposition de I'espece flavinique EtFloon en 10a-spirohydantoin a été
observée, mais cette étape reste extrémement lente en comparaison avec |'étape d’oxydation du
substrat. La sulfoxydation étant la réaction la plus étudiée avec les catalyseurs de type flaviniques,
les principaux travaux sur les relations structure activité de ces catalyseurs ont donc été effectués sur
cette réaction. La réaction est ainsi devenue une valeur étalon pour les nouveaux catalyseurs
flaviniques et la cinétique de I'oxydation du thioanisole a été étudiée en détail par « stopped-flow »

dans le méthanol a 30 °C (Figure 26).173
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N /N\I//O
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K;=0,115% Ks=0,46s" oKf:Z,Es'* K,=3,25*

-H,0 +H,0 +H,0, -H,0,
+H* - H* -H* +H*

Figure 26 : Cycle catalytique et données cinétiques pour I'oxydation du thioanisole par H,0; avec le sel de 5-Ethyl-3,7,8,10-
tetramethylisoalloxazinium perchlorate (FIEt*ClO4).

Tout comme les sels d’isoalloxazinium (Catalyseur de type 1, Figure 25), leurs isoméres de
position peuvent eux aussi catalyser des réactions d’oxydation en utilisant le peroxyde d’hydrogéne.
Backvall fut le premier a décrire |'utilisation des 5-Alkyldihydroalloxazines pour catalyser des N-
oxydations, ce qui de plus, constitue le premier systeme impliquant l'utilisation d’une flavine
alloxazine complétement réduite (Figure 27). La réaction peut étre également élargie aux sulfures

allyliques et vinyliques, avec une sélectivité totale pour la sulfoxydation.[7%80

| A%
[N] Catalyseur 2 (1 mol %) N
H,02 (1 eq) [ j
© MeQH, 8h 0" 59,
"""""""""""""""""""""" o N_o
N /o N /O
Ph N N ‘ N
N ~
82% 73% |
Et O

Figure 27 : Structure du catalyseur 2 et réactions de sulfoxydation et N-oxydation qu’il catalyse.

Le sel d’alloxazinium est initialement formé lors du premier cycle catalytique avec O,. En effet,
la 5-Alkyldihydroalloxazine réagit tout d’abord avec |'oxygéne moléculaire pour former

I'intermédiaire hydroperoxyde (EtFloon) qui va oxyder le substrat. L’hydroxyalloxazine ainsi formée
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subit une déshydratation donnant le sel d’alloxazinium, qui sera ensuite engagé dans un nouveau

cycle catalytique avec H;0;.

\
CrrE

H-,0
EtC‘)O
H:02 O“H |
N. N__.O
| Cre
N, N._0O N%N\
|
[I(f?/ N Etclz?
- Et O -0
HO R-S, H
R
N F\‘J o |~ i 6' """
< ]
oo gl
N ~ s
|
EtO O
H

Figure 28 : Cycle catalytique pour I'oxydation avec le catalyseur 2.

Backvall et al. ont ainsi montré, pour 8 amines aliphatiques de structures différentes, que

I’oxydation en N-oxyde utilisant le peroxyde d’hydrogéne est accélérée d’un facteur 50 en moyenne

pour les réactions réalisées en présence de 2,5 mol% de catalyseur et ceci avec des TON pouvant aller

jusqu’a 182 lorsque la charge catalytique est abaissée a 0,4 mol% (Figure 29).
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Figure 29 : Premiéres amines oxydés par Béickvall (conversion aprés 1 heure de réaction).[”°]

En 2001, puis plus récemment en 2010, les sels d’alloxazinium pontés avec un groupement
éthyléne entre la position N* et N*° (catalyseurs de type 3), se sont également distingués en catalyse
d’oxydation avec H,0,. Contrairement a leurs homologues (catalyseurs de type 2), ces sels peuvent
subir une attaque nucléophile en position 10a, ce qui a pour conséquence la formation d’une
nouvelle espéce oxydante lors d’une réaction avec H,0,. Comme le décrit Carbery, la réactivité peut-
étre sensiblement améliorée avec l'introduction d’un groupement électroattracteur sur le noyau

alloxazinium.[78.81.82]

Catalyseur 3 (1.8 mol %)

s H,0, (1.2 eq) o

- S

R R S.
L MeOH, 25 °C, Ri™ Ra
30min-24h 10 exemples

rdt = 89 - 99%

OH
I3
Cl N N\fo Espéce
IjN:HTNH oxydante
O

Figure 30 : Structure du catalyseur 3 ponté en N*-N0 et réactions de sulfoxydations qu’il catalyse.8?]

De ce fait, depuis 40 ans, de nombreux catalyseurs flaviniques efficaces et facilement
disponibles ont été synthétisés. Ils peuvent étre classés en quatre groupes. Les Catalyseurs de type
1 (les sels isoalloxaziniums tels que 1a, leurs dérivés 1,5-dihydro 1H et les peroxo correspondant 4a-
hydroperoxo) pour lesquels, I'’équipe d’Imada a notamment mis au point une méthode de synthese

fiable et peu polluante (Figure 31).18% Les catalyseurs de type 2 de type alloxazinium et leurs dérivés
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5,10- dihydro-4a-hydroperoxo développés pour la premiére fois par Backvall en 1988 (Figure 32). Les
catalyseurs de type 3 dont les positions N1-N1g sont pontées par un bras alkyle (Figure 33) et enfin
les catalyseurs de type 4 qui regroupent les flavines neutres d'isoalloxazines non substituées en

position 5 et qui ont principalement été utilisées en photocatalyse (Figure 34).

R10 Catalyseurs ASS,
8 N o 1a: R0 = Me, X = CIO, AcO, oA
- 1b : R0 = Me, X = OTf detype 1 R 1y R™ = Me, R1® = Mac
; @ Ne 1¢: R"¥ = Me, R"% = CH,CH,0H, X = OTf R® N.__N.__O ’

R Et I 1d: R =H,R" =Ph X=CIO4 ]@[ er Ho HO:,
. 7 . )
X =) R N Me 3 o
f B O 19y : R = Me, RY® = OH
/ o]
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X = ClO,
R1D
U
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R N N0 \]4 1agy : R7%10 = Me
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Figure 31 : Catalyseurs de type 1 (isoalloxaziniums) et voie de synthése du catalyseur 1aop.[8384
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Figure 32 : Catalyseurs de type 2 (alloxazines) et voie de synthése du catalyseur 2d.!85]
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Catalyseurs de type 3
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Figure 33 : Catalyseurs de type 3 (alloxaziums pontés) et voie de synthése du catalyseur 3j.[5%6286,87]
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Figure 34 : Catalyseurs de type 4 (flaviniques) et voie de synthése du catalyseur 4d.1>55961]
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Backvall et al. ont utilisé un mélange d'alloxazines réduites 1,3,5-trialkylées portant un groupe
carboxylate en position 7 ou 8 (catalyseur 2eH) dans wun liquide ionique, le
Méthylimidazolium(BMIm)* hexafluorophosphate (PFs) en tant que catalyseur recyclable qui est
capable d’oxyder une variété de sulfures en sulfoxydes avec de trés bons rendements en utilisant
H,0.. Il a ainsi été démontré que ce catalyseur, utilisé dans un liquide ionique, pouvait étre recyclé

jusqu’a 7 fois sans perte de rendement ou de sélectivité (Figure 35).[88]

Catalyseur 2ey (2 mol %)

s H,0, (1.5 eq) 0
R~ _S.
T T2 BMIm]PFg - MeOH (15-85) Ri™ R
1Th30min-7h 15 exemples
rdt = 60 - 99%
Catalyseur 2ey
E Pas . Me
H NN~ E I
/\/\ -
g [BMIm]PF :

Figure 35 : Sulfoxydation catalysée par le dihydroalloxazine 2ey dans le liquide ionique [BMIm]PF.[38

Un systeme de catalyse par transfert de phase a également vu le jour grace a I'équipe de
Cibulka. Des dérivés d’alloxazines pontés (catalyseur 3b-3f) agissent comme catalyseurs pour
I’oxydation de sulfures en sulfoxydes avec du peroxyde d’hydrogéne dans un mélange hétérogene
eau/chloroforme ou eau/dichlorométhane. L’efficacité de la réaction est dépendante du pH de la
solution aqueuse, avec des rendements maximums a pH = 7,0 (pH proche du pKg+ des alloxaziniums
3 qui est de 7,2 pour 3b). Dans ces conditions, la conversion compléte des sulfures se fait en moins
de 24 heures avec de bons rendements, alors que la réaction non catalysée donne seulement des
traces de produit oxydé (Figure 36).89°1 ['oxydation par transfert de phase avec des sels
d’alloxaziniums amphiphiles utilise la réversibilité de la liaison covalente entre le sel d’alloxazinium
et H,0,. En effet, I'intermédiaire (hydro)peroxyflavine formé devient suffisamment lipophile pour
pouvoir passer dans la phase organique contenant le substrat et ainsi effectuer la réaction.
Hydroxyflavine 3-OH élimine ensuite une molécule d'eau a l'interface et permet de reformer le

catalyseur 3.
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Figure 36 : Représentation schématique de la catalyse d’oxydation par transfert de phase utilisant les catalyseurs (3b-3f).

La premiere utilisation de dérivés flaviniques pour la catalyse d’oxydation de type Baeyer-
Villiger a été rapportée par Furstoss et al. en utilisant le sel d’isoalloxazinium 1d en tant que
catalyseur. Dans ce cas, les cétones peuvent étre converties en lactones correspondantes avec de
bons rendements (Figure 37), % de maniére chimiosélective et avec un mécanisme similaire a celui
présenté pour la sulfoxydation (Figure 26).

0o o
<:J:/J/ Catalyseur 1d (5 mol %) G/\/EO
H202 (2 eq)

tBuOH, 3-24 h 85%

Figure 37 : Structure du catalyseur 1d et réactions de Baeyer-Villiger catalysées avec H,0,comme oxydant.

D’un point de vue plus global, une étude de relation structure-activité a été réalisée avec
différents sels de flavinium dérivés de la riboflavine, qui ont été comparés a I'aide des réactions

d’oxydations de trois substrats : les sulfures, les amines tertiaires et les cyclobutanones (Figure 38).18°!
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Catalyseur 3j (B)

CL=e
0 Sel de flavinium (5 mol%) maijoritaire
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Figure 38 : Différentes réactions d’oxydations réalisées avec des sels de flaviniums.
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Les vitesses initiales de ces différentes réactions ont été mesurées en présence (Vobs) et en
absence (Vo) du catalyseur. Lors de I'oxydation des sulfures, le sel d’isoalloxazinium (1c) montre une
activité nettement supérieure par rapport aux sels d’alloxaziniums (2d et 3j). L’activité plus élevée de
1c peut étre expliquée par son caractére plus électrophile qui favorise la génération de I’espéce active
FIOOH a partir du sel de flavinium et du peroxyde d’hydrogéne. En effet, comme I'a signalé I'équipe
de Cibulka, les sels d’alloxazinium ont un caractere électrophile moins important que leurs isomeéres
isoalloxazinium et leurs réactions avec H,0; est, de ce fait, moins favorable. Par ailleurs, concernant
les catalyseurs de type 1, c’est I’élimination de H,O de I’hydroxyisoalloxazine qui est I'étape limitante
(Figure 26).1731 En ce qui concerne la N-oxydation des amines tertiaires, les conditions basiques de la
réaction favorisent la réaction de H,0> avec 2d et 3j, améliorant I'activité de ces catalyseurs.®3 Mais
le rendement, trés faible (10%) pour le catalyseur 3j est d(i & sa décomposition en milieu basique.[”8!
Pour I'oxydation de Baeyer-Villiger d’'une cyclobutanone, les conditions étant neutres comme pour
la sulfoxydation, I'ordre des catalyseurs reste inchangé (1c > 2d > 3j). Pour résumer, 1c présente une
meilleure activité que 2d et 3j dans des conditions neutres alors que 2d est favorisé en conditions
basiques. Pour conclure, 3j possede une activité catalytique moins intéressante que 1c et 2d, mais il

est plus facilement accessible a grande échelle a partir de la riboflavine. !
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Tableau 5 : Activité catalytique de différents catalyseurs pour trois réactions d’oxydations.

1 1c 98 9,1 > 150
2 2d 2,1 94 8,6
3 3 2,2 15 16

Tres récemment, I'équipe d’lida a utilisé un support polymérique anionique dérivé de la
chitine qui interagit par liaisons ioniques, a la fois avec le catalyseur de type flavinium et avec des
cations Na* et Li*. Ce catalyseur supramoléculaire a notamment été utilisé avec succés pour catalyser
des réactions de sulfoxydation et d’oxydation de Baeyer-Villiger dans des conditions éco-
compatibles. De plus, 'assemblage ionique étant stable dans les conditions réactionnelles, le
catalyseur peut étre facilement récupéré par simple filtration, puis réutilisé jusqu’a 7 fois sans perte

de rendement (Figure 39). 4

Chitine anionique
- sc-1-M (3 ou 5 mol %)
H,0; (1.5 eq) (e}

— Ry Ry =
> i T hHo L -\ 0] EtOH, 25 °C Ri™ Ra
- = NHAc 2h-11h
i n

; o i sc-1-M (3 ou 10 mol %)
+ Cation flavinique o] H,0: (2 eq) o]

Immobilisation

non covalente ® N3 ou Lit Ri™ Ry tBuOH,250u70°C Ri™ O
3h-24h

I |
|
1 @ I ] 1
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: s » @ Me N° Y | Rdt =77 - 89%
I = @ = n
I 2 - + 0soy 0s0y : 8 exemples de Beayer-Villiger
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1 Sc-1-M NHAc c 1
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Figure 39 : Représentation schématique du catalyseur flavinique supramoléculaire a base de chitine et réactions de sulfoxydations
et de Baeyer-Villiger catalysées.

L’association du catalyseur flavinique, du polymére et du métal alcalin permet a I'assemblage
moléculaire d’avoir une activité nettement supérieure pour I'oxydation de Baeyer-Villiger des
cétones cycliques par rapport au catalyseur flavinique en solution homogéne dépourvue du polymere

et du métal. Ceci peut étre expliqué, par le fait que le catalyseur flavinique est responsable de
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I'activation de H,0;, tandis que I'acidité de Lewis du cation métallique et les liaisons hydrogenes avec

le polymeére activent la cétone (Figure 40).

Entrée Catalyseur Rendement (%)

1 / 2,9

O Catalyseur (10 mol%) o
o 2 sc-1-Na 93
H202 (2 eq) 3 sc-1-Li 82
t-BuOH, 70 °C, 24 h
4 1-Cl 50
Activation de H,0, Activation et/ou stabilisation
par le catalyseur flavinique Effet acide de Lewis

. A NH :
@
o

Polymeére

Figure 40 : Réaction de Baeyer-Villiger catalysée par le catalyseur flavinique supramoléculaire et représentation schématique des
différents effets durant la catalyse.

3. Réactions d’oxydations catalysées par des dérivés flaviniques chiraux avec H20>.

a) Sulfoxydations asymétriques avec H;0,.

Concevoir des composés énantiomériquement purs est primordial pour I'industrie chimique
en général et pour l'industrie pharmaceutique en particulier. En effet, une grande partie des
systémes biologiques reconnaissent deux énantiomeres d’'une méme molécule comme étant deux
substances bien distinctes. De nombreux composés pharmaceutiques possedent des propriétés
biologiques différentes en fonction de leur configuration absolue et I'histoire est la pour nous le

rappeler avec le tristement célébre exemple du thalidomide (Figure 41).[°°

o : o
N : N
(S) H (R)
o : o
o7 NS0 P o7 NTTo
H : H
(S)-thalidomide

Calmant doux Effet tératogéne

Figure 41 : Les énantiomeéres (S) et (R) du thalidomide.
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Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

La premiere utilisation de dérivés flaviniques chiraux pour I'oxygénation stéréosélective
revient a I’équipe de Shinkai en 1988. Les auteurs ont décrit qu’avec une quantité de 10 mol% du
catalyseur Al (Figure 42) et en ajoutant du peroxyde d’hydrogéne séquentiellement a cinq reprises
sur une durée de cinqg jours, I'oxydati