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Résumé: Les nanotechnologies ont ouvert de
nouvelles perspectives pour 1’administration
ciblée des médicaments. Les approches
actuelles en nanomédecine sont basées sur
I’encapsulation d’un principe actif dans un
nano-vecteur. Nous proposons dans ce travail
I’utilisation de nanoparticules non plus pour
adresser un médicament encapsulé vers sa cible,
mais pour manipuler une protéine d’intérét en
milieu biologique, ce qui constitue une nouvelle
stratégie thérapeutique. Avec cet objectif, nous
avons  identifi¢é = une  formulation de
nanoparticules de palladium, stable, non toxique
et dotée d’un pouvoir catalytique remarquable
de la réaction de Suzuki-Miyaura. Ce nano-
catalyseur permet, en utilisant un dérivé du bore
approprié, de greffer des résidus aromatiques
sur des acides aminés halogénés dans un
tampon phosphate a température et pH
physiologiques. En parallele, la formulation
sous forme de nanoparticules de calixarenes
fonctionnalisés par des complexes carbéniques
du palladium a été également étudiée. Ce nano-
réacteur permet d’effectuer dans I’eau et a
température ambiante une réaction d’arylation
d’amino acides halogénés de maniére tres
efficace.

Nous montrons qu’il est possible grace a ces
nanoparticules de modifier sélectivement par
une liaison covalente, la thyroglobuline, une
protéine naturelle halogénée, impliquée dans la
maladie de Basedow et dans certains cancers de
la thyroide. L’absence de modele cellulaire
exprimant la protéine nous a conduit a tester la
réaction dans un homogénat d’organe provenant
de I’exérese chirurgicale de la thyroide chez un
patient de la maladie de Basedow. Le couplage
de la thyroglobuline par réaction de Suzuki-
Miyaura a pu &tre détecté par analyse
protéomique grice au marquage par un cycle
aromatique simple, et par western blot a 1’aide
d’une sonde biotine autorisant une détection par
immuno-essai. En conclusion, la thése apporte
la démonstration de la formation sélective d’une
liaison C-C sur une protéine par des
nanoparticules de palladium dans un milieu
biologique complexe et en conditions
physiologiques. Ces résultats pourraient ouvrir
la voie a de nouvelles options thérapeutiques
permettant de controler le taux de
thyroglobuline dans le cas d’une dérégulation
hormonale.
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Nanotechnology has opened up new
perspectives for targeted drug delivery in the
treatment of severe diseases. Current
approaches in nanomedicine are based on the
encapsulation of an active drug in a
nanocarrier. In the present study, we have used
nanoparticles not to address an encapsulated
drug to a target tissue, but for manipulating a
protein of interest in a complex biological
medium. With this aim, we have identified a
stable, non-toxic palladium nanoparticle
formulation, embedding a remarkable catalytic
activity on the Suzuki-Miyaura reaction. This
nano-catalyst allows by using an appropriate
boron derivative to couple aromatic residues
onto halogenated amino acids in a phosphate
buffer at physiological pH. By the same way,
the formulation as nanoparticles of calixarene
derivatives functionalized with palladium
carbene complexes was studied. This new
nano-reactor allowed similarly the arylation
reaction of halogenated amino acids in water
and at ambient temperature in a very efficient
manner.

We showed that it is possible, thanks to these
nanoparticles, to modify selectively by a
covalent bond the thyroglobulin, a halogenated
natural protein, implicated in Graves' disease
and in certain thyroid cancers. The absence of a
protein-expressing cellular model led us to test
the reaction in an organ homogenate from
surgical thyroid excision from a Graves' disease
patient. The coupling of thyroglobulin by
Suzuki-Miyaura reaction was detected by
proteomic analysis by labeling with a simple
aromatic ring and by western blotting using a
biotin  probe allowing  detection by
immunoassay. In conclusion, the study
undertaken in the thesis has shown the selective
formation of a CC bond onto a natural protein
in a complex biological medium and under
physiological conditions, by using palladium
nanoparticles. This result paves the way for
new therapeutic perspectives to control the
level of thyroglobulin in the case of hormonal
dysregulation.
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Glossaire

5-FU : 5-Fluorouracile

ADN : Acide déoxyribonucléique
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Avant-propos

L’introduction des nanotechnologies dans le domaine biomédical a ouvert de nouvelles
perspectives pour I’administration ciblée des médicaments et le traitement de nombreuses
maladies graves. Les approches utilisées jusqu’ici sont basées sur I’encapsulation d’un principe
actif dans un nanovecteur. L’ambition de ce projet de Theése est de développer des
nanoparticules dotées d’une activité catalytique, capables de modifier chimiquement dans le
milieu biologique et de maniére spécifique des protéines dans un but thérapeutique. Cette
approche originale ne faisant pas appel a I’encapsulation de principes actifs pour induire une
activité pharmacologique, elle s’affranchira donc des problémes liés a 1’encapsulation des
médicaments (taux d’encapsulation limité, libération non-contrélée, problémes de stabilité des

formulations, etc...).

La fonctionnalisation sélective de macromolécules en milieu biologique a émergé ces dernieres
années comme un outil puissant pour disséquer et modifier les processus cellulaires.
Typiquement, la machinerie biosynthétique de la cellule est utilisée pour incorporer un
groupement fonctionnel exogene, un tag, sur une biomolécule cible. Une sonde est ensuite
administrée de manic¢re a réagir chimiosélectivement avec la protéine modifiée. Des acides
aminés non naturels, fonctionnalisés par des groupements alcyne, azoture, alcéne ou halogénure
d’aryle peuvent étre insérés dans les protéines. Le principal obstacle est de trouver une réaction
pouvant étre effectuée dans des conditions physiologiques, en utilisant des réactifs non-
toxiques, traversant les membranes, et inertes avec les myriades d'autres groupes fonctionnels
présents in vivo. Seules quelques réactions satisfont a ces critéres, telles la cycloaddition
d’Huisgen, la ligature de Staudinger, la réaction de Diels-Alder a demande inverse, les
réactions 'photo-click' et les réactions de couplage pallado-catalysées. Parmi les réactions de

formation de liaison carbone-carbone catalysées par le palladium, la réaction de Suzuki-
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Miyaura semble particulierement bien adaptée aux applications cellulaires. Elle implique le
couplage d’un halogénure d'aryle (bromure et iodure principalement) avec un acide ou un ester
arylboronique, en présence d’un catalyseur de palladium (0). La faible toxicité du palladium
aux concentrations nécessaires, la solubilité des acides boroniques dans 1’eau rendent cette
approche trés attrayante pour I'étiquetage des protéines en milieu biologique et méme dans les

cellules vivantes.

Dans ce contexte, I’objectif principal de cette thése sera d’apporter la preuve qu’il est possible
de modifier chimiquement en milieu biologique la thyroglobuline, une protéine naturellement

iodée par une réaction de Suzuki-Miyaura, catalysée par des nanoparticules de palladium.

Ce choix de la thyroglobuline mérite quelques commentaires. Les halogénures d’aryles
nécessaires a la réaction de Suzuki-Miyaura ne sont pas habituellement présents dans le vivant
a l'exception d’une protéine iodée, la thyroglobuline. Le ciblage de la thyroglobuline permet
d’assurer 1’othogonalité du processus sans avoir besoin de marquer une cible par génie
génétique. Pour autant ce choix ne ferme pas la porte a des applications thérapeutiques. En
effet, chez les mammiferes, la thyroglobuline est exprimée dans les cellules folliculaires et est
transportée vers la lumicre de la vésicule ou les résidus tyrosine sont iodés et couplés pour
former les protéines T3 et T4. La thyroglobuline iodée est ensuite réabsorbée par les cellules
folliculaires ou elle est dégradée dans les lysosomes pour libérer les hormones T3 et T4 qui
sont ensuite envoyées vers le flux sanguin. La dérégulation des taux d’hormones thyroidiennes
peut conduire a des pathologies graves. Par exemple, leur surabondance peut conduire a la
maladie de Graves, une maladie auto-immune affectant 2% des Femmes et 0,2% des Hommes.’
Une stratégie intéressante pour controler les niveaux de protéines intracellulaires serait de fixer
sélectivement un tag sur la thyroglobuline par voie chimique pour la désigner a la dégradation
par protéolyse en utilisant la machinerie cellulaire. Cette méthode est notamment utilisée dans

la technologie PROTACS (Proteolysis Targeting Chimeric Molecules). Dans le cas présent, les
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groupements iodés portés par les tyrosines de la thyroglobuline pourraient étre exploités pour
fixer par liaison covalente via une réaction de Suzuki-Miyaura catalysée par des nanoparticules
de Pd(0), un agent de recrutement de la machinerie cellulaire. Cela pourrait aboutir au contrle
spécifique des niveaux d'expression de protéine, entrainant finalement une diminution des taux

sanguins d'enzymes thyroidiennes.

Les complexes du palladium généralement utilisés pour le couplage de Suzuki-Miyaura des
biomolécules, reposent sur des ligands qui souffrent d'une mauvaise perméabilité cellulaire et
ont une forte tendance a se fixer sur les protéines et les thiols endogenes. Pour résoudre ce

probléme, nous utiliserons des nanoparticules de palladium stabilisées par un polymere.

Ce manuscrit s’articule autour de quatre chapitres :

Le premier chapitre présente les réactions bio-orthogonales catalysées par les métaux de
transition. La premiéere partie du chapitre décrit I’emploi des métaux de transition sous forme
de complexes solubles pour catalyser des réactions in vivo. La seconde partie décrit plus en
détails I’utilisation de nanoparticules de métaux de transition dans ces mémes applications ex et

in vivo.

Le second chapitre traite de la formulation de nanoparticules de palladium pour la catalyse de
la réaction de Suzuki-Miyaura dans I’eau. Il est organisé en trois parties : une premiere partie
concernant la formulation des nanoparticules de palladium stabilisées par différents polymeres,
une seconde partie concernant ’activité catalytique des formulations les plus stables. La
dernicre partie présente les travaux publiés dans Chimia concernant la fonctionnalisation dans
I’eau d’amino-acides iodés par réaction de Suzuki-Miyaura catalysée par des nanoparticules de

PLGA-PEG-Palladium.

La preuve de concept de la modification d’une protéine dans un milieu biologique complexe

sera présentée dans le Chapitre 3. Il comporte une premiere partie décrivant les difficultés
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rencontrées pour établir une lignée cellulaire de thyrocytes capable de produire de la
thyroglobuline iodée. La seconde partie décrit la synthése d’une sonde rhodamine-boronique
acide pour la détection de la formation d’une liaison covalente sur la thyroglobuline par
fluorescence. La derniére partie, sous forme de publication soumise, décrit les résultats portant
sur 1’arylation sélective de la thyroglobuline par des nanoparticules de palladium dans un
homogénat de tissu provenant de I’exérese chirurgicale de la thyroide de patients souffrants de

la maladie de Basedow.

Le derniers chapitre décrit le développement d’une nouvelle formulation nanoparticulaire de
calixarénes portant des complexes carbéniques hétérocycliques du palladium (calix[8]arene-
NHC-Pd) développés par le Dr Vincent Huc au sein de 'ICMMO (Orsay)). Si la forme soluble
développée par 'ICMMO possede une excellente activité dans la réaction de Suzuki-Miyaura
en milieu organique, la forme nanoparticulaire montre quant a elle une remarquable capacité de
catalyse du couplage de Suzuki dans I’eau. Ces nanoparticules palladées permettent d’accéder a
un grand choix de biaryles, et d’amino acides fonctionnalisés. Ce chapitre est constitué du

manuscrit d’une publication en cours de rédaction.

Enfin, un bilan des résultats ainsi que les perspectives seront présentés dans une conclusion

générale.
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Chapitre 1 : Les nanoparticules
de métaux de transition pour la
catalyse bioorthogonale en

milieu biologique
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Dans ce chapitre nous commencerons par définir ce qu’est une réaction bioorthogonale, nous
présenterons les différentes réactions non-catalysées avant d’exposer les différentes méthodes
de manipulation de biomolécules grace a des catalyseurs métalliques. Ensuite, nous définirons
le terme de nanoparticule (NP) et nous décrirons les différentes méthodes pour préparer ces
nanoparticules. Des exemples récents de I’utilisation de nanoparticules a base de métaux de

transition comme catalyseur de réactions bioorthogonales seront ensuite présentés et discutés.

1. Réactions de ligations bioorthogonales

a. Définition
La définition de réaction bioorthogonale a été proposée en 2009 par Bertozzi. C’est un
ensemble de réactions chimiques pouvant étre réalisées dans un systeme biologique complexe
sans interférer avec les processus biologiques naturels. Ces réactions doivent étre capables de
modifier une biomolécule rapidement, de facon chimiosélective, tout en restant inertes au

milieu biologique.!!

Il existe une variété de nouvelles réactions développées afin de marquer, suivre, manipuler, ou
isoler des biomolécules d'intérét, sans affecter leur structure tertiaire ou leur activité. On peut
les classer en deux grandes catégories, celles catalysées par les métaux de transition (MT) et

celles fonctionnant sans ceux-ci.

b. Les réactions sans métaux de transition
Un certain nombre de réactions chimiques bioorthogonales ne reposant pas sur les MT ont été
décrites dans la littérature. Elles peuvent étre divisées en deux catégories : les réactions polaires
(faisant réagir un €lectrophile avec un nucléophiles) et les réactions de cycloadditions (4+2 ou

3+2) comme décrites dans la Figure 1.
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Figure 1. Les deux types de réactions bioorthogonales: les réactions polaires et les réactions de cycloaddition

Les réactions polaires :

Parmi les outils chimiques développés pour modifier des biomolécules sans altérer le milieu
biologique, les réactions de types polaires, faisant réagir un nucléophile et un électrophile ont
été largement étudiées. Nous ne donnerons que quelques exemples de leurs utilisations. L.’une
des premieres développées est la ligation de Staudinger mise a profit par Bertozzi et coll.
(Figure 2). Elle utilise une adaptation de la réduction de Staudinger permettant de réduire un
azide en amine a 1’aide d’une arylphosphine. En fixant un groupement ester en o du carbone
portant le phosphore, il est possible de créer une liaison amide par réaction entre 1’azote de

I’imminophosphorane intermédiaire et le carbonyle du groupement ester.*!

Ph ‘pp

Figure 2. Mécanisme réactionnel de la ligation de Staudinger

Un récent exemple de I'utilisation de la ligation de Staundinger a été décrit part Bishnu et coll.
afin de modifier la surface de macrophages pour étudier les interactions entre cellules

cancéreuses et le systtme immunitaire.” Pour traquer ces interactions un azido sucre a été
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incorporé métaboliquement a la protéine pour permettre 1’accrochage d’un fluorophore lié a

une phosphine (Figure 3).

T cums emeen: i
i W e

Figure 3. Marquage métabolique de la surface d’un macrophage apres incorporation d’un azido-sucre via une

ligation de Staudinger avec un fluorophore 1ié a une phosphine.

Bertozzi et coll. ont également mis en évidence 1’utilisation de la ligation de Pictet-Spengler
pour le marquage de protéines dont le principe est illustré dans la Figure 4. La condensation
d’un aldéhyde avec une indolo-hydroxylamine, conduit intermédiairement a une nitrone qui
subit alors une addition intramoléculaire de 1’indole fournissant apres prototropie une
indoloxazine. Cette réaction permet d’établir un lien chimique stable entre les groupes portés
par I’aldéhyde et I’indole et présente 1’avantage d’avoir une cinétique cent fois plus rapide que

la ligation de Staudinger quand elle est effectuée a pH 4-6.!

\QO

\
o NH N
j MO, L/ N .
o S0 = e v-Q

Figure 4. Ligation de Pictet Spengler

Une autre réaction polaire développée par le laboratoire du Pr. Kent, appelée Native Chemical
Ligation (NCL) utilise un thiol et une cystéine pour homologuer un peptide dont I’extrémité C-

terminale a été modifiée par un groupe thioester (Figure 5).1°
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formation d'un lien amide
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Thio-transestérification
Figure 5. Formation d'une liaison amide par trans-thioestérification

Réactions de cycloaddition :

Il existe de nombreuses cycloadditions permettant d’effectuer des transformations en milieu
biologique dont les plus employées sont la réaction de cycloaddition [3+2] entre les alcynes
tendus et les azotures (Strain Promoted Azide-Alcene Cycloaddition, SPAAC) et les réactions

de Diels-Alder [4+2] entre les transcycloocténes et les tétrazines.

Bertozzi et coll. ont montré qu’on pouvait suivre le développement embryonnaire du poisson
zeébre en incorporant dans des glycoprotéines de type mucine a la surface de I’embryon, des N-
(azidoacétyl)galactosamines. L’azide est ensuite couplé a une sonde Alexa fluor, par
cyclooadition, avec une cyclooctyne a,0’-difluorée permettant de suivre la biodistribution de

ces glycosides au cours du développement de I’embryon par microscopie confocale (Figure

6).!

*
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Incorporation azido-sucre SPAAC ‘
au cours de I'embryogénése

Figure 6. Incorporations métaboliques d'un azido sucre et réaction de cyclo addition alcynes-azide [3+2]

Ces réactions de cycloaddition ont également fait 1’objet de nombreuses variations comme
I’utilisation récente de sydnones développées par le groupe du Dr. Taran au CEA. Cette

réaction a été utilisée pour le marquage de la myoglobine modifiée par des alcynes terminaux.
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Elle permet de capturer une protéine grace a un ligand biotine et de la relarguer a 1’aide d’une

cyclooctyne via une cycloaddition [3+2] suivie d’une extrusion d’isocyanate (Figure 7)."!%!

H Z Im 11, CuSO, THPTA,
N\(r('vo}\// > sodium ascorbate
A 14 —_— .
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Myoglobin-Alkyne (MyoAlk) 1) Streptavidin beads o
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Figure 7. Réaction SPSAC entre la myoglobine modifiée par des alcynes terminaux et une sydnone, suivie par un
relargage a ’aide d’un dibenzocycloctyne (DCO) li¢ a un fluorophore
Pendant longtemps les cycloadditions et autres ligations ont été les composantes essentielles de
la boite a outils «chimie bio-orthogonale », car elles n’utilisaient pas de métaux
potentiellement toxiques pour 1’organisme comme le cuivre, le ruthénium ou le platine. Mais au
cours des dernieres décennies 1’utilisation des métaux de transition pour catalyser des réactions
classiques de chimie organométallique dans un environnement biologique est devenue 1'un des
principaux moteurs de la chimie-biologie actuelle, inspirant la recherche de nouvelles réactions

chimiospécifiques et biocompatibles.

c. Réactions catalysées par les métaux de transition
Catalyse au cuivre :
L’une des réactions les plus emblématiques de la boite a outils de chimie bioorthogonale est la
cycloaddition [3+2] entre un azoture et un alcyne développé initialement par Huisgen. Cette
réaction rendue extrémement efficace par une catalyse aux sels de cuivre (I) a été appliquée a la
chimie bioorthogonale par Sharpless dans les années 2000 et popularisée sous le terme de
chimie click."”!

20



-0
N
Cu(l)

Q= - O—= =X O)Q/
— . N—N=N _>

Figure 8. Cyloaddition alcyne-azoture catalysée par un sel de cuivre

Malheureusement, 1’utilisation du cuivre comme catalyseur présente I’inconvénient
d’engendrer des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) ce qui entraine des dommages
cellulaires dus a la peroxydation des lipides et de I’ADN.!"" De nombreux ligands ont été
développés permettant de réduire la production de ROS. Par exemple, il a ét€¢ montré par
Kennedy et coll. que la tris-(hydroxypropyltriazolylméthyl)amine (THPTA) ou la bis[(tert-
butyltriazoyl)méthyl]-[(2-carboxyméthyltriazoyl)méthyl]-amine (BTTAA) comme ligand
permettent de réduire la toxicité induite par le cuivre.l'!! Une autre stratégie pour diminuer la
production de ROS est de réduire la concentration en cuivre. Malheureusement, cette méthode
réduit d’autant la vitesse de la réaction. Pour la rétablir, Uttamapinant et coll. ont développé des
azotures plus efficaces comme les 2-azidoéthylpyridines dont 1’atome d’azote hétérocyclique
joue le role de complexant ce qui a eu pour effet d’améliorer la cinétique. Par exemple, cette
méthode permet la cycloaddition en quelques minutes d’'un ARN portant des groupements
acétyléniques avec une azidopyridine jouant le réle de ligand auxiliaire en présence de

Cu(BTTAA) a une concentration aussi faible que 10 pM.!?!
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Figure 9. Chélation du cuivre par une pyridine lors d’'une CuAAC sur une protéine portant des groupes alcynes
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Catalyse au fer :

Outre les réactions permettant de fixer des marqueurs ou une chaine peptidique aux
macromolécules biologiques, d’autres transformations catalytiques ont été identifiées. C’est le
cas de la réduction des azotures aromatiques par les métalloporphyrines ferriques (méso-
tétraarylporphyrines du Fe') en présence de thiol et 4 I’air. Cette transformation impliquerait la
formation d’un complexe FelV-nitrene qui réagirait avec le thiol de la cystéine pour donner
I’amine. Meggers et coll. ont ainsi démontré qu’il était possible d’effectuer une réduction in
vivo chez le Poisson-zebre d’un précurseur non-fluorescent de la rhodamine 110 fluorescente.
Cet exemple illustre les potentialités de la chimie du fer comme activateur de prodrogue ou en

imagerie.["?!

Ph

Ph

N3 o) N3
L) 5
0] O L-cystéine, 37°C
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Figure 10. Complexe catalytique de fer engendrant une rhodamine fluorescente

Catalyse a liridium :

L’intérét de I'iridium pour catalyser I’hydrogénation homogene des doubles liaisons C=C et
C=0 est bien connu depuis I’introduction du catalyseur de Crabtree a la fin des années 70. De
nouveaux complexes de I’iridium possédent maintenant une bonne solubilité dans I’eau et une
remarquable stabilit¢ a I’air. Do et coll. ont mis en évidence les propriétés de transfert
d’hydrogéne d’un complexe de l’iridium portant un ligand phénylpicolinamide dans des

cellules NIH-3T3. Le composé est capable de réduire la fonction aldéhyde d’une sonde bodipy
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pour engendrer une espece fluorescente. Dans ce processus le NADH semble étre la source
d’hydrure intracellulaire. Tout comme ceux du fer, ce complexe pourrait étre utilisé afin

d’activer in vivo des principes actifs ou des marqueurs fluorescents (Figure 11). [

Figure 11. Réaction de transfert d'hydrogénation via un organo-iridium permettant I’activation intracellulaire

d’une sonde fluorogénique par réduction d’un groupement l'aldéhyde

Catalyse au ruthénium :

En dehors des réactions de click, ou des réductions, les réactions de déprotection de
groupement propargyloxycarbonyles (Poc) ou des allyloxycarbonyles (Alloc) dans des
conditions physiologiques ont également été étudiées. Si le palladium est le métal de choix
pour effectuer ces transformations, les complexes de ruthénium posseédent aussi un intérét
indéniable. Meggers et coll. ont ainsi décrit la synthése de complexes solubles du ruthénium
permettant de démasquer une prodrogue de la doxorubucine dont 1’atome d’azote sur la
daunosamine est masqué par un groupement Alloc. Dans des cellules HeLLa, ce complexe a une
concentration de 20 UM induit une déprotection efficace de la doxorubicine provoquant la mort
cellulaire par apoptose comme observée avec la doxorubicine libre a 20 M. Remarquablement

le glutathion présent dans les cellules ne semble pas inhiber la réaction (Figure 12).[1!

Figure 12. Activation de la Doxorubicine par un complexe de ruthénium
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Catalyse a l'or :

Parmi les métaux de transition, I’or a été 1’objet de nombreuses recherches. Sa stabilité, sa
faible toxicité ainsi que sa réactivité particulieére, font de ce métal un catalyseur idéal pour les
réactions bio-orthogonales. Par exemple, la forte affinité du cation Au+, permet de modifier
chimiosélectivement une liaison Tt d’alcynes ou d’allénes. Trés récemment, Vidal et coll. ont
développé un catalyseur d’Au(I) complexé par un ligand soluble permettant de catalyser sans
cytotoxicité, 1’hydroarylation intramoléculaire d’un phénylpropiolate porté par une
hexapyridoquinoléine profluorescente a I’intérieur de cellules cancéreuses de type HeLa

(Figure 13).11¢]

Figure 13. Hydroarylation intramoléculaire catalysée par I’Au(I)

Catalyse au palladium :

Moins toxique, plus stable et moins cher que d’autres métaux précieux, le palladium a recu
récemment de nombreuses applications en chimie biologique. Largement utilis€é dans la
synthése organique pour catalyser la formation de liaisons carbone-carbone dans les réactions
de couplage croisé (Suzuki-Miyaura, Negishi, Sonogashira, Stille etc...), il a été employé sous
forme homogene pour le marquage de protéine. Par exemple, le groupe de Davis a décrit un
complexe de (2-amino-4,6-dihydroxypyrimidine)Pd(II) soluble dans I’eau, permettant de

greffer une sonde de type fluorescéine sur une protéine mutée portant une phénylalanine iodée
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via une réaction de couplage de Suzuki-Miyaura.!!”! Cette remarquable méthode a été étendue a
une protéine transmembranaire d’Escherichia coli (pOmpC) mutée par génie génétique sur 4
positions accessibles en surface de la bactérie (N47X, N188X, Y232X et Y310X, X étant une
p-iodophénylalanine non naturelle). L’incubation de ces E. coli mutés avec un acide boronique
fluorescent et le complexe de palladium permet d’effectuer une réaction de Suzuki-Miyaura sur
pOMpC au niveau des résidus p-iodophénylalanine qui s’accompagne d’un marquage
détectable par cytométrie de flux de la surface des bactéries.!'8! L’absence de toxicité du
complexe de palladium jusqu’a 700 UM permet d’envisager des applications intracellulaires

(Figure 14).

@,B(OH %
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Figure 14. Marquage par réaction de Suzuki-Miyaura a la surface d’Escherichia coli de la porine bactérienne

OmpC mutée par introduction de résidus I-Phe

De manicre similaire, Chen a effectué le marquage de la protéine fluorescente verte (GFP) dont
la Lys149 est remplacée par un analogue portant un butyne, dans E. coli via une réaction de
Sonogashira intracellulaire avec le fluorophore FLL525 portant un groupement iodophényle.
Pour cela les bactéries exprimant la GFP mutée ont été incubées avec le fluorophore en
présence de PA(NO3),. L’intérét thérapeutique de la méthode a été illustré en effectuant la
méme réaction avec le fluorophore FLL525 dans Shigella, une bactérie Gram négative, dont la
protéine pathogeéne OspF a été mutée avec un résidu €-butynylcarbamate-Lys. Le couplage a
été démontré par détection de la fluorescence de la bande correspondant a la protéine OspF

aprés séparation par SDS-PAGE (Figure 15). [*]
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Figure 15. Couplage de Sonogashira in cellulo avec une sonde fluorescente

La forte réactivité des complexes de palladium avec le monoxyde de carbone a été mise a profit
par le groupe de Chang pour synthétiser une sonde turn-on capable de détecter le CO a la fois
dans un tampon aqueux et dans des cellules vivantes. Cette sonde est composée d’un
arylchloropalladate dimérique couplé a une sonde bodipy, I’ensemble étant non-fluorescent. La
réaction de carbonylation appauvrit le noyau aromatique et déclenche la fluorescence de la
sonde. Cette technique permet de détecter de petite doses de CO relarguées par un complexe de

ruthénium (Ru(CO)sCl(glycinate)) a I’intérieur de cellules épithéliales HEK293 (Figure 16).12"!

Figure 16. Réaction de carbonylation sur une sonde turn-on in cellulo

En dépit de ces résultats prometteurs, la toxicité et la stabilit¢é en milieu biologique des
complexes métalliques demeurent un frein aux applications biomédicales. Pour y remédier, des
recherches intensives ont été réalisées afin de développer des formulations nanoparticulaires
conservant les propriétés catalytiques des métaux mais susceptibles d’étre vectorisées

spécifiquement vers une cible biologique.
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2. Utilisation de nanoparticules métalliques pour catalyser des réactions
bioorthogonales

a. Définition des nanoparticules
L’Institut National de Recherche et de Sécurité INRS, définit les nano-objets comme étant des
matériaux dont une, deux ou trois dimensions externes se situent a I’échelle nanométrique c'est-
a-dire approximativement entre 1 et 100 nm. Parmi les nano-objets, une nanoparticule (NP) est
définie comme étant un objet dont les trois dimensions externes se situent a 1’échelle
nanométrique (Figure 17).2!1 Mais cette définition est assez restrictive et dans le domaine
pharmaceutique, on considere plutdt qu’un nanovecteur de médicament est un objet d’une taille
de quelques dizaines a quelques centaines de nanometres, injectable par voie intraveineuse et
capable de modifier la pharmacocinétique, la biodistribution et/ou la métabolisation du principe
actif encapsulé, afin d’en augmenter I'index thérapeutique (ie. augmentation de 1’activité

pharmacologique et/ou réduction de la toxicité).
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Figure 17. Echelle de grandeur du nanomonde source http://culturesciencesphysique.ens-

lyon.fr/ressource/risques-nanoparticules-Frejafon.xml Droits réservés - © 2015 E. Frejafon, INERIS

Les nanoparticules métalliques utilisées pour les réactions bio-orthogonales appartiennent a la
catégorie des nanoparticules inorganiques de taille inférieure a 100 nm, composées de métaux

de transition comme le cuivre, le palladium, le platine, 1’or, le ruthénium ou encore le rhodium.
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b. Préparations de nanoparticules de métaux de transition

Il existe deux méthodes principales permettant d’accéder a une suspension de NP

inorganiques :

-Une approche physique (top-down) qui consiste a partir d’un matériau de granulométrie

macroscopique pour arriver a des objets de taille nanométrique.

-Une approche chimique (bottom-up) qui consiste a partir de quelques atomes (sous forme
ionique le plus souvent) pour former par réduction des agrégats métalliques de taille
nanométrique. L’approche bottom-up est la plus employée car elle permet d’accéder a une plus
grande variété de structure : sphériques, cubiques, hexagonales en batonnet, en feuillet, en

étoile, ou plus complexes (Figure 18). 12!

Ajoutons qu’il existe une troisiéme approche qui consiste a fixer un complexe métallique a la
surface d’un nano-objet déja formé (protéines, NP de polymere). Mais il ne s’agit pas

explicitement de NP métalliques inorganiques dans ce cas.

Méthode Chimique @ ® O Méthode physique
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Figure 18. Schéma de synthese de NP métalliques et structures possibles des NP inorganiques. (Source :

Biomater. Sci. 2018, 6, 726—-745).
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- Quelle que soit la méthode utilisée pour les préparer, les NP métalliques souffrent
généralement d’une forte instabilité colloidale. Il existe deux méthodes apportant une solution

efficace a ce probléme :

(a) L’adsorption de petits agrégats métalliques nanométriques généralement obtenus par
réduction d’un sel, a la surface d’une nanoparticule organique ou de liposomes préétablis
provenant eux-mémes de 1’autoassemblage de polymeres amphiphiles, de phospholipides etc...

(Figure 19).

Pd

Reducing Pd
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é

Figure 19. Stabilisation d’agrégats nanométriques a la surface d’une nanoparticule de polymeres

(b) L’utilisation de polymeres, de surfactants ou de petites molécules afin de stabiliser les NP

métalliques obtenues par réduction (Figure 20).

2+
(JU/ pd? Reducing
2+ agent ! O Pd = stabilizer

Pd £

Figure 20. Nano-agrégat stabilisé par un surfactant

L’avantage de formulation sous forme de NP, est d’allier un fort pouvoir catalytique a la
possibilité d’un ciblage des cellules tumorales via l'effet EPR (Enhanced Permeability and
Rétention). L’effet EPR est un phénomeéne qui résulte d’'une augmentation de la perméabilité
vasculaire associée a une rétention tissulaire accrue au niveau de territoires biologiques qui sont
le lieu d’une réaction inflammatoire (tumeur, infection, etc.). Il est induit parune dégradation

des jonctions serrées des cellules endothéliales (Figure 21).
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Figure 17. Représentation schématique de l'effet EPR aux abords d'une tumeur (Source conférence du Pr.

Couvreur au college de France)

c. L’utilisation de NP pour catalyser des réactions bioorthogonales
Au cours des dix derniéres années, de nombreuses recherches ont été effectuées afin de
développer des NP métalliques susceptibles de catalyser des réactions de cycloaddition, de
déprotection ou de couplage croisé pallado-catalysé. Quelques exemples marquants sont décrits

ci-dessous.

Nanoparticules de cuivre :

Le cuivre est le catalyseur de choix pour la réaction de cyclo addition [3+2] alcyne/azide
développée par Sharpless. Malheureusement, comme il a déja été mentionné plus haut, ce métal
souffre d’une toxicité cellulaire qui limite sont utilisation en milieu biologique. Afin de réduire
cette toxicité, la fomulation d’un complexe de cuivre sous forme de NP a été proposée par Bai
et coll. Pour cela, ces auteurs ont fixé sur une chaine polynorborneéne hydrophobe des
groupements acides permettant de chelater le cuivre et des groupes imidazolium solubilisant
I’ensemble. L’addition d’un sel de cuivre (II) induit la réticulation de la chaine polymérique et

la formation de NP d’une dizaine de nanometres. Ces nano-objets capables de passer les
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barriéres membranaires sont dotés d’une activité catalytique remarquable sur la réaction de
cycloaddition [3+2] alcyne/azide par réduction par 1’acide ascorbique, permettant par exemple
la synthése in cellulo d’une sonde fluorescente, dans des lignées cancéreuses de cancer du sein
(MDA-MB-231) et de cancer du poumon (NCI-H460) ou encore I’assemblage d’un agent

antimicrobien dans E. coli (Figure 22).1%3
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Figure 22. Représentation schématique d’une chaine polynorbornene s’auto-organisant en NP en présence d’ions

Cu2+. Structure du complexe cuivre/aspartate et des groupes solubilisants.

Nanoparticules d’or :

Au cours des deux dernieres décennies, I’utilisation de NP d’or pour le diagnostic, le traitement
des tumeurs par photothermie, ou comme support pour administrer des principes actifs a été
largement décrite.[*”! En revanche les NP d’ Au(0) n’ont recu encore que peu d’applications en
catalyse bioorthogonale, probablement parce que leur affinité pour les thiols masque toute autre
réaction. Santamaria et coll. ont montré que I’adsorption des NP d’or a la surface de
microspheres pégylées de polystyréne (LI75 pm) préservait leur activité catalytique de la
réaction d’hydrolyse des carbamates de propargyle. De plus ces microspheres ne présentent pas
de toxicité cellulaire et permettent de démasquer diverses prodrogues (Doxorubicine, SAHA,
etc...) dans des cellules tumorales A549 (Figure 23). Cette stratégie innovante a également
permis la libération contrdlée de rhodamine-N-propargylée dans le cerveau du Poisson-zebre

aprés implantation des microsphéres d’or dans le tectum optique d’embryons.!>*!
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Figure 23. Image de microscopie électronique des microspheres de résine de polystyréne. Réaction de clivage de

groupes protecteur propargylés.

Par ailleurs, des complexes de 1’or(II) ont montré une activité catalytique in vivo. Par exemple,
Tanaka et coll. ont décrit 1’utilisation d’une glycoalbumine de taille nanométrique portant en
surface des groupements disialoglycosyle ou galactosylglycosyle permettant de cibler
respectivement le foie et I’intestin. Un complexe arylique de 1’or(IlI) couplé a une coumarine
via un espaceur PEG a pu étre fixé sur ces glycoalbumines via I’interaction entre la coumarine
et la poche hydrophobe 107-196 de I’albumine. Ce catalyseur supporté est capable de catalyser
I’acylation d’une amine par activation d’un ester de propargyle. Cette réaction a été employée
pour marquer d’un tag fluorescent rhodamine ou cyanine la surface du foie et de I’intestin chez

la Souris (Figure 24).1%!

o —————

N
] Au(lll)-,‘_l | 1
I o "
Second o v "
injection /Oﬂ\. : RO, (R 1
Imaging reagent | l Mol
I o0 |

I
\ I

Figure 24. Schéma du marquage sélectif du foie et de l'intestin de souris par création d’une liaison amide

catalysée part une glycoalbumine supportant un complexe de I’Au(11I)

32



Nanoparticules de palladium :

La riche chimie du palladium et sa toxicité limitée vis-a-vis du vivant en font un métal idéal
pour la catalyse en milieu biologique. Ce n’est donc pas surprenant si de nombreuses études
reposent sur ['utilisation de NP de palladium. L’une des premicres nanoformulations
développées pour effectuer des réactions bioorthogonales in vivo a été décrite en 2011 par le
groupe de Bradley. Celui-ci a préparé des microspheres de polystyréne couvertes de NP de
Pd(0) de quelques nanometres, obtenues par réduction d’un sel de Pd complexé en surface par
des acides glutamiques. Dépourvues de cytotoxicité aigue et pénétrant bien a I’intérieur des
cellules, ces NP ont permis la libération de la rhodamine 110 a partir de son précurseur pro-

fluorescent N,N'-allyloxycarbonylé. (Figure 25).12¢!

Figure 25. Image TEM de la surface de microspheres de polystyrene arborant en surface des NP de palladium.

Ces mémes microsphéeres ont été mises a profit pour la création d’une liaison C-C a I’intérieur
d’une cellule grace a un couplage de Suzuki-Miyaura. Ainsi, lorsque des cellules HelLa pré-
incubées par les microspheres de Pd sont traitées par un mélange de fluorescéine monotriflate
et d’ester de pinacol d’un acide arylboronique, le produit de couplage est facilement observable
par fluorescence. La présence d’un groupement triphénylphosphonium sur 1’ester boronique
permet en outre de cibler spécifiquement les mitochondries comme le suggeére la co-localisation

de 1a fluorescence du produit de Suzuki avec celle du Mito Tracker Deep Red (Figure 26).127)
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Figure 26. Relargage de sonde fluorescente a l'intérieur d’une cellule (a) couplage de Suzuki-Myiaura (b) clivage

d’un groupement alloc (Source : Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 21: 128-135).

Le groupe du Dr. Unciti-Broceta a utilisé des microspheres de polystyréne pégylées décorées

de NP de Pd pour activer une prodrogue N-propargylée du 5-fluorouracil (5-FU) (Figure 27).
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Figure 27. Déprotection du N-propargyl-5-fluorouracil par des NP de Pd supportées sur des microspheres
d’hydroxyéthylpolystyréne pégylé. (b) Viabilité cellulaire apres 5 jours d’incubation avec le Pro-5-FU en

présence ou non des microspheres de Pd.
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Bien que cette réaction intervienne dans le milieu de culture des cellules et non a I’intérieur de
celles-ci, ces microsphéres sont aussi capables d’induire une réaction in vivo.”8! La
remarquable biocompatibilit¢é de ces microsphéres au palladium a été illustrée par la
déprotection in vivo chez le Poisson-zeébre du bis carbamate de propargyle fluorogénique de la
rhodamine 110. Les microsphéres contenant le palladium ont été injectées dans le sac vitellin
de I’embryon de poisson-zeébre sans qu’aucune toxicité ne soit détectée. La sonde pro-
fluorescente a ensuite €té injectée et la réaction mise en évidence par I’apparition de la

fluorescence de la rhodamine 110 (Figure 28).1%°!
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Figure 28. Image par fluorescence de la déprotection du N-Poc-Rhodamine 110 in-vivo chez le Poisson-zébre par

des microspheres de palladium, 3 jours apres implantation

Il est aussi possible non plus de simplement activer une prodrogue mais de véritablement
synthétiser un principe actif dans le milieu de culture. C’est ce qui a été fait par 1’équipe de
Bradley par un couplage de Suzuki-Myiaura catalysé entre deux sous unité hétérocycliques
pour former le PP-1215% un inhibiteur de tyrosine kinase (VEGF) et de phosphatidylinositol-3-
OH kinase oncogénique, inhibant la prolifération de cellule cancéreuses de prostate (PC-3).
Dans ce cas le catalyseur est constitué de NP de Pd adsorbées a la surface de petits cylindres

millimétriques de résine polyéthyléne/ polystyréne (Figure 29). 31!
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Figure 29. Schéma de la syntheése bioorthogonale du PP-121 par couplage de Suzuki entre la 3-iodo pyrazolo]3,4-
dJpyrimidinamine et I’ester de pinacol de I’acide 5-pyrrolopyridine boronique catalysée par les NP de Pd. Activité

cytotoxique de la kinase formée in situ sur les cellules de cancer de la prostate PC3

L’efficacité des méthodes précédentes a été améliorée en décorant la surface des microspheres
supportant les NP de Pd par un peptide de reconnaissance des cellules tumorales. Pour cela le
peptide cyclique (cRGDfE) (peptide Arginine-Glycine-Aspartate-cyclis€ par un acide
glutamique) ciblant le récepteur 0,33 surexprimé a la surface de la plupart des cellules
tumorales a été couplé a I’acide glutamique du peptide via un petit espaceur éthyléne glycol en
surface des microsphéres. Grace a cette vectorisation des NP de palladium, la prodrogue Pro-5-
FU a pu étre activée et I'inhibiteur de kinase PP-121 synthétisé avec un rendement de 59%
apres 24 h d’incubation. Mieux encore lorsque les trois précurseurs sont ajoutés ensemble les
deux composés sont formés dans la cellule provoquant la chute de la viabilité cellulaire a 22%.
Ce travail montre qu’il est non seulement possible de cibler les cellules tumorales pour y
effectuer sélectivement de la chimie, mais qu’on peut préparer plusieurs composés, ouvrant

ainsi la voie a des polythérapies activées par le palladium (Figure 30).1%
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Figure 30. (a) Activation intracellulaire du 5-FU par déprotection et synthese in cellulo de I’inhibiteur de kinase
PP-121 par couplage de Suzuki-Miyaura catalysé par des microspheres palladées décorées du peptide cRGDfE

(b) Activité cytotoxique des prodrogues et de leurs formes activées

Comme nous 1’avons vu, la doxorubicine dont le groupe amino de la daunomicine est protégé
sous forme d’Alloc ou de propargyloxycarbamate (Poc) constitue une prodrogue non-toxique
de la doxorubicine pouvant étre activée par un complexe de ruthénium soluble.!'3! Plus
récemment, le groupe d’Unciti-Bruceta a préparé de nouvelles prodrogues de la doxorubicine
en intercalant un espaceur auto-immolable par formation d’ortho-méthylénequinone entre le
groupe propargyle et le carbamate. La déprotection de cette prodrogue a pu étre effectuée en
utilisant des NP de Pd supportées sur des billes de TentaGgelll de 30 pm. La cytotoxicité du
systeme a été étudiée sur des cultures de cellules de cancer de la prostate DU145, montrant une
activité aussi forte que la doxorubicine elle-méme. Ce résultat illustre la remarquable efficacité
du processus de déprotection. Les billes de Pd ont été implantées par une fine aiguille dans un
modele orthotopique de cancer de la prostate chez la Souris en contrdlant le processus par
échographie. Apres 21 jours de croissance tumorale, les tumeurs ont été explantées et traitées
par la prodrogue de doxorubicine. L.’analyse par fluorescence montre un relargage complet de
la molécule et une forte cytotoxicité confirmant que la capacité du systeme catalytique reste

entiere apres un séjour prolongé in vivo.
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Ces résultats ouvrent la voie a un traitement in vivo par la prodrogue, qui permettrait

d’échapper 2 la forte toxicité cardiaque de la doxorubicine (Figure 31).1%

Pd-devices (21 day-in-tumour) + 2d (100 uM)

..
.

Figure 30. Structure de la prodrogue de doxorubicine et images de microscopie confocale d’explant de tumeur de

T
<
[=)
=
&=
=
©
Q
©
O]
o

Prodrug / drug
distribution

la prostate. En bleu : mesure de la mort cellulaire (excitation a 405 nm du DAPI ), en rouge mesure de la

libération de la doxorubicine (excitation a 543 nm). La fleche blanche indique les NP de polystyréne/Pd.

3. Conclusion
Ces dernicres années la catalyse bioorthogonale par les métaux de transition a connu des
développements considérables. L’optimisation des ligands a permis d’appliquer des réactions
chimiques jusqu’alors limitées au milieu organique, a la modification et la post
fonctionnalisation de biomolécules dans des milieux biologiques complexes. D’autre part, les
améliorations apportées aux ligands ont permis de diminuer la toxicité de ces métaux autorisant
leur utilisation pour la manipulation de biomolécules situées a la surface de bactéries ou de
cellules et méme de maniere intracellulaire. Enfin, la possibilité d’administrer de fagon
controlée des NP métalliques dans un organe cible afin d’y activer des agents cytotoxiques ou
diverses sondes offre de nouvelles perspectives pour le traitement du cancer. Toutefois, si les
développements en matiere de catalyse par des NP métalliques in-cellulo/in-vivo sont
impressionnants, 1’utilisation de NP pour la modification de protéines in vivo n’a pas encore été

explorée.
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Chapitre 2 : Préparation de
nanoparticules de palladium
pour la catalyse de la réaction

de Suzuky-Miyaura dans 1’eau



Pour atteindre notre objectif de modifier par un lien covalent une protéine dans un milieu
biologique par une réaction catalysée par des nanoparticules de Pd(0), nous avons choisi la
réaction de Suzuki-Miyaura. Cette réaction met en jeux un dérivé halogéné et un acide
boronique, qui n’étant pas (ou trés peu) présents dans le milieu biologique assurent la
bioothogonalité du processus. La réaction est catalysée par le palladium et elle permet de
créer une liaison C-C totalement stable entre les deux molécules. De plus, la faible toxicité
des nanoparticules de palladium et la trés grande tolérance vis-a-vis des autres groupes
fonctionnels conforte le choix de cette réaction pour une modification sélective de protéines.
Mais avant tout, il était nécessaire de développer une formulation stable de nanoparticules de
palladium possédant une forte activité catalytique en milieu aqueux a pH physiologique.
Aussi avons-nous choisi de privilégier 1’approche « bottom up » qui consiste a réduire un sel
de Pd(II) en présence d’un agent stabilisant polymérique (Voir page 26). Cette méthode
conduit a la formation de petits agrégats de palladium de quelques nanométres qui se dépose
sur la chaine polymérique, cette force d’adhésion préservant ces petites particules d’une
agglomération en gros objets sédimentant rapidement. Il nous fallait optimiser plusieurs
parametres : La source de palladium, le réducteur, le partenaire organoboré (acide boronique,
boronate trifluoroboronate etc...) et enfin le polymere. Le principal obstacle a surmonter était
d’obtenir une formulation stable pouvant permettre une réaction a une température compatible
avec les processus biologiques. La réaction de Suzuki dans sa forme initiale en milieu

organique est en effet généralement conduite vers 80-100 °C.

Dans ce chapitre, nous décrirons dans une premicre partie les tentatives pour obtenir une
formulation stable et efficace en employant divers agents stabilisants comme les poloxameres,
le dextran ou le PLGA-PEG. La seconde partie, décrit sous forme de publication la synthese
de petites nanoparticules de palladium supportées par des nanoparticules organiques de poly

lactide-co-glycolide block- poly(éthylene glycol) et leur utilisation comme catalyseur de la
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réaction de Suzuki-Miyaura dans 1’eau. D’autre part, nous montrons que les partenaires
organoborés les plus efficaces pour effectuer cette transformation sont les sels de triol borates
cycliques.

1. Partie 1 : Formulation de nanoparticules de palladium et activité catalytique

Le parametre le plus important pour élaborer un systeme nanoparticulaire de Pd apte a
catalyser une réaction de Suzuki dans I’eau est sans doute 1’agent stabilisant. En 1’absence de
stabilisant les nanoparticules de Pd s’agrégent rapidement en gros agrégats dénués d’activité
catalytique et qui précipitent rapidement. Il existe déja de nombreux exemples dans la
littérature de suspensions nanoparticulaires de Pd dotées d’une activité catalytique en milieu
aqueux. Néanmoins la plupart d’entre-elles sont peu actives a basse température ou reposent
sur des stabilisants totalement incompatibles avec une administration in vivo. D’autres
formulations utilisent des stabilisants biocompatibles mais les conditions requises ne sont
généralement pas applicables en milieu biologique (température > 50°C). C’est par exemple
le cas de nanoparticules formulées avec de I’acide polyacrylique!! de 1la
polyvinylpyrrolidone,”? du Pluronic P123,®! des polyméthacrylates,”! ou avec des
polysaccharides naturelles comme la cellulose,”® 1’amidon,!®! la lignine,” le chitosane!®! et
méme une protéine thermiquement stable.’) Néanmoins, des nanoparticules de palladium
supportées sur du poly(N-isopropylalcrylamide)!!'”! ou stabilisées par du Pluronic F68 ! ont
permis la formation de liaison C-C par réaction de Suzuki a température ambiante mais dans

des conditions tres basiques.

C’est en s’appuyant sur ce dernier résultat que nous avons commencé d’explorer le domaine
en étudiant la possibilité de conduire la réaction a pH physiologique. En paralléle, un

polysacharide (le dextran) et le PLGA-PEG, deux polymeéres biocompatibles ont été testés.
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a. Nanoparticules de Pd-poloxameére
Parmi les différents agents stabilisants possibles, les poloxameres (Pluronic®) semblent des
candidats de choix. Ce sont des copolymeéres non-ioniques composés d’un bloc central de
polypropyléne glycol hydrophobe et de deux blocs externes de polyéthyléne glycol plus
hydrophiles. Ce surfactant a été déja utilisé comme agent stabilisant de nanoparticules
métalliques d’or,!'?! d’argent,!®! d’oxyde de fer,'". En outre, la biocompatibilité des
poloxameres a été largement démontrée. Par exemple Le Pluronic P188 bénéficie depuis tres
longtemps d’une autorisation de la Food and Drug Administration (FDA) comme agent
tensioactif dans de nombreux injectables " Les poloxaméres possédent également des
propriétés anti-inflammatoires, antithrombotiques et cytoprotectives ! et sont aussi utilisés
comme laxatif '”! Ajoutons que les poloxaméres sont trés largement utilisés comme surfactant

par I’industrie cosmétique.

Piao et coll., on décrit la préparation de nanoparticules de palladium de 4-5 nm dans 1’eau par
réduction du Na>PdCls en présence de PluronicP123.5! La taille des nanoparticules et la forme
sont dépendantes des conditions. De plus, I’équipe a démontré qu’un tel systeme était capable
de catalyser la réaction de Suzuki-Miyaura entre des dérivés d’halogénure de benzyle et
I’acide phénylboronique dans un mélange DMF/eau a 90 °C en présence de carbonate de
césium comme base.

Nous appuyant sur ces travaux, deux formulations de nanoparticules ont été préparées par
réduction du tétrachloropalladate de potassium (KoPdCls) par des poloxameres. Les
nanoparticules stabilisées par le Pluronic F127 possédent un rayon hydrodynamique (RH) de
39 nm, un indice de polydispersité (PDI) inférieur a 0,2 et un z€ta potentiel négatif de -3 mV.
Celles préparées avec Pluronic F68 sont assez similaires (Tableau 1). Les images de

Cryomicroscopie révelent dans les deux cas des objets sphériques individualisés.
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Malheureusement, ces deux formulations sont peu stables a 37 °C et précipitent apres

quelques heures.

Tableau 1 Caractérisation des nanoparticules de Pd-Pluronic

Pluronic
Stabilisant Pluronic F68 Pluronic F127
RH (nm) 35,6 39,2
PDI 0,17 0,15
Potentiel { (mV) -2,9 -3,0

Image de

CryoTEM

b. Nanoparticules de Pd-Dextran
Le dextran est un polysacharide issu de la condensation du glucose découvert par Pasteur en
1861.1"%1 Ce polymeére a notamment été utilisé pour réduire la viscosité sanguine et prévenir la
formation de thrombose 1!, comme support pour I’oxyhydroxyde ferrique pour le traitement
de I’anémie.*” 11 est également utilisé en nanomédecine, comme alternative au PEG, pour
rendre « furtives » les NP en réduisant les interactions avec les opsonines?!! ainsi que comme
stabilisant pour des nanoparticules métalliques d’argent??!, d’or®¥), d’oxyde de fer®” ou de

palladium®!,
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Afin de synthétiser des nanoparticules de palladium stabilisées par le dextran, un protocole
semblable a celui utilisé pour le pluronic a été appliqué. Une solution de K2PdCly a été ajoutée
a une solution aqueuse de dextran. Le Pd(II) est ensuite réduit en Pd(0) par du borohydrure de
sodium pour donner des nanoparticules de Pd-Dextran. Quatre formulations ont été préparées
en présence de dextran 6000 (D6), de dextran 40000 (D40) et de dextran D6C et D40C en
présence de citrate de sodium trisodique proposé par Wittemann et coll. comme stabilisant
supplémentaire pour les nanoparticules de palladium.*>! Pour chacune des formulations, a été
réalisée une analyse du rayon hydrodynamique par DLS, du potentiel Zéta, et de la
morphologie par Cryo-TEM. Les résultats obtenus sont décrits dans le Tableau 3 ci-dessous.
En I’absence de citrate de sodium, les petites particules de palladium semblent se rassembler
en objets plus ou moins structurés d’une centaine de nanomeétres. En revanche, le citrate
déstructure ces agrégats et des particules de palladium individualisées d’une dizaine de nm

sont observées.

Tableau 2 Caractérisation des nanoparticules de Pd-Dextran 6000

Dextran 6 000
Formulation D6 D6C
RH (nm) 90,0 6,1
PDI 0,19 0,22
Potentiel { (mV) 93 -1,7

Image de

CryoTEM
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Tableau 3 Caractérisation des nanoparticules de Pd-Dextrane 40000

Dextran 40 000
Formulation D40 D40C
RH (nm) 121,4 13,1
PDI 0,20 0,21
Potentiel { (mV) -6,3 2,7

Images de

CryoTEM

c. Activité catalytique sur un acide aminé modele
Les diverses formulations de nanoparticules de palladium stabilisées avec les dextrans et les
poloxameres ont ensuite été testées comme catalyseur de la réaction de couplage de Suzuki-
Miyaura sur N-Boc-iodotyrosine utilis€é comme acide aminé modele et 1’acide
phénylboronique dans des conditions proches du milieu physiologique (37 °C, tampon pH 8).
Le taux de conversion de la réaction a été déterminé par RMN du proton par intégration du
systtme AB vers 3 ppm correspondant au méthyléene C-3 (Figure 1). Les résultats sont
consignés dans le Tableau 3. Toutes les formulations catalysent la réaction, celles reposant sur
le Dextran 6000 en présence de citrate étant la plus active. L’influence du citrate et donc de
I’agrégation des NP de Pd en objet plus gros, reste faible. Néanmoins, le niveau d’activité

reste limité comparé a ce qui est décrit dans la littérature.
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Schéma 1 Réaction de couplage de Suzuki-Miyaura entre la N-Boc-3-iodotyrosine et ’acide

phénylboronique, catalysé par les nanoparticules de palladium en milieu aqueux.

Table 4 Taux de conversion de la réaction de couplage catalysé par les nanoparticules de

palladium

N°® NP Conversion (%)®
1 Pd-F68 31%

2 Pd-F127 51%

3 Pd-D6 52%

4 Pd-D6C 66%

5 Pd-D40 47%

6 Pd-D40C 55%

1 Equiv. N-Boc-3-Todotyrosine, 3 équiv. d’acide phénylboronique, 1mol% Pd. ® La conversion a été déterminée

par '"H-NMR du milieu réactionnel a partir du signal du méthyléne C-3.
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Figure 2. Comparaison de spectres RMN proton du méthylene C-3 de la N-Boc-3-

iodotyrosine apres réaction de couplage en milieu aqueux

d. Conclusion
Les formulations décrites dans ce chapitre sont dans 1’ensemble stables et capables de
catalyser la réaction de Suzuki-Miyaura a température corporelle. Néanmoins aucune d’entre-
elles ne permet une conversion complete. Ce niveau d’activité reste insuffisant pour
I’application en chimie orthogonale que nous envisageons. Par conséquent, une autre
formulation a été étudiée avec le poly(éthyleneglycol)méthyl éther-block-poly(lactide-co-
glycolide) (PLGA-PEG) non-plus utilis€ comme simple stabilisant mais en « préformant » des
nanoparticules de polymere d’une centaine de nanometres et en précipitant a leur surface les

nanoparticules de Pd(0) par réduction d’un sel de Pd(II).
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e. Matériel et méthodes

Matériels

Tous les réactifs commerciaux proviennent de chez Merck et Alfa Aesar et ont été utilisés
sans purification préalable. L’eau MilliQ utilisée pour les réactions a été obtenue au moyen
d’un systeme Milipore). Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) du proton
'H (300 MHz) et du carbone '*C (75 MHz) ont été enregistrés avec un spectrométre Bruker
Avance 300 et les déplacements chimiques ont été donnés en partie par million (ppm), le pic
de solvant étant utilis¢é comme valeur de référence (Methanol-ds: 3,34 ppm). La multiplicité
des signaux est indiquée par : s = singulet, d = doublet, q = quadruplet, qt = quintuplet, m =
multiplet et les constantes de couplage sont données en Hz. Les spectres de masse ont été
enregistrés a 1’aide d’un spectrometre LTQ-Velos Pro de chez Thermofisher Scientific. Le
diameétre hydrodynamique et le potentiel { des nanoparticules ont été déterminés grace a un
Nanosizer Malvern: Nano ZS (Angle de dispersion 173°). Le potential { est mesuré apres
dilution avec une solution 1 mM en NaCl et calculé en appliquant I’équation de
Smoluchowski. Les mesures sont réalisées en triple. Les images de Cryo-MET ont été
obtenues a I’aide d’un microscope électronique a transmission JEOL JEM 100CXII a un
voltage de 100 kV. Les échantillons ont été préparés par dépot d’une goutte de suspension de
NP sur une grille de carbone recouverte de cuivre (Ted Pella). L’exces de solution est éliminé

avec un papier filtre.

Meéthodes

Méthode générale pour la préparation des nanoparticules de poloxamere

A une solution de Pluronic F68 ou F127 (10% en masse) dans 1’eau MilliQ (10 mL), est
ajoutée une solution de K,PdCls (100 mM, 100 pL, 0,01 mmol). La solution est agitée 16 h a
37 °C pour donner une suspension noire de nanoparticules de palladium a une concentration
de 1 mM en Pd.
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Méthode générale pour la préparation des nanoparticules de dextran

A une solution de D6000 ou D4000 (10% en masse) dans I’eau MilliQ (500 puL), est ajouté
une solution de KoPdCls (100 mM, 10 pL). La solution est agitée a température ambiante.
Apres 1 h une solution de NaBH4 (14,3 mM, 100 uL) est ajoutée goutte a goutte. Le milieu
est agité 1 h pour donner une suspension noire. Le milieu est dilué avec 450 uL d’eau MilliQ
avant d’étre centrifugé (1 h, 22 000 g, 4 °C). Le surnageant incolore est éliminé et le culot est
resuspendu dans 1 mL d’eau milliQ pour donner une suspension noire de nanoparticules de

palladium a une concentration de 1 mM en Pd.
Méthode générale pour la préparation des nanoparticules de dextran citrate

A une solution de D6000 ou D4000 (10% en masse) dans I’eau MilliQ (500 uL), est ajouté
une solution de KoPdCls (100 mM, 10 uL) et une solution de citrate trisodique (27,9 mM, 100
uL). Le mélange est agité a température ambiante. Aprés 1 h une solution de NaBH4 (14,3
mM, 100 uL) est ajoutée goutte a goutte. Le milieu est agité 1 h pour donner une suspension
noire. Le milieu est dilué avec 450 uL d’eau MilliQ avant d’étre centrifugé (1 h, 22 000 g, 4
°C). Le surnageant incolore est éliminé et le culot est resuspendu dans 1 mL d’eau milliQ
pour donner une suspension noire de nanoparticules de palladium a une concentration de 1

mM en Pd.

Réaction de couplage en milieu aqueux

Dans un Eppendorf de 1.5 mL, on introduit 3,2 mg de N-Boc-3-iodotyrosine (0,008 mmol, 1
equiv.) et 2,9 mg d’acide phénylboronique (0,024 mmol, 3 equiv.) dans 420 pL de tampon
phosphate (pH 8.0, 20 mM). La suspension de nanoparticules de palladium (1 mM, 80 pL, 8
10> mmol) est ajoutée. Le milieu est agité 2 h 4 37 °C avant d’étre lyophilisé et repris dans du

méthanol-d4 pour étre analysé par RMN du proton.
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2. Nanoparticules de Palladium supportées sur des nanoparticules de PLGA-PEG

Les nanosuspensions de Pd(0) stabilisées soit par des poloxameres soit par le Dextran s’étant
avérées posséder un niveau d’activité trop faible pour étre utilisées dans un milieu biologique
en chimie bio-orthogonale, nous avons poursuivi nos recherches vers une formulation plus
efficace. C’est ainsi qu’une formulation de nanoparticules de palladium supportées a la
surface de nanoparticules de poly(éthylene glycol) méthyl éther-block-poly(lactide-co-
glycolide) (PLGA-PEQG) a été développée. Ces nanoparticules ont montré une bonne stabilité
dans le temps, combinée a une excellente activité catalytique du couplage de Suzuki-Miyaura
en conditions physiologiques. Ces travaux ont fait I’objet d’une publication en 2016 dans
Chimia (Anaé&lle Dumas, Arnaud Peramo, Didier Desmaégle, Patrick Couvreur PLGA-PEG-
supported Pd nanoparticles as efficient catalysts for Suzuki-Miyaura coupling reactions in

water, Chimia, 2016, 70, 252-257) dont le manuscrit est reproduit ci-dessous.
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PLGA-PEG-supported Pd nanoparticles as efficient

catalysts for Suzuki-Miyaura coupling reactions in water

Anaélle Dumas, Arnaud Peramo, Didier Desmaéle, Patrick Couvreur*

Institut Galien Paris-Sud, Université Paris-Sud, UMR CNRS 8612, Faculté de Pharmacie, 5 rue Jean-Baptiste

Clément, 92296 Chatenay-Malabry Cedex, France.

Keywords: amino acids chemistry, palladium nanoparticles, Suzuki-Miyaura cross-coupling

Abstract: Chemical transformations that can be performed selectively under physiological
conditions are highly desirable tools to track biomolecules and manipulate complex biological
processes. Here, we report a new nanocatalyst consisting of small palladium nanoparticles
stabilized on the surface of PLGA-PEG nanoparticles that show excellent catalytic activity for
the modification of biological building blocks through Suzuki-Miyaura cross-coupling
reaction in water. Brominated or iodinated amino acids were coupled with aryl boronic acids
in phosphate buffer in good yields. Interestingly, up to 98% conversion into the coupled
amino acid could be achieved in 2 hours at 37 °C using the stable, water-soluble cyclic
triolborate as organometallic partner in the presence of only 1 mol% of palladium. These
results pave the way for the modification of biomolecules in complex biological systems such

as the intracellular space.
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Introduction

The tracking and manipulation of individual cellular components provide unprecedented
opportunities to understand complex cellular processes and may open new avenues for the
treatment of human diseases."! Among the functional tools available for the manipulation of
biological systems, “bioorthogonal reactions” offer versatile platforms for the selective and
controlled modification of biomolecules of interest.!'*! These transformations involve the
covalent bond formation reaction between non-native chemical tags that react highly
chemoselectively together under physiological conditions, while remaining inert towards the
myriad of other functional groups found in biological environments. The major difficulty
resides in finding non-perturbing chemical handles that react rapidly, while generating no or
non-toxic side products.’?! As a result, only a handful of reactions have been developed that
fulfil all of these criteria.®! Among them, the Staudinger ligation (azide-phosphine), copper-
catalyzed or strain-promoted azide-alkyne cycloadditions and tetrazine ligation approaches
are the most widely utilised bioorthogonal reactions to date.*! While these transformations
have been helpful addressing a number of fundamental biological questions,!'™ 3! toxicity,
cross-reactivity with endogenous thiols or other biomolecules, and poor stability of the
reagents in biological environments, complicate their application in a number of settings.[%!
Therefore, the design of truly bioorthogonal reactions, involving stable, selective and
synthetically accessible reaction partners remains an area of active investigation in chemical

biology.* 7!

Palladium-mediated cross-coupling reactions provide new possibilities for chemical reporter
strategies.!®! The reactive groups associated with these processes are rarely found in natural
systems and cross-coupling reactions proceed with high specificity and broad functional
group tolerance. However, the poor stability under aerobic conditions of most palladium(0)

complexes used as catalysts, and the high temperatures required for activation, have restricted
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these reactions to the conventional organic synthesis of small molecules. In the last decade,
efforts to develop water- and air-stable catalytic systems active within the narrow
biologically-relevant pH and temperature windows, have enabled the use of palladium
reactions in biological settings.[®® ! Palladium-catalyzed cross-coupling reactions involving
protein substrates suffered from low yields until Davis et al. reported the 2-amino-4,6-
dihydroxypyrimidine (ADHP)-based catalyst [Pd(OAc).(ADHP),] enabling efficient Suzuki-
Miyaura reaction of halogenated amino acids and peptides with boronic acids.!'”! This system
proved its efficacy in the preparation of structurally-defined protein-conjugates with excellent
conversions at chemically-installed or genetically-encoded aryl iodides on purified proteins
and on the surface of bacteria.!'%!! In parallel, the analog N,N’-dimethyl ADHP-palladium(II)
complex was reported by Lin ef al. to promote copper-free Sonogashira cross-coupling

reactions on alkyne-labelled proteins inside bacterial cells.!!?!

These results propelled palladium-mediated reactions in the very demanding bioorthogonal
chemistry toolbox. However, these transformations still suffer from drawbacks as the non-
specific interactions of the homogenous palladium complexes with nitrogen-, sulfur-, or
oxygen- containing biological building blocks may cause cytotoxicity!'! and impose to
remove the palladium catalyst after reaction using metal scavengers.'! The use of
heterogenous palladium catalysts could overcome these problems by reducing non-specific
binding to biomolecules.® Palladium nanoparticles (Pd NPs) stabilised by organic polymers,
or inorganic supports have already demonstrated their activity in Suzuki-Miyaura coupling
with small molecules. In this context, they present attractive alternatives to homogenous
catalysts owing to their facile separation from final products, possible reusability and cost-
effectiveness as no elaborate ligand is necessary to their stabilisation.['*! However, most
reported Pd NPs-mediated reactions require the use of organic co-solvents, surfactants, strong

bases and/or high temperatures, which are not compatible with biological applications.!'* In
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our continued effort to develop efficient nanotechnologies to promote biologically compatible
reactions, we report here the elaboration of palladium nanoparticles (ca. 5 nm diameter)
stabilized on the surface of larger poly(d,l-lactide—co—glycolide)-block—poly(ethylene glycol)
copolymer nanoparticles (PLGA-PEG NPs, ca. 160 nm diameter) as catalysts for the Suzuki-
Miyaura cross-coupling reaction between halogenated amino acids and aryl-boron reagents
under physiologically-relevant conditions. The prepared palladium-PLGA-PEG (Pd-PLGA-
PEG) nanoassemblies (176 nm mean diameter) were found to be good catalysts for the
coupling of brominated or iodinated amino acids with aryl boronic acids in phosphate buffer.
Interestingly, the coupling with a stable water-soluble cyclic triolborate was even more
efficient, yielding up to 98% conversion in 2 hours at 37 °C in the presence of only 1 mol% of
palladium, even at slightly acidic pH. The remarkable activity of these palladium-loaded
nanoassemblies even in the absence of added base, the stability and the water-solubility of the
cyclic triolborate!'®! make these reaction conditions a potential tool for the modification of

biological systems through carbon-carbon bond formation.
Results and Discussion
Preparation of palladium-loaded nanoassemblies

The palladium-loaded PLGA-PEG nanoparticles were assembled according to a
straightforward two-step process. Stable PLGA-PEG nanoparticles (157.9 nm * 7.8 nm
hydrodynamic diameter, as revealed by dynamic light scattering (DLS) analysis) were
prepared according to the emulsion-evaporation method. These polymeric nanoparticles were
then incubated with an aqueous solution of K,PdCls. The mixture was stirred vigorously for
15 hours at 25 °C. The excess of palladium was then removed from the stable palladium-
loaded nanoassemblies by ultracentrifugation. Cryogenic transmission electron microscopy
(cryo-TEM) images of the Pd-PLGA-PEG nanoassemblies (Figure 1 A & B) showed

palladium nanoparticles of 5.6 = 1.2 nm diameter (Figure 1D) positioned on the surface of the
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polymeric nanoparticles. Inductively-coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) quantified
the presence of 4.8 atoms of palladium/polymer chain (Pd/polymer mass ratio = 0.01). DLS
analysis revealed that palladium loading resulted in an increase in diameter going from 157.9
nm * 7.8 nm for PLGA-PEG NPs to 176.3 * 6.8 nm for Pd-PLGA-PEG nanoassemblies.
Reduction of the negative surface charge (Zeta potential) from -14.32 + 0.45 mV to -7.68 +
5.71 mV was also observed upon palladium loading (Table 1). Despite their low absolute
surface charge, the Pd-PLGA-PEG nanoassemblies showed reasonable stability, with no
significant aggregation at least 3 days after preparation (Figure 1C). Macroscopic aggregation

was, however, observed after six days of storage.

Table 1. Physicochemical characterisation of PLGA-PEG NPs and Pd-PLGA-PEG nanoassemblies (NAs). Each

value represents the average of more than six experiments % standard deviation.

Hydrodynamic Polydispersity Zeta potential

diameter (nm) index (mV)
PLGA-PEG
1579+7.8 0.094 + 0.016 -14.3+0.5
NPs
Pd-PLGA-PEG
176.3 £ 6.8 0.113 +£0.039 7175
NPs
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Figure 5 : Cryo-TEM images of (A) a representative sample and (B) a zoom of Pd-PLGA-PEG nanoassemblies.
(C) Evolution of the mean diameter of Pd-PLGA-PEG nanoassemblies upon incubation at 25°C in water for
several days after resuspension (PLGA-PEG concentration = 0.2 mg / mL), (D) Size distribution of the
palladium nanoparticles on the PLGA-PEG (304 randomly chosen samples on Cryo-TEM images, mean

diameter: 5.59 nm = 1.17nm).

Catalytic activity of Pd-PLGA-PEG nanoassemblies in Suzuki-Miyaura cross-coupling

The catalytic activity of the prepared assemblies was tested on model Suzuki-Miyaura
reactions involving halogenated phenylalanine and tyrosine analogs in the presence of 1
mol% palladium in the form of Pd-PLGA-PEG nanoassemblies and in pH 8.0 phosphate
buffer at 37 °C (Table 2). In these conditions, the reaction of N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine
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(1) with phenyl boronic acid reached 42% and 68% conversion after 2 and 18 hours
respectively as determined by 'H-NMR (Table 2, entry 1). Surprisingly, reaction with the 4-
bromo-analog (2) showed 43% and 98% conversion efficiency after 2 and 18 hours
respectively under the same conditions (Table 2, entry 2). Although aryl bromides are usually
less reactive than their iodinated analogs in the Suzuki-Miyaura reaction,'® the poor solubility
of N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine in phosphate buffer might explain the reversed reactivity
pattern observed here. However, coupling of the chlorinated analog (3) did not give the
desired product under the mild conditions used here (Table 2, entry 3). When applied to N-
Boc-3-iodo-L-tyrosine (4), our standard conditions yielded the expected coupling product in

67% and 70% conversion after 2 and 18 hours respectively (Table 2, entry 4).

Exploring the electronic effect of substituents on the phenyl boronic acid revealed that, as
expected, substitution on the 3-position of the phenyl ring with an electron-withdrawing nitro
group, significantly slowed down the reaction rate, probably due to a decreased
nucleophilicity of the boron reagent, disfavouring the transmetallation step. In this case, no
reaction was observed with N-Boc-4-bromo-L-phenylalanine (2) whereas, the coupling with
N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1) afforded the corresponding adduct in 35% conversion in 2
hours (Table 2, entry 5). By contrast, an electron donating methoxy group on the 4-position of
the phenyl boronic acid facilitated the reaction. Thus, as expected from an increased
nucleophilicity of the boron coupling partner, coupling of N-Boc-4-bromo-L-phenylalanine
(2) with 4-methoxyphenylboronic acids was found more efficient than in the absence of

substituent, giving 62% conversion in 2 hours (Table 2, entry 6).
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Table 2 : Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions between halogenated amino acid and phenyl boronic acid

derivatives catalyzed by Pd-PLGA-PEG nanoassemblies.

&

9
C

9H
R1—-X + HO'B | AN  —— R1—@
. 20mM Phosphate R2
R2 buffer pH 8.0
37°C
Time Conversion
No R1-X R2
(h) (%)@
0
1 BocHN\E/u\OH H 2 42
L 18 63
o)
2 BocHN\e)-LOH H 2 43
@ \©\Br 18 98
o}
; BocHN\E)LOH - 2 0
@ \©\0| 18 0
A BocHN i on " 2 67
B I
. O I8 70
X =
o)
s BocHN\')LOH ; o Br: 18 0
H -NO»
Q, X = 35
2
Q
BocHN\:)LOH
6 E 4-OMe 2 62

(2) \©\Br

1 equiv. R1-X, 3 equiv. Y-B(OH),, 1mol% Pd on PLGA-PEG nanoparticles. ® The conversion was determined by "H-NMR spectroscopy on

the crude reaction mixture.
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Aryl boronic acids are the most widely used coupling partners in the Suzuki-Miyaura cross-
coupling reaction, nevertheless they can suffer from a poor stability and give side reactions
such as protodeboronation, di- and trimerization leading to the formation of byproducts,
reducing yields and demanding laborious purification processes.!!”! Alternative organoboron
reagents, such as pinacol esters, potassium trifluoroborates, or boronates, display improved
physico-chemical properties providing clear advantages over standard boronic acids under
specific Suzuki-Miyaura coupling conditions. To investigate the effect of the boron species on
the reaction outcome, different water-soluble boronic coupling partners were tested in a model
system involving the halogenated N-Boc-L-phenylalanine derivatives 1-3 with phenyl-boron
reagents 5-7 in the presence of 1 mol% of PLGA-PEG-supported palladium.
Aryltrifluoroborate salts and the 6-methyl-2-phenyl-1,3,6,2-dioxazaborocane-4,8-dione
(phenyl boronic MIDA esters) are known partners of the Suzuki-Miyaura cross-coupling
reaction with the advantage to be monomeric, crystalline and air- and moisture-stable
reagents.!'8! Although usually more efficient than the corresponding boronic acids in some
reaction settings,!'*¥ little or no reaction was observed with our system after 18 hours (Table

3,entry 1 & 2).

The air- and moisture-stable tertracoordinated boronate complex 7 was then tested. These
reagents were reported as useful reaction partners in Suzuki-Miyaura cross-couplings as the
quaternarisation of the boron center with the anionic ligand enhanced significantly the
nucleophilicity of the organic groups attached, facilitating transmetallation on the metal
center. [ As a result, such reagents have been reported to react in the Suzuki-Miyaura cross-
coupling reaction even in the absence of added base. The phenyl cyclic triolborate derivative
(7) was prepared from phenyl boronic acid following a reported procedure.!'>®! Interestingly,
the reaction of this compound with N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1) in the presence of the

catalytic Pd-PLGA-PEG nanoassemblies led to excellent conversion in 2 hours in pH 8.0
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phosphate buffer at 37°C (Table 3, entry 3). The reaction with the less reactive 4-bromo-
phenylalanine analog (2) led to 90% and 98% conversion in 2 and 18 hours respectively
(Table 3, entry 4). However, by analogy with the observation made with the arylboronic
acids, no reaction was observed with N-Boc-4-chloro-L-phenylalanine (3) (Table 3, entry 5).
Remarkably, although Suzuki-Miyaura cross-couplings with aryl boronic acids usually require
the addition of an exogenous base, the reaction between N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1)
and the triolborate (7) catalyzed by the palladium-assemblies gave excellent conversions in 2
hours even in neutral and slightly acidic buffers (97% conversion at pH 7.0 and 6.0) (Table 3,
entries 6 & 7). The remarkable activity of these palladium-loaded nanoassemblies in the
absence of added bases represents a significant advantage over standard Suzuki-Miyaura
coupling conditions for reactions involving base-sensitive reaction partners or where little

control over the pH is possible.

Interestingly, the process is not limited to the micromolar scale but could be scaled to afford
milligram quantities. The reaction of 33 mg of N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1) with (7) in
the presence of Pd-PLGA-PEG nanoassemblies (1mol% palladium) showed complete
conversion after 2 hours at 37 °C in phosphate buffer. The coupled product was isolated by
column chromatography in 89% yield validating the usefulness of our process for synthetic

transformations of polyfunctional, water-soluble substrates under mild conditions.
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Table 3 : Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions between halogenated phenylalanine and various organoboron

reagents catalyzed by Pd-PLGA-PEG nanoassemblies

+
\©\ 20mM Phosphate
X buffer
37°C

R2- pH Time Conversion
No X
B(OH) (h) (%)@
BF K
1l T, 8.0 18 4
Y
2 I @‘B\;&‘o 8.0 18 0
©) °o
y 2 98
3 I ég’eo o 8.0
o 18 100
y 2 90
4  Br % 8.0
) 18 98
A<
5« é@ 9, 8.0 18 0
(7)
A<
6 I é@ 9, 7.0 2 97
(7)
71 %, 60 2 97

1 equiv. R1-X, 3 equiv. Y,B-Ph, 1 mol% Pd on PLGA-PEG nanoparticles. (a) The conversion was determined by '"H-NMR spectroscopy on

the crude reaction mixture.
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Conclusion and perspectives

The Pd-PLGA-PEG nanoassemblies reported here showed excellent catalytic activities for the
coupling of halogenated amino acid analogs via Suzuki-Miyaura reaction in water and mild
conditions without the need of additional co-solvents or surfactants. Noteworthy is the
remarkable efficiency of the coupling process when using cyclic triolborate reagents as boron
partners. Indeed, the reaction of N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1) with a phenyl cyclic
triolborate derivative (7) led to 98% conversion in 2 hours in the presence of 1 mol%
palladium in aqueous phosphate buffer at 37 °C, near-physiological pH and on a synthetically

relevant-scale.

The Suzuki-Miyaura cross-coupling variant reported here work even at slightly acidic pH.
This will present a significant advantage compared to the original version of the reaction in
environments where the pH cannot be controlled, such as in the intracellular space. In
addition, the chelating effect of the polymer chains stabilising the metal may reduce non-
specific interactions with surrounding biomolecules, and thus minimize toxicity as compared
to small-molecule-stabilized homogenous catalysts. In this context, we believe that the present
approach will contribute to the design of a catalytic system able to selectively achieve an

irreversible carbon-carbon bond formation in complex biological systems.

Material and Methods

Material

Unless otherwise stated, all reagents and solvents were purchased from Sigma-Aldrich.
Potassium tetrachloropalladate (II) (K2PdCls) 99.99% trace metal basis (Sigma-Aldrich, Lot

N° MKBL2083V) was used as a palladium source.

N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine, N-Boc-4-bromo-L-phenylalanine and N-Boc-4-chloro-L-
phenylalanine were purchased from Alfa Aesar. N-Boc-3-iodo-L-tyrosine was prepared as

67



reported elsewhere.!'”) PLGA-PEG (poly(ethylene glycol)-poly(DL-lactide-co-glycolide)
50:50 Resomer® PEG type RGP d 50105 (MW 50000 g/mol) (diblock, 10% PEG with 5000
Dalton, Evonik Industries AG, Essen, Germany) was generously donated by the group of
Prof. Elias Fattal, Université Paris-Saclay. Deionized MilliQ purified water was used for all
chemical reactions and for nanoparticles synthesis. Proton nuclear magnetic resonance ('H
NMR) spectra were recorded on a Bruker AV500 (500 MHz) or Bruker AV400 (400 MHz).
All chemical shifts are quoted on the o scale in ppm using residual solvent as the internal
standard. Utracentrifugation was achieved using Optima LE-80K Ultracentrifuge Beckman

Coulter apparatus.

PLGA-PEG Nanoparticles (PLGA-PEG NPs) preparation

Plain PLGA-PEG nanoparticles were prepared by emulsion-evaporation. Practically, PLGA-
PEG (50 mg) was dissolved into CH>Cl» (4 mL). The organic phase was emulsified into 10
mL of 1.5% sodium cholate (w/v) aqueous solution using a vortex for 1 min and then a
vibrating metallic tip at 180V, at 30% amplitude for 1 min at O °C. The organic solvent was
evaporated by magnetic stirring for 4 h. The nanoparticles were recovered by
ultracentrifugation (1 h, 27 440 g, 4 °C) and the pellet was resuspended in MilliQ water to

form a stock suspension of 5 mg PLGA-PEG / mL.
Pd loading on PLGA-PEG nanoparticles (Pd-PLGA-PEG NPs)

PLGA-PEG NPs stock suspension (200 pL, 1 mg PLGA-PEG, 0.02 umol) was diluted with
990 pL MilliQ water. KoPdCly stock solution (10 pL, 100 mM, 1 pmol) was added and the
mixture was briefly vortexed and then incubated on at thermostated shaker (bioSan TS-100) at

25 °C and 800 rpm for 15 hours. The resulting nanoassemblies were recovered by
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ultracentrifugation (1 h, 24 696 g, 4 °C), the supernatant was removed and the pellet was

resuspended in 450 puLL MilliQ water.

Size and zeta potential

The hydrodynamic diameter (dH) and polydispersity index (PDI) of the PLGA-PEG NPs and
Pd-PLGA-PEG nanoassemblies, were measured by quasi elastic light scattering, using a
Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern, France). Suspensions were diluted in water and
filtered over a 1 um pores glass filter. Measurements were performed in triplicate at 20 °C, at
an angle of 173° to avoid multiple scattering. The counting time was set at 60 s. Zeta potential
measurements were carried out with the same instrument, at 25 °C, in 1 mM NaCl. The
average palladium nanoparticles size and size distribution on the surface of the PLGA-PEG
NPs were obtained from randomly chosen particles on Cryo-TEM images using imagel]

software.

Cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM)

For cryogenic transmission electron microscopy (cryo-TEM) analysis, 5 pL of
nanoassemblies suspension at Smg/mL were deposited onto a Lacey Formvar/carbon 300
Mesh Copper grid (Ted Pella). Most of the drop was removed with a blotting filter paper and
the residual thin film remaining was vitrified by plunging into a bath of liquid ethane slush.
The grids were stored under liquid nitrogen temperature until transfer to a 626 Single Tilt
Cryotransfer System (Gatan Inc.) and observed with a JEOL 2100HC microscope operated at
200KV (JEOL Europe SAS). Images were recorded under low dose conditions on a Gatan
Ultrascan 4k x 4k Digital (CCD) Camera System Camera at a nominal magnification of 80 x

at a defocus level of 2 ym.

Determination of Pd encapsulation efficacy by ICP-MS
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The association of Pd to PLGA-PEG nanoparticles (ie., encapsulation efficacy) was
determined by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) by Antellis (Parc

technologique du Canal, 3 rue des satellites, 31400 Toulouse).
Potassium 4-methyl-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-borate-bicyclo[2.2.2 Joctane (7)

A mixture of phenylboronic acid (I mmol, 1219 mg, 1 equiv.) and 1,1,1-
tris(hydroxymethyl)ethane (I mmol, 120.1 mg, 1 equiv.) in toluene (2 mL) was heated under
reflux with azeotropic distillation using a Dean-Stark apparatus for 4 hours. The solvent was
removed under reduced pressure and the residue taken up into toluene (2 mL) and solid KOH
(0.9 mmol, 50.4 mg, 0.9 equiv.) was added. The reaction mixture was heated at reflux with
removal of the water by Dean-Stark method for 4 hours. The solid that precipitated was
filtered, washed with acetone and dried under reduced pressure to afford the expected salt (7)
(219.6 mg, 90 % yield). 'H NMR (300 MHz, DMSO) & 7.30 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.92 (m,
3H), 3.56 (s, 6H), 0.47 (s, 3H). 13C NMR (75 MHz, DMSO) § 132.61, 125.86, 124.31, 74.19,

16.76, (C-B signal was not detected).
General method for Suzuki—-Miyaura coupling on small scale

In an eppendorf tube, the arylhalide (0.008 mmol, 1 equiv.) and the boronic acid (0.024 mmol,
3 equiv.) were suspended in phosphate buffer pH 8.0 (200 mM, 50uL). The suspension of Pd-
PLGA-PEG nanoassemblies (0.00008 mmol, 0.01 equiv., 450 uL) was added and the reaction
was mixed and shaken on a thermostated shaker (bioSan TS-100) at 800rpm at 37 °C. After
2/18h, reaction was frozen in liquid nitrogen and the solution lyophilised. The crude product

was dissolved in MeOD and analysed by 'H-NMR.

Synthesis of N-Boc-4-phenyl-L-phenylalanine via Suzuki-Miyaura coupling involving cyclic
triolborate 7
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The N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (0.08 mmol, 31.3 mg, 1 equiv.) and the potassium 4-
methyl-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-borate-bicyclo[2.2.2]octane (7) (0.240 mmol, 58.5 mg, 3
equiv.) were dissolved in phosphate buffer (200 mM, 500uL). Then Pd-PLGA-PEG
nanoassemblies (0.0008 mmol Pd, 0.01 equiv., 4500 uL) were added and the reaction was
stirred at 37 °C. After 2 hours, the solution was acidified with a citric acid solution 10% (5
mL). The aqueous solution was extracted with EtOAc (5 x 5 mL). The combined organic
layers were then washed with brine (10 mL), dried over MgSOQy, filtered and concentrated.
The residue was purified by chromatography on silica gel column (100/0 to 95/5
DCM/MeOH) to provide the expected N-Boc-4-phenyl-L-phenylalanine (22.1 mg, 89%). 'H
NMR (500 MHz, MeOD) & 7.47 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.6
Hz, 2H), 7.20 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 4.21 (m, 1H), 3.11 (dd, J = 13.6, 4.8 Hz, 1H), 2.86 (dd, J =

13.6, 8.0 Hz, 1H), 1.24 (s, 9H). MS (ESI+) m/z (%): 364.1 (100%) [M+Na]".
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3. Conclusion
En conclusion, nous avons préparé différentes formulations de nanoparticules de palladium,
stabilisées par un polymere (Pluronic F68 et F127) ou par un polysaccharide (Dextran
6000/40000 en présence ou non de citrate). Dans chacun des cas, le rayon hydrodynamique
varie en fonction de support : 30-40 nm pour les nanoparticules de Pluronic-Pd, 90-120 nm
pour de Dextran-Pd. L’ajout de citrate lors de la préparation des nanoparticules de dextran
permet d’obtenir des nanoparticules de rayon hydrodynamique plus petit autour de 10 nm
mais n’améliore pas I’activité catalytique qui reste voisine de 50%. Cette faible activité peut
s’expliquer par la précipitation rapide des nanoparticules lors de la réaction entrainant une
diminution de la surface permettant la catalyse. Ces formulations n’ont donc pas été retenues

pour la suite du travail.

En ce qui concerne les nanoparticules de PLGA-PEG-Pd une formulation satisfaisante a été
mise au point. Une bonne stabilité combinée a une activité catalytique remarquable nous a
conduit a retenir cette formulation en combinaison avec les sels de triol borates cycliques qui
sont les partenaires organoborés de choix pour effectuer cette transformation. Néanmoins, il
est apparu ultérieurement que la stabilité¢ de ces formulations au-dela de quelques jours était
dépendante de I’origine du palladium. En dépit de nos efforts pour identifier la source du
probléme en changeant de fournisseur, de réducteur, en étudiant le pH etc... nous ne sommes
pas parvenus a éliminer totalement ce probleme. L’utilisation d’une formulation devant étre
systématiquement préparée fraichement avant chaque expérience constituait un obstacle
logistique considérable pour la suite du projet. C’est pourquoi, nous avons par la suite délaissé
les nanoparticules de PLGA-PEG-Pd au profit des oursins de palladium nanoparticulaires
préparés par radiolyse développés par le Dr. Hind Rémita au sein du Laboratoire de Chimie
Physique de I’Université Paris-Sud qui nous assuraient une garantie d’uniformité et de

stabilité a long terme.
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Chapitre 3 : Modification
s€lective d’une protéine
naturelle catalysée par des
nanoparticules de palladium

dans un broyat d’organe
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Dans ce chapitre nous montrons qu’il est possible de coupler de manieére covalente la
thyroglobuline a une sonde exogeéne par une réaction de Suzuki-Miyaura catalysée par des
nanoparticules de palladium dans un milieu biologique complexe constitué d’un broyat
d’organe. Ce travail est présenté sous forme de manuscrit a la fin du Chapitre. Au préalable,
nous commencerons par une bréve présentation de la thyroglobuline, de son role
physiologique et de son implication dans les maladies thyroidiennes. Nous décrirons plus en
détail la facon dont cette unique protéine halogénée de 1’organisme est iodée in vivo. Nous
poursuivrons en exposant les travaux réalisés pour établir un modele cellulaire permettant
I’expression de protéines iodées. Ensuite, nous décrirons la synthése d’un acide arylboronique
couplé a la rhodamine constituant une sonde fluorescente permettant la détection de la

formation d’une liaison covalente C-C avec une protéine.

1. La thyroglobuline
La thyroglobuline est une glycoprotéine de 660 kDa qui existe principalement sous la forme
d’un homodimere de deux sous-unités de 330 kDa. Cette protéine est synthétisée dans la
thyroide dans le réticulum endoplasmique des thyrocytes par les ribosomes avant d’étre
glycosylée dans 1’appareil de Golgi et transférée hors des cellules vers le lumen des follicules.
Les follicules thyroidiens sont des formations sphériques comprenant une paroi, constituée
par un épithélium simple reposant sur une lame basale et comportant divers types de cellules
dont les cellules folliculaires (thyrocyte) et un contenu amorphe, pateux et jaunatre : la
colloide (Figure 1A). C’est précisément dans la colloide que 1’iode est fixé sur la
thyroglobuline par iodation des thyrosines sous l’action de plusieurs protéines dont le
Symport sodium/iode (NIS) qui apportent les ions iodure, la Dual oxydase2 (DUOX2) et son
facteur de maturation (DUAXOA?2) qui permettent la production d’eau oxygénée, et la
thyropéroxydase TPO, une peroxydase héminique, catalysant I’oxydation des ions iodure en
complexe hypoiodite du fer [TPO-Fe(III)OI] qui serait 1’espéce iodante du processus.!! Les

thyrosines de la thyroglobuline peuvent étre mono iodées (MIT) ou diiodées (DIT). Un
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couplage oxydant entre les résidus iodés (MIT et DIT) catalysé également par la TPO conduit
aux précurseurs des hormones 3,5,3’,5’-tétraiodothyronine (T4) et 3,5,3'-triitodothyronine
(T3). La thyroglobuline iodée est alors endocytée dans les thyrocytes et soit digérée dans les
lysosomes pour produire les hormones T3 et T4, soit stockée et dé-iodée par 1’iodothyrosine

désiodase DEHAL1 pour apporter une source diode.?!

Dans certains cas, ce systeme de production des hormones thyroidiennes peut étre dérégulé.
C’est le cas dans la maladie de Basedow, une maladie auto-immune qui entraine la production
d’anticorps anormaux dirigés contre les thyrocytes qui stimulent continuellement la
production d'hormones thyroidiennes, reproduisant les effets de la thyréostimuline
(Stimulating Thyroid hormone, TSH). Cette dérégulation du systéme de production provoque
une hyperthyroidie entrainant des symptomes variés comme 1’accélération du métabolisme,
une perte de poids, une diaphorese, une irrégularité du rythme cardiaque, une augmentation de
la nervosité. Il existe deux traitements a cette maladie : l'utilisation de médicaments
antithyroidiens qui vont bloquer la production d’hormones ou I’ablation partielle ou totale de
la thyroide. Cette opération entraine pour le patient 1’obligation de prendre un traitement de
substitution comme le Lévothyroxe® avec toutefois certains effets secondaires possibles.
Trouver de nouvelles méthodes pour modifier et contrdler la production d’hormones

représente donc un enjeu thérapeutique.
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Figure 1. Représentation schématique de la biosynthese et de la libération d'hormones thyroidiennes.
A- Structure tridimensionnelle des follicules thyroidiens entourée de cellules thyroidiennes
épithéliales folliculaires. Les protéines impliquées dans la biosynthese et la libération des hormones
thyroidiennes sont représentées. NIS: symporteur sodium / iodure; KCNQI et KCNE2: canaux Kp
voltage-dépendants; TSHR: récepteur de la thyrotropine; MCTS: transporteur de monocarboxylate 8,
transporteur d'hormones thyroidiennes; DUOX2: double oxydase 2; DUOXAZ2: facteur de maturation
de la double oxydase 2; TPO: thyroperoxydase; DEHAL: iodotyrosine déshalogénase. B
reconnaissance du groupe hémique par la TPO, C- L'oxydation de l'iodure et son incorporation dans
la thyroglobuline (organification). D- Le couplage oxydant des iodotyrosines, MIT et DIT, dépend de
la présence de TPO et de peroxyde d'hydrogene (H202) et conduit a la formation des précurseurs T3

et T4. (Avec la permission de la Ref. 2)
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2. Recherche d’un systeme biologique exprimant une protéine iodée.

a. Expression de la thyroglobuline iodée dans les thyrocytes de rat
Pour démontrer la possibilité de modifier la thyroglobuline par une réaction pallado-catalysée
en milieu biologique, la premiere stratégie envisagée a été d’effectuer un couplage de Suzuki
a I'intérieur de thyrocytes. Deux lignées cellulaires de thyrocytes de Rat, les FRTL-5 et les
FRTL ont été retenues. Ces lignées commerciales sont réputées exprimer naturellement la
thyroglobuline iodée et sont utilisées comme modele d’étude de la thyroide. ™
Malheureusement, 1’analyse protéomique de la thyroglobuline isolée par gel d’électrophorese
a montré qu’en aucun cas la protéine n’était iodée et ce, quelles que soient les conditions de
culture incluant 1’ajout de Nal, d’eau oxygénée, de TSH ou encore de transferrine. (Cf:
Chapitre 3.7. Supplementary informations du manuscrit). Si la perte des caracteres spécifiques
des thyrocytes lors des cultures in vitro est un phénoméene connu, ce probléeme remettait en

cause notre stratégie.*!

b. Utilisation de cellules thyroidiennes transfectées
La seconde solution étudiée pour obtenir des cellules exprimant une protéine iodée a été
d’utiliser des cellules transfectées. Mais de quels genes doivent-elles étre dotées pour obtenir
I’organification de 1’iode? Wenzel et coll. ont montré en utilisant de 1’iodure de sodium
radioactif Na['?’I] que 1'organification de la thyroglobuline dans des cellules cancéreuses
thyroidiennes exprimant la TPO et le NIS n’augmente pas en fonction de 1’accumulation
d’iode ! Ces résultats ont été mis en évidence grice a la transfection des génes pIRES-NIS et
pIRES-TPO dans des lignées de carcinome papillaire de la thyroide, B-CPAP et BHT-101. 1l

en est de méme dans les cellules embryonnaires de rein humain HEK-293.

Il a également été montré, en utilisant des inhibiteurs spécifiques, que l'organification est
strictement dépendante de la TPO et non du NIS. De plus, les auteurs ont mis en évidence la

formation d’un grand nombre de protéines iodées entre 30 et 250 kDa démontrant 1’absence
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de spécificité de la TPO. Il est donc permis d’envisager d’utiliser cette enzyme pour ioder a
volonté des protéines plus simples comme 1’albumine bovine (BSA) par exemple qui est un
standard en analyse protéomique.”’ En 2015, Carré et Coll. ont transfecté les génes
d’expression des protéines DUOX?2 et DUOXAZ2 natives et mutantes dans des cellules HEK et
ont dosé la production d’eau oxygénée. Ces résultats démontrent qu’il est donc possible de

transfecter les deux protéines qui permettent 1’organification de I’iode.%!

Mais est-il possible de produire une protéine iodée dans des cellules transfectées par les genes
d’expression de la TPO, du NIS et des DUOXA?2 et DUOX2 ? En collaboration avec le Dr.
Corine Dupuy a Institut de Cancérologie Gustave Roussy de Villejuif. (UMR 8200 CNRS)
cette expérience a été tentée dans des cellules HEK. Ces cellules ont été transfectées avec les
différents plasmides contenant les genes codant pour les protéines intervenant dans
I’organification. Une fois la lignée établie, la production d’eau oxygénée a été mesurée en
utilisant I’Amplexl] Red. Ce réactif (10-acétyl-3,7-dihydroxyphénoxazine) est oxydé en
résorufine fluorescente par 1’eau oxygénée. L’ apparition de la fluorescence traduit donc une

activité peroxydase (Schéma 1).

HO2  H,0
ReesuiWILTTE
X L r

o

Schéma 2 Conversion de I’Amplex red en résorufine fluorescente sous l’action d’H;O; et d’une

peroxydase

L’activité peroxydase des enzymes transfectées séparément ou ensemble, mesurée par
fluorescence est présentée dans la Figure 2. Les cellules transfectées par la TPO, la TPO +
DUOX?2 présentent un niveau de fluorescence ne dépassant pas le niveau basal. En revanche,
la transfection du cocktail TPO + DUOXA2 et DUOX2 est beaucoup plus actif. L’ajout de

NIS n’a pas d’influence.
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Figure 6 Mesure de [’activité de la thyroperoxydase et de la production d’H>O; dans les cellules HEK

transfectées.

Ayant établi un systéme contenant I’ensemble des éléments nécessaires pour 1’iodation d’une
protéine, I’albumine bovine a été sélectionnée comme modele, car c’est une protéine
commerciale, bon marché et utilisée comme standard en analyse de protéomique et qui
possede 21 tyrosines pouvant étre iodées. La BSA et du Nal ont donc été ajoutés au milieu de
culture des cellules transfectées. Aprés incubation, la BSA a été séparée par gel
d’électrophoreése, avant d’étre digérée et analysée en protéomique par MS/MS pour
déterminer le nombre de peptides iodés. Les détails expérimentaux de cette analyse sont
décrits dans le manuscrit soumis a publication et dans les Suppl. Informations de cet article au
Chapitre 7.3. Malheureusement, aucun peptide iodé n’a été détecté. Ce résultat décevant
semble indiquer que la présence d’eau oxygénée et d’ions iodure ne suffit pas a I’iodation
d’une protéine et que des €léments non encore identifiés doivent participer a la réaction. En
I’absence d’autres pistes, cette voie a été abandonnée au profit d’une tentative d’utiliser la

machinerie cellulaire des thyrocytes primaires humains pour ioder une protéine.
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c. Tentatives d’iodation de la BSA dans une culture primaire de thyrocytes humains
La troisieme voie que nous avons explorée a consisté en 1’utilisation de thyrocytes humains
pour ioder une protéine exogeéne. L hypothése était que ces cellules issues de tissu de patient
posseédent a leur surface 1I’ensemble des éléments permettant 1’iodation. En complétant le
milieu de culture avec de la BSA, de I'iodure de sodium et de I’eau oxygénée, les cellules
seraient capables d’ioder la protéine. Des thyrocytes ont donc été isolés a partir d’exéréses
chirurgicales de patient souffrant de Maladie de Basedow. Ces pi¢ces nous ont été fournies
par le Dr Benoit Lamber et le Dr Jacques Young a I’Hopital Bicétre. La mise en culture des
thyrocytes primaires a partir de I’organe est décrite dans le Chapitre 3.7. (Supplementary
Informations du manuscrit). Aprés isolement, la BSA a été étudiée en protéomique.
Malheureusement, aucune iodation des thyrosines de la BSA n’a été détectée par
protéomique. L’organisation folliculaire pourrait étre nécessaire pour maintenir une
concentration d’H>O» constante et non toxique pour les cellules, permettant aux diverses
enzymes de jouer leur réle. Une autre hypothése serait que les cellules hors de 1’organe

perdent rapidement leur capacité d’iodation

d. Réaction de Suzuki-Miyaura dans un broyat de thyroide.
Devant ces difficultés, nous avons décidé de tenter la réaction de Suzuki sur la thyroglobuline
iodée au sein d’un broyat d’organe provenant d’une thyroidectomie, mimant le milieu

biologique. Cette étude est décrite en détail dans le manuscrit au Chapitre 3.7.

3. Développement des outils d’analyse de la thyroglobuline
La détection d’une éventuelle liaison covalente au sein d’une aussi grosse protéine est un défi
analytique majeur. Les analyses précédemment décrites reposaient sur I’analyse par
spectrométrie de masse de la protéine préalablement purifiée par électrophorese. Les données
de fragmentation sont ensuite analysées par des outils informatiques de protéomique. Cette

analyse est extrémement lourde, chére, et soumise a des délais d’acces aux appareils et aux
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aléas techniques. Il nous fallait un moyen plus simple et peu couteux d’analyser les résultats
d’un essai de couplage permettant en outre d’évaluer rapidement les effets d’un changement
des parameétres réactionnels. Nous avons développé deux sondes a cet effet: une sonde
biotinylée permettant la détection par Western-blot (La synthése et I'utilisation de cette sonde
constituent le cceur du manuscrit soumis a publication, voir chapitre 3.7) et une sonde
fluorescente basée sur un fluorophore rhodamine. Pour chacune de ces deux sondes, nous
avons couplé une téte réactive de type aryltriolboronate cyclique puisque nous avons vu au

Chapitre 2 que c’était ce dérivé du bore qui était le plus réactif avec les nanoparticules de Pd

dans 1’eau.

a. Synthese d’une sonde rhodamine-triol boronate
Comme fluorophore, la rhodamine B a été sélectionnée en raison de sa tres forte fluorescence,
permettant une grande sensibilité, de son faible colit et de la possibilité de la fonctionnaliser
aisément.l”! La stratégie choisie consistait a coupler la pipérazine rhodamine 3, avec 1’ester
pinacolique de 1’acide 4-(carboxyméthylphényl)boronique (2) disponible dans le commerce.
Le pinacol devait ensuite €tre transformé en triol boronate cyclique par traitement avec le
triol. La pipérazine rhodamine 3 décrite dans la Littérature s’obtient facilement par ouverture
du cycle lactone de la rhodamine B base (4) par I’amidure de diméthylaluminium de la

pipérazine (Schéma 2).1%!
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Rhodamine base

Schéma 3 Stratégie de synthese de la sonde Rhodamine B triolboronate cyclique

La syntheése de la rhodamine pipérazine a été décrite par Nguyen et coll. L’emploi de la
pipérazine conduit la formation d’un amide tertiaire ce qui évite la recyclisation en lactame
observée avec les amines primaires par attaque de I’azote du groupement amide sur le carbone
C-9°,18 Cette réaction nous a conduit a ’amide 3 attendu avec un rendement de 72%. La
seconde étape est un couplage amide entre la rhodamine-pipérazine 3 et I’acide 2 portant le
boronate, en présence de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) et de
diméthylaminopyridine. Toutefois, apres purification, seul 20% de I’ester de pinacol désiré
ont été isolés, le produit majoritaire étant 1’acide boronique correspondant, formé par
hydrolyse sur la silice lors de la chromatographie (Schéma 3). L’ester de bore n’étant pas
nécessaire pour la suite, il nous a semblé plus judicieux de I’hydrolyser avant purification.
Malheureusement, en milieu homogene, cette transformation s’est avérée plus difficile que
prévue. L hydrolyse directe, ou la coupure oxydante par NalOs ! ont donné des mélanges
complexes. Finalement, le résultat le plus satisfaisant a été obtenu par transborylation par le

trichlorure de bore dans un mélange méthanol/eau.'”!
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Schéma 3. Couplage amide entre la rhodamine pipérazine et [’ester pinacolique de [’acide 4-

(carboxyméthylphényl)boronique

Dans ces conditions 1’acide boronique 5b est obtenu apres purification par chromatographie
sur colonne de silice avec un rendement de 70%. La synthese du triolboronate donnant acces a
la sonde fluorescente 1 a été réalisé dans un premier temps selon la méthode de Yamamoto
qui consiste a estérifier 1’acide boronique par le triol (2-(hydroxyméthyl)-2-méthylpropane-
1,3-diol) par simple chauffage dans le toluéne puis a cycliser I’ester de bore en présence de
potasse, toujours au reflux du toluéne avec élimination azéotropique de 1’eau.l'!! Dans le cas
de I’acide Sb, la faible solubilit¢é de la rhodamine, nous a contraints a ajouter du
diméthylformamide comme co-solvant. Le chauffage avec de la potasse en milieu polaire a
provoqué la coupure de la liaison amide avec la pipérazine redonnant la rhodamine B (6).
Pour contourner ce probléme, nous avons adapté les conditions décrites par Yamamoto, N.
Miyaura.l'?! permettant la conversion en une seule étape par transestérification dans le
dioxane d’un ester pinacolique d’acide arylboronique en triolboronate cyclique. Nous avons
décidé d’appliquer cette méthode non pas avec un boronate mais directement sur I’acide
boronique. Cette méthode compatible avec 1’ajout de DMF, a permis d’isoler par précipitation

la sonde rhodamine 1 avec un rendement de 56% (Schéma 4).
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Schéma 4 : Synthese de la sonde rhodamine triol boronate cyclique

b. Réaction de couplage entre la thyroglobuline bovine et la sonde fluorescente
Une fois la sonde rhodamine synthétisée, elle a été engagée dans un couplage croisé avec
thyroglobuline bovine (iodée) catalysé€ par les nano-oursins de palladium développés par le
Dr. Hind Remita du Laboratoire de Chimie Physique, UMR 8000 a Université Paris-Sud (voir
infra Chapitre 3.7). L analyse par fluorescence apres séparation de la thyroglobuline sur gel

d’électrophorese montrent que la rhodamine se fixe de fagon non sélective a TG (Figure 3).

TG bovine + + + + + +
Rho-BOR)3 - + + -+ o+
Pd-Oursins = = +

- - +
_. .. l
.
Figure 7. Réaction de couplage entre la thyroglobuline bovine et la sonde fluorescente catalysée par les oursins

de palladium. Gel SDS-Page révélé au bleu de coomacie et image de fluorescence obtenue sur Chemibis (led

525 nm, filtre 580nm) de la thyroglobuline.
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Ainsi, cette tentative d’utiliser une sonde fluorescente pour détecter un éventuel couplage
covalent avec une protéine s’est vue compromise par la fixation non spécifique de la
rhodamine a la protéine, probablement via une simple interaction électrostatique. En
conséquence, la mise en évidence du couplage dans la suite du travail reposera
essentiellement sur la sonde biotinylée détectable par Western- blot, une technique beaucoup

plus lourde mais hautement spécifique.

4. Conclusion
Malgré les efforts déployés pour obtenir un modele cellulaire permettant 1’expression d’une
protéine iodée, aucune des stratégies envisagées n’a été couronnée de succes. L’expression de
la thyroglobuline iodée dans les thyrocytes de Rat n’a pas pu étre reproduite. La transfection
de cellules embryonnaires de rein humain ou I’utilisation de thyrocytes humains issus de
patients atteints de la maladie de Basedow, n’ont pas permis d’ioder la BSA. La dernicre
stratégie envisagée pour démontrer la faisabilité du couplage de Suzuki-Miyaura, catalysé par
les nanoparticules de palladium, a été d’utiliser un broyat de thyroide humaine. La thyroide
étant connue pour contenir une grande quantité de Tg iodée, 1’utilisation d’'un homogénat
d’organe devait permettre d’obtenir un modele de milieu biologique humain contenant une
protéine iodée. Les résultats de cette étude font 1’objet du manuscrit soumis a publication qui

suit.
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6. Partie expérimentale

a. Matériels

Tous les réactifs commerciaux proviennent de chez Merck et Alfa Aesar et ont été utilisés
sans purification préalable. L’eau MilliQ utilisée pour les réactions a été obtenue au moyen
d’un systeme Millipore. Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) du proton
'H (300 MHz) et du carbone '*C (75 MHz) ont été enregistrés avec un spectrométre Bruker
Avance 300 et les déplacements chimiques sont donnés en partie par million (ppm), le pic de
solvant étant utilisé comme valeur de référence (Méthanol-d4: 3,34 ppm). La multiplicité des
signaux est indiquée par : s = singulet, d = doublet, q = quadruplet, qt = quintuplet, m =
multiplet et les constantes de couplage sont données en Hz. Les spectres de masse ont été

enregistrés a I’aide d’un spectrometre LTQ-Velos Pro de chez Thermofisher Scientific.

b. Méthode

Culture Cellulaire et Transfection

Les cellules HEK293 transfectées ont été cultivées dans un milieu DMEM contenant une
haute teneur en glucose, de chez PAA Lab complémenté avec 10% (v/v) de sérum feetal bovin
et une solution de pénicilline/streptomycine (100 pg/ml; Life Technologies). Aprés 24h, une
fois a confluence de 50-70%, les cellules HEK293 sont transfectées avec 2500 ng d’ADN
(1500 ng de TPO, 500ng de DUOX?2, 300ng DUOXAZ2, 40ng NIS, 160ng pcDNA 3.1) dans
une plaque 24-puits, a 1’aide du réactif de transfection d’ADN X-tremeGENE HP en utilisant
le protocole du fournisseur (Roche). Aprés 24h, le milieu est changé et une solution d’hémine

(20 uM) est ajoutée, puis les cellules transfectées. Apres 48 h, les cellules sont récoltées.

Mesure de I'activité TPO

Dans une plaque 6 puits, les cellules transfectées ont été ensemencées et lavées deux fois avec

un tampon phosphate (Dulbecco’s) avant 1I’ajout d’une solution contenant du KI (100 uM), la
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Super Oxyde Dismutase (200 U/ml), de Amplex red (50uM) dans le PBS supplémenté en
Ca*- Mg?*, a 37 °C. La réaction est initiée par ajout de 50 pL d’H202 (I mM),
Immédiatement aprés ajout, la fluorescence est mesurée avec un lecteur de microplaques
Victor3 (Perkin-Elmer) at 37 °C pendant 30 min a une longueur d’onde d’excitation de 530
nm et d’émission at 595 nm. La production d’H20; a été mesurée (nanomoles H>O> par heure

par 10° cellules) en utilisant une courbe de calibration.

Mesure de la production d’H;02

Les cellules ont été incubées dans un tampon phosphate (D-PBS, Dulbecco’s) contenant du
CaClz et du MgCl, avec du D-glucose (1 mg/ ml), ionomycine (I M; Sigma Aldrich), de la
superoxide dismutase (100 U/ml; Sigma Aldrich) et de I’ Amplex red (50 uM; Sigma Aldrich).
Immédiatement apres ajout, la fluorescence est mesurée avec un lecteur de microplaques
Victor3 (Perkin-Elmer) a 37 °C pendant 30 min et a une longueur d’onde d’excitation de 530
nm et d’émission at 595 nm. La production d’H>O> a été mesurée (nanomoles H>O» par heure

par 10° cellules) en utilisant une courbe de calibration.

Synthese de I’acide boronique (5b) : A une solution de diisopropyléthylamine (233 uL, 1.47
mmol, 3 équiv.) et de EDCI (141 mg, 0.73 mmol, 1.5 équiv.) dans le DMF (5 mL) on ajoute
154 mg de d’ester pinacolique de 1’acide 4-(carboxyméthyl)phénylboronique (0.69 mmol, 1.2
équiv.) dans le DMF (2 mL). Aprés 15 min d’agitation a 20 C, une solution de rhodamine-
pipérazine 2 (250 mg, 0.49 mmol, 1 équiv.) et de DMAP (12 mg, 0.1 mmol, 0.2 équiv.) dans
le DMF (5 mL) est ajoutée et le mélange réactionnel est agité a température ambiante. Apres
16h, le solvant est évaporé sous vide, le résidu est repris dans un mélange eau/méthanol puis
une solution de BCl; dans le DCM est ajoutée (1M, 1 mL, Immol, 2 équiv.). Le milieu est
agité 1h a température ambiante avant d'étre concentré sous vide, et purifié sur colonne de gel

de silice en éluant avec un mélange DCM/MeOH : 70/30. Les fractions contenant le produit

91



sont rassemblées et concentrées pour donner 1’acide boronique Sb sous la forme d'un solide
rouge rubis (229 mg, 70%). 'H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.76 (d, J = 3.1 Hz, 2H, CHa,),
7.66 (s, 3H, CHar), 7.55-7.47 (m, 1H,CHa:), 7.27 (d, J = 9.5 Hz, 2H, CHa), 7.15 (s, 2H,
CHar), 7.06 (d, J = 9.3 Hz, 2H, CHa,), 6.97 (s, 2H, CHa,), 3.70 (q, J = 7.2 Hz, 8H, CH>CH3),
3.39 (br, J = 12.0 Hz, 6H, CHa2N, CH,Ph), 1.32 (t, J = 6.9 Hz, 12H,CH3) ppm, '3C NMR (75
MHz, MeOD) 6 172.44 , 169.54 , 159.27, 157.22 , 157.04, 136.48, 135.25 , 133.19, 132.31,
131.78 , 131.32, 130.83 ,129.86 , 128.94 , 128.71, 128.04, 11542 , 114.87 , 97.39 , 46.96,

46.68 , 41.44 , 12.90 ppm, MS (EST"): m/z (%) = 673.4 (100)

Synthese de la sonde fluorescente (1): un mélange d’acide boronique (5b) (50 mg, 0.074
mmol, 1 équiv) in DMF (1.5 mL) de 2-(hydroxyméthyl)-2-méthylpropane-1,3-diol (8,9 mg,
0.074 mmol, 1 équiv.) de KOH (4,1 mg, 0.074 mmol, 1 equiv.) et d’eau (1.3 pL, 0.074 mmol,
1 équiv.) est agité a 30 °C. Apres 4h, 10 mL de cyclohexane (10 mL) sont ajoutés et la
suspension est transférée dans un tube Falcon®. Le mélange est centrifugé (4000 rpm, 10
min), et le surnageant est éliminé. Le solide est resuspendu dans I’éther et centrifugé de
nouveau (4000 rpm, 10 min). L’éther est éliminé, le solide est séché au dessiccateur sur P2Os
pour donner la sonde 1 sous la forme d’un solide amorphe rose (31 mg; 56%). 'H NMR (300
MHz, DMSO) ¢ 7.82-7.65 (m, 3H), 7.56 (d, J = 15.2 Hz, 3H), 7.15 (m, 6H), 6.94 (s, 2H), 3.65
(d, J = 6.4 Hz, 10H), 3.34 (t, J = 9.7 Hz, 14H), 1.20 (t, J = 6.8 Hz, 12H), 0.87 (s, 3H). '*C
NMR (75 MHz, DMSO) 6 169.29, 167.09 , 157.49 , 155.54 , 138.62 , 134.09 , 132.22 ,
131.18 , 131.08, 130.52, 130.35, 129.96, 128.65, 115.58, 114.35, 113.45, 96.36, 68.02, 64.55,

45.86, 37.00, 18.25,16.75, 12.62, 11.34. MS (ESI"): m/z (%) = 757.4 [M+H] (100)
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7. Modification selective de protéine par les nanoparticules de palladium dans un
broyat d’organes.

Selective modification of a native protein in a patient tissue homogenate

using palladium nanoparticles
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Abstract

Manipulation of proteins inside complex biological media would allow to better understand
many biological processes and to develop innovative therapies. Reactions involving transition
metals often require functional groups that are not found in nature. In the last decade, strong
efforts were made to develop catalysts that can operate under complex biologically-relevant
conditions. Here, we developed new benign palladium nanoparticles able to catalyze the
Suzuki—-Miyaura cross-coupling reaction on human thyroglobulin (Tg), a naturally iodinated
protein produced by the thyroid gland, in homogenates from patients tissues. The site
selective modification of iodinated tyrosine residues on Tg has been addressed using
proteomic and Western-blot analysis. This represents the first example of a chemoselective
native protein modification using transition metal nanoobjects in near-organ medium. The
possibility to covalently modify Tg provides a new tool to study the thyroid gland and open

new therapeutic perspectives in Grave’s disease and others hyperthyroidism disorders.
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Introduction

The selective functionalization of proteins with a chemical reporter inside complex biological
media has been the subject of intensive studies during the last decade for investigating the
dynamics and function of biomolecules'?. This approach usually involves the genetic or
metabolic incorporation of a small organic reporter carrying a bio-orthogonal reactive group
into a target protein within the cell. The modification of the resulting tagged-protein may then
be achieved through a selective reaction using an exogenous probe. The identification of a
selective reaction using a non-perturbing and cell permeable chemical handle that is inert
towards other cellular components and will react rapidly with its partners under physiological
conditions represents the main challenge of this approach®. As a result, only few chemical
reactions fulfilling all these criteria have been developed. Among them, the Cu-catalyzed
alkyne-azide cycloaddition has become one of the most commonly used bio-orthogonal
conjugation reaction*>. However, the cytotoxicity of Cu ions has limited the use of this
reaction in living systems®. As an alternative, copper-free versions of this ligation involving
strain alkynes were developed but they showed specificity problems’. Many other approaches
were proposed including Staudinger ligation®, hydrazine and oxime ligation’ and more
recently the inverse-electron demand Diels-Alder!® reactions between tetrazines and trans-
cyclooctenes!! or vinylboronic acid'?. Transition metal-mediated reactions that involve
reactive chemical groups not found in natural systems provide also fascinating possibilities
for the selective in vivo chemical manipulation of proteins'*!'“. Gold!>!® and ruthenium!'” have
been used for the selective uncaging of fluorescent probes but, palladium appeared as one of
the most promising metal, giving rise to numerous applications in biology including in vivo

prodrug activation or intracellular labelling!3-2°.

Recently, site-specific protein derivatization by Suzuki-Miyaura reaction of genetically

encoded p-iodophenylalanine (pIPhe) was demonstrated using a water soluble palladium
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2l and in living bacterial cells*’. Nevertheless, the need to use a high

catalyst both in vitro
concentration of palladium, probably to surmount the non-specific sequestration of the metal
by surrounding biomolecules, could hamper further in vivo applications. This issue could be
overcome to some extent by using nanoformulations of palladium which were reported to
allow cross-coupling reactions in living mammalian cells, thanks to their ability to cross the

cell membranes®>24,

Despite these influential advances, palladium nanoparticles have never been used to modify a
natural protein with direct therapeutic potential. In this study, we provide the first example of
covalent modification of human thyroglobulin (Tg), an iodinated native protein, involved in
the pathogenesis and the progression of the Graves’s disease or in the metastatic papillary
thyroid carcinoma. Indeed, using Suzuki-Miyaura cross-coupling reaction catalyzed by
palladium nanoparticles (Pd NPs), we made the first proof of concept that a target native
protein may be chemically altered, directly in a patient tissue homogenate. This brings the use

of biorthogonal reactions a step ahead, closer to possible biomedical applications.
Results and discussion
Pd NPs formulations and Cytotoxicity

To harness the unique reactivity of palladium while preserving its biocompatibility we first
explored the reactivity of small palladium nanoparticles entrapped into larger polymeric
nanoparticles of poly(lactic-co-glycolic acid)-polyethyleneglycol®>, a material which
demonstrated clinical safety?®. However, long-term stability concerns of this formulation
compelled us to search for a more robust catalyst. We then investigated the palladium urchin-
like nanostructures (Pd-Urchin NPs) developed by Ksar F. et al*’, assuming that their 3D
porous morphology would offer a large surface area embedding high catalytic activity. The

Pd-Urchin NPs were obtained by slow reduction of (NH3)sCl,Pd(H20) after [][irradiation, a
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very efficient technique to synthesize nanoparticles of controlled size and shape®®, in the

presence of one equiv. of cetylpyridinium (CPCI) as a stabilizing agent.

Although palladium-containing NPs have previously shown satisfactory cellular
compatibility?, the presence of CPCI surfactant in the present nanostructure required careful
examination. Therefore, we systemically investigated the influence of the Pd/CPCI ratio, as
well as, the reduction of the amount of CPCI by dialysis and ligand exchange on the shape,
reactivity and cytotoxicity of the NPs. As depicted in Table 1 and Fig. 1A,B the initial 1:1 and
the 5:1 Pd/CPCl mixtures provided well-defined urchin-shape NPs upon Yy-irradiation
according to transmission electronic spectroscopy (TEM). Reduction of the amount CPCI led
to NPs with slightly smaller hydrodynamic diameter (DLS) but did not affect their overall
stability (Supplementary Fig. S1). However, when less than 10% of CPCl were used the
nanosuspension became unstable and TEM image revealed that the urchin-shape was partially
lost, giving rise to large islets of aggregated small Pd nanobeads (Fig. 1C). Unfortunately, all
these formulations were found cytotoxic on human primary thyroid cells isolated from
histologically non-tumor tissue’*! and Raw 264.7 macrophage cell line with ICso < 20-50
uM after 24h incubation time (Fig. 1 G-H, Table 1). In an attempt to reduce the amount of
NPs unbound CPCI, dialysis of the 1:1 Pd/CPCI NPs was performed. This process did not
affect the shape of the NPs (Fig. 1D) and significantly reduced their cytotoxicity (ICso > 1
mM), but the colloidal stability was drastically reduced (Supplementary Fig. S1). As an
alternative, the post-synthetic coating with polyethylene glycol was investigated using PEG-
SH?>2. Interestingly, the treatment of the 1:1 Pd/CPCIl nanosuspension with 2 mol% of PEG-
SH provided a mixture of Pd beads (2-5 nm) together with some remaining urchin shape NPs
(Fig. 1E). Although this formulation was found less cytotoxic (ICso > 1 mM), it was observed
that the catalytic activity was completely abolished (See below). Replacement of CPCl by
another surfactant was next investigated. In this instance, we turned our attention to the use of

polyvinylpyrrolidone (PVP) as it was reported to give stable Pd NPs upon reduction of Pd(II)
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salt by ultrasonic irradiation®>. Moreover, PVP stabilized Pd NPs were previously found to
catalyze Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions in water**. In the event, it was discovered
that y—irradiation of an aqueous solution of (NH3)4Cl,Pd(H2O) in the presence of 2 mol% of
PVP provided highly stable nanosuspension of Pd NPs with narrow size distribution around
70 nm (DLS). TEM imaging showed nanobead-like structures with average particle size
around 50 nm (Fig. 1F). Although these objects no longer displayed the urchin-shape
structure, TEM images suggested that they were constituted of nanocrystalline Pd embedded
in the polymer. Interestingly, biological evaluation revealed very low cytotoxicity on both
Raw 264.7 macrophages and primary culture of human thyrocytes directly arising from

patient tissue (ICso> 1 mM) (Table 1 and Fig.1).
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) 1Cy, ICs,
C-Potential  (Raw) (Thyrocytes)

NPs Size (nm
(nm) (mV)
uM uM
PJd/CPCI 1:1 47.6 +19.7 10 10
Pd/CPCI 5:1 38.3 +15.4 20 20
PJ/CPCI 10:1 109 +8.0 40 35
PJ/CPCI 1:1+ 2% PEGSH 162 +4.5 1000 NA
Dialyzed Pd/CPCI 1:1 144 +3.9 >100 50
PA/PVP 100 :1 70 +2.9 NR NR
G Raw 264.7 H , Primary Thyrocytes
! 10 B PA:CPCI1:1
:.T::: % B Pd:CPCI5:1
s g = Pd:CPCI 10:1
& 3% B Pd:CPCI 1:1 dialysis
= ® Pd:CPCI 1:1 PEG-SH 2%

Bl Pd:PVP 100:1

0
NI

Cpg (M) Cpa (HM)

NSRS S

Figure| 8 Characterization of Pd-Urchin NPs. The morphological appearance of Pd-Urchin NPs was observed by transmission electronic
microscopy (TEM). TEM images of CPCI/Pd (A) 1:1, (B) 1:5, (C) 1:10, (D) 1:1 after dialysis, (E) 1:1+2% PEG-SH, (F) PVP:Pd 1:100;
Table 1: Size and surface charge (zeta potential) of Pd NPs measured by DLS; the size distributions were highly monodisperse (Pdl < 0.250)
and only slight modifications of the size were observed when the amount of CPCl was reduced (data presented as mean * SD); NR: IC50
was not reached due to absence of cytotoxicity of Pd NPs on Raw 264.7 macrophages cell-line (G) and on primary culture of human

thyrocytes from patient tissue (H) after 24h incubation

Pd NPs Mediated Suzuki-Miyaura reaction in water
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Then, the catalytic activity of the different Pd nanoformulations was evaluated on the Suzuki-
Miyaura cross-coupling reaction of N-Boc-4-iodo-phenylalanine or N-Boc-4-iodo-thyrosine in
a pH 8 phosphate buffer, using 1% of Pd Nano catalyst. Based on our previous findings that
aryl cyclic triolborate potassium salts were better partners than boronic acids for the C-C bond
forming reaction catalyzed by Pd NPs®, phenyl cyclic triolborate potassium salts were
selected as nucleophilic species. A full conversion was observed by 'H NMR following 2 h
incubation at 37 °C with all nanoformulations, except for the PEG-SH coated palladium NPs
which were therefore not further used (Table 2, Fig. S2). Moreover, the reaction was also
tested at pH 6 to make sure that the reaction is not limited to basic media and susceptible to
proceed even under slightly acidic conditions such as can be found in some subcellular
compartments (i.e. late endosomes and lysosomes). When the reaction was catalyzed by
Urchin CPCIL:Pd; 1:1 NPs at the lower pH, the conversion rate of the starting material was
affected, whereas no influence of the pH was detected when the cross-coupling was catalyzed
by PVP-Pd NPs (supplementary Fig. S3). According to these results, all further experiments

were conducted with the PVP:Pd 1:100 catalyst.
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Table 2. Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions in water between iodinated amino acids

and phenyl boronic acid derivatives catalyzed by Pd NPs at different pH.

Entry Catalyst R-I BR’ pH % conv.®
1 CPCl:Pd; 1:1 N-Boc-pIPhe Ph-B(OH), 8.0 48
2 CPCl :Pd; 1:1 N-Boc-3-1-Tyr Ph-B(OH): 8.0 70
3 CPCl :Pd; 1:1 N-Boc-3-1-Tyr [Ph-B(OCH,);CMe] K* 8.0 90
4 CPCl:Pd; 1:1 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH;);CMe] K* 8.0 98
5 CPCl:Pd; 1:1 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH:);CMe] K* 7.0 76
6 CPCl :Pd; 1:1 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH,);CMe] K* 6.0 53
7 CPCl :Pd; 1:5 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH,);CMe] K* 8.0 98
8 CPCl1:Pd; 1:10 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH;);CMe] K* 8.0 98

CPCl1:Pd, 1 :1;
9 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH,);CMe] K* 8.0 98
dialyzed

CPCl:Pd; 1:1+2%

10 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH,);CMe] K* 8.0 traces
PEG-SH

11 PVP :Pd; 1:100 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH:);CMe] K* 8.0 98

12 PVP :Pd; 1:100 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH:);CMe] K* 7.0 98

13 PVP:Pd;1:100 N-Boc-pIPhe [Ph-B(OCH,);CMe] K* 6.0 98

1 equiv. R-1, 3 equiv. R-B(OR);, 1 mol% Pd NPs'“ Conversions were determined by 'H NMR spectroscopy on the crude reaction mixture

analyzing the C-3 methylene signal (Supplementary Fig. S2 and S3) of the N-Boc amino-acids.

Cross-coupling reaction with a naturally iodinated protein
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To investigate the catalytic activity of the Pd NPs on a biological macromolecule, the direct
arylation of the naturally iodinated bovine thyroglobulin (Tg) was tested. This commercially
available 640 kD dimeric glycoprotein®> was found to possess thirty five iodinated tyrosine
residues in the form of iodotyrosine (mono- or diiodotyrosine) and iodothyronine (3,5,3'-
tritodothyronine or 3,5.3',5'-tetraiodothyronine) as evidenced by MS/MS analysis after 1D
SDS-PAGE separation and chymotrypsin digestion of the Tg containing band (Supplementary
Method 4, Fig.S4)*¢. Depending on Tyrosine position, accessibility, function (hormonogenic
donor or acceptor’’) and peptides miss cleavage, detection of specific modified tyrosines was
obtained by mass spectrometry after Collision-Induced Dissociation (CID)-fragmentation
using a LTQ-Orbitrap followed by studies of the fragmentation pathways of protonated
peptides providing inter alias C-terminal ammonium y ion series and N-terminal b acylium ion

series as previously reported by Dedieu®.

The obtained fragments were identified by
X!TandemPipeline (software version 0.2.24)* by comparison with protein sequence P01267
from Uniprot database. For example, SYs9REASSRNF peptide was detected by high
resolution mass spectrometry as a doubly charged ion under the following forms: unmodified
Y, iodinated Y, phenylated Y. This later form was not detected in native proteins nor in
samples reacted without catalyst, confirming the activity of the catalyst and dismissing
hypothetical false positive discovery, as depicted in Fig 2. Detection of the Tyrgoo in the
SYs300REASSRNF peptide fragment relied on the observation of the ys (m/z = 665.2) and y7
(m/z = 794.4) ions (in red) which were clearly visible and did not shift in any fragmentation
spectra, whereas modifications of b3 (m/z = 407.2) and b4 (m/z = 646.2) ions (in blue)
confirmed the presence of tyrosine, iodotyrosine (+125.9), diiodotyrosine (+251.8),
phenylthyrosine (+76.0), phenylated iodotyrosine (+201.9). Similarly, for the peptide
fragment SLEHDSDDY574ASF in which two iodine atoms were detected on the Y2574, no

shift was detected for y> and bs ions, whereas for bg, bjgp and b;; ions a -99.7 m/z shift was

observed confirming the replacement of the two iodine (+251.8) atoms by two phenyl
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(+152.0) groups. A total of 17 tyrosines modified with one or two phenyl residues were
detected on the Tg after 24h incubation in the presence of PVP-Pd NPs and potassium phenyl
cyclic triolborate (Table 3). This result established the covalent C-C binding between phenyl

and native iodinated protein through Pd nanoobject.
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Fi igurel 9 ESI CID-fragmentation spectra for Tg peptides SYREAASRNF and SLEHDSDDYASF and assignment of Tyr809 and Tyr2574
iodation and phenylation patterns. No-iodinated tyrosine; monoiodinated tyrosine, diiodinated tyrosine, monophenylated tyrosine,

monophenylated and iodinated tyrosine, diphenylated tyrosines.
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Table 3. Iodinated and phenylated tyrosines in bovine Tg

Iodinated Peptides
Residues Coupled Product found
Detected

Y382 D MP
Y703 D MP ; DP
Y809 M;D MIP ; MP ; DP
Y839 M;D MP ; DP
Y879 D DP
Y883 M;D MP ; DP
Y945 M;D MP
Y992 M MP
Y1310 M, D MP ; DP
Y1394 M;D MP
Y1503 M;D MP ; MIP ; DP
Y2185 D DP
Y2336 Not detected MIP
Y2488 M MP ; DP
Y2574 M ;D; Tyr. MP ; DP
Y2588 M;D MP
Y2618 M;D MP

M: mono-iodinated, D, Diiodinated, MP: monophenylated, DP: diphenylated; MIP Monoiodinated monophenylated
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To further validate the ability of PVP-Pd NPs to achieve C-C bond formation with proteins
and to avoid any non-specific reaction, an immunodetection assay was set out. Because
streptavidin conjugated to horse-radish peroxidase is commonly used as a standard for
immunoblotting protein detection, a biotinylated probe was designed and synthesized. This
probe was obtained by coupling a biotin head to a reactive aryl cyclic triolborate through an
ethylenedioxy linker, in order to allow detection with streptavidin. Briefly, as depicted in
Supplementary Fig. S5, biotine was first conjugated to a short w,w-diaminotriethyleneglycol
spacer to provide the known biotine amide derivative®’. Condensation of the latter with 4-
carboxyphenyl pinacol boronic ester and transesterification with 2-(hydroxymethyl)-2-
methylpropane-1,3-diol in the presence of KOH provided the required biotine cyclic
triolborate probe (Supplementary Method 5, Fig. S6 and S7). After 24 h incubation of the
bovine Tg (in a PBS buffer) with the biotinylated probe in the presence of 50 equiv. of PVP-
Pd NPs, immunoblotting analysis showed fluorescence around 300 kDa, corresponding to Tg,
whereas nothing was detected in the control experiments without Pd NPs or without the
biotinylated probe (Supplementary Fig.S8). This result confirmed the C-C bond formation but
more notably established the absence of non-specific labeling due to the eventual formation of
protein-boronate adducts*'*>, These data provided evidence of the remarkable catalytic
efficiency of the Pd NPs in aqueous media at low temperature, opening the way for the C-C

bond formation with a native protein in physiological conditions.
Modification of Human Tg in patient tissue homogenates

Having secured an easily detectable coupling partner capable to modify Tg via Suzuki-
Miyaura cross-coupling, we integrated the possibility to perform the biorthogonal ligation in a
complex biological mixture. In vivo, Tg is iodinated within the follicles in thyroid gland at the
thyrocyte surface by the thyroperoxydase (TPO), a membrane-bound protein, in the presence

Nal brought by the sodium/iodide symporter (NIS) and H,O; generated by the dual oxidase 2
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(DUOX2)*. Noteworthy, simple 2D cell culture of thyrocytes provided only un-iodinated Tg
not suitable for our study and, in addition, the expression of Tg rapidly declined after few
passage numbers. Commercially available FRTL and FRTL-5 cell lines derived from the
thyroid gland of Fisher rat were initially investigated to access iodinated Tg. However, it was
found that these cell lines either didn’t expressed Tg or produced un-iodinated Tg
(Supplementary Table S2 and Fig. S11). 3D culture system mimicking the follicle can be
elaborated to allow the production of higher concentrations of transmembrane protein which
facilitates thyroglobulin iodation. However, so far only 3D models using animal’s cell lines
were developed while human thyrocytes can only grow in 2D cultures**. Therefore, in quest
for a pertinent model for the cross-coupling reaction on a naturally iodinated protein, it was
decided to attempt the reaction into tissue homogenates arising from thyroid biopsies obtained
from thyroidectomy on Grave’s disease patients. Tg concentration in the homogenate was
estimated to 7.4 = 0.4 mg/mL by ELISA (Supplementary Method 7). Incubation of phenyl
cyclic triolborate in the tissue homogenate in the presence of 1 mol% of PVP-Pd NPs
followed by proteomic analysis of the extracted Tg indicated that iodinated thyrosine residues
were covalently modified (Supplementary Table S3). We next tested the performance of the
system to tag the human Tg with the biotinylated probe. In the event, after 24 h incubation
with PVP-Pd NPs and protein separation by SDS-PAGE gel, immunoblotting analysis showed
a bright fluorescent band at Tg molecular weight that provided evidence of the covalent
coupling (Fig. 3). The absence of fluorescence in all the control experiments confirmed the

full chemoselectivity of the process.
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Fi igurel 3: Synthetic scheme of the biotine cyclic triolborate probe and chemical modification of human thyroglobulin in a patient thyroid
homogenate through Suzuki-Coupling reaction with biotinylated cyclic triolborate catalyzed by PVP-Pd NPs (Western-Blot). A Separation of
homogenate proteins by 1D-SDS Page gel (Stain free image), B Stain free image after protein transfer, C Detection of Human Thyroglobulin
on nitrocellulose membrane was probed with goat anti-human thyroglobulin monoclonal Antibody followed by horseradish peroxidase

(HRP)-conjugated anti-goat secondary antibody. The specific band was detected for Thyroglobulin around 300 kDa. D Detection of Tg

modification on nitrocellulose membrane probe with streptavidin-HRP.
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Conclusion & Perspective

In summary, we have found that the Suzuki-Miyaura cross-coupling reaction of aryl cyclic
triolborate salts catalyzed by Pd NPs allowed a selective modification of a naturally iodinated
protein in near intra-organ medium. Coupling was observed with simple aromatic rings but
also with a more complex biotinylaled probe by western-blotting. Combined with the low
cytotoxicity of the PVP-Pd NPs, this new tool may provide a unique example of specific
transition-metal mediated reactions in a complex and natural biological medium that does not
require genetic modification. This opens up the possibility to post-transcriptionally control the
levels of thyroglobulin and thyroid hormones. Given the large number of pathologies
associated with the dysregulation of these processes, this approach can lead to relevant

therapeutic applications.

The transfer of this approach to now routinely used genetically-encoded iodinated unnatural
amino acids could also open new perspectives to dissect and manipulate cellular processes®.
The potential of aryl-aryl coupling to form environmentally-sensitive fluorophores could
reveal changes occurring in and around proteins with single amino acid resolution. In
addition, the orthogonality of the palladium-mediated labeling to the alkyne-azide chemistry

will enable multiplexed fluorescence labeling of different species in the same cell.
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Methods

Palladium-urchin shape nanoparticles (Pd-Urchins NPs). In a 25 mL volumetric flask,
cetylpyridinium chloride (CPCI) (850.0 mg, 2.5 mmol) was dissolved in MilliQ water to give
a 100 mM stock solution. To a 10 mL glass vial, (NH3)4ClbPd(H20) (131.7 mg, 0.5 mmol)
was dissolved in 1 mL of the CPCl stock solution and 4 mL of MilliQ water. A nitrogen
stream was bubbled through the solution for 10 min. The degassed palladium solution was
then reduced upon y-irradiation using the panoramic gamma source of ®°Co used for radiolytic
synthesis at the maximum dose rate of 4.0 kGy.h™! for 11h to provide a stock solution of Pd-

Urchin NPs (100 mM of Pd).

Palladium-Polyvinylpyrrolidone nanoparticles (PVP-Pd NPs). In a 10 mL glass vial, to a
solution of polyvinylpyrrolidone in MilliQ water (5 mL, 0.001 mM), was added
(NH3)4Cl2Pd(H20) (131.7 mg, 0.5 mmol). The solution was degassed with a nitrogen stream
for 10 min. The palladium was then reduced upon y-irradiation using the same procedure as

above to provide a stock solution of PVP-Pd NPs (100 mM of Pd, molar ratio 100:1 Pd/PVP).

Pd NPs mediated Suzuki-Miyaura cross coupling of iodinated amino-acids. A suspension
of the iodinated aminoacid (ie, 4-iodo-phenyl-alanine or 4-iodo-thyrosine, 8 umol, 1 equiv.)
and boronic acid derivative (24 pmol, 3 eq.) in MillQ water (370 uL) was placed into a 1.5
mL Eppendorf tube. A phosphate buffer pH 8, 7 or 6 (200 mM 50 pL) was added, followed
by the stock solution of Pd NPs (10 mM, 80 pL, 0.08 umol Pd, 0.01 equiv.). The mixture was
briefly vortexed and then incubated on a thermostated shaker (bioSan TS-100) at 37 °C and
800 rpm. After 2h, the reaction mixture was frozen in liquid nitrogen and freeze-dried. The
crude product was dissolved in MeOD and analyzed by 'H-NMR. The conversion was
evaluated by integrating the C-3 methylene signal of the product and of the starting material at

2.97 ppm and 2.87 ppm, respectively.
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Cross-coupling reaction with a naturally iodinated protein. To a solution of thyroglobulin
from bovine thyroid (50 uL, 7.4 mg/mL, 1.21 nmol, 1 equiv.) in PBS pH 7.4 was added a
solution of Na,HPO4 (16 mg/mL) containing the cyclic triolborate derivatives (7.5uL, 19.68
mg/ml, 605 nmol, 500 equiv.). PVP-Pd NPs suspension (7.5 uL., 8 mM, 60.5 nmol, 50 equiv.)
was then added and the mixture was shaken at 37 °C for 24h. The product was then analyzed

by MS/MS after 1D SDS-PAGE separation and chymotrypsin digestion (Supplementary S10).

Pd NPs mediated Suzuki-Miyaura with Human Tg in Graves disease patients tissue
homogenates. To thyroid homogenate containing Tg (50 pL, 7.4 mg/mL, 1.21 nmol, 1
equiv.) in PBS pH 7.4, was added a solution of Na,HPO4 (16 mg/mL) containing cyclic
triolborate derivatives (7.5 pL, 19.68 mg/ml, 605 nmol, 500 equiv.). Stock solution of PVP-
Pd NPs catalyst (7.5 uL, 8 mM, 60.5 nmol, 50 equiv.) was then added and the mixture was
shaken at 37 °C for 24h. The product was then analyzed by western-blot after 1D SDS-PAGE

separation (Supplementary S12).
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SUPPORTING INFORMATION

GENERAL INFORMATIONS

Equipements

Infrared (IR) spectra were obtained as solid using a Fourier Transform Bruker Vector 22
spectrometer. Only significant absorptions are listed. The 'H, and '>CNMR were recorded
using a Bruker Advance 300 (300 and 75 MHz, respectively) spectrometer. Recognition of
methyl, methylene, methine, and quaternary carbon nuclei in '*C NMR spectra rests on the J-
modulated spin-echo sequence. All chemical shifts are quoted on the § scale in ppm using
residual solvent as the internal standard (‘"H NMR: CDCl; = 7.26; D,O = 4.79; DMSO-d6 =
2.50; DsCOD = 3.33, and '*C NMR: DMSO-d6 = 39.5). Coupling constants (J) are reported in
Hz with the following splitting abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quartet,
quint = quintet and m = multiplet. Mass spectra were recorded using a LTQ-Velos Pro
Thermofisher Scientific spectrometer. The sizes of the obtained Pd nanoformulations were
measured using a Malvern particle size analyser [nano ZS (173° scattering angle)]. The
morphology of the different palladium nanoformulations was examined by transmission
electron microscope (TEM) using a JEOL JEM 100CXII transmission electron microscope at
an accelerating voltage of 100 kV and for high resolution image using a JEOL JEM 2010

instrument at 200 kV. Deionized water was used for chemical reactions and Milli-Q purified
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water for nanoparticle preparation and protein manipulations. Bidistilled MilliQ water was
produced using a water purification system (Millipore). Images of protein gels including stain
free gels, coumassie SDS-PAGE gel, stain free and western blotting membranes were taken
on ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) or the MF-ChemiBis system (Berthold,
Pforzheim). Proteomic analyses were performed either by Liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS) on a Micromass LCT (ESITOF- MS) coupled to an Agilent 1100
Series HPLC system or by liquid chromatography (nano-UPLC Ultimate 3000 RSLCnano,

Thermo Fisher Scientific) combined with mass spectrometry (LTQ-Orbitrap, Thermo).

Cell Culture

The Raw 264.7 cell lines (Tebu-bio) were grown in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, from Sigma Aldrich) supplemented with 10% FBS (fetal bovine serum, from
GIBCO) and 1% antibiotic antimycotic solution (Sigma Aldrich) The cells were cultured at 37
°C in a humidified air atmosphere containing 5% COz. The Raw cells formed a confluent

monolayer within 5-7 days.

Primary thyrocytes were prepared from thyroid biopsies and obtained from thyroidectomy in
patients who gave their informed consent. The biopsies were washed successively with EtOH
(10 mL/g of tissue) and twice with calcium- and magnesium free phosphate-buffered saline
(PBS) (10 mL/g of tissue) before minced into small pieces. To separate connective tissue and
thyrocytes, the samples were digested using digestion buffer (10 mL/g of tissue) containing
collagenase type I (100.5 U/mL) (Sigma-Aldrich) and dispase Il protease (2.35 U/mL)
(Sigma-Aldrich) in PBS with glucose (2 mg/mL), pH 7.4, at 37 °C for 45 min. The digested
tissues were filtered through sterile Corning™ filter (100 um and 40 um). PBS was added and
cells were washed by centrifugations at 300 g for 5 min. Thyrocytes were allowed to adhere at
37 °C (in a humidified air atmosphere containing 5% CO2) in a DMEM-F12 (Sigma Aldrich)

culture medium containing 5% of FBS complemented with 6 growth factors: Transferin (6
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ug/mL) (Sigma-Aldrich), hydrocortisone (5 nM) (Sigma-Aldrich), thyreostimulin (1 uU/mL),
insulin (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich), somatostatin (10 ng/mL) (Sigma-Aldrich) and
glycine/L-histidine/L-lysine (10 ng/mL) (Sigma-Aldrich). After 24 h, the remaining blood
cells were removed with warm PBS. The cells were cultured at 37 °C in a humidified air
atmosphere containing 5% CO,. The primary culture cells formed a confluent monolayer

within 7-9 days.

The Fisher rat cell lines FRTL and FRTLS5 (European Collection of Authenticated Cell
Cultures) were grown according to the Ambesi-Impoombato protocol! at 37 °C in an
humidified air atmosphere containing 5% COz in DMEM-F12 culture medium containing 5%
of FBS supplemented with glutamine (Sigma Aldrich) (10 pg/mL), insulin (10 pg/mL),
(Sigma Aldrich), hydrocortisone (10 nM) (Sigma Aldrich), transferrin (5 pg/mL) (Sigma
Aldrich), somatostatin (10 ng/mL) (Sigma Aldrich), glycyl-L- histidyl-L-lysine acetate (10
ng/mL) (Sigma Aldrich) and thyreostimulin (10 mUnits/mL) (Sigma Aldrich). For FRTL cell

line, the medium was completed with 30 uM or 1 mM of Nal.

The prostate cancer-3 (PC-3) cell line (European Collection of Authenticated Cell Cultures)
was grown in Coon’s modified Ham's F12 medium (Sigma Aldrich) containing 5% FBS
supplemented L ascorbic acid (45 mg/L) (Sigma Aldrich), Inositol (18mg/L) (Sigma Aldrich),
Glutamine (2mM). The cells were cultured at 37 °C in a humidified air atmosphere containing

5% COaz. The PC-3 cell formed a confluent monolayer within 7-9 days.
Chemicals & Solvents

Chemicals were obtained from Carbosynth Limited (UK), Sigma Aldrich Chemical Co
(France) Fluorochem and Alfa Aesar (France) and were used without further purification.
Solvents were obtained from VWR. Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 with and without
Ca?"and Mg 2" were obtained from Sigma Aldrich. Tetrahydrofuran (THF) was distilled from

sodium/benzophenone ketyl and CH>Cl> from CaH». All reactions involving air- or water-
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sensitive compounds were routinely conducted in glassware, which was flame-dried under a
positive pressure of nitrogen or argon. Analytical thin-layer chromatography was performed
on Merck silica gel 60F254 glass precoated plates (0.25 mm layer). Column chromatography
was performed on Merck silica gel 60 (230e400 mesh ASTM (American Standard Test Sieve

Series).

SUPPLEMENTARY METHODS

1. PREPARATION AND CHARACTERIZATIONS OF Pd-NPs

Preparation of the palladium urchin nanoparticles (Pd-Urchin NPs) Pd:CPCI.

In a 25 mL volumetric flask, cetylpyridinium chloride (CPCl) (850 mg, 2.5 mmol) was
dissolved in Milli-Q water to provide a 100 mM stock solution. In a 10 mL glass vial,
(NH3)4Cl2Pd.H20 (131.7 mg, 0.5 mmol) was dissolved in appropriate volume of the CPCl
stock solution and Milli-Q water depending on Pd:CPCl molar ratio, ie. 1:1, 5:1 or 10:1
(Table S1). The solution was degassed under nitrogen for 10 min. Palladium was then reduced
upon [-irradiation using the panoramic gamma source of ®°Co used for radiolytic synthesis at
the maximum dose rate of 4.0 kGy.h! for 11h as described by Ksar et al.? to provide a stock

solution of Pd-Urchin NPs (100 mM of Pd).

Dialysis of the palladium urchin nanoparticles (Pd-Urchin NPs) 1:1 Pd:CPCI. 500 pL of
1:1 Pd:CPClI nanoparticles were placed in 3.5 KDo Slide-A-Lyzer ® for dialysis against water
for 3 days at room temperature (25 °C) with dialysis water changed twice a day. Sample was

removed from the cassette to provide a stock solution of Pd-Urchin NPs dialyzed.

Preparation of the palladium urchin nanoparticles (Pd-Urchin NPs) 1:1 Pd:CPCl PEG-
SH 2%. 1 mL of 1:1 Pd:CPCl Pd-Urchin NPs suspension was centrifuged (4000 rpm, 1h).

900 pL of the supernatant was then removed and Poly(ethylene glycol) methyl ether thiol
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PEG-SH (2.5 kDA, 22 mg) solution in Milli-Q water (900 uL) was added to provide 1 mL

solution of Pd:CPCI 1:1 PEG-SH 2% solution.

Preparation of the palladium PVP nanoparticles (PVP-Pd NPs). In a 25 mL volumetric
flask, polyvinylpyrrolidone (PVP,5 kDa) (125 mg, 0.025 mmol) was dissolved in Milli-Q
water to provide a 1 mM PVP stock solution before (NH3)4Cl,Pd.H>O (131.7 mg, 0.5 mmol)
was dissolved in 5 mL of this PVP stock solution. The solution was then degassed under
nitrogen for 10 min and the palladium was reduced upon [-irradiation as described above to
provide a stock solution of palladium nanoparticles (100 mM of palladium, molar ratio 100:1

Pd/PVP).

Nanoparticles characterization by DLS

Mean particle size and polydispersity index were measured at 25 °C by quasi-elastic light
scattering with a Nano ZS (Malvern Instrument, 173 scattering angle). The NPs surface
charge was investigated by [I-potential measurement with the Nano ZS instrument at 25 °C
after dilution with 1 mM NaCl solution, applying the Smoluchowski equation. Measurements
were carried out in triplicate. Colloidal stability in milliQ water at 20 °C was investigated by

measuring the Pd NPs mean diameter over a period of 1 month (Figure S1)

Transmission electron microscopy

The morphology of the different palladium nanoformulations was examined by transmission
electron microscopy (TEM). Briefly, 5 pLL of the Pd NPs suspension (1 mM) were deposited
on a Lacey Formvar/carbon 300 mesh copper microscopy grid (Ted Pella). Most of the drop
was removed with a blotting filter paper. Images were obtained using a JEOL JEM 100CXII
transmission electron microscope at an accelerating voltage of 100 kV and for high resolution

image, using a JEOL JEM 2010 instrument at 200 kV.

2. CELL VIABILITY STUDIES ON RAW264. 7 AND PRIMARY THYROCYTES
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The cytotoxicity of Pd NPs was determined using the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-3,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay, measuring mitochondrial dehydrogenase activity.
Thyrocytes (10,000 cells per well in DMEM-F12 with 5% of FBS and 6 hormones) or Raw
264.7 cells (5,000 cells per well in DMEM with 10% FBS) were seeded in a 96-well plates at
the appropriate cell concentration. Cells were allowed to adhere for 24 h at 37 °C. Then, fresh
medium containing Pd NPs (0.01 uM to 1 mM) was added and incubated for 24 h. MTT cell
viability reagent (5 mg/mL; 20uL) was added to each well and the plates were incubated for
24 h at 37 °C. After 2 h incubation, the culture medium was removed, and the formed
formazan crystals were dissolved in DMSO (200 pL). Absorbance was measured using
microplate reader (Metertech £ 960, Fisher Bioblock, Illkirch, France) at 570 nm. The
percentage of surviving cells was calculated as the absorbance ratio of treated to untreated

cells.

3. SUZUKI-MIYAURA CROSS COUPLING REACTION WITH IODINATED
AMINOACIDS CATALYZED BY Pd-NPs
To a suspension of the iodinated aminoacid (0.008 mmol) and boronic acid derivative (0.024
mmol, 3 equiv.) in Milli-Q water (370 puL), was added phosphate buffer pH 8.0, 7.0 or 6.0
(200 mM, 50 pL) and the suspension of Pd NPs (0.00008 mmol Pd, 80 pL, 0.01 eq.). The
reaction was mixed and shaken on a thermostated-shaker (bioSan TS-100) at 800 rpm (37
°C). After 2h, the reaction mixture was frozen in liquid nitrogen and freeze-dried. The crude
product was taken up in MeOD and analyzed by 'H-NMR. Typical 'H NMR spectra of the
obtained mixture are depicted in Figure S2-S3 in comparison with N-Boc-4-
1odophenylalanine.
4. SUZUKI-MIYAURA CROSS COUPLING REACTION WITH BOVINE
THYROGLOBULIN CATALYSED BY PVP-Pd NPs

Chemical reaction on bovine thyroglobulin catalyzed by palladium NPs.
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To a solution of commercially available bovine thyroglobulin (50 pL, 7.4 mg/mL, 1.21 nmol,
1 equiv.) (Sigma Aldrich) in PBS (Sigma Aldrich) pH 7.4, was added a solution of the biotine
cyclic trioborate salt derivatives (0.366 mg, 605 nmol, 500 equiv.) in 16 mg/mL aqueous
Na,HPOs (7.5 pL). The stock suspension of PVP-Pd NPs (7.5 uL, 8 mM, 60.5 nmol, 50
equiv.) was then added and the mixture was shaken at 37 °C. After 24 h incubation, 30 puL of
the reaction mixture were diluted with 30 uL of Laemmli blue 2x (Bio-RadRad), and the
sample was heated at 95 °C for 3 min and cooled at 4 °C before separation by SDS-PAGE

gels (Figure S4)
Sample preparation for proteomic analysis

Bovine Tg sample from the reaction described previously was resolved by one dimensional
SDS-PAGE (Bio-Rad). The gels were stained with Coomassie Blue (EZ Blue ®) (Sigma
Aldrich). Proteins, 2.5 mm top to bottom bands at 250 kDa, were cut and then treated with
100 uL of 100 mM dithiothreitol (DTT) at 56 °C for 45 min to reduce disulfide bonds. After a
rapid wash with acetonitrile and a solution of NH4HCO3 in MilliQ water (25 mM), a solution
of iodoacetamide (100 uL, 55 mM) was added, and the samples were left in the dark for 30
min for cysteine alkylation. Finally, dry gel pieces were rehydrated with 15 puL of 12 ng/ul of
Sequencing Grade Modified Chemotrypsin solution (1 mg, Sigma Aldrich) in HCI (1 M) and
incubated at 37 °C overnight. Peptides resulting from digestion were extracted with 20 uL of
60% CH3CN solution enriched with 0.1% HCO2H. The samples were further analyzed by

MS/MS-MS.
Mass spectroscopy of Tg Bovine

4 uL of the peptides from the digested Bovine Tg sample were loaded at 20 pL/min through a
C18 enrichment cartridge (PepMap, 75 um X 15 mm, Thermo Scientific) and a C18 reversed-
phase column (Pepmap, 75 pm x 50 mm, Thermo Scientific) kept at 40 °C. Capillary pump

flow was set at 0.3 pL.min‘l, with 3% of aqueous solvent A (97.9% H>O, 2% CH3CN, 0.1%
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HCO:2H) and 97% of solvent B (80% CH3CN, 19.9 %H-0, 0.1% HCO:zH,). Nano pump flow
rate was set at a 300 nL.min"! during the 53 min run. Starting at 1% of solvent B, elution was
performed by a two-step linear gradient of solvent B percentage, from 1 to 35% over 47 min,
followed by a quick wash of 98% solvent B and next by re-equilibration of the column. Eluted
peptides were sprayed by nanospray ion source into the mass spectrometer in positive polarity
mode. Peptide ions were analyzed using nano-UPLC. Full-scan mass spectra were measured
from m/z 300 to 1400 £10 ppm. Auto MS2 was activated for charge state +2 and +3 ions,
allowing MS/MS scans on the 6 most abundant precursor ions with dynamic exclusion of
previously selected ions. The activation type was collision induced dissociation (CID) with

MS/MS normalized collision energy set at 35%.
Data processing

Peak lists were generated as mzXML files using MSConvert softaware (ProteoWizard 3.0).
Mass spectrometric data were searched using X!TandemPipeline software version 0.2.24.
Peptide searches were performed with the following parameters: a mass tolerance of 10 ppm
on the parent ion and 0.5 Da for the MS/MS, precursor mass tolerance of =10 ppm and
fragment mass tolerance of 0.5 Da, static modifications of carbamidomethylated cystein
(+57.0215), potential modification of oxidized methionine (+15.9949), potential tyrosine
post-translational modification: +125.8966 for monoiodotyrosine (MIT); +251.7933 for
diiodotyrosine (DIT); +76.0313 for monophenylated-tyrosine; +201.9229 for monoiodo-
monophenylated-tyrosine; + 152.0626 for diphenylated-tyrosine. Following chymotrypsin
digestion, the maximum number of miss cleavages was set at 3. Bovine (and further rat and
human)  thyroglobulin  sequences @ were  downloaded from  UniProt  KB:
sp/[P01267THYG_BOVIN to allow identification of protein. Under combined analysis mode,
all peptides matched with a peptide E-value set at 0.05, allowing identification of each Tg

with more 90% coverage.
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5. SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THE BIOTIN-CYCLIC
TRIOLBORATE PROBE

The synthesis of the cyclic triolborate probe 4 was performed according to the scheme on
Figure S.5 below. Briefly, the biotine amine 2 obtained from biotine according to the
procedure described by Stewart et al.® was first coupled using EDC/DMAP standard coupling
conditions. Condensation of boronic acid pinacol ester 3 with 2-(hydroxymethyl)-2-
methylpropane-1,3-diol in basic media afforded cyclic triolborate probe 4 in 34% overall
yield.
Synthesis of 5-[(3a$,45,6aR)-2-oxo-hexahydro-1H-thieno[3,4-d]imidazolidin-4-yl]-N-{2-
[2-(2-{[4-(tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenyl]formamido}ethoxy)ethoxy] ethyl}
pentanamide (4). To a solution of diisopropylamine (173 puL, 1.06 mmol, 2 equiv.) and ethyl
N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (152.4 mg, 0.8 mmol, 1.5
equiv.) in DMF (2 mL) was added dropwise a solution of 4-carboxyphenylboronic pinacol
ester (156 mg, 0.63 mmol, 1.2 equiv.) in anhydrous DMF (2 mL). The mixture was stirred for
15 min at room temperature. A solution of biotine-PEG-NH> 2 2 (200 mg, 0.53 mmol, 1
equiv.) and DMAP (6.5 mg, 0.053 mmol, 0.1 equiv.) in DCM (10 mL) was then added and
the resulting mixture was stirred at room temperature. After 48h, the solvent was removed
under reduced pressure. The residue was washed with diethtyl ether to provide the crude
pinacol boronate 4 as a pale yellow pasty solid (223 mg, 70%) which was used directly in the
next step. 'H NMR Figure S6 (300 MHz, MeOD) 0. 7.83 (s, 4H, CHar), 4.46 (dd, J = 7.5, 4.8
Hz, 1H, HNCONHCH), 4.28 (dd, J = 7.8, 4.5 Hz, 1H, HNCONHCH), 3.72-3.62 (m, 6H,
CH>0), 3.60 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH>0), 3.56 (t, J = 5.7 Hz, 2H, CH>NH), 3.38-3.34 (m, 2H,

CH:NH), 3.24-3.15 (m, 1H, CHS), 2.92 (dd, J = 12.8, 5.0 Hz, 1H, CH>»S), 2.71 (d, J = 12.8,
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1H, CH»S), 2.20 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH>CON), 1.80-1.50 (m, 4H, CH.CH,CH>CH>CON)
1.47-1.38 (m, 2H, CH,CH2CH,CON), 1.37 (s, 12H, (CH3),CC(CHs),) ppm; *C NMR Figure
S7 (75 MHz, MeOD) [1: 174.70 (2C, CON), 136.70 (C, Car), 134.33 (CH, CHa,), 126.07
(CH, CHay), 84.03 (2C, (CH3)2€0), 69.92 (2CH>2, OCH>), 69.20 (2CH2, OCH>), 61.94 (CH,
HNCONHCH), 60.20 (CH, HNCONHCH), 55.53 (CH, CHS), 39.61 (CH2, CH>S), 39.5 (CHa,
CH:NCO), 38.87 (CHz, CH,NCO), 35.32 (CH2, CH2CON), 28.29 (CHz, CH2CH,CON), 28.06
(CHz, CH,CH2CH2CON), 25.37 (CHz, CHCH2CHCH2CON), 23.8 (4CH3s, (CH3).CC(CHj3)2)
ppm, the C-B was not detected. MS (ESI+): m/z (%) = 643.2 (100) [M + K]", 627.3 (10) [M +
Na]*, 605.3 (35) [M + H]", 485.2 (45) [M - C¢HioN20S + K]".

Synthesis of potassium 4-methyl-1-(4-(12-0x0-16-((3aR,4R,6aS5)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)-5,8-dioxa-2,11-diazahexadecyl)phenyl)-2,6,7-trioxa-1-
borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (4). To a solution of pinacol boronate 4 (50 mg, 0.089 mmol,
1 equiv) in DMF/DMSO (1:1, 500 uL) was added 2-(hydroxymethyl)-2-methylpropane-1,3-
diol (10.7 mg, 0.089 mmol, 1 equiv.), KOH (5 mg, 0.089 mmol, 1 equiv.) and water (2 uL,
0.089 mmol, 1 equiv.). The reaction mixture was stirred at 30 °C under argon atmosphere.
After 4h, the mixture was added dropwise to diethyl ether (10 mL) in a Falcon® tube. The
precipitate was centrifuged (4000 rpm, 10 min), and after supernatant removal, it was taken
up into acetone and centrifuged once more (4000 rpm, 10 min). Acetone was then removed
and the solid was dried under vacuum to provide the cyclic triolborate 4 as a white powder
(48 mg; 85%). 'H NMR Figure S8 (300 MHz, DMSO-d6) & 8.14 (t, J = 4.8 Hz, 1H, CONH),
7.80 (t, J = 5.2 Hz, 1H, CONH), 7.51 (d, J = 7.6 Hz, 2H, CHa,), 7.39 (d, J = 7.6 Hz, CHa,),
6.38 (s, 1H, NHCONH), 6.35 (s, IH, NHCONH), 4.28 (br t J = 6.57 Hz, 1H, HNCONHCH),
4.11 (m, 1H, HNCONHCH), 3.58 (s, 6H, C(CH20)3B), 3.52 (s, 6H, OCH.CH-0), 3.42-3.32
(m, 4H, CH>0O, CH>NCO), 3.16 (t, J = 5.8 Hz, CH:NCO), 3.10-3.02 (m, 1H, CHS), 2.77 (dd,
J=12.3,7.2 Hz, 1H, CH>S), 2.50 (m, 1H, CH.S), 2.05 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CONH), 1.70-

1.20 (m, 6H, CH,CH>CH>CH,CONH), 0.49 (s, 3H, CH3) ppm '*C NMR Figure S9 (75 MHz,
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DMSO-d6) § 172.1 (C, CON), 167.4 (C, CON), 162.7 (C, NCON), 131.8 (CH, CHa,), 130.5
(C, Car), 124.5 (CH, CHar), 73.1 (3CHz, C(CH20)3B), 69.5 (CH2, OCH>), 69.4 (CH2, OCH>),
69.1 (CH2, OCH>), 68.9 (CH2, OCH»), 61.0 (CH, OCHNCH), 59.2 (CH, OCHNCH), 55.3
(CH, CHS), 38.4 (CH2, CH2CH:NH), 35.0 (CH2, CH2CH:NH), 34.6 (CH2, CH2CON), 28.1
(CHz2, CH2CH2CON), 28.0 (CH2, CH2CH>CH2CON), 25.2 (CH2, CH2CH2CH>CH2CON)), 16.2
(CHs, CH3C(CH20)3B) ppm; the C-B was not detected and both the CH>S methylene and the
quaternary carbon of the triol were masked by the solvent pics; MS (EST): m/z (%) = 605.2
(100) [M], 567 (30) (M - CH3C(CHOH);+ H>O+ 2MeOH], 5212 (23) (M -
CH3C(CH0H)3+ 2H»0]; HRMS (-ESI) calcd for C2sH4BN4OgS: 605.2816, found
605.2798; IR (neat, cm™): 3262, 3120, 2928, 2853, 1654, 1647, 1456, 1356, 1360, 1308,

1221, 1181, 1072, 973, 930, 837, 760.

6. ANALYSIS OF THE MODIFIED BOVINE THYROGLOBULIN BY
WESTERN BLOT
Western Blotting with primary and secondary anti-bodies for the detection of

Thyroglobulin

The separated proteins from SDS-PAGE gels (Method 4) were transferred to nitrocellulose.
Membranes were saturated in 5% non-fat milk TRIS buffered saline TBS-Tween 0.1% (Bio-
Rad) for one hour at room temperature and incubated with primary antibody (goat Anti-Tg
from Santa Cruz BiotechnologyN15 1:200 in 25 mL of blocking solution) overnight at 4 °C.
After washing (3 x 20 min TBS-Tween 0.1%), horseradish peroxidase (HRP) secondary
antibody (Donkey anti-goat from Santa Cruz Biotechnology 1:5000 25 mL of blocking
solution) was added for 1 h at room temperature. After washing (3 x 20 min TBS-Tween
0.1%), detection of the modified Tg was achieved using the Clarity Western ECL Substrate

(Bio Rad). Chemiluminescent signals were analyzed using the ChemiDoc ™ (Figure S10-C).
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Western Blotting with streptavidin for the detection of cross coupling reaction between

Biotin probe and Thyroglobulin

The separated proteins from SDS-PAGE gels (Method 4) were transferred to nitrocellulose.
Membranes were saturated in 5% non-fat milk TRIS buffered saline TBS-Tween 0.1% (Bio-
Rad) for one hour at room temperature and incubated with streptavidin HRP (from Santa Cruz
Biotechnology 1:10000 25 mL of blocking solution) overnight at 4 °C. After washing,
detection was achieved using the Clarity Western ECL Substrate (Biorad). Chemiluminescent

signals were analyzed using the ChemiDoc™ (Figure S10-D).

7. PRODUCTION OF NATURALLY IODINATED THYROGLOBULIN

Rat Thyroid homogenate

Thyroid rat homogenates were prepared according to the protocol describe by Romisch-
Margl, W. et al’. Frozen samples from thyroid gland arising from three sacrificed rats were
placed into 1.5 mL Eppendorf test tubes® containing MilliQ water with Complete ™ Protease
Inhibitor Cocktail (Roche Complete without EDTA) to a concentration of approximately 6 uL
water/mg thyroid. The mixture was homogenized three times using an inox Turbospin at 6000
rpm for 30 s, with interval of 30 s on ice between each homogenization steps. The mixture
was then centrifuged at 10000 rpm for 10 min at room temperature and the supernatant was
recovered. The total protein concentration was determined by BCA Protein Assay (Thermo

Fisher Scientific).
Thyroglobulin detection in cellular lysate

3°000°000 FRTL, FRTLS or PC-3 cells were lysed in 60 pL of RIPA Lysis and Extraction
buffer (Thermo Fisher Scientific) with protease inhibitors (Roche Applied Science) at 0
°C for 30 min. The mixture was centrifuged 10 min at 10’000 rpm. The total protein content

was determined by bicinchoninic acid BCA assay .The cellular lysate was diluted in PBS
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buffer 25 puLL and 25 pL of Laemmli buffer 2x (Bio-Rad) to provide a 1 pug/uL solution of
total proteins and then heated to 95 °C for 3 min. 30 uL of each cellular lysate and rat thyroid
homogenate sample (12 uL for Bovine Tg) were separated by SDS-PAGE on 4-15% Bis—Tris
polyacrylamide gel (Bio-Rad) with SDS 1x running buffer. The proteins were revealed with
EZ-Blue© (Sigma Aldrich) stain and then extensively washed with water. The separated
proteins from SDS-PAGE gels, were transferred to Polyvinylidene difluoride PVDF
membranes 0.2 pm (Bio-Rad), and blots were incubated in blocking solution containing 5%
milk and 0.1% Tween 20 (Bio-Rad) in Tris-saline buffer, pH 7.6 (TBST) overnight at 4 °C.
The membranes were then incubated with primary antibody (1:350) Goat Anti-Tg N15 in 25
mL of blocking solution. Blots were washed five times in TBST at room temperature for 10
min. Afterwards, the membranes were incubated with a secondary antibody (1:5000) Donkey
AntiGoat (Ati Tg) Ig conjugated to HRP in 25 mL of blocking solution. Blots were washed
five times at room temperature in TBST for 10 min and the blotting proteins were detected
after 4 min membrane incubation with the detection solution (Clarity™ Western ECL
Substrate). Chemiluminescent signals were analyzed using the MF-ChemiBis system (Figure

S11).

Thyroid homogenization from patient tissue

Human thyroid homogenates were prepared according to the protocol described above for rat
thyroid homogenate. Frozen samples from thyroid gland arising from surgical thyroidectomy
of three Grave’s disease patients (50-150 mg) were placed into 15 mL Falcon tubes®
containing MilliQ water with Complete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche Complete
without EDTA) to a concentration of approximately 6 uL water/mg thyroid. The mixture was
homogenized three times using an inox Turbospin at 6000 rpm for 30 s, with interval of 30 s
on ice between each homogenization steps. The mixture was then centrifuged at 10000 rpm

for 10 min at room temperature and the supernatant was recovered. The total protein
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concentration was determined by BCA Protein Assay and thyroglobulin concentration by (Tg)

ELISA Kit.

Sample Preparation for proteomic analysis

Cellular lysate from FRTL and human thyroid homogenate were analyzed by proteomic

according the protocol described in Method 4 for bovine Tg.

Data processing

Data processing were performed in a similar manner as for bovine Tg (Method 4). Rat and
human thyroglobulin sequence were downloaded from UniProt KB: sp|PO6882|THYG_RAT,
splPO1266]THYG_HUMAN to allow identification of protein. Under combined analysis
mode, all peptides matched with a peptide E-value set at 0.05, allowing identification of each

Tg species with more 90% coverage.

8. SUZUKI-MIYAURA CROSS COUPLING OF HUMAN Tg CATALYZED BY
PVP-Pd NPs IN PATIENT TISSUE HOMOGENATE

Chemical reaction in human thyroid gland homogenate catalyzed by palladium NPs

To a solution of thyroglobulin from human thyroid homogenate (50 pL, 7.4 mg/mL, 1.21
nmol, 1 equiv.) in pH 7.4 PBS was added a solution of the cyclictrioborate salt derivative
(0.147 mg, 605 nmol, 500 equiv.) in 16 mg/mL aqueous NaHPO4 (7.5 uL). Stock suspension
of PVP-Pd NPs (7.5 uL, 8 mM, 60.5 nmol, 50 equiv.) was then added and the mixture was
shaken at 37 °C. After 24 h incubation, 30 uL of reaction mixture were diluted into 30 uL of
Laemmli blue 2x, and the sample was heated at 95 °C for 3 min and cooled at 4 °C before

separation by SDS-PAGE gels (Figure S12).
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SUPPLEMENTARY TABLES

Table S1 Volume required for the preparation of Pd:CPCI NPs

Pd:CPCI molar ratio ~ Volume of CPCI Solution (mL) Volume of Milli-Q water (mL)

1:1 5 0
5:1 1 4
10:1 0,5 4,5

Table S2 Iodinated peptides detected in Bovine, Rat and Human thyroglobuline

Protein Iodinated Peptides detected
Tg Bovine (purified) 32
Tg Ratus (from FRTL cells) 1
Tg Human (from homogenate) 19
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Table S3 Iodinated and phenylated tyrosines in human Tg

Residues Todinated peptides detected Phenylated peptides detected
Y24 MI, DI
Y48 Not detected MIP
Y108 Not detected DP
Y116 MI
Y126 MI
Y149 MIT, DIT
Y211 Not detected MP
Y277 Not detected MP
Y626 MI
Y785 MI
Y866 MI
Y1027 Not detected DP, MP
Y1445 Not detected MP
Y1310 MI
Y1677 MI,
Y1705 DI
Y2157 MI MIP, MP
Y2184 MI
Y2283 MI
Y2335 DI
Y2478 MI MP
Y2540 M1, DI DP
Y2637 Not detected MIP, MP
Y2573 M1, DI
Y2697 DI
Y2721 DI
Y2767 MI, DI

MI: mono-iodinated, DI, Diiodinated, MP: monophenylated, DP: diphenylated; MIP Monoiodinated

SUPPLEMENTARY FIGURES

monophenylated,
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Figure | SS5. Synthetic scheme of the biotine cyclic triolborate probe 4
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Figure | S10: Synthetic scheme of the reaction of the biotine triolborate probe with the
iodinated bovine Tg and Western-Blot analysis. A Separation of proteins by 1D-SDS Page
gel (Stain Free image); B Stain free image after protein transfer, C Detection of bovine
Thyroglobulin on nitrocellulose membrane was probed with 1 goat Anti-Human
Thyroglobulin Monoclonal Antibody followed by HRP-conjugated Anti-goat Secondary
Antibody. The specific band was detected for Thyroglobulin around 250 kDa; D Detection of

Tg modification on nitrocellulose membrane probe with streptavidin-HRP.
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Figure | S11: Detection of thyroglobulin in FRTL and FRTLS cell lysates (Western Blot).
Detection of Thyroglobulin on PVDF membrane was probed with Anti-Thyroglobulin N-15,
follow by Donkey anti-goat IgG HRP-conjugated. The specific band was detected with MF-
ChemiBis system around 300 kDa for Thyroglobulin. [A] 1-Rat Thyroid homogenate
(positive control) FRTL-5line Lysates: 2-with no inhibitor of Tg (Thunicamycin); 3-Lysate
with thunicamycin; 4-Lysate with TSH added after 24h; 5-Lysate with TSH added after 24h
and Tunicamycin; 6-Lysate with No TSH and No Thunicamycin; 7-Lysate from Prostate
Cancer 3 cell line lysate (negative control); 8-Bovine Tg (16 pg), 9- Bovine Tg (42 ug) ). [B]
1-Bovine Tg 112ug (positive control); 2-FRTLCellular lysate3-PC-3 Cellular lysate (negative

control)
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Figure | S12. EZ Blue staining 1D-SDS Pages gels of human thyroid gland homogenate

140



REFERENCES

1. Ambesi-Impiombato, F. S.; Parks, L. A. M.; Coon, H. G, Culture of hormone-dependent
functional epithelial cells from rat thyroids. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 77, 3455-
3459 (1980).

2. Ksar, F., Sharma, G. K., Audonnet, F., Beaunier, P. & Remita, H. Palladium urchin-like
nanostructures and their H» sorption properties. Nanotechnology 22, doi:10.1088/0957-
4484/22/30/305609 (2011).

3. Stewart, J. A., Piligian, B. F., Rundell, S. R. & Swarts, B. M. A trifunctional
cyclooctyne for modifying azide-labeled biomolecules with photocrosslinking and
affinity tags. Chem. Commun. 51, 17600-17603 (2015).

4. Romisch-Margl, W. et al. Procedure for tissue sample preparation and metabolite

extraction for high-throughput targeted metabolomics. Metabolomics 8, 133—142 (2012).

141



Chapitre 4 : Auto-assemblage
nanoparticulaire de calixarénes
porteurs de complexes
carbéniques du palladium :
Application a la catalyse de la
réaction de Suzuki-Miyaura

dans I’eau
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Découverts fortuitement par A. Zinke en 1944, les calixareénes sont des polycycles formés
d’unités phénoliques, reliées par un pont méthyléne en ortho de la fonction hydroxyle.l'! Ces
molécules en forme de vase ont fait I’objet de nombreuses recherches dans le domaine de la
catalyse, en particulier grace a leur cavité permettant de créer des complexes d’inclusion
facilitant la réactivité. Le Dr Vincent Huc de TI'ICMO a développé des
benzyloxycalix[8]arenes originaux portant une sous unité palladium-carbénique (NHC-Pd)
sur chacun des 8 phénols. Ces molécules possédent une activité catalytique remarquable sur la
réaction de Suzuki-Miyaura en milieu organique.!* Des conversions complétes sont observées
dans des couplages aryle-aryle ou aryle-hétéroaryle avec des quantités de catalyseur aussi
faible que 0.001 mol%. Néanmoins, V. Huc souhaitait élargir le champ d’application de ses
catalyseurs a des réactions en phase aqueuse. C’est dans ce cadre que nous avons engagé une

collaboration mettant a profit 1’expertise de I'Institut Galien dans le domaine de la

nanoformulation et des réactions de Suzuki dans 1’eau.

Dans ce chapitre sous forme d’une publication en cours de rédaction, nous présentons le
développement d’une formulation nanoparticulaire de ces benzyloxycalix[8]arene-NHC-Pd et
la réactivité des nanoparticules sur la réaction de Suzuki-Miyaura en phase aqueuse entre des

dérivés halogénés solubles et des triolboronates cycliques aromatiques.

[1] A. Zinke; E. Ziegler, Zur Kenntnis des Hartungsprozesses von Phenol-Formaldehyd-

Harzen, X. Mitteilung. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1944, 77, 264-272.

[2] I. Abdellah, P. Kasongo, A. Labattut, R. Guillot, E. Schulz, C. Martini, V. Huc.
Benzyloxycalix[8]arene: a new valuable support for NHC palladium complexes in C—

C Suzuki—Miyaura Couplings. Dalton Trans. 2018, 47, 13843-13848.
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ABSTRACT: Nanoformulated calix[8]arenes functionalized with N-heterocyclic carbene
(NHC)-palladium complexes were found to be efficient nano-reactors for Suzuki-Miyaura
cross-coupling reactions of iodo and bromoaryl compounds with cyclic triol arylborates in
water. Combined with a one-step synthesis of triol arylborates from boronic acid, this
remarkably efficient new tool provided a variety of 4’-arylated phenylalanines and thyrosines

in good yields at low catalyst loading.
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Introduction

The Suzuki-Miyaura reaction has emerged as one of the most powerful tool for C-C bond
formation because of its compatibility with a broad range of functional groups giv-ing rise to
numerous applications throughout organic chem-istry, synthesis of pharmaceutical
compounds] and mate-rials science.2 Aqueous Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions are
particularly promising due to the water toler-ance of boronic acids compared with the
organometallic reagents required for other cross-coupling protocols. As a consequence the
Suzuki-Miyaura reaction has been widely developed under homogenous or heterogenous
catalytic conditions in water media, and a large array of different ligands and palladium
complexes have been designed to increase solubility and efficiency under aqueous condi-
tions.3 The water and functional group tolerance of the Suzuki-Miyaura reaction culminated
in the cross-coupling of iodoarylated proteins under physiological conditions opening the way
to a realm of chemical-biology applica-tions.4 Reactions in water are not restricted to those
with biomolecules: due to water’s ideal proprieties (abundance, environmental compatibility,
non-toxicity and nonflam-mability) a wide range of catalytic and organic reactions have been
developed in water as solvent.5 In this context, calixarene macromolecules have been used for
Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions as supports for palladium catalyst. In particular
calix[4]arenes bearing phosphine or N-heterocyclic carbene (NHC) Iligands have
demonstrated good catalytic efficiencies in this reaction.6 There are a few examples of the use
of calix[4]arenes as catalyst supports in mixtures of water and dioxane,6b however, to our
knowledge no reactions in pure water have been reported using unsupported calixarene.
Recently, the synthesis of a large-cavity calix[8]arene anchoring eight NHC-palladium
catalytic heads (Pd-Calix, Figure 1) was reported.7 This catalyst demonstrated good catalytic
properties for Suzuki-Miyaura cross-coupling reactions with bromoarenes in green solvent
such as ethanol but the Pd-Calix was also tested in water/organic mixtures giving promising

results. On the other hand this catalyst was found much less effi-cient in pure water.7

145



Assuming that nanoparticles embed-ding the Pd-Calix (Figure 1) would show improved
catalytic efficiency over the bulk material, a nanoformulation of this Pd-Calix was realized.
Herein we describe the use of Pd-Calix nanoparticles (Pd-Calix-NPs) as an efficient cata-lyst
for the Suzuki-Miyaura reaction in aqueous solution at 37 °C. A variety of water-soluble
boronates were obtained in a one-step process from boronic acids and their reactions with
different haloarenes under Suzuki-Miyaura cross-coupling conditions using the Pd-Calix-NPs

are described.

hPhk Phk hk fn o
g¢ﬁ¢ﬁ¢ﬁ¢ !
OF o OH &
h
“o
o) 8
\W

N
CI\OI PdI Mes

Calix[8]arene-NHC-Pd (Pd-Calix)

Figure 1. General structure of calix[8]arenes (top) and structure of the calix[8]arene bearing eight NHC-
palladium units (Pd-Calix) (bottom).

The calix[8]arene-NHC-Pd catalyst was synthesized ac-cording to the method previously
reported.7 Briefly, chloro-butyl appendages were first bound to the eight free phenol groups
of benzyloxycalix[8]arene and the chlorides dis-placed with 3-(mesityl)-2,3-dihydro-1H-
imidazole. The palladium carbene complexes were next generated with palladium chloride in
the presence of potassium carbonate and 3-chloropyridine as extra ligand. Formulation of Pd-
Calix was first performed using the nanoprecipita-tion/solvent evaporation method using THF
as organic solvent.8 Nanoparticles with a 116 nm average hydrody-namic diameter were

obtained as revealed by dynamic light scattering (DLS) (Table 1). Unfortunately, this formu-
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lation was found quite unstable after few days. To address this problem the emulsion-solvent
evaporation method was attempted using CH2CI2 to solubilize the catalyst.9 The organic
phase was poured into an aqueous solution con-taining sodium cholate (1.5%) as surfactant,
the two phas-es were emulsified by sonication and the solvent was evaporated. Monodisperse
NPs with a mean diameter of 112 nm (Z average determined by DLS) and a polydispersi-ty
index (PdI) of 0.2 were thus obtained. The formulation was found stable upon 30 days storage
thanks to their quite negative zeta potential (Table 1). CryoTEM imaging revealed spherical

NPs in line with DLS measurements (Figure 2).

Following our early finding that palladium stabilized PLGA-PEG NPs were an efficient
catalyst for the Suzuki-Miyaura couplings of 4-iodophenylalanine with phenyl-boronic acid
derivatives, we chose to evaluate the present catalyst in the same model reaction.10 Thus,
reaction of N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1a) with phenylboronic acid in the presence of
0.005 mol% of Pd-Calix-NPs in pH 8.0 phosphate buffer at 37 °C reached 40% conversion
into diphenylalanine 3 after 3 h. Although boronic acids are the originally used organoboron
derivative for Suzuki-Miyaura reaction, they suffered from some drawbacks such as pro-
todeboronation and oxidation. More nucleophilic organo-boron reagents were thus developed
with an improved stability and reactivity profile.11 Among them, potassium
phenylfluoroborate12 and N-methyliminodiacetic acid phenylboronates (MIDA)13 provided
very low conversion rate or no reaction. On the other hand, cyclic triol phenyl-boratel4
turned out to give a full conversion in 3h (Table 2). Such a superior reactivity of borate salts

squared with our previous results with Pd NPs stabilized by PLGA-PEG in water.10
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Figure 2. A: Cryo-TEM images of Pd-Calix-NPs prepared by emulsion-solvent evaporation; B: Evolution of the

mean diameter of Pd-Calix-NPs upon incubation at 25 °C in water over one-month.

Table 1. Size, polydispersity index (PDI) and ["-Potential of the Pd-Calix-NPs as measured by dynamic light

scat-tering according to the method of preparation.

. [1-
flg/lrfrtlllll(l)zii?)fl (Snl ;e) PDI  Potential
(mV)
Nanoprecipitation 116 0.18 -3.14
Emulsion

. 112 0.21 -16.8
evaporation

The hydrolytic stability of the cyclic triol borate deriva-tives in the reaction conditions
(checked by NMR in D20-PBS) must be emphasized and clearly accounted for the efficiency
of the process. To evaluate the influence of the nanoformulation, the bulk catalyst was used at
the same concentration on the same benchmark reaction. However, less than 10% of
conversion was observed highlighting the tremendous impact of the nano-reactor design on
the ca-talysis efficiency. Interestingly, the amount of catalyst can be further diminished to
0.001 mol% on small scale reac-tions (3-4 mg) without reducing the overall conversion rate,

highlighting the remarkable catalytic efficiency of the pre-sent nanoformulation.
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Table 2. Influence of the organoboron derivative on the cross-coupling reaction of N-Boc-4-iodo-L-

phenylalanine

O
Q X Pd-catalyst
MOH . @ 0.005 mol% O OH
NHBoc
NHBoc Phosphate buffer O
1a 37 °C, 3h 3a
Entry Pd catalyst X Conv (%)*
1 Pd-Calix-NPs B(OH). 40
2 Pd-Calix-NPs BF; K* 10
l\l/le
3 Pd-Calix-NPs Oig\o 0 0
|
. )
4 Pd-Calix-NPs B ® 98
\Xe0" K
. )
5 Pd-Calix 8 e <5
\Xe0" K

N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine (1 equiv.), boronic acid derivatives (3 equiv.), Pd-Calix-NPs (0.005 mol%), phosphate
buffer (20 mM, pH = 8), 37 °C for 3h. ¢ Conversion determined by 'H NMR analysis of the C-3 methylene signal.

Having identified the best organo-boron partner we turned our efforts to expand the scope of
the process to water soluble aryl halides. The results ob-tained using various halides with
cyclic triol phenylborate 2a and 0.005 mol% of Pd-Calix-NPs as catalyst are sum-marized in
Figure 3. The influence of the halide was briefly investigated. 4-lodo- and 4-
bromophenylalanine under-went reaction with similar high yield. By contrast the chlo-ride
derivative 1c was found completely unreactive. In addition to amino acid derivatives, we
investigated several water soluble simple aromatic halides. The presence of carboxylic acid,
phenol or amino groups on the arene ring did not affect the reaction, the main limitation being
the solubility of the starting material in water. Even 2-iodoaniline underwent the desired

coupling although at lower rate.
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The influence of the structure of the cyclic triol borate was next explored. The requisite
derivatives were obtained in a one-step process from boronic acids by a simple stir-ring in the
presence of 1 equiv. of KOH in dioxane at 30 °C. The desired compounds were then isolated
by simple filtration. This new method was found more convenient that the original procedure
involving azeotropic distillation of the formed water and was amenable to large laboratory
scale preparation.14 The bench-stable borate salts were thus obtained in good yields with a
variety of aryl and heteroar-yl compounds (Table 3). Hindered or electron poor boronic acids
required longer reaction time (compounds 2g, 2h). Replacement of KOH base by another
alkaline earth metal afforded the corresponding metal borate salt in similar yield (compounds
2b-d). On the other hand, the poorly crystallizing tetrabutylammonium cyclic triol borate (2e)

was obtained in only 20% yield.

Table 3. Synthesis of cyclic triolborates from boronic acids

CH3C(CH,0H)3

MOHHO 1 gy
RB(OH)» > \
dioxane, 30 °C o
2a-j
Yield
Compound R M Time (h) (%)
2a Ph K 3 80
2b Ph Li 3 46
2c Ph Na 3 87
2d Ph Cs 3 67
2e Ph n-BuyN 3 20
2f p-MeOPh K 3 69
2g o-Tol K 16 59°
2h m-NO2Ph K 16 72
2i 2-furanyl K 3 67
2 thioShenyl K 3 65

2 The reaction was conducted at 60 °C
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With the small library of cyclic triol borate salts in hand, their reaction with N-Boc-4-iodo-L-
phenylalanine was next examined (Table 4). The screenings of the influence of the counter
anion clearly established that potassium and at a lesser extend sodium salts were the most
effective. On the other hand the NBu4 counter ion was found detrimental to the efficiency of
the coupling. It appears that electron withdrawing group on the aromatic ring or steric
hindrance made the reaction slower. Nevertheless both, 3’-nitrodiphenylalanine (31) and [(2’-
methylphenyl)phenyl] alanine (3k) were isolated with a good yield by prolonging the reaction
time to 16 h. Moreover, when the pH was reduced to 7 and 6 the coupling still took place with
only a small reduction of yield (Entries 2 and 3). The latter result may be useful for substrates
poorly soluble at basic pH and to conduct reaction at physiological pH. Heterocyclic

triolborates could also be used affording 2i,j in satisfactory yields.

2

@ @)
0. /O Ar
Pd-Calix-NPs
© 0005 mol%
Phosphate
buffer, 37 °C, 3
pH=8
(@) (0] 0 O
| NHBoc Br NHBoc o NHBoc Ho NHBoc
3h; 87% 3h ; 90% 24h ; 0% 3h ; 68%
NH, H,N
3h; 72% 3h; 90% 3h; 65% 3h; 66% 3h; 70% 3h; 32%

Figure 3. Reactivity of cyclic phenyltriolborate with selected water-soluble aryl halides. Aryl halide (1 equiv.),
cyclic triol phenylborate (3 equiv.), Pd-Calix-NPs (0.005 mol%), phosphate buffer (20 mM, pH = 8), 37 °C 3h.

Isolated yield after chromatographic purifica-tion.
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Table 4. Reactivity of aryl and heteroaryl cyclic triol-borates with N-Boc-4-iodophenylalanine

® ©o
M R—B\(;@-

o 2aj 0
/@/\HLOH Pd-Calix-NPs /@/\‘)LOH
| NHBOC  pposphate buffer R NHBoc
1a pH 8, 37°C 3
Entry cyclic R Metal pH Product Yield
borate (%)
1 2a Ph K 8.0 3a 98
2 2a Ph K 7.0 3a 67
3 2a Ph K 6.0 3a 56
4 2b Ph Li 8.0 3a 30
5 2¢ Ph Na 8.0 3a 90
6 2d Ph Cs 8.0 3a 47
7 2e Ph TBA 8.0 3a 22
8 2f p-MeOPh K 8.0 3af 98
9 2g o-Tol K 8.0 3ag 79°
10 2h m-NO2Ph K 8.0 3ah 72°
11 2i 2-furanyl K 8.0 3ai 87
12 2j 3-thiophenyl K 8.0 3aj 63

@ N-Boc-4-iodophenylalanine (1 equiv.), cyclic triol arylboronate (3 equiv.), Pd-Calix-NPs (0.005 mol%); ® 16 h reaction
time.

To conclude, we have shown that the nanoformulation of benzyloxycalix[8]arene supported
NHC-palladium complexes gave highly stable nanosuspension endowed with very high
catalytic activity for the Suzuki—-Miyaura couplings in pure water. The high catalytic activity
of the catalyst can be attributed to the specific characteristics of the unique nanostructure. In
combination with cyclic triol boronates as nucleophilic partner, this nanoformulation was
successfully engaged in coupling reactions with a wide range of water-soluble substrates

using a low catalyst load-ing.
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General Information

Infrared (IR) spectra were obtained using a Fourier Transform Bruker Vector 22 spectrometer.
Only significant absorptions are listed. The 'H, and '*C NMR were recorded using a Bruker
Advance 300 (300 and 75 MHz, respectively) spectrometer. Recognition of methyl,
methylene, methine, and quaternary carbon nuclei in '3C NMR spectra rests on the J-
modulated spin-echo sequence. All chemical shifts are quoted on the 6 scale in ppm using
residual solvent as the internal standard (‘H NMR: CDCl; = 7.26; DO = 4.79; DMSO-d6 =
2.50; D3COD = 3.33, and *C NMR: DMSO-d6 = 39.5). Coupling constants (J) are reported
in Hz with the following splitting abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q =
quartet, quint = quintet and m = multiplet. Mass spectra were recorded using a LTQ-Velos
Pro Thermofisher Scientific spectrometer. The sizes of the obtained Pd nanoformulations
were measured using a Malvern particle size analyser [nano ZS (173° scattering angle)]. The
morphology of the different palladium nanoformulations was examined by transmission
electron microscope (TEM) using a JEOL JEM 100CXII transmission electron microscope at
an accelerating voltage of 100 kV and for high resolution image using a JEOL JEM 2010
instrument at 200 kV. Deionized water was used for chemical reactions and Milli-Q purified
water for nanoparticle preparation. Bidistilled MilliQ water was produced using a water
purification system (Millipore). Chemicals were obtained from Carbosynth Limited (UK),
Sigma Aldrich Chemical Co (France), Fluorochem and Alfa Aesar (France) and were used
without further purification. Solvents of analytical grade were obtained from VWR.
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.4 was obtained from Sigma Aldrich. Anhydrous DMF
and dioxane were obtained from Sigma Aldrich. Tetrahydrofuran (THF) was distilled from
sodium/benzophenone ketyl and CH2Cl, from CaH». The calix[8]arene-NHC-Pd catalyst was

synthesized according to the method previously reported.! All reactions involving air- or
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water-sensitive compounds were routinely conducted in glassware, which was flame-dried
under a positive pressure of nitrogen or argon. Analytical thin-layer chromatography was
performed on Merck silica gel 60F254 glass precoated plates (0.25 mm layer). Column
chromatography was performed on Merck silica gel 60 (230-400 mesh ASTM (American

Standard Test Sieve Series)).

Nanoformulation of the calix[8]arene-NHC-Pd catalyst

Pd-Calix-NPs were prepared by the emulsion-evaporation technic. Practically, the
calix[8]arene-NHC-Pd catalyst (29.74 mg, 0.005 mmol) was dissolved into CH>Cl> (5 mL).
The organic phase was emulsified into 10 mL of 1.5% sodium cholate (w/w) aqueous solution
using a vortex for 1 min and then a vibrating metallic tip at 30% amplitude for 1 min at O °C.
The organic solvent was evaporated by magnetic stirring overnight in an open flask under a
laminar flow hood and readjusted to 10 mL to provide a stock suspension of Pd-Calix-NPs at

2.97 mg/mL.

Nanoparticles characterization by DLS

Mean hydrodynamic diameters of the nanoassemblies and polydispersity index were
measured at 25 °C by quasi-elastic light scattering with a Nano ZS (Malvern Instrument, 173
scattering angle). The NPs surface charge was investigated by {-potential measurement at 25
°C after dilution with 1 mM NaCl solution, applying the Smoluchowski equation.
Measurements were carried out in triplicate. Colloidal stability in milliQ water at 20 °C and 4

°C was investigated by measuring the Pd NPs mean diameter over a period of 30 days.

Cryogenic transmission electron microscopy (CryoTEM) of Pd-Calix-NPs

Morphology of Pd-Calix-NPs was observed by cryoTEM. Few drops of the NP suspension
(2.97 mg/mL) were deposited on EM grids covered with a holey carbon film (Quantifoil

R2/2) previously treated with a plasma glow discharge. Observations were conducted at low
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temperature (=180 °C) on a JEOL 2010 FEG microscope operated at 200 kV. Images were
recorded with a Gatan camera.

General method for the synthesis of potassium aren-2,6,7-trioxa-1-borate-
bicyclo[2.2.2]octane salts. To a solution of the given boronic acid (1.64 mmol) and 1,1,1-
tris(hydroxymethyl)ethane (197 mg, 1.65 mmol) in dioxane (10 mL) was added ground KOH
(92 mg, 1.64 mmol). The mixture was flushed with argon and water (29 YL, 1.65 mmol) was
added. The resulting mixture was stirred at 30 °C for 3h. Cyclohexane (5 mL) was then added
and the precipitated potassium triolborate salt was filtered on a sintered glass funnel and
washed twice with acetone. The solid was dried under vacuum to afford the potassium borate

salts as amorphous solids.

Potassium 4-methyl-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2a): The
general method using phenyl boronic acid gave the title compound” in 87% yield. 'H NMR
(300 MHz, DMSO-ds): 0 = 7.30 ppm (d, J = 7.2 Hz, 2H, , H-2, H-6), 6.98-6.88 (m, 3H, H-3,
H-4, H-5), 3.57 (s, 6H, CH,OB), 0.47 (s, 3H, CHs) ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 =
132.1 (2CH, C-2, C-6), 125.5 (2CH, C-3, C-5), 124.0 (CH, C-4), 73.6 (3CH2, B(OCH>»)3),
34.4 (C, CCH3), 16.2 (CH3, CCH3) ppm. The C-B was not observed; IR (neat, cm™): 3064,
2958, 2843, 1613, 1351, 1207, 1093, 1042, 914, 878, 850, 714; MS (ESI-): m/z (%) = 205.1

(100) [M-KT, 204.1 (20).

Tetra-n-butylammonium  4-methyl-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-
uide (2e): The general method using 1 equiv of n-BusNOH as base provided the tetra-n-
butylammonium borate salt 2e* in 20% yield as an off-white amorphous solid. 'H NMR (300
MHz, DMSO-d¢): 0 = 7.33 (d, J = 6.6 Hz, 2H, H-2,H-6), 7.02-6.85 (m, 3H, H-3,H-4, H-5),
3.58 (s, 6H, CH,0OB), 3.20-3.10 (m, 8H, CH:N), 1.62-1.42 (m, 8H, CH>CH2N); 1.30 (hex, J =
7.3 Hz, 8H, CH.CH2CH2N), 0.93 (t, 7.3 Hz, 12H, CH3CH>CH>CH2N), 0.48 (s, 3H, CH3)

ppm; *C NMR (75 MHz, DMSO-de): 6 = 132.2 (2CH, C-2, C-6), 125.4 (2CH, C-3, C-5),
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123.9 (CH, C-4), 73.5 (3CH2, B(OCH>)3), 57.5 (4CH2, CH3CH2CH2CH2N), 34.4 (C, CCH3),
23.0 (4CHz, CH3CH2CH2CH2N), 19.1 (4CH2, CH3CH,CH>CH2N), 16.2 (CHs, CCH3), 13.4

(4CH3, CH3CH>CH>CH>N) ppm. The C-B was not observed.

Potassium 1-(4-methoxyphenyl)-4-methyl-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide
(2f): The general method using 4-methoxyphenyl boronic acid give the title compound? as a
white powder in 69% yield; "H NMR (300 MHz, DMSO-d¢): d = 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-
2, H-6), 6.57 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3, H-5), 3.63 (s, 3H, OCHj3), 3.57 (s, 6H, CH>OB), 0.48 (s,
3H, CH3) ppm; '*C NMR (75 MHz, DMSO-ds): § = 157.2 (C, C-4), 133.5 (2CH, C-2, C-6),
111.7 (2CH, C-3, C-5), 74.0 (3CHz, B(OCHz)3), 54.9 (CH3, OCH3), 34.9 (C, CCHz3), 16.8
(CH3) ppm, the C-B was not observed; IR (neat, cm™'): 3230, 2863, 2841, 1598, 1510, 1451,
1399, 1283, 1214, 1178, 1078, 1045, 1024, 933, 854, 815,729, 697, 608; MS (ESI-): m/z (%)

=235.1 (100) [M-K]"234.1 (20).

Potassium 4-methyl-1-(3-nitrophenyl)-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2h):
The general method using 3-nitrophenyl boronic acid gave the title compound * in 72% yield,
"H NMR (300 MHz, DMSO-d¢): 6 = 8.17 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H-2), 7.83 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz,
1H, H-4), 7.75 (d, 1H, J = 6.9 Hz, H-6), 7.29 (t, 1H, J = 7.6 Hz, H-5), 3.62 (s, 6H, CH>OB),
0.51 (s, 3H, CH3) ppm; '*C NMR (75 MHz, DMSO-dq): J = 146.48 (C, C-3), 138.98 (CH, C-
6), 126.90 (CH, C-2 or C-5), 126.30 (CH, C-2 or C-5), 119.26 (CH, C-4), 73.52 (3CHa,
B(OCH»)3), 34.56 (C, CCH3), 15.97 (CH3) ppm, the C-B was not observed; IR (neat, cm™):
3015, 2948, 2850, 1606, 1519, 1458, 1402, 1342, 1278, 1238, 1216, 1083, 1054, 885, 863;

MS (ESI-): m/z (%) = 250.0 (100) [M-K], 249 (20).

Potassium 4-methyl-1-(o-tolyl)-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2g): The
general method using o-tolylboronic acid gave the title compound* in 59% yield, 'H NMR
(300 MHz, DMSO-dg): 0 = 7.38 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-6), 6.90-6.75 (m, 3H, H-3,H-4,H-5),

3.61 (s, 6H, CH,OB), 2.37 (s, 3H, ArCH3), 0.52 (s, 3H, CH3) ppm; *C NMR (75 MHz,
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DMSO-de): 6 = 141.6 (C, C-2), 132.4 (CH, C-6), 128.0 (CH), 124.5 (CH), 122.8 (CH), 73.0
(3CH2, B(OCH»)3), 34.5 (C, CCH3), 22.2 (CHs, ArCHs), 16.3 (CH3) ppm, the C-B was not
observed; IR (neat, cm™): 3158, 2855, 1396, 1210, 1178, 1066, 1035, 970, 945, 928, 891, 829,

750, 689; MS (ESI-): m/z (%) = 219.1 (100) [M-KT, 218 (20).

Potassium 1-(furan-2-yl)-4-methyl-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2i): The
general method using 2-furylboronic acid gave the title compound 3 in yield 67%; 'H NMR
(300 MHz, DMSO-d¢): 6 = 7.31 (s, 1H, H-5), 6.10 (m, 1H, H-3), 5.94 (d, J = 3.0 Hz, 1H, H-
4), 3.54 (s, 6H, CH20B), 0.48 (s, 3H, CH3) ppm; °C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6 = 140.6
(CH, C-5), 110.3 (CH, C-3 or C-4), 108.4 (CH, C-3 or C-4), 72.9 (3CHz2, B(OCH>)3), 34.4 (C,
CCH3;), 16.1 (CH3) ppm, the C-B was not observed; MS (APCI-): m/z (%) = 195.1 (100) [M],

194.1 (20).

Potassium 4-methyl-1-(thiophen-3-yl)-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2j):
The general method using 3-thienylboronic acid gave the title compound® in yield 65%; 'H
NMR (300 MHz, DMSO-ds): 0 = 7.01 (dd, J = 4.5 Hz, J = 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.93 (d, J =4.5
Hz 1H, H-4), 6.85 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H-2), 3.54 (s, 6H, CH>OB), 0.46 (s, 3H, CH3) ppm; *C
NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6 = 132.9 (CH, C-4), 123.7 (CH, C-2), 120.9 (CH, C-5), 73.6
(3CH2, B(OCH2)3), 34.4 (C, CCH3), 16.2 (CH3) ppm, the C-B was not observed; IR (neat, cm
1): 2948, 2847, 1630, 1468, 1421, 1400, 1351, 1215, 1172, 1071, 1000, 926, 869, 839, 774,

599, 622; MS (ESI-): m/z (%) = 211.2 (5) [M-H]~ 195.1 (100).

General method for the small-scale Suzuki-Miyaura coupling with Pd-Calix-NPs. In an
Eppendorf tube, the arylhalide (0.008 mmol, 1 equiv.) and the boronic acid/cyclic-triolborate
salt (0.024 mmol, 3 equiv.) were suspended in phosphate buffer pH 8.0-6.0 (200 mM, 50 pL)
and MiliQ Water (370 uL). The suspension of Pd-Calix-NPs was added (3.2 x 10" mmol;
0.00004 equiv.; 80 uL) and the reaction was mixed and shaken on a thermostated shaker

(bioSan TS-100) at 800 rpm at 37 °C. After 3h, the reaction was frozen in liquid nitrogen and
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the solution lyophilized. The crude product was taken up in CD;OD and analyzed by 'H-

NMR.

General method for the preparative Suzuki-Miyaura coupling with Pd-Calix-NPs. The
arylhalide (0.25 mmol, 1 equiv.) and the boronic acid (0.75 mmol, 3 equiv.) were suspended
in phosphate buffer pH 8.0 (200 mM, 5 mL) and water (The stock solution of Pd-Calix-NPs
(0.025 mmol Pd, 0.01 equiv.) was added and the reaction was stirred at 37 °C. After 3/16 h,
the reaction was frozen in liquid nitrogen and the solution was lyophilized. The crude product
was purified by flash chromatography on silica gels to afford the expected cross-coupling

product.

4-Phenylbenzoic acid (3e). The general method using 4-iodobenzoic acid and potassium
phenyltriolborate gave 4-phenylbenzoic acid 7 (Yield = 72%); '"H NMR (300 MHz, CDCls): ¢
=8.19 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-3’, H-5), 7.64 (d, J = 7.8
Hz, 2H, H-2”, H-67), 7.55-7.38 (m, 3H, H3”, H-4", H-5) ppm; '3*C NMR (75 MHz, DMSO-
d6): 6 = 167.2 (C, CO2H), 144.3 (C), 139.1 (C), 130.0 (2CH), 129.7 (C), 129.1 (2CH), 128.3

(CH), 127.0 (2CH), 126.8 (2CH), ppm; MS (ESI-) m/z = 197.1 (100) [M-H]".

4-Phenylphenol (3f). The general method using 4-iodophenol and potassium
phenyltriolborate gave 4-phenylphenol ® (Yield = 90%); 'H NMR (300 MHz, CD;0D): § =
10.38 (1H, br s, OH), 8.37 (d, J = 8.1Hz, 2H, H-2’, H-6’), 8.28 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3, H-5),
8.21 (t, J=7.5 Hz, 2H, H-3’, H-5’), 8.07 (td, J = 7.2, 0.9 Hz, 1H, H-4"), 7.66 (d, J = 8.4 Hz,
2H, H-2, H-6) ppm; '*C NMR (75 MHz, CD30D): J = 160.6 (C, C-1), 149.7 (C, C-1"), 140.5
(C, C-4), 138.3 (2CH, C-3, C-5), 137.3 (2CH, C-3’, C-5’), 135.9 (CH, C-4’), 135.5 (2CH, C-

2’,C-6’), 125.3 (2CH, C-2, C-6) ppm; MS (ESI-) m/z (%) = 169.1 (100) [M-H].

2-Phenylbenzoic acid (3h). The general method using 2-iodobenzoic acid and potassium
phenyltriolborate gave 2-phenylbenzoic acid ° (Yield = 66%) 'H NMR (300 MHz, DMSO-

dé6): 0 = 12.70 (s, 1H, OH), 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-6, 1H), 7.57 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-4,
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1H), 7.45 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-5, 1H), 7.45-7.30 (m, 6H) ppm; '*C NMR (75 MHz, CDCl5): 6
= 173.6 (C, CO2H), 143.5 (C, C-2), 141.1 (C, C-17), 132.2 (CH), 131.3 (CH), 130.8 (CH),

129.4 (C, C-1), 128.6 (2CH), 128.2 (2CH), 127.5 (CH), 127.3 (CH) ppm.

4-Phenylaniline (3i). The general method using 4-iodooaniline and potassium
phenyltriolborate gave 4-phenylaniline!® (Yield = 70%) 'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6 =
7.52 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2, H-5, 2H), 7.42-7.32 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-5°, H-6), 7.20 (t, J =
7.3 Hz, 1H, H-4"), 6.67 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2, H-6), 5.19 (br s, 2H, NH,) ppm; *C NMR
(75 MHz, DMSO-d6): 6 = 148.3 (C), 140.7(C), 128.7 (2CH), 127.5 (C), 127.1 (2CH), 125.6

(CH), 125.3 (2CH), 114.3 (2CH) ppm; MS (ESI+) m/z (%) = 170.1 (100) [M+H]".

2-Phenylaniline (3j): The general method wusing 2-iodooaniline and potassium
phenyltriolborate gave 2-phenylaniline!! (Yield = 32%) 'H NMR (300 MHz, CD3;OD): § =
7.50-7.25(m, 5H), 7.09 (dt, J = 8.1 Hz, 1.5 Hz, 1H, H-5), 7.02 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-3), 6.81
(d, J=7.8 Hz, 1H, H-6), 6.75 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-4) ppm; '*C NMR (75 MHz, CD;0D): § =
144.85 (C, C-2), 139.7 (C, C-1), 130.0 (CH), 128.7 (2CH, C-3’, C-5°), 128.6 (2CH, C-2’, C-
6’), 128.2 (CH), 126.7 (CH), 125.9 (C, C-1), 116.8 (CH, C-5), 115.3 (CH, C-3) ppm; MS
(EST+) m/z (%) = 170.1 (100) [M+H]".

N-Boc-4-phenyl-L-phenylalanine (3a): The general method using N-Boc-4-iodo-L-phenylalanine and
potassium phenyltriolborate (2a) gave the title compound'? in 87% yield: '"H NMR (300 MHz,
CD;OD) § 7.62-7.48 (m, 4H), 7.40 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.35-7.27 (m, 3H), 4.46-4.30 (m, 1H, H-2),
3.20 (dd, J = 13.8, 5.1 Hz, 1H, H-3), 2.95 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H, H-3), 1.40 (s, 9H, NCO,C(CH3)3)
ppm; *C NMR (75 MHz, CD;0D): J = 175.4 (C, COH), 157.8 (C, COst-Bu), 142.3 (C), 141.0 (C),
137.8 (C), 130.8 (2CH), 129.8 (2CH), 128.2 (CH), 128.0 (2CH), 1279 (2CH), 80.5 (C,
NCO,C(CH3)3)), 56.3 (CH, C-2), 38.4 (CHa, C-3), 28.7 (3CHs, NCO,C(CHz3)3) ppm; MS (ESI-) m/z
(%): 340.17 (100) [M-H]J, 266.2 (80) [M-~-BuOH-H]".

N-Boc-3-phenyltyrosine (3d): The general method using N-Boc-4-iodo-L-tyrosine and

potassium phenyltriolborate (2a) gave the title compound'? in 68% yield; 'H NMR (300 MHz,
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CD;OD): 6 = 7.55 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-2”, H-6™), 7.36 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-3”, H-5"), 7.26
(t, J = 7.3 Hz, 1H, H-4"), 7.12 (s, 1H, H-2"), 7.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-6"), 6.82 (d, J = 8.2
Hz, 1H, H-5"), 4.45-4.25 (m, 1H, H-3), 3.10 (dd, J = 13.1, 1.8 Hz, 1H, H-3), 2.89 (dd, J =
13.1, 7.7 Hz, 1H, H-3), 1.37 (s, 9H, NCO>C(CH3)3) ppm; '*C NMR (75 MHz, CD3;0D): § =
175.4 (C, CO:H), 157.8 (C, COxt-Bu), 154.1 (C, C-4), 140.2 (C, C-1"), 132.7 (C), 130.4
(2CH), 130.2 (CH), 129.6 (C), 129.5 (C), 128.9 (2CH), 127.6 (CH), 117.0 (CH), 80.5 (C,
NCO,C(CH3)), 56.4 (CH, C-2), 37.9 (CHa, C-3), 28.7 (3CH3, NCO>C(CH3)3) ppm; MS m/z

(%) (ESI-): 356.2 (100) [M-HJ, 282.2 (65) [M-t-BuOH-H]".

N-Boc-4-(4-methoxyphenyl)-L-phenylalanine(3af): The general method using N-Boc-4-
1odo-L-phenylalanine and potassium 4-methoxy-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-
borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2f) gave the title compound'* in 98% yield; '"H NMR (300
MHz, CD3OD): 6 = 7.49 (t, J = 8.4 Hz, 4H, H-2’, H-6’, H-2”, H-6"), 7.27 (d, J = 7.8 Hz, 2H,
H-2’, H-6), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3”, H-5"), 4.45-4.30 (m, 1H, H-2), 3.82 (s, 3H, OMe),
3.18 (dd, J = 13.8, 4.8 Hz, 1H, H-3), 2.95 (dd, J = 13.8, 9.3 Hz, 1H, H-3), 1.38 (s, 9H,
NCO>C(CH3)3) ppm; *C NMR (75 MHz, CD30D): § = 175.4 (C, CO2H), 160.7 (C-4"), 157.7
(C, COzt-Bu), 140.6 (C, C-17), 137.0 (C), 134.7 (C), 130.8 (2CH), 128.8 (2CH), 127.5 (2CH),
115.2 (2CH, C-3”, C-57), 80.5 (C, NCO:C(CHa)), 56.4 (CH, C-2), 55.7 (CH3, OCH3), 38.4

(CHz, C-3), 28.7 (3CH3, NCO2C(CH3)3) ppm.

N-Boc-4-(2-methylphenyl)-L-phenylalanine (3ag): The general method using N-Boc-4-
10odo-L-phenylalanine and potassium 2-methyl-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-
borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2g) gave the title compound'® in 79% yield after 16 h reaction
time. '"H NMR (300 MHz, CD3;0D): ¢ = 7.30 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.28-7.10 (m, 6H), 4.45-
4.30 (m, 1H, H-2), 3.21 (dd, J = 13.8, 4.5 Hz, 1H, H-3), 2.95 (dd, J = 13.8, 9.3 Hz, 1H, H-3),
2.21 (s, 3H, ArCH3), 1.39 (s, 9H, NCO,C(CHs3)3) ppm; *C NMR (75 MHz, CD;0D): § =

175.4 (C, COzH), 157.8 (C, COzt-Bu), 143.0 (C, C-1°), 141.8 (C), 137.2 (C), 136.2 (C), 131.2
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(CH), 130.6 (CH), 130.1 (4CH), 128.2 (CH), 126.7 (CH), 80.5 (C, NCO.C(CH3)), 56.3 (CH,
C-2), 38.5 (CHa, C-3), 28.7 (3CH3, NCO2C(CHs)3), 20.6 (CH3, ArCH3) ppm; MS m/z (%)

(ESI-): 354.2 (100) [M-HT, 280.2 (85) [M--BuOH-H]".

ppm.
N-Boc-4-(3-nitrophenyl)phenylalanine (3ah): The general method using N-Boc-4-iodo-L-
phenylalanine and potassium 3-nitro-1-phenyl-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide
(2h) gave the title compound!* in 72% yield after 16 h reaction time;'H NMR (300 MHz,
CD30OD): ¢ = 8,45 (s, 1H, H-2"), 8.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-4"), 8.02 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-
6”), 7.68 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-5"), 7.63 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.39 (d, J = 8.1 Hz,
2H, H-2’, H-6’), 4.45-4.30 (m, 1H, H-2), 3.24 (dd, J = 13.8, 4.8 Hz, 1H, H-3), 2.98 (dd, J =
13.8, 8.4 Hz, 1H, H-3), 1.39 (s, 9H, NCO>C(CH3)3) ppm; '*C NMR (75 MHz, CD;0D): § =
175.2 (C, COzH), 157.8 (C, COzt-Bu), 150.2 (C, C-37), 144.0 (C), 139.4 (C), 138.4 (C), 134.0
(CH), 131.3 (2CH), 131.2 (CH), 128.4 (2CH), 1229 (CH), 1224 (CH), 80.6 (C,
NCO:(C(CH3)), 56.2 (CH, C-2), 38.4 (CHz, C-3), 28.7 (3CH3, NCO2C(CH3)3), MS m/z (%)

(ESI-): 385.2 (100) [M-HJ, 311.2 (65) [M--BuOH-H]J".

N-Boc-4-(2-furanyl)phenylalanine (3ai). The general method using N-Boc-4-iodo-L-
phenylalanine and potassium 4-methyl-1-(furan-2-yl)-2,6,7-trioxa-1-borabicyclo[2.2.2]octan-
1-uide (2i) gave the title compound in 87% yield 'H NMR (300 MHz, CD;0D): 6 = 7.60 (d, J
= 8.0 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.51 (s, 1H, H-4”), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6.70 (d, J
=2.8 Hz, 1H, H-3”), 6.50 (br s 1H, H-4"), 4.45-4.25 (m, 1H, H-2), 3.16 (dd, J = 13.8, 4.5, Hz,
1H, H-3), 2.92 (dd, J = 13.8, 9.3 Hz, 1H, H-3), 1.39 (s, 9H, NCO,C(CH3)3); *C NMR (75
MHz, CDs;0OD): 6 = 175.3 (C, COzH), 157.7 (C, COst-Bu), 155.2 (C, C-27), 143.2 (CH),
137.8 (C), 130.7 (2CH, C-2’, C-6"), 129.8 (C), 124.7 (2CH, C-3’, C-5’), 112.6 (CH, C-37),
105.7 (CH, C-4”), 80.5 (C, NCO:(C(CHz3)), 56.2 (CH, C-2), 38.5 (CH2, C-3), 28.6 (3CHs,

NHCO,C(CHs3)3); MS m/z (%) (ESI-): 330.2 (100) [M-HJ, 256.2 (85) [M--BuOH-H]J".
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N-Boc-4-(4-thienyl)phenylalanine (3aj). The general method using N-Boc-4-iodo-L-
phenylalanine and potassium 4-methyl-1-(thiophen-3-yl)-2,6,7-trioxa-1-
borabicyclo[2.2.2]octan-1-uide (2j) gave the title compound! in 63% yield '"H NMR (300
MHz, CD3;0D): 6 = 7.58-7.49 (m, 3H, H-2”, H-3’, H-5’), 7.45-7.38 (m, 2H, H-4”, H-57), 7.25
(d, J=17.8 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 4.35-4.20 (m, 1H, H-2), 3.18 (dd, J = 13.5, 4.5, Hz, 1H, H-3),
2.94 (dd, J = 13.5, 7.2 Hz, 1H, H-3), 1.38 (s, 9H, NCO,C(CHs)3); '*C NMR (75 MHz,
CD;0D): 0 = 175.4 (C, COzH), 157.8 (C, COzt-Bu), 143.3 (C, C-37), 137.5 (C), 135.7 (C),
130.8 (2CH, C-2’, C-6"), 127.9 (2CH, C-3’, C-5°), 127.2 (CH, C-3” or C-4”), 127.1 (CH, C-
3” or C-47), 120.9 (CH, C-27), 80.5 (C, NCO:((CHa3)), 56.3 (CH, C-2), 38.4 (CH, C-3), 28.7
(3CH3, NHCO2C(CH3)3); MS (ESI-): m/z (%) 346.2 (100) [M-H] , 272.1 (50) [M-t-BuOH-

HJ.
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Conclusion Générale

Le développement des nanomédicaments a suscité un grand intérét ces dernieres années
ouvrant de nouvelles possibilités dans le traitement de nombreuses maladies graves, en
délivrant les médicaments de maniére sélective a I’intérieur des cellules ou des tissus malades
ou en élargissant leur fenétre thérapeutique. Toutefois, d’importants verrous technologiques
demeurent, dont le faible pouvoir de charge en principe actif ou leur libération incontrélée qui
constituent autant de freins au développement clinique et a la mise sur le marché de
nanomédicaments.

Le développement de nano-objets capables d’induire une activité pharmacologique sans
utiliser de principes actifs médicamenteux permettrait de s’affranchir des limitations
inhérentes a la simple encapsulation et constituerait une avancée importante dans la
conception de nouveaux agents thérapeutiques. C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent
travail. Nous nous sommes proposés de modifier chimiquement une protéine par des
nanoparticules de palladium, en milieu biologique dans le but ultime de perturber la
machinerie cellulaire pour déclencher une action thérapeutique ciblée.

Pour aborder ce probléme complexe nous avons dans un premier temps choisi une protéine
naturellement iodée la thyroglobuline (Tg) et tenté de la modifier chimiquement par une
réaction de couplage croisée de Suzuki-Miyaura catalysée par des nanoparticules de
palladium. Le choix de la thyroglobuline, seule protéine iodée de 1’organisme, nous assurait
de la bioorthogonalité du processus. En cas de succeés on pourrait envisager ultérieurement
d’utiliser la méthode pour fixer un marqueur de reconnaissance désignant la Tg au systéme du

protéasome pour étre dégradée. Il serait ainsi possible de réguler la concentration en
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hormones thyroidennes qui jouent un role essentiel dans de nombreuses pathologies, comme
la maladie de Basedow. Pour mettre en ceuvre ce projet nous avons :

i : développé des nanoparticules de palladium stables et possédant un trés grand pouvoir
catalytique.

ii : tenté d’établir un modele cellulaire permettant I’expression de la Tg iodée

iii : Développé les outils nécessaires pour identifier la modification chimique introduite sur la
protéine

iv: Trouvé les conditions réactionnelles en milieu biologique et identifié une éventuelle

liaison covalente au sein de cette trés grosse protéine de 660 kD.

Apres avoir développé différentes formulations de nanoparticules de palladium stabilisées par
du pluronic ou du dextran souffrant soit d’instabilité soit d’une faible réactivité, une
formulation plus satisfaisante constituée de petites nanoparticules de palladium supportées par
des nanoparticules plus grosses de PLGA-PEG a été préparée. L activité catalytique a été
testée, dans la réaction de Suzuky-Miyaura (en tampon phosphate et a 37 °C) entre des acides
aminés halogénés modeles et des dérivés d’acide boronique. Une bonne conversion a été
obtenue et nous avons pu mettre en évidence que les boronates cycliques dérivant du (2-
hydroxyméthyl)-1,3-propanediol étaient les partenaires de choix pour cette transformation
alliant une bonne solubilité dans I’eau et une forte réactivité.

Néanmoins, la stabilité a long terme de ces suspensions s’est avérée dépendante des lots de
palladium. Ce probléme nous a contraints a rechercher une formulation plus robuste pour la
suite du projet et notre choix s’est porté sur les nano-oursins de palladium développés par le
Dr Hind Rémita. Ces nanoparticules obtenues par irradiation Yy posseédent une stabilité de
plusieurs semaines et présentent une activité catalytique remarquable. En revanche, leur forte
cytotoxicité a nécessité le remplacement du tensioactif cationique de la formulation initiale

par un polymere neutre, la polyvinylpyrrolidone. Cette nouvelle formulation a permis de
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réduire presque totalement la cytotoxicité sur des macrophages et les thyrocytes, tout en

conservant I’activité catalytique et la stabilité a long terme.

Ainsi, ayant obtenu une formulation remplissant I’ensemble des critéres requis nous avons pu
montrer qu’elle permettait de catalyser une réaction de Suzuky-Miyaura sur une protéine
iodée, la Tg bovine, avec un dérivé d’acide phénylboronique dans un tampon phosphate. La
démonstration du couplage covalent a été apportée par spectrométrie de masse et analyse
protéomique apres digestion par la chymotrypsine. Ce résultat permettait d’envisager de
réaliser cette méme réaction de maniere intracellulaire ou dans un tissu. Auparavant, nous
avons aussi développé des outils permettant de détecter un éventuel couplage covalent sans
avoir recours a la protéomique. Deux sondes ont été synthétisées a cet effet avec une téte
réactive de type aryltriolboronate cyclique : une sonde biotinylée permettant la détection par

Western-blot et une sonde fluorescente basée sur un fluorophore rhodamine.

La mise au point d’une lignée cellulaire exprimant soit la Tg iodée soit une autre protéine
iodée était requise pour tester notre réaction in cellulo. Malheureusement, en dépit de nos
efforts il n’a pas €té possible d’y parvenir. Les thyrocytes de Rat (FRTL, FRTLS) initialement
choisis sont apparus ne pas exprimer la Tg ou de la Tg non-iodée. Les tentatives pour ioder
I’albumine bovine (BSA) par des cellules embryonnaires humaines de rein transfectées avec
les enzymes nécessaires ou des thyrocytes issus de patients atteints de la maladie de Basedow,
ont échoué a fournir une protéine iodée. Dans ce contexte, pour démontrer la possibilité d’un
couplage de Suzuki-Miyaura, catalysé par les nanoparticules de palladium dans un milieu
biologique, nous avons réalisé la réaction dans un homogénat thyroidien riche en Tg iodée,
provenant d’une piece chirurgicale obtenue chez un patient atteint de la maladie de Basedow.
La détection de la modification de la Tg par liaison covalente dans cet homogénat d’organe a
pu étre validée par analyse protéomique et par Western-blot. Ce résultat démontre qu’il est

possible d’utiliser des métaux de transition nano-formulés, pour faire de la chimie sur des
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protéines naturelles, présentes a de faibles concentrations dans un milieu biologique complexe

et cela ouvre le chemin a une nouvelle approche dans le traitement de maladies thyroidiennes.

En perspective, I’absence de modé¢le cellulaire simple, semble imposer de cibler directement
la thyroide in vivo. L’injection intra-thyroidienne directe des nanoparticules pourrait étre
envisagée dans un premier temps pour faire la preuve d’un éventuel effet thérapeutique. Dans
un second temps, il sera évidemment nécessaire d’élaborer un systéme nanoparticulaire
permettant de cibler les thyrocytes ou mieux encore d’adresser les nanoparticules de
palladium a I’intérieur du follicule. Il faudra ensuite, développer un marqueur permettant de
recruter la machinerie cellulaire pour induire la protéolyse de la Tg. D’autre part, I’émergence
de nouveaux outils génétiques capables de modifier sélectivement le génome permettant
I’ajout d’acides aminés halogénés dans la séquence d’une protéine cible, pourrait élargir notre

méthode a d’autres protéines.

En parallele, nous montrons qu’il est possible de nanoformuler des calixarénes porteurs de
complexes carbéniques hétérocycliques du palladium, développés par le Laboratoire du Dr.
Vincent Huc de 'ICMO. Une formulation stable de Pd-NHC-Calix a été obtenue par la
méthode d’émulsion-évaporation de solvant. Ces nanoparticules sont dotées d’un pouvoir
catalytique remarquable lors du couplage de Suzuki-Miyaura entre une variété d’aryl- et
hétroaryltriolborates cycliques et des acides aminés halogénés. L’accroissement de 1’activité
catalytique observée par nanoformulation comparativement aux réactions effectuées en milieu
organique suggere une utilisation possible de ces nano-réacteurs en chimie bio-organique ou

dans des applications éco-compatibles.
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Annexe
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