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SOMMAIRE 

 

Le corps humain est composé de plus de 100 000 protéines qui interagissent entre elles afin d’assurer son 

bon fonctionnement. Néanmoins, il peut arriver que certaines de ces protéines subissent une mutation 

changeant l’équilibre de fonctions du corps telles que la réplication cellulaire. Ces mutations affectant la 

réplication cellulaire peuvent mener à des cancers, une maladie qui touche de plus en plus de gens à 

travers le monde. Afin de développer des médicaments efficaces contre cette maladie, il est nécessaire de 

bien comprendre les mécanismes biologiques impliqués pour établir une approche thérapeutique.  Cette 

compréhension repose notamment sur l’utilisation d’outils moléculaires, de petites molécules possédant 

des fonctions chimiques versatiles pouvant donner des informations critiques dans le développement de 

médicaments. Ce présent mémoire se consacre sur le développement d’outils moléculaires à travers deux 

projets ayant des objectifs distincts. Le premier projet avait comme principal objectif d’approfondir les 

connaissances sur l’inhibition de la protéine RAS, une GTPase responsable de plus de 30% des cancers. À 

cet effet, l’approche privilégiée a été celle de la synthèse de macrocycles peptidiques se liant à la cystéine 

118 de RAS d’après la structure du monobody NS1. Les structures cristallines et les données protéomiques 

obtenues ont permis d’identifier les interactions clés entre la protéine RAS et une série d’inhibiteurs 

cherchant à émuler les effets biologiques de NS1. Le second projet s’intéresse quant à lui aux effets du 

composé UM171 sur les cellules souches. En effet, cette petite molécule possède la capacité d’empêcher 

la différenciation des cellules souches hématopoïétiques et permet donc leur multiplication. Cette 

propriété est une source d’espoir dans le traitement des leucémies et des transplantions. Cependant, la 

cible biologique de ce composé reste un mystère à ce jour. Ainsi la seconde partie de ce mémoire mettra 

de l’avant la synthèse d’outils moléculaire à base de diazirines pour tenter de venir identifier la cible 

d’intérêt en utilisant la protéomique.  

 

Mots-clés : Synthèse en phase solide, Outils moléculaires, RAS, macrocycles peptidiques, Chimio-

protéomique, Sondes diazirines, Cellules souches hématopoïétiques, Cristallographie, Oncologie, Synthèse 

hétérocyclique 
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ABSTRACT 

 

The human body is made up of more than 100 000 proteins which interact with each other to keep it 

functioning properly. However, it can happen that some of these proteins undergo a mutation which 

changes the balance of body functions such as cell proliferation. These mutations affecting cell 

proliferation can lead to cancer, a disease that is affecting more and more people around the world. To 

develop effective drugs against this disease, it is necessary to understand the biological mechanisms 

involved in order to establish a therapeutic approach. This understanding is particularly based on the use 

of molecular tools, small molecules with versatile chemical functions that can provide critical information 

for drug development. This thesis is devoted to the development of molecular tools through two projects 

with distinct objectives. The main objective of the first project was to deepen knowledge about the 

inhibition of the RAS protein, a GTPase responsible for more than 30% of cancers. To this end, the 

preferred approach has been the synthesis of peptide macrocycles binding to RAS cysteine 118 based on 

the structure of NS1 monobody. The crystal structures and proteomic data obtained have made it possible 

to identify key interactions between the RAS protein and a series of inhibitors seeking to emulate the 

biological effects of NS1. The second project focuses on the effects of compound UM171 on stem cells. 

Indeed, this small molecule can prevent the differentiation of hematopoietic stem cells and therefore 

allows their multiplication. This property is a source of hope in the treatment of leukemia and transplants. 

However, the biological target of this compound remains a mystery to this day. Thus, the second part of 

this thesis will focus on the synthesis of molecular tools based on diazirines in an attempt to identify the 

target of interest using proteomics. 

 

Keywords : Solid phase synthesis, Molecular tools, RAS, Peptide macrocycles, Chemoproteomic, Diazirine 

probes, Hematopoietic stem cells, Crystallography, Oncology, Heterocyclic synthesis 

 

 



iii 
 

TABLE DES MATIÈRES 

 
SOMMAIRE ......................................................................................................................................... i 

ABSTRACT .......................................................................................................................................... ii 

TABLE DES MATIÈRES ........................................................................................................................ iii 

LISTE DES FIGURES .............................................................................................................................. v 

LISTE DES TABLEAUX ......................................................................................................................... ix 

LISTE DES ABRÉVIATIONS .................................................................................................................... x 

REMERCIEMENTS ............................................................................................................................. xv 

1. Introduction ................................................................................................................................... 1 

1.1. Préface - Les outils moléculaires ........................................................................................................ 1 

1.2. Présentation du projet des macrocycles covalents ............................................................................ 2 

1.2.1 Importance de RAS dans l’oncologie ............................................................................................ 2 

1.2.2 Caractéristiques structurales et isoformes de RAS ...................................................................... 7 

1.2.3 Approches de la littérature pour l’inhibition de RAS ................................................................. 12 

1.2.4 Hypothèses des macrocycles covalents et démonstration du projet ........................................ 19 

1.3. Présentation du projet des sondes photoactivables de UM171 ...................................................... 24 

1.3.1 Cellules souches hématopoïétiques et applications médicales ................................................. 24 

1.3.2 Expansion des cellules souches hématopoïétiques par des petites molécules et UM171 ........ 26 

1.3.3 Problématique et hypothèses du projet .................................................................................... 29 

2. Développement de macrocycles covalents cherchant à lier RAS ..................................................... 36 

2.1. Synthèses sur support solide des macrocycles covalents ................................................................ 36 

2.1.1 Discussions du choix des paramètres pour les macrocycles covalents ...................................... 36 

2.1.2 Voie de synthèses des macrocycles covalents ........................................................................... 38 

2.2. Résultats protéomiques et biochimiques......................................................................................... 46 

2.2.1 Analyse de la réactivité des ogives moléculaires ....................................................................... 46 

2.2.2 Structure cristalline de UM0140401 .......................................................................................... 54 

2.3. Optimisation des macrocycles covalents ......................................................................................... 56 

2.3.1 Détermination de la longueur optimale du bras moléculaire .................................................... 56 

2.3.2 Effets du nombre de degrés de liberté du tour β ...................................................................... 62 

2.3.3 Structures cristallines des composés UM401, UM692 et UM6934 ........................................... 69 

2.3.4 Détermination de l’affinité des macrocycles covalents ............................................................. 73 



iv 
 

2.4. Conclusions et perspectives du projet ............................................................................................. 85 

3. Développement de sondes photoactivables de UM171 pour l’identification de cibles protéiques ... 90 

3.1 Synthèse des sondes ......................................................................................................................... 90 

3.1.1 Conception des sondes ............................................................................................................... 90 

3.1.2 Synthèse des sondes diazirines substituées sur la chaine aliphatique ...................................... 94 

3.1.3 Synthèse de la sonde diazirine substituée sur un aromatique ................................................ 103 

3.1.4 Détermination de l’activité des sondes .................................................................................... 111 

3.2 Optimisation de la méthode de chimioprotéomique ..................................................................... 115 

3.2.1 Approche pour l’optimisation de la méthode de chimioprotéomique .................................... 115 

3.2.2 Incubation des sondes .............................................................................................................. 116 

3.2.3 Irradiation des sondes .............................................................................................................. 117 

3.2.3 Lyse cellulaire et optimisation de la réaction Click .................................................................. 123 

3.2.4 Enrichissement et clivage des billes ......................................................................................... 127 

3.3 Procédure de chimioprotéomique avec les sondes de UM171 ...................................................... 133 

3.3.1. Présentation de la procédure avec les sondes UM171 ........................................................... 133 

3.3.2. Résultats biochimiques et protéomiques de la procédure ..................................................... 136 

3.4 Conclusion et perspective du projet ............................................................................................... 143 

4. Conclusion générale.................................................................................................................... 148 

5. Références ................................................................................................................................. 149 

6. Annexe A : Partie expérimentale et caractérisation ..................................................................... 160 

A.1 Organic synthesis section for the first project:  Development of covalent macrocycles to mimic the 

NS1 monobody ...................................................................................................................................... 161 

A.2 Testing of the macrocycles (Biochemistry/Proteomics):  Development of covalent macrocycles to 

mimic the NS1 monobody ..................................................................................................................... 198 

A.3 Organic synthesis section for the second project:  Target identification of the UM171 compound

 ............................................................................................................................................................... 201 

A.4 Biochemistry/Proteomics section for the second project:  Target identification of the UM171 

compound ............................................................................................................................................. 234 

 

 

 

 



v 
 

LISTE DES FIGURES 

Figure 1 : Voie de signalisation de la voie cellulaire MAPK/ERK..  ................................................................ 3 
Figure 2 : Illustration du cycle de régulation de l’activité des RAS ............................................................... 5 
Figure 3 : Représentation de la proportion des mutations dans les différents acteurs de la voie de 

signalisation MAPK/ERK parmi les cancers répertoriés. ....................................................................... 6 
Figure 4 : Caractéristiques structurelles des différentes isoformes de RAS ................................................. 8 
Figure 5 : Effet conformationnel de RAS lors de l’activation de SOS. ......................................................... 10 
Figure 6 : Mécanismes proposés pour l’activation dimérique de RAF à la membrane par RAS. ................ 11 
Figure 7 : Résumé des diverses stratégies thérapeutiques étudiées pour inhiber RAS oncogène ............. 12 
Figure 8 : Structure cristalline du site de liaison allostérique de NS1 pour HRAS ...................................... 17 
Figure 9 : Buvardage de Western démontrant l’effet de NS1 sur la phosphorylation en aval de RAS ....... 18 
Figure 10 : Approfondissement des contacts importants de NS1 pour HRAS via la structure cristalline. .. 19 
Figure 11 : Hypothèse synthétique pour mimer la boucle-FG de NS1 en macrocycle. .............................. 20 
Figure 12 : Illustration de la cystéine 118 se trouvant à proximité de la boucle-FG de NS1 ...................... 22 
Figure 13 : Représentation des différents types cellulaires provenant de la différentiation des cellules 

souches hématopoiétiques ................................................................................................................. 24 
Figure 14 : Essai biologique utilisé par Sophie Corneau pour déterminer l’activité des molécules sur les 

marqueurs CD34+ et CD45RA-.. .......................................................................................................... 27 
Figure 15 : Procédure d’enrichissement par l’affinité du ligand pour la protéine en deux temps ............. 30 
Figure 16 : Présentation des divers groupements nécessaires pour l’approche ABPP. ............................. 31 
Figure 17: Hypothèses synthétiques de la première série de macrocycles covalents se basant sur la 

structure d’UM0139995. ..................................................................................................................... 37 
Figure 18 : Comparaison cinétique de diverses ogives de methylamide réagissant avec la glutathionne. 37 
Figure 19 : Séquence synthétique pour l’optimisation des macrocycles covalents en support solide. ..... 39 
Figure 20 : Réaction d’ancrage du Fmoc-Lys-Alloc sur la résine 2-chlorotrityl de chlorure via une E1 ...... 40 
Figure 21 : Conditions réactionnelles utilisées pour coupler les différentes ogives aux amines des bras 

moléculaires. ....................................................................................................................................... 42 
Figure 22 : Procédure utilisée pour détecter les adduits sur les protéines intactes de RAS. ..................... 46 
Figure 23 : Équation utilisée pour déterminer le pourcentage d’adduits selon l’aire des espèces de 

protéines en masse intacte ................................................................................................................. 47 
Figure 24 : Détermination des cystéines modifiées par des adduits du macrocycle 401 selon une analyse 

peptidique. La Glu-C a été utilisée pour la digestion de la protéine et une recherche d’adduit de 

1455m/z a été effectuée. Les cystéines 80 et 118 ont démontré la présence d’ adduits. ................. 50 
Figure 25 : Confirmation des résultats de protéomique via un gel SDS-Page par coloration au bleu de 

Coomassie pour les macrocycles ‘439 et ‘440 ..................................................................................... 53 
Figure 26 : Structure cristalline du macrocycle ‘401 sur la GTPase HRAS selon une résolution de 4°A ..... 54 
Figure 27 : Hypothèses synthétiques de la seconde série de macrocycles covalents cherchant à élucider la 

longueur optimale du bras moléculaire. ............................................................................................. 56 
Figure 28 : Route synthétique pour l’acide aminé Fmoc-Dab(ivDde)-OH................................................... 57 
Figure 29 : Schéma des manipulations expérimentales pour l’analyse de la longueur optimale du bras 

moléculaire. ......................................................................................................................................... 59 

file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020539
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020540
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020541
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020541
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020542
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020543
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020544
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020545
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020546
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020547
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020548
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020549
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020550
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020551
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020551
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020552
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020552
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020553
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020554
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020555
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020555
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020556
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020557
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020558
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020559
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020559
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020560
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020561
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020561
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020562
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020562
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020562
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020563
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020563
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020564
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020566
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020566
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020567
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020568
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020568


vi 
 

Figure 30 : Exemples de buvardage de Western pour l’étude d’activité des macrocycles covalents afin de 

déterminer la longueur optimale du bras moléculaire. ...................................................................... 59 
Figure 31 : Relation de la longueur optimale des bras moléculaires en fonction de l’emplacement du site 

d’attaque nucléophile et le nombre d’atomes.................................................................................... 62 
Figure 32 : Plan synthétique des différents tours β qui seront mis de l’avant dans l’étude de la flexibilité

 ............................................................................................................................................................. 62 
Figure 33 : Réaction d’animation réductrice utilisée dans la synthèse sur support solide pour incorporer le 

tour β Aib réduit. ................................................................................................................................. 64 
Figure 34 : Synthèse de l’acide aminé Fmoc-(h-Aib)-OH via l’ajout du groupement protecteur Fmoc ...... 64 
Figure 35 : Synthèse de l’acide aminé 26 via la formation du carbamate Fmoc suivie d’une oxydation douce

 ............................................................................................................................................................. 64 
Figure 36 : Exemples de buvardage de Western pour l’étude d’activité des macrocycles covalents afin de 

déterminer la flexibilité optimale du tour-β ....................................................................................... 66 
Figure 37 : Structures complètes des composés pour lesquels un cristal a été obtenu ............................. 69 
Figure 38 : Superposition des bras moléculaires se liant à la cystéine 118 des 3 macrocycles covalents.. 70 
Figure 39 : Superposition des différents macrocycles covalents, lorsque liés à la protéine HRAS. ............ 70 
Figure 40 : Minimisation des angles et de la longueur des liens atomique pour diminuer la tension interne 

des macrocycles via la bio-informatique ............................................................................................. 71 
Figure 41 : Interaction hydrogène intramoléculaire présente dans la structure cristalline de NS1 ........... 72 
Figure 42 : Équation décrivant le modèle de l’inhibition irréversible ......................................................... 73 
Figure 43 : Équation décrivant la constante d’affinité apparente dans l’inhibition irréversible ................ 73 
Figure 44 : Équation décrivant la constante cinétique de la réaction irréversible ..................................... 74 
Figure 45 : Équation décrivant la constante cinétique observée expérimentalement ............................... 74 
Figure 46 : Régression mathématique obtenue selon le cas d’inhibition irréversible observée 

expérimentalement ............................................................................................................................. 75 
Figure 47 : Équation décrivant la relation entre le pourcentage de liaison et la constante cinétique 

observable. .......................................................................................................................................... 76 
Figure 48 : Graphiques expérimentaux de l’analyse cinétique du macrocycle UM0140401 ..................... 77 
Figure 49 : Graphiques expérimentaux de l’analyse cinétique du macrocycle UM0140440 ..................... 77 
Figure 50 : Approximation qu’il est possible de faire si la constante cinétique de dissociation koff est très 

grande.................................................................................................................................................. 79 
Figure 51 : Plan synthétique afin de transformer les macrocycles covalents actifs en macrocycles covalents 

inactifs ................................................................................................................................................. 81 
Figure 52 : Analyse de l’importance des interactions non covalentes du macrocycle sur l’affinité via 

l’utilisation de macrocycles covalents inactifs par gel SDS-Page. ....................................................... 82 
Figure 53 : Structure cristalline d’UM0140692 sur HRAS en observant spécifiquement les interactions avec 

l’hélice alpha 4 ..................................................................................................................................... 87 
Figure 54 : Suggestions synthétiques cherchant à venir interagir avec l’arginine 135 de HRAS via  la tyrosine 

du macrocycle. .................................................................................................................................... 88 
Figure 55 : Idée synthétique qui permettrait d’interagir entre l’acide glutamique 162 ............................. 88 
Figure 56 : Structure chimique des fonctions photoactivables présentes dans l’approche ABPP ainsi que 

leur longueur d’onde d’activation et de leur insertion dans les acides aminés.................................. 91 
Figure 57 : Résumé des observations générales concernant l’étude de relation structure-activité des 

analogues du composé UM171 ........................................................................................................... 93 

file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020569
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020569
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020570
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020570
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020571
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020571
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020572
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020572
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020573
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020574
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020574
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020575
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020575
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020576
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020577
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020578
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020579
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020579
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020580
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020581
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020582
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020583
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020584
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020585
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020585
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020586
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020586
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020587
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020588
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020589
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020589
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020590
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020590
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020591
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020591
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020592
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020592
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020593
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020593
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020594
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020595
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020595
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020596
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020596


vii 
 

Figure 58 : Approche conceptuelle des sondes photoactivables de UM171 selon les observations décrites 

par le RSA ............................................................................................................................................ 93 
Figure 59 : Séquence expérimentale pour l’obtention de la diazirine 34 fonctionnalisée par un alcool tosylé

 ............................................................................................................................................................. 95 
Figure 60 : Formation du sel de pyridium en présence d’un tosyl d’alcool rapportée par Sekera ............. 96 
Figure 61 : Séquence expérimentale pour l’obtention de la diazirine fonctionnalisée par un acide 

carboxylique ........................................................................................................................................ 96 
Figure 62 : Séquence synthétique pour la formation des sondes diazirines aliphatiques analogues au 

composé UM171 ................................................................................................................................. 99 
Figure 63 : Spectre RMN focalisé sur la région aromatique afin d’illustrer la perte de l’hydrogène N-H 

aromatique lors de la réaction avec le tosyle d’alcool ...................................................................... 101 
Figure 64 : Valeur de pKa des espèces impliquées dans la réaction de SN2 activée par la base carbonate de 

potassium .......................................................................................................................................... 101 
Figure 65 : Structures corrigées pour les sondes aliphatiques qui devaient être substituées sur l’amine 

aliphatique par la diazirine mais qui en réalité ont été fonctionnalisées sur le N-H aromatique .... 103 
Figure 66 : Rétro synthèse des grandes étapes pour la formation de la sonde diazirine aromatique ..... 104 
Figure 67 : Synthèse pour la formation de l’ester benzylique 53 nécessaire pour la formation du tricycle de 

la sonde ............................................................................................................................................. 105 
Figure 68 : Synthèse pour la formation du 2-amino-3-amide indole 57 nécessaire pour la formation du 

tricycle de la sonde ............................................................................................................................ 106 
Figure 69 : Étape synthétique pour la construction de la trifluorométhyle cétone 63, précurseur de la 

diazirine aromatique ......................................................................................................................... 107 
Figure 70 : Dernières étapes pour la formation de la sonde diazirine aromatique de UM171 ................ 109 
Figure 71 : Formation d’un produit d’alkylation 70 par le cation t-Butyl. ................................................ 111 
Figure 72 : Suggestion d’une voie alternative pour les sondes diazirines substituants une amine basique 

sur la chaine aliphatique ................................................................................................................... 114 
Figure 73: Procédure de chimio-protéomique qui sera utilisée pour l’identification de la cible de UM171.

 ........................................................................................................................................................... 115 
Figure 74 : Manipulations pour la détermination du temps d’incubation pour le composé UM171 ....... 116 
Figure 75: Spectre d’émission de la lampe B-100AP High Intensity de UVP ............................................. 117 
Figure 76 : Cartes de chaleur des diverses sondes et le composé UM171 qui mettent en corrélation les ions 

fragments en fonction de l’énergie de collision utilisée ................................................................... 119 
Figure 77 : Schéma expérimental permettant d’observer des peptides modifiés par les sondes de UM171

 ........................................................................................................................................................... 120 
Figure 78 : Exemple d’observations des ions fragments caractéristiques des sondes sur les spectres MS/MS 

des peptides de l’hémoglobine modifiées ........................................................................................ 121 
Figure 79 : Distribution statistique de l’insertion du carbène de chaque sonde dans les acides aminés 122 
Figure 80 : Détermination du tampon de lyse optimal selon une étude comparative de l’intensité de 

fluorescence par gel de la BSA .......................................................................................................... 124 
Figure 81 : Illustration de la technologie Calfluor pour la composé CalFluor 647 .................................... 124 
Figure 82 : Réponse de fluorescence à 674 nm de la BSA suite à une excitation à 647 nm pour le gel 

comparant 5 solvants de lyse à diverses concentrations et l’efficacité de la réaction Click............. 125 
Figure 83 : Étude cinétique en fonction de la température pour la réaction Click selon une analyse de la 

fluorescence par gel de la BSA occasionné par la liaison avec le CalFluor 647. ................................ 126 

file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020597
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020597
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020598
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020598
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020599
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020600
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020600
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020601
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020601
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020602
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020602
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020603
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020603
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020604
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020604
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020605
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020606
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020606
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020607
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020607
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020608
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020608
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020609
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020610
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020611
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020611
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020612
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020612
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020613
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020614
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020615
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020615
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020616
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020616
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020617
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020617
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020618
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020619
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020619
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020620
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020621
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020621
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020622
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020622


viii 
 

Figure 84 : Preuve in vitro des conditions de clivages des biotines clivables ........................................... 129 
Figure 85 : Procédure expérimentale démontrant l’efficacité des conditions de clivages in vivo des biotines

 ........................................................................................................................................................... 130 
Figure 86 : Gels démontrant l’efficacité du clivage de la fonction clivable sur la biotine suite à la réaction 

Click dans divers solvants de lyse ...................................................................................................... 131 
Figure 87 : Procédure modifiée de chimio-protéomique qui a été utilisée pour l’identification de la cible de 

UM171. Un gel SDS-PAGE a été réalisé pour séparer la streptavidine de l’analyse ......................... 134 
Figure 88 : Coloration à l’argent du gel SDS-PAGE des protéines enrichies par les sondes diazirines de 

UM171 ............................................................................................................................................... 136 
Figure 89 : Méthodologie qui a été appliquée pour filtrer les protéines identifiées par Peaks ............... 138 
Figure 90 : Carte de chaleur des protéines identifiées selon l’analyse stricte .......................................... 140 
Figure 91 : Carte de chaleur des protéines identifiées selon l’analyse souple ......................................... 141 
Figure 92 : Mécanisme réactionnel de la Diels-Alder avec une inversion de demande électronique entre la 

tétrazine et le transcyclooctene ........................................................................................................ 145 
Figure 93 : Principe de la technologie du ligand dirigé developpé par Pr Hamachi et Dr Tamura ........... 146 
Figure 94 : Composition et fonctionnalisation des billes FG permettant d’enrichir les interacteurs d’une 

molécule d’intérêt ............................................................................................................................. 147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020623
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020624
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020624
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020625
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020625
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020626
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020626
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020627
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020627
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020628
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020629
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020630
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020631
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020631
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020632
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020633
file:///C:/Users/ced96/Desktop/Mémoire-CDL_version%20jour%20jjj5v.docx%23_Toc63020633


ix 
 

LISTE DES TABLEAUX 

Tableau 1 : Identification et rendement globaux des macrocycles de la première optimisation .............. 44 
Tableau 2 : Pourcentages de modifications des protéines HRAS native et HRASC118S mutante par les 

divers macrocycles covalents quantifiés par spectrométrie de masse ............................................... 48 
Tableau 3 : Pourcentages de modifications des isoformes HRAS, KRAS et NRAS par les divers macrocycles 

covalents obtenus via la spectrométrie de masse .............................................................................. 51 
Tableau 4 : Rendements globaux et identification des macrocycles avec un bras moléculaire fait à partir 

du DAB ................................................................................................................................................. 58 
Tableau 5 : Valeurs d’EC50 pour la conversion des protéines HRAS selon les diverses longueurs de bras 

moléculaires pour deux familles d’ogives. .......................................................................................... 60 
Tableau 6 : Rendements globaux et identification des macrocycles synthétisés pour l’étude de la flexibilité 

du tour β .............................................................................................................................................. 65 
Tableau 7 : Valeurs d’EC50 pour la conversion des protéines HRAS selon les divers tours- β et de longueurs 

de bras moléculaires. .......................................................................................................................... 67 
Tableau 8 : Constantes de l’étude cinétique des macrocycles covalents ‘440 et ‘401 ............................... 78 
Tableau 9 : Rendements globaux et identification des macrocycles inactifs via la substitution de l’Allo-Ile 

par l’alanine ......................................................................................................................................... 81 
Tableau 10 : Efficacité de liaisons des macrocycles covalents actifs et inactifs par spectrométrie de masse 

sur HRAS .............................................................................................................................................. 83 
Tableau 11 : Diamines propargylés asymétriques synthétisés et leur rendement correspondant ............ 98 
Tableau 12 : Identification des sondes analogues à la structure de UM171 ainsi que leur activité biologique 

multiplicative sur les cellules souches hématopoïétiques ................................................................ 112 
Tableau 13 : Pourcentage d’efficacité de liaison des sondes selon le ratio des PSM totaux et des PSM 

modifiés par une sonde ..................................................................................................................... 122 
Tableau 14 : Détermination du nombre de protéines identifiées dans chaque condition selon les deux 

types d’analyses effectuées .............................................................................................................. 139 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 

ABPP Activity-based protein profiling 

CAN Acétonitrile 

ADPGK ADP Dependent Glucokinase 

ALDH2 Aldéhyde déshydrogénase 2 

AIB Acide 2-aminoisobutyrique 

AIBN Azobisisobutyronitrile 

AhR Aryl hydrocarbon receptor 

Al Acyl imidazole 

Alloc Allyloxycarbonyl 

aq. Aqueux ou aqueuse 

BOC tert-butoxycarbonyle 

BSA Bovine serum albumin 

°C Degré Celsius 

CCM Chromatographie sur couche mince 

CD34/CD45 Cluster of differentiation 34/45 

COMT Catechol-O-methyltransferase 

CPT1 Carnitine palmitoyltransferase 1 

CMH Complexe majeur d’histocompatilité 

CSH Cellules souches hématopoïétiques 

CuAAC Copper-catalyzed alkyne-azide cycloaddition 

CYP1A1/CYP1B1 Cytochrome P famile 1, sous-famile A/B et polypeptide 1 

D Doublet 

Δ Déplacement chimique  

Da Dalton 

DAB Acide 2,4-Diaminobutyrique 

DADPS Dialkoxydiphenylsilane 

DBU 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ène 

DCM Dichlorométhane 



xi 
 

Dd Doublet de doublet 

Ddd Doublet de doublet de doublet 

Dde [1-(4,4- dimethyl-2,6-dioxocyclohexylidene)ethyl] 

DEPBT diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-one 

DIPEA N,N-Diisopropyléthylamine 

DMAP 4-diméthylaminopyridine 

DMP Dess-Martin periodinane 

DMF Diméthylformamide 

DMSO Diméthylsulfoxyde 

Dt Doublet de triplet 

DTT Dithiothreitol 

EC50 Concentration efficace médiane 

EC1,5 Concentration efficace pour un doublement   

Eq.  Équivalent 

Et Éthyle 

ERK Extracellular signal-regulated kinases 

ESI Elecytospray ionization 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FG loop Chaine de peptides reliant les feuillets F et G 

FLAG Séquence peptidique DYKDDDDK marquant les protéines 

Fmoc Fluorénylméthoxycarbonyle 

FN3 Fibronectin type III domain 

FXR Farnesoid X receptor 

GAP GTPase-activating protein 

GDP Guanosine diphosphate 

GEF Guanine nucleotide exchange factors 

GTP Guanosine triphosphate 

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2 

h/hrs Heure/heures 

HATU Hexafluorophosphate azabenzotriazole tetramethyl uronium 



xii 
 

HBTU Hexafluorophosphate benzotriazole tetramethyl uronium 

HLA Human leucocyte antigen 

HPLC Chromatographie en phase liquide à haute performance  

HSQC Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy 

Hz Hertz 

iEDDA Inverse electron demand Diels-Alder 

Ile Isoleucine 

ITC Isothermal titration calorimetry 

ITGB1 Integrin beta-1 

ivDde l-(4,4-dimethyl-2,6- dioxocyclohex-l-ylidene)-3-methylbutyl 

J Constante de couplage 

kDa Kilodalton 

LCMS Liquid chromatography-mass spectrometry 

LSD1 Lysine-specific histone demethylase 1A 

Lys Lysine 

M Multiplet 

MAPK Mitogen-actived protein kinases 

Me Méthyle 

MEK MAPK/ERK Kinase 

Mg Miligramme 

min Minute 

mol Mole 

mmol Milimole 

MS/MS Spectrométrie de masse en tandem 

MST Microscale thermophoresis 

MW Molecular Weight 

NASA N-Acyl-N-alkylsulfonamide 

NCE Normalized collision energy 

NK (cellules) Cellules lymphocytes cytotoxiques naturels  

nM Nanomolaire 



xiii 
 

NMO N-Methylmorpholine N-oxide 

NP-40 Nonylphenoxypolyethoxyethanol 

Orn Ornithine 

O-NBD O-Nitrobenzoxadiazole 

O-Su O-Succinimide 

PBS Tampon phosphate salin  

PDB Protein Data Bank 

Ph Phényle 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

pKa Logarithme négatif de la constante d’acidité 

Pont H Pont hydrogène 

ppm Partie par million 

Pro Proline 

PSM Peptide-spectrum match 

Pyr. Pyridine 

PTB Phosphotyrosine-binding domain 

Q Quadruplet 

RALGDS Ral guanine nucleotide dissociation stimulator 

RAS Rat Sarcoma 

RAF Rapid Accelerated Fibrosarcoma 

RBD Ras-binding domain 

RCOR Rest corepressor 

Rdt Rendement 

RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer 

RMN 13C Résonance magnétique nucléaire du carbone 

RMN 1H Résonance magnétique nucléaire du proton 

RSA Relation structure-activité 

RT Room temperature 

RTK Receptor tyrosine kinase 

S Singulet 



xiv 
 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SH2 Src homology 2 

SN2 Substitution nucléophile bimoléculaire 

SnAr Subsitution nucléophile aromatique 

SOS Son of Sevenless 

SPR Surface plasmon resonance 

SR1 StemRegenin 1 

T Triplet 

TAMRA tétraméthylrhodamine 

TBAF Fluorure de tétra-n-butylammonium 

tBu tert-Butyl 

TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine 

Td Triplet de doublet 

Tdd Triplet de doublet de doublet 

TFA Acide trifluoroacétique (Trifluoroacetic acid) 

TIS Triisopropyl silane 

TMS Triméthylsilyle 

Trp Tryptophane 

Ts Tosyl 

Tyr Tyrosine 

Uv Ultraviolet 

 

 

 

 

 

 

 



xv 
 

REMERCIEMENTS 

 

Je me considère chanceux et privilégié d’avoir pu réaliser mes études graduées à l’IRIC pour la qualité des 

scientifiques qui la constitue et la passion qui y est imprégnée. La possibilité d’avoir pu faire une recherche 

aussi diversifiée a été possible grâce à tous ces scientifiques qui ont généreusement pris le temps de 

m’expliquer une partie de leur connaissance. Il m’est très difficile de rester succinct dans les 

remerciements compte tenu du nombre important de personnes qui ont rendu possible ce présent 

mémoire.  

J’attribue une grande partie de la réussite de ce mémoire à la merveilleuse relation que j’ai pu avoir avec 

mes directeurs de recherche. Tout d’abord, je souhaite remercier chaleureusement Pierre et Anne de 

m’avoir ouvert grands les bras pour effectuer mes études graduées. Je vais toujours me souvenir de nos 

discussions sur les projets où j’ai pu voir les scientifiques passionnés que vous êtes. Outre le plan 

scientifique, vous êtes des mentors au grand cœur, qui avez toujours été motivés par mes avancées et ma 

réussite. Sur une ligne plus personnelle, je vous remercie Pierre de m’avoir appris à critiquer les résultats 

et de toujours voir le positif d’une expérience.  Je me considère choyé d’avoir bénéficié de votre immense 

savoir et de votre bienveillance. Anne, je ne saurais jamais vous remerciez assez pour votre énergie 

contagieuse, vous avez toujours été intéressée par les projets et votre empathie est sans égale.  

Par la suite, je tiens à envoyer mes plus sincères remerciements au Pre Joelle Pelletier et au Pr Stephen 

Hanessian qui ont généreusement pris le temps de corriger ce mémoire. C’est un privilège de pouvoir 

recevoir des commentaires de sommités tels que vous. J’espère de tout cœur que la lecture de ce long 

manuscrit aura su vous divertir. 

Sans un soutien financier, je n’aurais pas pu me permettre de me consacrer pleinement sur ma recherche. 

Je tiens ainsi à dire un énorme merci aux gouvernements du Canada et du Québec ainsi qu’à l’IRIC, qui ont 

subventionné ce mémoire et m’ont permis d’avoir la conscience tranquille.  

J’ai eu la chance d’être accompagné par des scientifiques d’expériences pour chacun de mes projets, pour 

qui je suis redevable. Je commence mes remerciements avec l’équipe du projet RAS. C’est avec vous que 

j’ai appris à me faire confiance et à déployer mes ailes dans le monde de la recherche. Je ne pourrais jamais 

assez vous remercier pour votre patience et votre soutien dans ce projet. Je pense à vous Ryan, Doris, 

Alexandre, Amal, Tarun, Marc et Matthew. Je tiens à remercier grandement Hugo et Marc-André pour 



xvi 
 

m’avoir transmis votre savoir-faire et surtout votre passion. Ça a été un honneur de participer avec vous 

sur ce projet qui a été stimulant du début à la fin. Marc-André, tu m’as inspiré avec ta patience méthodique 

et ton organisation hors pair.  

Quand je pense au deuxième projet, je pense tout de suite à vous Simon, Jalila, Guy, Éric, Rodriguo, 

Stéphane, Sophie et Yves. J’ai tellement appris en vous côtoyant ! Jalila et Simon, c’est en essayant de faire 

de la biologie que j’ai compris à quel point vous êtes des scientifiques extraordinaires. Votre générosité et 

votre présence sympathique a été un catalyseur pour moi dans ce projet complexe. Rodriguo, Stéphane 

et Yves, milles merci pour vos commentaires et vos enseignements en synthèse organique.  

Une maîtrise peut être 3 ans de douleur ou de plaisir. Sans la présence de collègues qui offrent une 

atmosphère stimulante, on peut vite être découragé par les échecs constants qui surviennent en science. 

Je suis éternellement reconnaissant d’avoir pu partager le quotidien avec des collègues en or avec qui la 

science est restée une partie de plaisir. À mes collègues de synthèse, Éric, Kham, Patrick C., Patrick B., 

Louis, Guillaume, Fabrice, Simon, Nicole, Gaoqiang, Serge et Laurence, milles merci ! Je ne vous ai pas 

oublié Yves, Sasmita, Jean-François et Bruno ! Je tenais aussi à vous remercier plus personnellement un à 

un, car vous avez eu un impact important sur moi.  Ma chère Sasmita, je ne pourrais jamais être assez 

redevable de ta bienveillance à mon égard, tu as toujours eu des bons mots pour moi et pris le temps de 

m’écouter et prendre de mes nouvelles. Yves, de tes anecdotes farfelues aux apprentissages de la vie, tu 

as su égayer mes diners quotidiens. Tu es un modèle familial pour moi, père de famille et scientifique hors 

pair, merci d’être une inspiration. Jean-François, j’ai eu une chance immense de te côtoyer pour tes 

dernières années de chimistes, tu es un battant qui fonce à contre sens. Tu m’as fait grandir énormément 

par tes valeurs humaines et ta philosophie de la vie. Je termine par toi mon cher Bruno, pour qui je ne 

saurais jamais aussi reconnaissant envers la vie de m’avoir fait te rencontrer. Tu es un modèle, une 

inspiration, un ami et un confident. Je n’ai jamais côtoyé un chimiste aussi talentueux et travaillant que 

toi. Si je me débrouille en chimie aujourd’hui c’est en grande partie grâce à toi, qui es une encyclopédie 

sur pattes ! Malgré notre différence d’âge tu ne m’as jamais pris de haut, tu as toujours pris le temps de 

m’écouter et de m’expliquer les rudiments du métier. Dans les moments plus difficiles, tu as été là et j’en 

serais toujours reconnaissant. Mille mercis Bruno ! 

 

Je dois prendre le temps de remercier maintenant ma deuxième famille de maîtrise, le groupe de 

protéomique. J’ai eu la chance de rencontrer des amis qui resteront pour bien longtemps. Je vous remercie 

Chantal, Joël, Mirela, Mathieu, Trent, Simon, Jenna, Francis, Chongyang, Zhaoguan, Charles, Peter, Robin, 



xvii 
 

Clémence, Éric et Sibylle. Simon, merci de m’avoir fait garder la forme avec ton énergie débordante et ton 

humour. Mille mercis Mirela pour ta générosité et ton esprit maternel. Je pense à toi Zhaoguan, mon voisin 

dangereux, avec qui j’ai passé de très bons moments. Éric, tes blagues et ta bonne humeur ont egayé mon 

quotidien et je ne pourrais jamais te remercier assez pour tes conseils précieux. Je souhaite dire un merci 

particulier à Sibylle pour m’avoir introduit dans le groupe avec ton côté rassembleur. Ta générosité et ton 

écoute font de toi une amie précieuse. Merci mille fois à toi aussi, Chongyang, tu es un être d’exception. 

Ta détermination sans failles est un modèle à suivre! Tu as été un confident précieux et un ami cher.        

 

Je souhaite continuer mes remerciements avec deux étudiants passionnés que j’ai eu la chance de côtoyer. 

Tout d’abord, merci, Francis, pour ta curiosité et ton implication pour le court stage que tu as fait. Ça a été 

un plaisir de t’expliquer les rudiments de la chimie organique. Maintenant, Moïse, quel merveilleux 

étudiant tu as été. J’ai eu des fous rires en ta compagnie et je garde plein de bons souvenirs. Tu m’as 

démontré ta positivité et ton acharnement au travail pour laquelle je ne te remercierais jamais assez, ah 

oui ces diazirines !!! Tu vas être un excellent chimiste je n’ai aucun doute!  

Je souhaite conclure ces remerciements avec les êtres dans l’ombre qui font partie de mon quotidien et 

qui sont d’une importance capitale pour moi. Je parle bien sûr de mes parents Line et Jean-Luc, de mon 

frère Jean-Olivier, de ma grand-maman Laurette et de ma copine Nadège. Vous avez su endurer mes hauts 

et mes bas tout en me remontant le moral. Je suis éternellement reconnaissant pour votre aide et votre 

amour. Merci mon frère, de m’avoir supporté tout au long et d’avoir été un correcteur exemplaire. Merci 

mon amour, de partager ta vie avec moi et de me soutenir au quotidien.  

 

 

 

 

 

 

 



 

1 
 

1. Introduction 

1.1. Préface - Les outils moléculaires 

Les progrès scientifiques ont évolué à vitesse phénoménale depuis les années 2000, grâce à une 

transmission accélérée des connaissances scientifiques et la venue des nouvelles technologies. 

Notamment, internet a permis d’offrir une vitrine merveilleuse pour la diffusion des résultats et 

surtout pour les collaborations entre les chercheurs. La science est dorénavant poussée dans des 

questionnements excessivement pointus nécessitant une collaboration multidisciplinaire pour 

répondre et comprendre les résultats expérimentaux. Aujourd’hui, il est possible d’enregistrer 

son poème préféré dans un ordinateur à ADN1, où même de prédire si une planète se trouvant à 

des années lumières possède une atmosphère pouvant y héberger la vie selon une analyse des 

raies d’absorption atomiques des éléments qui la compose2.  

Le corps humain a toujours fasciné les scientifiques et reste à ce jour un casse-tête inachevé. 

L’avenue des sphères dites omiques regroupant la génomique, la protéomique, la métabolomique 

et la transcriptomique a fourni une quantité monumentale d’informations sur les systèmes 

biologiques du corps humain.3 Ceci a catalysé le développement de nouvelles technologies 

pouvant interroger ses systèmes biologiques. On notera par exemple le traitement d’une maladie, 

la compréhension d’un mécanisme cellulaire, le rôle de telle ou telle protéine, la localisation des 

constituants cellulaires ou même les mécanismes compensatoires. Ainsi, une nouvelle science 

nommée la chimie biologique, a été grandement sollicitée ces dernières années pour répondre 

aux nouvelles questions provenant des omiques.4 La chimie biologique met de l’avant la synthèse 

organique d’outils moléculaires permettant d’aller explorer les milieux cellulaires. Bien qu’il existe 

une grande quantité de méthodes génétiques pouvant répondre à ces questions, ces dernières 

ne permettent pas de sonder le milieu biologique dans son état natif. Cette conséquence peut 

occasionner des discordances à cause de la réalité faussée des méthodes génétiques.5 Ainsi les 

composés outils développés par la chimie biologique permettent d’offrir une nouvelle approche 

pour approfondir les connaissances du corps humain. Ce présent mémoire va porter sur 

l’élaboration de deux types d’outils chimiques allant de leur conception à leur application. Dans 

un premier cas, il s’agira d’une synthèse de macrocycles covalents ayant pour objectif d’obtenir 

des informations structurales sur la GTPase RAS dans l’optique de développement d’un 
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médicament. Tandis que dans le second cas, il s’agira de développement de sondes ayant comme 

objectif l’identification d’une cible protéique inconnue ayant des propriétés sur l’expansion de 

cellules souches hématopoïétiques.  

 

1.2. Présentation du projet des macrocycles covalents 

1.2.1 Importance de RAS dans l’oncologie 

Afin de débuter l’explication du premier projet il est important de se demander qu’est-ce 

que le cancer ? Le cancer peut être défini de manière simpliste comme un dérèglement 

cellulaire causant une prolifération non contrôlée menant à la formation de masses 

bloquant ou limitant des fonctions essentielles du corps humain. Ces dérèglements, 

d’ordres génétiques et épigénétiques, causent des mutations chez les protéines régissant 

divers mécanismes qui permettent normalement l’homéostasie cellulaire.6 Dans les 

cellules cancéreuses, il est possible d’observer un dérèglement de divers mécanismes 

cellulaires tels que la prolifération, la survie (résistance à l’apoptose), la différenciation et 

la motilité.6 Ces divers mécanismes cellulaires sont régis par plusieurs voies de 

signalisation, dont la voie MAPK/ERK.7 Par conséquent, une hyperactivation de cette voie 

conduit à la transformation oncologique et la progression de divers type de cancers. Afin 

de comprendre l’approche thérapeutique décrite dans ce présent mémoire, il est 

nécessaire de présenter cette voie de signalisation (Figure 1)7. 
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La première étape de ce mécanisme cellulaire est l’activation du récepteur à activité 

tyrosine kinase (RTK), présent à la membrane cellulaire, par diverses entités telles que les 

hormones, les chimiokines ou les facteurs de croissances.7 L’activation du récepteur se 

conclut par une phosphorylation des tyrosines qui sont présentes à l’extrémité des deux 

chaines C-terminales existantes dans le domaine intracellulaire du récepteur8. La seconde 

étape de la voie MAPK/ERK est la reconnaissance de ces sites phosphorylés par des 

effecteurs. Le domaine SH2 ou PTB généré par la réponse du récepteur RTK permet un 

point d’ancrage pour des protéines adaptatrices telles que SHC et GRB2. Ces dernières 

ont pour objectif de venir recruter la protéine SOS de type GEF dans le cytoplasme afin 

de l’approcher de la membrane plasmique. Le rôle de SOS est très important : elle va se 

Figure 1 : Voie de signalisation de la voie cellulaire MAPK/ERK. Suite à l’activation des récepteurs 
tyrosines kinases, il y a autophosphorylation de ces derniers, ce qui permet la liaison de GBRB2, qui 
active SOS et ensuite permet le transfert de nucléotides dans RAS. Une fois RAS-GTP obtenu, une 
cascade de phosphorylation survient allant de RAS à RAF à MEK et pour finir par ERK. ERK phosphoryle 
des facteurs de transcriptions (ex. RSK, c-Jun, C-Fos, MNK, CRB, Elk-1). Figure adaptée de la référence 
(7).  
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lier à RAS (il existe 4 isoformes : NRAS, KRAS4A, KRAS4B et HRAS), une GTPase se trouvant 

à la membrane plasmique attachée par des chaines farnésyles ou palmitoyles, pour 

introduire le GTP. Cette interaction occasionne un changement conformationnel de RAS 

permettant de libérer le GDP du site actif pour laisser entrer un GTP libre dans la cellule. 

On dit de RAS que la forme GDP est inactive, tandis que la forme GTP est active. Par 

conséquent, cette forme active de RAS a la possibilité de se lier à une multitude 

d’effecteurs. Parmi les 20 effecteurs identifiés confirmés dans la littérature, 3 ont retenu 

l’attention des chercheurs dans le domaine de l’oncologie : les protéines RAF (il existe 3 

isoformes : ARAF,BRAF et CRAF), les protéines RALGDS et les protéines PI3K9. Les 

protéines RALGDS sont impliquées dans l’organisation cytosquelettique et la 

transformation cellulaire, tandis que RAF et PI3K sont impliquées dans les mécanismes 

suivants : prolifération cellulaire, survie, différenciation et motilité. En continuant avec la 

voie MAPK/ERK, RAS-GTP aura comme rôle de recruter les kinases RAF toujours à la 

membrane et occasionnera l’activation du site catalytique de cette dernière. Le reste de 

cette voie de signalisation consiste en une cascade de phosphorylations successives entre 

des kinases, débutant par la phosphorylation des MAPKKK RAF pour les MAPKK (MEK1 et 

MEK2), qui iront activer des MAPK (ERK1 et ERK2). Lorsque les kinases ERK1 et ERK2 sont 

activées, elles permettent la phosphorylation d’une multitude de substrats nucléaires et 

cytoplasmiques (plus de 150 identifiés) impliqués dans diverses réponses cellulaires dont 

RSK, MNK, Elk-1, CREB, C-Fos et c-Jun. 10 

Chaque voie de signalisation possède des signaux et des moyens pour le retour à l’état 

initial une fois la réponse cellulaire obtenue. Il existe deux classes de réponses : la réponse 

post-traductionnelle et l’induction de gènes de novo qui inhibent spécifiquement la 

signalisation. La différence majeure entre ces deux types de réponses est le temps 

nécessaire pour obtenir l’effet. La réponse post-traductionnelle est quasiment 

instantanée alors que la réponse génétique nécessite la traduction de protéines par le 

ribosome. Dans le cas d’une réponse d’induction de gènes, une protéine, GAP, est 

exprimée et permet d’hydrolyser le GTP présent dans RAS pour ainsi former l’espèce 

inactive RAS-GDP (Figure 2).11 Il existe un équilibre cyclique entre la SOS, qui effectue le 
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transfert du GDP au GTP, et la GAP, qui accélère l’hydrolyse du GTP par un facteur 

supérieur à 1000 fois comparativement à l’hydrolyse non catalysée du complexe HRAS-

GTP. Une fois la perte de ce phosphate, RAS se trouve à être inactif et ne se lie plus aux 

effecteurs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Puisque la voie de signalisation MAPK/ERK est impliquée dans une multitude de réponses 

cellulaires telles que la prolifération et l’inhibition de l’apoptose, une altération de ces 

mécanismes de régulation négative occasionne un cancer. À la suite de grandes analyses 

statistiques génétiques et protéomiques de patients atteints de cancer, plusieurs acteurs 

de la voie de signalisation MAPK/ERK présentaient des mutations responsables d’une 

hyperactivation de la voie de signalisation. La figure 3 illustre ces principales mutations et 

les types de cancers où l’on retrouve ces mutations. 6 

Figure 2 : Illustration du cycle de régulation de l’activité des RAS. La voie de signalisation est régie par 
le nucléotide lié à RAS. La forme RAS-GDP se trouve inactive et est activée via l’interaction de SOS qui 
facilite l’échange du GDP au GTP, tandis que la GAP favorise l’hydrolyse du GTP via l’accessibilité du GTP 
pour les GTPases. Figure adaptée de la référence 11.  
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La plus grande proportion des cancers liés au dérèglement de la voie MAPK/ERK sont 

causés par des mutations sur RAS et RAF. Il s’avère que des mutations sont 

majoritairement observées avec les isoformes NRAS et KRAS. Si l’on répartit l’abondance 

des mutations oncologiques des isoformes de RAS dans les cancers, on retrouve 85 % de 

mutants pour KRAS, 12 % pour NRAS et moins de 3% pour HRAS.12 On retrouve une 

mutation de NRAS majoritairement dans les mélanomes, une mutation de HRAS 

principalement dans les glandes surrénales et KRAS est mutée le plus souvent dans le 

pancréas. Une mutation de RAS est si fréquente que près du tiers des tumeurs solides 

humaines présentent ce type d’anomalie.12 Dans les GTPases RAS, il a été constaté que la 

plupart des mutations se trouvaient aux acides aminés 12, 13 et 61. Toutes ces mutations 

causent un encombrement stérique du ʺarginine fingerʺ interagissant avec la GAP, 

Figure 3 : Représentation de la proportion des mutations dans les différents acteurs de la voie de 
signalisation MAPK/ERK parmi les cancers répertoriés. KRAS, NRAS et B-RAF sont les principaux mutés, 
et ce dans divers cancers tels que le pancréas, la thyroïde, le colon et les mélanomes. Figure adaptée de 
la référence 6.  
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rendant ainsi l’hydrolyse du GTP beaucoup plus difficile.12 Ceci a pour conséquence de 

maintenir RAS sous sa forme activée.  

Ces chiffres illustrent la grande place qu’occupe la voie de signalisation MAPK/ERK dans 

le domaine de l’oncologie. Il s’agit d’une importante préoccupation qui mobilise une 

grande proportion du milieu scientifique pour la recherche de traitements. D’un point de 

vue de la chimie médicinale, plusieurs stratégies ont été investiguées pour tenter 

d’inhiber cette voie oncologique. D’un point de vue logique, l’idée la plus simple est de 

bloquer l’interaction d’une protéine avec son effecteur ou empêcher une protéine de 

remplir son rôle en bloquant son site catalytique, arrêtant ainsi la suite de la cascade de 

signalisation. On pourrait ainsi penser à bloquer chaque protéine impliquée dans la voie 

MAPK/ERK, donc RTK, SOS, RAS, RAF, MEK ou ERK. Cette stratégie a été menée sur 

plusieurs substrats et a donné naissance à plusieurs médicaments.12 Cependant ces 

derniers sont pour la plupart sujets à de la résistance mutationnelle ou à l’activation de 

voies de signalement parallèles limitant leur effet avec le temps. Pour ce faire il est 

nécessaire d’imaginer de nouvelles voies de recherche et l’une de ces voies est de bloquer 

la GTPase RAS.  

 

1.2.2 Caractéristiques structurales et isoformes de RAS 

Cette petite protéine est un casse-tête pour la communauté scientifique. Après 3 

décennies d’efforts pour développer un candidat clinique, il n’y a pas encore un inhibiteur 

qui a su produire des résultats convaincants.13 La possibilité d’inhiber RAS serait 

phénoménale pour le traitement du cancer. La position centrale de RAS au sein des voies 

de signalisation, due à son interaction avec de multiples effecteurs importants tels que 

RAL et PI3K, fait en sorte que son inhibition permettrait de contrôler plusieurs voies 

parallèles et de limiter les mécanismes de résistance14, 15. De plus, cette protéine étant 

mutée dans près de 30 % des cancers, il serait intéressant de pouvoir moduler 

directement son activité afin de comprendre son fonctionnement et d’offrir de nouvelles 
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approches thérapeutiques. C’est précisément la raison et la pertinence de ce mémoire : 

chercher à développer une nouvelle approche thérapeutique sur la GTPase RAS.  

Afin de présenter la voie d’inhibition de ce mémoire, il faut se pencher sur le mécanisme 

des GTPases qui sont la famille RAS. Il existe trois gènes canoniques distincts (Kras, Nras 

et Hras) qui encodent les protéines de la famille RAS qui sont KRAS4A, KRAS4B, HRAS et 

NRAS.16 La protéine KRAS4B est prédominante dans l’épissage du gène Kras. Les 

séquences ainsi que la structure tridimensionnelle des protéines sont illustrées à la figure 

4.16  

 

 

 

Figure 4 : Caractéristiques structurelles des différentes isoformes de RAS. A) illustre les différentes 
régions de la GTPase en fonction de propriétés fonctionnelles. On retrouve le lobe effecteur, le lobe 
allostérique et la zone d’hypervariabilité. B) illustre les séquences respectives des différentes isoformes 
ainsi que les différents types de structures secondaires présentes dans ces derniers. Figure provenant 
de la référence 17.  
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Les protéines RAS se décomposent en trois sections distinctes : le lobe effecteur, le lobe 

allostérique et la zone d’hypervariabilité. On retrouve 6 feuillets bêta et 5 hélices alpha 

dans la protéine, distribuées entre les deux lobes tel qu’illustré par la figure 4A.16 Le lobe 

effecteur est composé de deux interrupteurs que sont SI (aa 30-38) et SII (aa 60-76). Tous 

les effecteurs interagissent sur le lobe effecteur, d’où son nom. Il est nécessaire que le 

GTP se trouve dans le site actif, afin de produire l’orientation nécessaire pour interagir 

avec les effecteurs : pour cette raison, on dit de RAS qu’il s’agit d’un interrupteur 

moléculaire. Le lobe effecteur possède une homologie de 100 % pour toutes les isoformes 

de RAS. La section de variance entre les isoformes s’observe sur le lobe allostérique et la 

zone d’hypervariabilité. On observe une homologie des résidus d’uniquement 78 % pour 

le lobe allostérique et 8 % pour la zone d’hypervariabilité.16 Finalement, la région 

hypervariable est une région de forte modification post-traductionnelle qui est nécessaire 

à la lipidation de RAS, étape primordiale pour que RAS puisse se greffer à la membrane 

plasmique.16. Si l’on regarde plus précisément la zone hypervariable des isoformes de 

RAS, on peut constater des différences importantes. Notamment l’emplacement des 

cystéines et leur nombre qui donne la sélectivité d’emplacement des isoformes dans les 

cellules. Ce sont ces cystéines qui subissent la lipidation et permettent de donner le 

caractère hydrophobe nécessaire pour venir s’accrocher avec la membrane plasmique. 

Une fois ancrée à la membrane via la chaine lipidique, RAS se voit activée par la GEF, SOS. 

RAS étant instable sans la présence d’un nucléotide dans son site actif, SOS permet de 

stabiliser RAS dans un état sans nucléotide. Pour ce faire, une hélice alpha provenant de 

SOS vient s’insérer entre les régions SI et SII. Un mouvement semblable à celui d’un 

abaisse-langue se produit en ouvrant le site actif du nucléotide permettant son expulsion, 

lors du déplacement de l’interrupteur SI. (Figure 5)17 Dans cet état, l’affinité du GTP et 

GDP est très similaire pour le site actif (pM)9. Cependant, comme la concentration libre 

de GTP dans le milieu cellulaire est largement supérieure (10 fois plus) à celle de GDP, le 

GTP a statistiquement plus de chance de se retrouver dans le site actif.9, 17 
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Comme l’interaction entre SOS et RAS est dynamique, lorsque SOS va se dissocier de RAS, 

l’hélice alpha va se retirer, le site actif va se refermer et interagir avec le nouveau 

nucléotide inséré, le GTP. Une fois RAS muni d’un GTP, une interaction avec RAF est 

possible. À ce jour, il est clair que RAS-GTP interagit avec RAF, bien que le mécanisme de 

cette interaction reste un grand débat. Il est toutefois reconnu que la dimérisation de RAF 

est une étape essentielle pour interagir avec MEK.18, 19 Les expériences structurelles ont 

démontré que RAF dimérisait selon une interface côté-côté.19 Cependant, ce qui fait 

débat, c’est la manière par laquelle l’activation de RAF se produit à la membrane par 

RAS.20 Deux scénarios sont envisagés et sont illustrés sur le schéma 6.21  

 

 

Figure 5 : Effet conformationnel de RAS lors de l’activation de SOS. Lors de l’insertion de l’hélice alpha 
de SOS dans RAS, il y a ouverture de l’interrupteur 1 de RAS permettant l’échange du nucléotide GDP 
pour le GTP. En beige est illustré la GTPase RAS en liaison avec SOS et en gris la protéine liée au GTP. 
Figure provenant de la référence 19.  
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D’après le mécanisme A, il y aurait formation d’un dimère entre deux GTPase RAS 

activées, ce qui permettrait la dimérisation de RAF. Le second cas de figure serait une 

activation de deux monomères RAS-GTP sur deux protéines RAF, qui pourront ensuite 

dimériser lorsque situées l’une près de l’autre. Avant d’élaborer la stratégie 

thérapeutique qui a éclos de cette découverte et dont il est question dans ce mémoire, 

survolons les recherches d’inhibition de RAS dans la littérature. 

 

 

Figure 6 : Mécanismes proposés pour l’activation dimérique de RAF à la membrane par RAS. Une fois 
RAS se trouvant dans sa conformation active GTP, elle doit activer RAF qui doit être dimérisé. Il est 
hypothétisé une interaction entre RAS et RAF formant deux complexes monomériques qui ensuite se 
dimérise en A soit via une interaction entre les RAS ou en B via RAF se trouvant à proximité. Figure 
adaptée de la référence 23.  
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1.2.3 Approches de la littérature pour l’inhibition de RAS 

Il n’est pas anodin qu’on nomme RAS comme le saint Graal : développer une inhibition de 

cette protéine serait grandement bénéfique pour le traitement du cancer, compte tenu 

de la grande place occupée par les mutations de cette GTPase en l’oncologie. Cependant, 

cette cible thérapeutique est difficile à atteindre et d’innombrables échecs sont survenus 

au cours de 3 décennies de recherches. Plusieurs raisons expliquent la complexité du 

développement d’un inhibiteur de RAS. Tout d’abord, RAS possède une structure tertiaire 

lisse et souple, rendant difficile d’interagir dans une poche.13 De plus, son seul site où l’on 

retrouve une zone possible d’interaction pour une petite molécule se trouve à être son 

site actif, où se trouve le GTP. Ces difficultés ont grandement ralenti la recherche 

d’avenues thérapeutiques de cette GTPase, sans empêcher le développement de 

nouvelles approches alimentées par l’avancement des connaissances et des technologies. 

La figure 7 illustre les 3 stratégies thérapeutiques récentes dans lesquelles on a tenté 

l’inhibition de RAS mutée..22  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Résumé des diverses stratégies thérapeutiques étudiées pour inhiber RAS oncogène. Les trois 
stratégies évaluées sont la prévention de l’activation de RAS-GTP, l’inhibition des interactions de RAS-
GTP pour ses effecteurs et l’entrave de RAS durant son transport vers la membrane.  Figure provenant 
de la référence 26.  
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De façon classique, l’un des moyens d’inhiber une kinase est de venir compétitionner 

l’ATP dans le site actif avec un inhibiteur ayant une affinité supérieure. L’affinité de l’ATP 

pour les kinases se situe en moyenne dans l’ordre du micromolaire. Pour obtenir une 

équivalence avec RAS et son substrat GTP, qui possède une affinité de l’ordre du 

picomolaire (10 pM), il serait nécessaire d’avoir un inhibiteur dans le femtomolaire23. Or, 

ceci relève de l’impossible quand on sait que l’interaction non covalente la plus forte 

identifiée est de 100 fM (streptavidin pour la biotine) : cette piste de solution n’est donc 

pas envisageable. L’une des méthodes alternatives consiste à venir bloquer la lipidation 

des cystéines présentes sur la chaine d’hypervariablité. Comme il faut que RAS se trouve 

à la membrane plasmique pour interagir avec les effecteurs, il faut qu’elle puisse s’ancrer 

à la membrane via ces lipides. Ainsi l’idée des chercheurs a été de développer des 

inhibiteurs des diverses enzymes responsables d’effectuer les modifications lipidiques sur 

les cystéines. Parmi ces dernières, deux enzymes sont importantes : la géranyltransferase 

I et la farnésyltransférase cytosolique.12, 22, 23 Ces inhibiteurs ont fini être abandonnés lors 

des essais cliniques, incapables de démontrer une efficacité clinique suffisante à cause de 

mécanismes compensatoires et des effets secondaires (Lonafamib 1, Tipifarnib 2)24.  
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Une seconde approche consiste à développer des inhibiteurs qui permettent de favoriser 

la forme inactive de RAS(GDP), donc de prévenir l’activation de RAS. L’une des façons de 

faire est de produire un blocage allostérique de SOS, la GEF venant catalyser le transfert 

du GDP en GTP, en utilisant des inhibiteurs allostériques comme HBS3 ou DCAI, dont le 

rôle est d’empêcher l’interaction SOS-RAS et ainsi conserver le RAS-GDP.22  

Des expériences ont démontré une diminution des niveaux de phosphorylation d’ERK1/2 

chez les cellules possédant des mutations oncogènes sur KRAS. Cependant, cette stratégie 

est encore au stade embryonnaire : elle n’a pas encore démontré sa capacité à inhiber le 

cancer occasionné par les mutations de RAS.23 Une autre façon de favoriser l’espèce RAS-

GDP est de bloquer le changement de conformation qui se produit en venant interagir 

dans un site allostérique de RAS. Le mutant KRAS G12C possède une poche allostérique 

accessible uniquement lorsque le GDP est lié à ce mutant KRAS. Une piste de solution 

consiste à utiliser la cystéine C12 pour développer une approche covalente qui modifie 

irréversiblement la protéine. Cette modification gêne la protéine, qui n’est plus en 

mesure de changer de conformation pour échanger le GDP par un GTP. Cette stratégie a 

présentement 4 composés en essais cliniques en phase I/II (AMG-510 3, MRTX849 4, JNJ-

74699157, LY3499446)25, 26. 
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Cependant, cette stratégie s’applique uniquement pour une branche très spécifique de 

cancer KRAS avec la mutation G12C, qui prend avantage de la nouvelle cystéine provenant 

de cette mutation. Finalement, la dernière approche thérapeutique développée fut 

l’inhibition des effecteurs de RAS-GTP. L’idée est simple : s’il est possible d’empêcher la 

réaction de RAS pour les effecteurs en aval, il est possible d’agir sur la voie de 

signalisation. Par exemple, l’utilisation d’un anticorps monoclonal (Y13-259) bloque le 

domaine de liaison des effecteurs de RAS. Cependant, cette entité ne possède pas de 

propriétés médicamenteuses à cause de son inhabilité à pénétrer la cellule.24 Par 

conséquent, des petites molécules ont été développées pour inhiber l’interaction avec les 

effecteurs (Rigosertib 5, Sulindac 6, MCP110 7). 

 

 

 

Les mécanismes d’action de Sulindac et MCP110 étant inconnus, une optimisation de ces 

composés n’a pas été possible. De plus, Sulindac 6 et MCP110 7, par leur manque de 

sélectivité et d’affinité, se sont révélés ne pas être de bons candidats pharmaceutiques. 

Cependant, d’autres candidats, comme Rigosertib 5, sont plus prometteurs : en phase 

clinique III, cet inhibiteur agit sur RAF comme un émule de RAS. Malgré toutes ces 

approches, peu de composés ont démontré des propriétés intéressantes pour inhiber les 

isoformes de RAS oncogène et la recherche pour inhiber RAS demeure un défi actuel. 
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Avec les récentes découvertes sur l’importance de la dimérisation de RAF, une idée 

thérapeutique a été explorée par un groupe de recherche.27 La problématique était la 

suivante : est-il possible de concevoir une technologie capable d’influencer les 

interactions entre RAS (monomérique/dimérique) à la membrane plasmique qui 

permettrait d’empêcher la dimérisation de RAF? Le groupe de Khoide a utilisé la 

technologie combinatoire du Phage Display afin de générer ce qu’on nomme des 

‘monobodies’. Les ‘monobodies’ sont des protéines synthétiques ayant comme 

construction initiale le domaine de la fibronectine III (FN3). La FN3 offre la possibilité 

d’offrir 3 boucles de séquences d’acides aminés hypervariables où il est possible 

d’effectuer des librairies sans avoir de rejet cellulaire.28 On peut comparer FN3 à un 

anticorps où les boucles sont l’analogue des zones hypervariables des anticorps qui 

servent à la reconnaissance. À la différence des anticorps, les ‘monobodies’ ont la 

caractéristique de ne pas être affectés par le potentiel redox de leur environnement. 

Cette caractéristique facilite l’utilisation de ceux-ci en tant qu’inhibiteurs génétiquement 

encodés.27  Dans le cadre de leur recherche, le groupe de chercheurs a identifié NS1, un 

‘monobody’ ayant la capacité de lier HRAS et KRAS avec une affinité dans l’ordre du 

nanomolaire. Ce dernier se lie sur le lobe allostérique de RAS, où se trouvent α4, β5 et α6. 

(Figure 8)27 Cependant, la grande majorité des interactions se produisent entre la boucle 

FG de NS1 et le feuillet β6 de RAS. Une interaction clé est la cage formée entre R135 de 

RAS et les acides aminés E49 et Y71. L’arginine 135 est présente uniquement dans HRAS 

et KRAS, ce qui explique la sélectivité de NS1 pour ces deux isoformes.   
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Ce qui fut encore plus intéressant que la capacité à lier un site allostérique de RAS fut sans 

contredit la capacité de NS1 à influencer la réponse biologique en aval de RAS. Il s’avère 

que NS1 a la capacité d’interrompre la dimérisation de RAF en gênant l’interaction des 

monomères de RAS adjacents qu’on pourrait trouver dans les dimères ou dans les nano 

regroupements monomériques.  

Figure 8 : Structure cristalline du site de liaison allostérique de NS1 pour HRAS. (PDB 4G0N) En a) se 
retrouve l’interaction du monobody NS1 (bleu) via la boucle FG sur la face des hélices alpha 4 et 5 de 
RAS en gris. La triade d’interactions ioniques entre la boucle de NS1 et l’arginine 135 de RAS est 
présentée en b). Figure provenant de la référence 30.  

b 
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Le buvardage de Western illustré à la figure 9 démontre l’effet de NS1 sur la voie de 

signalisation MAPK/ERK.27 On peut observer que pour les protéines oncologiques 

HRAS(Q61L) et KRAS(G12V), il y a une diminution flagrante de la phosphorylation d’ERK 

en présence de NS1, ce qui n’est pas le cas de NRAS(G12D). Ce résultat est très 

intéressant, puisqu’il illustre une nouvelle avenue thérapeutique sur les oncogènes de 

RAS, cette GTPase si difficile à atteindre. L’étude de 2016 a pu démontrée par de la 

microscopie électronique ainsi que du BRET des preuves que le mécanisme d’action de 

NS1 était bel et bien d’influencer la dimérisation de RAS à la membrane. Cependant, le 

poids moléculaire d’un ‘monobody’ créé à partir de la fibronectine III est d’environ 10 

kDa, ce qui rend la tâche plus compliquée si l’on souhaite développer un médicament. 

L’une des premières difficultés des ‘monobodies’ est d’accéder à RAS : ce dernier est 

intracellulaire alors que les ‘monobodies’, ne peuvent traverser la membrane cellulaire.29 

Un second inconvénient est la précarité de leurs propriétés pharmacocinétiques et 

immunogéniques. Comme les ‘monobodies’ possèdent uniquement des acides aminés 

Figure 9 : Buvardage de Western démontrant l’effet de NS1 sur la phosphorylation en aval de RAS. Ce 
gel a été effectué via une stimulation EGF sur cellules HEK293, où une construction NS1-GFP avait été 
exprimée.  HRASQ61L, NRASG12D et KRASG12V sont des oncogènes connus dans la littérature et lors 
d’une utilisation de NS1 il est possible d’observer une diminution de phosphorylation d’ERK pour HRAS 
et KRAS. Une immunoprécipitation via une étiquette MYC ou HA a été réalisée pour observer les 
protéines cellulaires.  Figure provenant de la référence 30.  
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naturels, ils sont sensibles aux mécanismes d’hydrolyse que le corps utilise pour 

métaboliser les acides aminés29.  

1.2.4 Hypothèses des macrocycles covalents et démonstration du projet  

Pour ces diverses raisons, des chercheurs de l’IRIC ont eu la brillante idée du 

développement d’un peptide mimétique offrant la réponse biologique de NS1 et les 

propriétés permettant le développement d’un médicament. Malgré la grande surface de 

contact que possède la protéine synthétique NS1, cette dernière interagit avec RAS avec 

une petite surface de contact. La figure 10 illustre les contacts qu’effectuent NS1 

(turquoise) avec RAS (gris). On observe que le point d’ancrage se fait via l’interaction du 

feuillet β6 et la Boucle FG de NS1. De plus, il existe des contacts entre NS1 et l’hélice alpha 

4 et l’hélice alpha 5. Dans l’optique de développer un mimétique de NS1, l’approche 

choisie fut le développement de macrocycles peptidiques. Un macrocycle possède les 

mêmes interactions peptidiques que procure un ‘monobody’ et possède des propriétés 

médicamenteuses beaucoup plus intéressantes.  

 

 

 

Figure 10 : Approfondissement des contacts importants de NS1 pour HRAS via la structure cristalline. 
En a) est illustré uniquement les résidus de NS1 se situant dans un rayon de 5°A ou moins qui 
interagissent avec HRAS. En b) sont illustrées les interactions importantes entre la boucle-FG et le 
feuillet β6 de HRAS. Figures provenant de la référence 30.  

 

a b 
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La collaboration d’une équipe pluridisciplinaire formée de Marc-André Poupart, Hugo 

Lavoie, Ryan Killoran, Alexandre Beautrait, Anne Marinier, Marc Therrien et Matt Smith a 

permis l’approfondissement des connaissances sur les macrocycles mimétiques de NS1. 

Dr Poupart et Dr Beautrait ont développé la chimie de ces derniers via une modélisation 

informatique de la boucle FG de NS1. De plus, la synthèse de centaines de macrocycles 

optimisant la dimension du cycle et la composition en acides aminés a permis d’obtenir 

le composé le plus actif, UM0139995. L’essai qui a été utilisé pour guider le SAR a été 

mené par Dr Killoran et fut un essai HSQC par résonance magnétique nucléaire. Le 

principe général de cette technique consiste à observer les déplacements de signaux 

d’azotes de la protéine HRAS marquée au N15 en présence d’un inhibiteur. Comme le 

ligand modifie la densité électronique localement, des signaux spécifiques de la protéine 

seront influencés.30 La variation d’intensité ou de déplacement chimique des signaux est 

proportionnelle à l’affinité du ligand pour la protéine, donc du macrocycle pour RAS. Les 

essais de mutagenèse sur NS1 menés par Dr Lavoie ont été critiques pour illustrer les 

acides aminés essentiels du macrocycle qui permettent une interaction avec la protéine 

RAS. La figure 11 illustre la composition de ce macrocycle.  

 

 

Figure 11 : Hypothèse synthétique pour mimer la boucle-FG de NS1 en macrocycle. La structure 
d’UM0139995 est illustrée, il s’agit du macrocycle le plus actif obtenu des librairies d’optimisation (IC50 
= 100 μM).  
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Comme on peut le constater, il existe une similitude entre la séquence de la boucle FG de 

NS1 et le macrocycle UM0139995. L’histidine 78 et la glycine 76 furent remplacées par 

des lysines afin d’augmenter la solubilité du macrocycle, puisque leur emplacement 

s’oriente vers le solvant selon la structure cristalline de NS1. L’allo-isoleucine a augmenté 

l’affinité en comparaison à la valine. Le D-tryptophane se trouve à être essentiel pour 

obtenir l’orientation nécessaire pour effectuer le tour bêta occasionné par l’homo-Aib et 

pour conserver des interactions importantes avec RAS. Finalement, la D-Proline et 

l’homo-Aib furent utilisés afin de permettre une contrainte structurelle pour générer le 

tour bêta nécessaire qui imite l’épingle de la boucle FG. L’Aib est connu dans la littérature 

pour générer un tour bêta en présence d’un acide aminé D adjacent, ici le D-Trp, tandis 

que la proline (D ou L) est connue pour occasionner un tour bêta en présence d’un petit 

acide aminé tel qu’une alanine et une glycine.31, 32 Il est aussi important de mentionner 

que l’utilisation d’acide aminé D dans un peptide synthétique permet d’offrir une 

résistance à la protéolyse enzymatique, donc d’augmenter les propriétés 

pharmacocinétiques du composé.32 Également, l’utilisation d’un tryptophane en 

remplacement de la tyrosine 83 s’est révélée légèrement bénéfique. Cependant, une 

tyrosine à cet emplacement est aussi une bonne option, puisque le caractère donneur de 

ponts H est aussi présent. Toutefois, il s’est avéré que l’activité de ce macrocycle optimisé 

était uniquement de 100 μM, ce qui est très loin du 20 nM que possède NS1 pour HRAS. 

Malgré près de 200 macrocycles d’optimisation, l’affinité n’a pas pu être améliorée et le 

SAR se trouvait être très réticent aux changements exotiques. C’est alors que le projet de 

développement de composé covalent a été proposé. En observant la structure cristalline 

de NS1, on peut constater qu’il se trouve une cystéine (C118) à proximité de la boucle FG 

avec laquelle il serait possible d’interagir (Figure 12). C’est à partir de cette observation 

qu’est né le premier projet de ce mémoire.  
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Ainsi l’objectif principal de ce projet était de déterminer les raisons pour lesquelles il y a 

une différence d’affinité de 3 ordres de grandeur entre le ‘monobody’ NS1 et le 

macrocycle non covalent ayant la meilleure affinité, UM01399995. Afin de répondre à 

cette interrogation, il est nécessaire d’établir une comparaison visuelle entre les deux 

entités. Ainsi le projet s’est d’abord orienté vers l’obtention d’une structure cristalline en 

se servant de la Cys118 de RAS pour effectuer un lien covalent avec le macrocycle, ce qui 

permet d’obtenir une population de HRAS lié irréversiblement au composé et donne plus 

de chance pour obtenir ladite structure cristalline. Celle-ci permet d’effectuer la 

comparaison visuelle désirée en permettant notamment de confirmer si le macrocycle 

reproduit bien la pose de la boucle FG du monobody NS1 et émule ses interactions. De 

plus, l’obtention d’une structure cristalline permet de donner de l’information sur des 

interactions supplémentaires possibles pour augmenter l’affinité de la série non 

covalente. 

 

Figure 12 : Illustration de la cystéine 118 se trouvant à proximité de la boucle-FG de NS1 qui pourrait 

servir d’ancrage pour un lien covalent. La distance entre la glutamine 80 et la cystéine est de 3.7 Å. 

Selon le cristal PDB 4G0N 

 



 

23 
 

Pour réaliser cet objectif il sera question de développer une série de macrocycles 

covalents se basant sur la structure UM01399995 pour lier la cystéine 118 de RAS. Il sera 

nécessaire d’optimiser les groupements moléculaires pouvant réagir avec la cystéine ainsi 

que le bras moléculaire permettant de s’y rendre.  

Une fois les résultats de la cristallographie obtenus, un second objectif sera d’explorer 

des avenues pour améliorer l’affinité des macrocycles en fonction de ces résultats. Ainsi, 

une optimisation des macrocycles sera envisagée en variant diverses sections des 

molécules de façon à influencer l’affinité selon des gains enthalpiques ou entropiques.  

Un objectif parallèle de cette optimisation sera de déterminer une activité intrinsèque 

des macrocycles pour RAS, compte tenu que l’essai biochimique utilisé pour quantifier 

l’affinité, soit un titrage par RMN HSQC, n’a pas été, à notre connaissance, rapporté dans 

la littérature. Il sera ainsi question de vérifier les valeurs obtenues et de quantifier 

l’affinité des macrocycles covalents. Une cinétique via un essai biochimique sera 

envisagée pour répondre à cette incertitude.  

Finalement, l’ajout d’une ogive réactive au macrocycle permet par le fait même 

d’augmenter l’affinité des macrocycles en amenant une dynamique d’irréversibilité pour 

la cible. Ainsi, il serait possible d’utiliser ces composés pour obtenir une information 

cellulaire dans le but de reproduire l’effet de NS1, concernant le blocage de la voie 

MAPK/ERK. Afin de développer les composés covalents, l’utilisation de la spectrométrie 

de masse sera primordiale pour confirmer la présence des adduits sur les protéines 

intactes. En résumé, le projet de cette première partie du mémoire est le développement 

d’une série de macrocycles covalents selon la structure du macrocycle UM0139995 afin 

de répondre à diverses questions structurales. Des techniques biochimiques et 

protéomiques seront utilisées pour optimiser et étudier les macrocycles covalents. 
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1.3. Présentation du projet des sondes photoactivables de 

UM171 

1.3.1 Cellules souches hématopoïétiques et applications médicales 

Dans tout organisme mammifère on sépare les cellules en trois catégories, soit les cellules 

de la lignée germinale, les cellules somatiques et les cellules souches. La première 

catégorie regroupe l’ensemble des cellules reproductrices, donc les gamètes.33 La 

seconde catégorie regroupe l’ensemble des cellules différentiées du corps, donc les 

cellules ayant acquis une fonction autre que la reproduction. Il s’agit des cellules 

musculaires, osseuses, des organes, des tissus, des neurones et du sang.33 Finalement, les 

cellules souches sont dites indifférenciées. Elles sont les précurseurs des cellules 

spécialisées que sont les gamètes et les cellules somatiques. De plus, elles maintiennent 

l’organisme par division cellulaire. Il est important de mentionner que la spécialisation 

Figure 13 : Représentation des différents types cellulaires provenant de la différentiation des cellules 
souches hématopoiétiques. Il y a division entre les cellules lymphoïdes et les cellules myéloïdes. Figure 
provenant de la référence 38 
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des cellules souches est irréversible. Parmi les cellules souches, il existe une sous-

catégorie nommée les cellules souches hématopoïétiques (CSH) qui se spécialisent dans 

la différentiation des lignées cellulaires présentes dans le sang.34 On retrouve donc les 

cellules lymphoïdes progénitrices, qui sont les cellules immunitaires (cellules T, cellules B 

et les cellules NK) et les cellules sanguines ou myéloïdes progénitrices qui sont les 

plaquettes, les érythrocytes et les leucocytes. (Figure 13).35  

 

La propriété de différentiation des CSH est très intéressante pour les thérapies géniques 

et les transplantations. Notamment elles sont utilisées pour le traitement de la leucémie 

myéloïde aigüe, de la leucémie myéloïde chronique, de l’anémie falciforme, la 

thalassémie, des maladies immunitaires (syndrome Wiskott-Aldrich, 

adrenaleukodystophie, SCID-X1) et certains cancers solides.36, 37 Il existe trois sources 

possibles pour l’obtention des CSH soit via la moelle osseuse, via le sang périphérique et 

via le sang de cordon ombilical. Les deux principales sources utilisées sont la moelle 

osseuse et le sang périphérique. Cependant, dans 30-40% des patients, il existe une 

incompatibilité immunitaire provenant des antigènes du CMH du donneur avec le 

receveur et ces patient, malheureusement, n’ont pas la capacité d’obtenir un 

traitement.38 Il s’avère que le sang de cordon permet une réduction de rejet via une 

meilleure tolérance des HLA avec les patients à cause du milieu plus primitif du système 

immunitaire des cordons.38 Cette stratégie est très attrayante, d’autant plus que ce sang 

est facilement accessible dans les hôpitaux et ne cause pas de problème au niveau éthique 

puisque les cordons sont pour la plupart jetés. Néanmoins, il existe un problème avec le 

sang de cordon ombilical, puisque la quantité de cellules souches hématopoïétiques dans 

ce dernier est faible.39 Il a été relevé dans la littérature que les cellules souches 

hématopoïétiques possèdent des marqueurs spécifiques ne se retrouvant pas dans 

d’autres types cellulaires.40 Parmi ces derniers on retrouve la phosphosphoglycoprotéine 

CD34 qui est une protéine transmembranaire et la protéine phosphatase de tyrosine 

CD45.34, 40 Ces protéines uniques aux cellules souches permettent ainsi leur quantification 

dans le sang. 34 Il s’avère que pour qu’une transplantation puisse fonctionner chez un 
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patient, il faut avoir une quantité d’au moins 2x106 cellules CD34+ /kg du patient et 

malheureusement une unité de cordon possède en moyenne seulement 2x105 cellules 

CD34+.37 Ceci est insuffisant pour le traitement d’un adulte. Plusieurs approches dans la 

littérature ont cherché à multiplier les cellules souches recueillies des cordons ombilicaux. 

On dénote l’utilisation de cytokines, la coculture de cellules stromales 

mésenchymateuses et l’amélioration des méthodologies de culture basées sur des 

bioréacteurs.39 Bien que ces méthodes aient permis une multiplication des cellules 

souches, des problèmes font que ces dernières sont non optimales pour un traitement 

clinique. On dénote notamment, un délai dans la reconstitution de la réponse 

immunitaire, une augmentation des infections virales, des rejets de greffes, une trop 

grande variance entre les essais, l’introduction d’une malignité, un coût non-abordable et 

une génotoxicité.37, 39  

 

1.3.2 Expansion des cellules souches hématopoïétiques par des petites molécules et 

UM171 

En 2010, Boitano et al. ont publié un papier discutant d’une nouvelle approche utilisant 

une molécule ayant la capacité de multiplier par 50 fois la quantité de cellules CD34+ dans 

une culture ex vivo de sang ombilical.41 La molécule StemRegenin 1 (SR1) 8 agit de façon 

antagoniste sur le récepteur d’hydrocarbure aryle impliqué dans les fonctions des cellules 

souches que sont la maintenance et la différentiation. La capacité d’utiliser cette source 

de cellules souches permet de limiter les désavantages présentés dans la section 

précédente tel que les rejets de greffes. Cette découverte a donné un enthousiasme 

nouveau pour la découverte de molécules permettant la mulitiplication des CSH aux 

groupes du Pr Sauvageau et du Pre Marinier. Après une optimisation de conditions 

permettant un haut débit d’analyse, le criblage de 5280 molécules a été effectué pour 

l’obtention de molécules ayant la capacité d’augmenter le niveau de cellules souches 

CD34+ CD45RA-38 (Voir Figure 14).       
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La logique de l’essai biologique consiste à venir immobiliser des cellules de cordon 

ombilical dans des canaux. Dans un premier canal, il y a eu ajout de DMSO et dans les 

autres canaux il y a eu ajout d’une solution du composé à tester dans le DMSO avec 

différentes doses. Suite à une période d’incubation de 7 jours, il y a eu ajout d’anticorps 

fluorescents reconnaissant sélectivement les marqueurs CD34+ et CD45RA- .38 Ceci a 

permis ensuite de prendre une mesure quantitative des populations cellulaires selon la 

méthode de FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).42 Puisque cette méthode offre un 

aspect quantitatif en fonction de la réponse de fluorescence, il est possible d’effectuer un 

ratio entre la culture comportant le composé et la culture contrôle (DMSO). On nomme 

la dose EC1,5, la dose pour laquelle un composé a occasionné une augmentation de 50% 

de la population de cellules souches hématopoïétiques par rapport à la population 

contrôle. Parmi le crible, la molécule UM729 (9) possédait l’effet biologique désiré. En se 

basant sur la structure de cette molécule comme point de départ, une étude relation 

structure-activité a été réalisée d’après le même essai phénotypique et la molécule 

UM171 (10) est ressortie du lot avec une affinité 10 à 20 fois supérieure à la molécule 

UM729 en ayant une concentration active de 17-19 nM selon la mesure EC1,5.  

Figure 14 : Essai biologique utilisé par Sophie Corneau pour déterminer l’activité des molécules sur les 
marqueurs CD34+ et CD45RA-. Une culture cellulaire est séparée dans divers puits et il y a incubation 
de diverses concentrations de composés et d’un contrôle négatif. Après 7 jours, un anticorps révèle les 
cellules souches et il y a mesures quantitatives par FACS.  
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Lors de la comparaison des composés UM171 et SR1 d’intéressantes conclusions furent 

observées. Tout d’abord, les deux composés possèdent un effet additif lorsqu’ils sont 

utilisés ensemble dans la culture cellulaire. Ceci a pour conséquence de laisser présager 

une cible différente, sinon l’effet aurait été minime à saturation. Cette observation a été 

confirmée via un séquençage de l’ARN des cellules traitées avec les molécules qui a 

démontré un patron génique complètement différent entre les deux composés. En fait, 

UM171 n’effectue pas une régulation négative des gènes du récepteur d’hydrocarbure 

aryle, tels que CYP1A1, CYP1B1 et AhRR, contrairement à SR1.38 UM171 agit plus 

précisément sur des gènes impliqués dans la différentiation des érythroïdes et 

mégacaryocytes.  Il faut savoir qu’il existe deux types de population de cellules souches 

hématopoïétiques, celles dites de régénération sur le long terme et celles dites de 

régénération sur le court terme. Celles sur le long terme permettent la régénération de 

toutes les cellules matures du sang, contrairement à celles sur le court terme qui 

produisent des progéniteurs de courte durée pour la production des cellules matures du 

sang et la récupération des neutrophiles.38 Il s’avère qu’UM171 favorise l’expansion des 

cellules souches hématopoïétiques de longue régénération, ce qui n’est pas aussi 

accentué pour SR1, confirmant la différence mécanistique entre les deux composés. Cette 

différence notable offre une nouvelle possibilité pour les transplantations. Diverses 

études ont illustré les propriétés intéressantes de la molécule UM171 tel que la possibilité 

de multiplier les cellules souches ex vivo et augmenter la transduction génique.36, 38, 43, 44 

De plus, des essais cliniques de phase 1/2 ont démontré que l’utilisation de sang de 

cordon amplifié par UM171 comme greffon chez l’humain est sécuritaire.45 À ce jour, plus 
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de 22 patients45ont été traités avec des cordons amplifiés par UM171 et les résultats sont 

extrêmement prometteurs. Les plus grandes perspectives de cette molécule sont vis-à-

vis la thérapie génique et les transplantations pour le traitement de la leucémie et autres 

maladies graves du sang.  

 

1.3.3 Problématique et hypothèses du projet 

Cependant, la cible de la molécule de UM171 reste un mystère à ce jour. Par le fait même, 

le mécanisme de la molécule n’est pas compris complètement compte tenu que cette 

molécule provient d’un criblage phénotypique. Les criblages phénotypiques ont plusieurs 

avantages tel que l’identification de molécules ayant des propriétés physicochimiques 

désirables in vivo simplifiant la preuve de concept du mécanisme d’action et surtout ce 

type de criblages offre une meilleure propension à développer des médicaments dits 

premier de classe (cibles inconnues) contrairement à une approche basée sur la cible. 

Néanmoins, l’approche phénotypique nécessite un travail plus important dans la 

découverte du mécanisme d’action des molécules développées.46 Cet aspect est essentiel 

pour le développement d’un médicament puisqu’il faut connaître les interactions 

secondaires possibles et la toxicité qu’engendre ce médicament dans le corps humain. 

Finalement, il faut démontrer l’effet pharmacologique de ce dernier, ce qui est facilité en 

connaissant la cible effective. De plus, connaître la cible permet de peaufiner l’affinité du 

composé actif en optimisant les interactions que peut illustrer une structure cristalline. 

Par conséquent, l’identification de cible est un casse-tête important dans le 

développement de médicaments qui proviennent d’une optimisation sur un phénotype 

cellulaire. Afin de donner un ordre de grandeur, un être humain possède plus de 10 000 

gènes codant ainsi pour plus de 100 000 protéines. Si on se concentre plus spécifiquement 

à la cellule, on retrouve en moyenne de 12 000 à 40 000 protéines.46 Cette seconde partie 

du mémoire cherchera à venir identifier la cible active de la molécule UM171 parmi la 

jungle qu’est le protéome humain. Il existe une panoplie d’approches développées dans 

la littérature dont le but est d’identifier une cible moléculaire, que ce soit de façon 
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bioinformatique, biochimique, génétique ou protéomique.46  La méthode qui a été choisie 

pour réaliser ce défi est la méthode d’enrichissement basée sur l’affinité du ligand pour 

la protéine (nommé en anglais ABPP). Cette stratégie tire avantage de l’affinité de la 

molécule a pour sa cible en milieu cellulaire comparativement aux autres protéines.47 

(Figure 15). 

 

 

L’idée générale de cette technique consiste à utiliser la molécule pour laquelle la cible est 

inconnue et de lui ajouter deux fonctionnalités. Une première fonctionnalité sera 

nécessaire pour permettre l’analyse de la protéine d’intérêt. De multiples possibilités ont 

Figure 15 : Procédure d’enrichissement par l’affinité du ligand (par exemple un produit naturel NP) pour 
la protéine en deux temps. La procédure débute par la modification de la molécule d’intérêt en lui 
ajoutant un groupement réactif et un alcyne. Ensuite il y a incubation de la sonde pour effectuer le lien 
covalent, ensuite une réaction cycloaddition de Huigsen pour ajouter l’étiquette d’analyse et finalement 
il y a analyse selon un gel ou la spectrométrie de masse. Figure provenant de la référence 48 
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été développées dans la littérature, mais on dénote majoritairement la biotine, un 

fluorophore, la séquence peptidique FLAG et un atome radioactif.47 (Figure 16) 

 

 

 

 

Cependant l’ajout de ces étiquettes crée souvent des problèmes concernant les 

propriétés du ligand. Ce sont des groupements volumineux changeant considérablement 

les propriétés physico-chimiques des substances et pouvant aussi influencer grandement 

l’affinité du composé pour la cible cellulaire. Pour contrer cette problématique, la 

procédure se fait en deux temps, il y a d’abord ajout d’un alcyne ou un azoture sur le 

Figure 16 : Présentation des divers groupements nécessaires pour l’approche ABPP. La molécule 
d’intérêt doit être fonctionnalisée avec une fonction réactive pouvant être une ogive moléculaire ou 
une fonction photoactivable et une fonction d’analyse. Afin de conserver l’affinité de la molécule 
d’intérêt il est possible d’effectuer la procédure en deux temps en utilisant une pré-fonction d’analyse.  
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ligand et, dans une étape subséquente une réaction de cycloaddition de Huisgen 

comportant l’étiquette d’analyse avec le partenaire complémentaire pour la 

cycloaddtion.47  La réaction de cycloaddition de Huisgen fait partie de la famille des 

réaction nommé Click.48 Pour qu’une réaction soit de type Click, il faut qu’elle soit 

modulaire, possède des rendements très élevés, ne produisant pas ou peu de sous-

produits, qui est stéréospécifique, qui possède une force motrice thermodynamique et 

finalement qui est physioloquement stable.48 Comme l’alcyne et l’azoture sont de petites 

fonctionnalités, ils influencent très peu l’affinité et les propriétés du ligand. Cette réaction 

est très robuste et rapide en milieu aqueux et cellulaire, ce qui en fait une réaction de 

choix.  La seconde fonctionnalité joue le rôle de stabiliser l’interaction protéine-ligand 

pour permettre de maintenir cette interaction lors des manipulations d’analyses. Pour ce 

faire, la meilleure façon pour stabiliser une interaction est de former un lien covalent. 

Ainsi, il existe deux familles pour former le lien covalent, il y a les ogives moléculaires qui 

sont des électrophiles possédant des groupes partants permettant une attaque 

nucléophile d’acides aminés spécifiques et la seconde famille consiste en des fonctions 

photoactivables.47 Ces dernières sont des fonctions qui forment des espèces très réactives 

lors d’une activation lumineuse. On dénote la benzophénone et la diazirine qui forme un 

carbène et l’azoture qui forme un nitrène. Ces espèces extrêmement instables ont la 

capacité de s’insérer dans les liens C-H, O-H, N-H et S-H.49 Ainsi, les radicaux auront la 

capacité de réagir avec les acides aminés du site actif de la cible protéique inconnue. 

L’idée sera ensuite d’utiliser l’étiquette d’analyse pour isoler la cible. Comme l’indique le 

nom même de l’approche d’affinité du ligand pour la protéine, il est primordial que la 

sonde conserve une certaine activité biologique avec la cible thérapeutique. Par 

conséquent, une étude structure-activité est essentielle pour connaître les sites de 

fonctionnalisation possibles afin de conserver l’effet biologique.  

Il existe de multiples étapes pour l’approche d’affinité du ligand pour la protéine et ces 

dernières sont illustrées à la figure 15.49 Lorsque la sonde a été synthétisée, la première 

étape consiste en une incubation cellulaire pour laisser le temps à cette dernière 

d’interagir avec la protéine d’intérêt. S’il s’agit d’une sonde munie d’une trappe 
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électrophile, cette dernière va réagir de manière covalente avec les acides aminés 

nucléophiles de la protéine d’intérêt et le lien chimique sera formé sans étape 

supplémentaire. Cependant dans le cas d’une fonction photochimique, la sonde va 

simplement interagir de façon non-covalente avec la protéine d’intérêt et nécessitera une 

étape de rayonnement ultraviolet qui formera l’espèce radicalaire créant le lien covalent 

avec la protéine d’intérêt. L’étape suivante consiste à lyser les cellules pour exposer les 

protéines liées aux composantes permettant de lier les composantes de la réaction de 

cycloaddition pour attacher l’étiquette d’analyse à la sonde. À ce stade, le choix de 

l’analyse va dépendre de l’étiquette d’analyse sélectionnée. Si l’optique est de venir faire 

un enrichissement, une biotine ou une séquence FLAG sont d’excellents choix. 

Cependant, si l’optique est d’effectuer un gel SDS-PAGE ou une localisation cellulaire, les 

fluorophores et les ligands radioactifs sont plus appropriés. Il est possible d’identifier la 

protéine d’intérêt par une méthode d’immunodétection ou via la spectrométrie de 

masse. Lorsqu’une cible potentielle est identifiée, il est nécessaire de valider cette 

dernière selon des essais biochimiques, la SPR (résonance des plasmons de surface), la 

MST (thermophorèse à micro-échelle) ou de l’ITC (titrage calorimétrique isotherme).50  

La justification du choix de cette méthode pour l’identification de la cible du composé 

UM171 s’appuie par la quantité croissante d’articles illustrant un portrait positif pour 

l’identification de cibles et d’interacteurs utilisant cette technologie. De nombreux 

articles résument les avancées de la technique, et parmi ces derniers on retrouve 

plusieurs exemples de réussites, notamment via des sondes photoactivables.47, 51-54 Voici 

quelques exemples qui ont illustré l’efficacité de la méthode d’approche d’affinité du 

ligand pour la protéine. Le premier exemple provient du groupe du professeur Sieber qui 

a déterminé la cible inconnue du produit naturel Falcarinol (11) qui se retrouve dans les 

carottes, le persil et le gingembre.54 Ce composé possède des propriétés anti-

cancéreuses, mais provoque aussi une réaction inflammatoire ressemblant aux allergies. 

L’importance de connaître le mécanisme d’action et la cible de ce composé est crucial 

pour expliquer les effets secondaires non-désirables du composé. Une dérivation du 

composé falcarinol avec le couple diazirine/alcyne a permis d’identifier le substrat ALDH2, 
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une aldéhyde déshydrogénase. Cette enzyme permet d’oxyder les aldéhydes en acide 

carboxylique, donc une enzyme essentielle pour la détoxification et le métabolisme des 

aldéhydes dans le corps. Par conséquent, une inhibition de l’aldéhyde déshydrogénase 

occasionne une augmentation du stress oxydatif causant des dommages cellulaires 

menant à l’apoptose.54 Ainsi par l’identification de la cible, le groupe du professeur Sieber 

a été en mesure d’expliquer le mécanisme d’action du composé.  

Une seconde étude cherchait à identifier des interacteurs de l’acide biliaire (12).53  

 

 

 

Bien que cette molécule soit connue pour réguler le métabolisme des lipides et des 

glucides, elle agit sur d’autres mécanismes cellulaires comme une hormone. Étant donné 

que de nouvelles pathologies de l’acide biliaire sur des nouveaux substrats sont survenues 

dans les dernières années, une équipe a souhaité identifier les cibles de l’acide biliaire 

pour connaitre l’entendue des mécanismes physiologiques impliqués. Pour ce faire, ils ont 

synthétisé une sonde composée d’une diazirine et d’un alcyne et se sont servis de la 

méthode de chimio-protéomique ABPP. Leur étude de protéomique a réussi à obtenir 331 

interacteurs à l’acide biliaire. L’analyse des fonctions où ces protéines sont impliquées a 

révélé que ces protéines avaient un rôle majoritairement dans la transformation des 

protéines dans le réticulum endoplasmique, le métabolisme et le transport des protéines. 

Ils ont obtenu des substrats très bien connus de la littérature tel que les protéines FXR et 

ITGB1. Cependant, par leur étude ils ont fait la preuve de concept de 3 nouveaux substrats 

(CPT1A, ADPGK, COMT) par buvardage de Western. Ces protéines offrent de nouvelles 

réponses et pistes pour la compréhension de mécanisme cellulaire. Cet exemple 
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démontre aussi que l’approche ABPP permet de déterminer plusieurs interacteurs à la 

fois et peut même illustrer des interacteurs adjacents.  

Par ces divers exemples et l’étendue des résultats positifs de la littérature pour 

l’identification de cible de petites molécules, la méthodologie de l’ABPP a été choisie pour 

l’identification de la cible de UM171. Par conséquent, l’hypothèse de ce projet est d’être 

en mesure d’identifier la cible thérapeutique via l’approche d’affinité du ligand pour la 

protéine. La sélection de la fonction photoactivable a été privilégiée étant donné une 

meilleure sélectivité vis-à-vis les ogives moléculaires. L’approche en 2 temps a été aussi 

choisie pour maximiser la conservation des propriétés physico-chimiques des sondes par 

rapport au composé UM171.   

Afin de réaliser l’objectif d’identifier la cible thérapeutique de UM171, il sera nécessaire 

dans un premier temps de synthétiser diverses sondes analogues de UM171. Tel que 

discuté plus haut, il est nécessaire d’avoir une sonde qui possède une bonne affinité, donc 

il sera fondamental de synthétiser diverses sondes variant l’emplacement des fonctions 

nécessaires pour l’approche ABPP et en évaluer leur activité biologique par après. 

Lorsque ces synthèses seront complétées, il sera nécessaire de valider chaque étape que 

compose l’approche de l’ABPP. Tout d’abord, pour se faire la main avec la méthode, 

ensuite pour en comprendre ses faiblesses et les améliorer. Par conséquent, il sera 

nécessaire de vérifier les paramètres d’incubation des sondes, le solvant de lyse 

nécessaire, les paramètres de la réaction de cycloaddition de Huisgen et les paramètres 

d’irradiation ultraviolette. Lorsque la méthodologie sera maîtrisée, il y aura expérience 

avec les sondes synthétisées pour en déterminer la cible thérapeutique. Les techniques 

d’analyse qui seront utilisés pour l’analyse de l’approche seront la spectrométrie de 

masse et les gels SDS-PAGE.  
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2. Développement de macrocycles covalents cherchant à 

lier RAS 

2.1. Synthèses sur support solide des macrocycles covalents 

2.1.1 Discussions du choix des paramètres pour les macrocycles covalents  

Lors de la confection d’un outil moléculaire il est important d’optimiser divers paramètres 

pour maximiser les chances de lier la cible d’intérêt. Dans le cas des macrocycles se liant 

à RAS, il sera nécessaire d’optimiser les diverses ogives moléculaires pouvant réagir avec 

la cystéine 118. De plus, il faut connaître la distance atomique optimale entre cette ogive 

et le résidu thiol. En premier lieu, l’alanine se situant normalement à la position mauve 

sur la figure 17 dans le composé UM0139995 fut remplacée par un acide aminé possédant 

une fonction amine. Il a été démontré dans la RSA qu’il y avait une tolérance dans le choix 

des acides aminés à cette position et la cystéine s’y trouve à proximité d’après la structure 

cristalline de NS1 (PDB 4G0n).27 Les amines sont idéales puisqu’elles permettent une 

protection orthogonale lors de la synthèse sur support solide et constituent d’excellents 

nucléophiles pour l’ajout d’ogives. Ainsi, deux longueurs de chaines aminées seront 

choisies pour explorer la longueur optimale du dit bras moléculaire pour aller rejoindre la 

cystéine 118. Ces acides aminés avec une amine sur la chaine latérale seront la lysine et 

l’ornithine, qui ont une différence de 1 méthylène. Ce sont des acides aminés pourvus de 

chaines latérales flexibles, donnant alors un maximum de degré de liberté pour venir se 

lier à la cystéine désirée. 

Pour le choix des ogives, deux paramètres furent testés. Dans un premier cas, 

l’orientation de l’ogive : comme la réaction irréversible varie selon le type d’ogive, elle 

requiert un angle d’attaque différent de la part du nucléophile .55-57 Par exemple, lorsqu’il 

y a utilisation de l’acrylamide comme ogive, il est nécessaire que la cystéine soit orientée 

avec un angle de Bürgi-Dunitz58, soit 105-109°, afin de réagir sur le carbone sp2 terminal. 

Cependant, lorsque l’on considère les halogénures en position alpha du carbonyle, l’angle 
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d’attaque doit être antipériplanaire58, 180° par rapport à l’halogène. Finalement, les 

alcynes requièrent un angle d’attaque obtus avoisinant les 120° à cause de la géométrie 

des orbitales π et σ.59 Ainsi, une large gamme d’angles sera testée par le choix de ces trois 

familles d’ogives. 

 

 

 

 

Le second aspect du choix des ogives est leur réactivité. Une étude a été faite en 201457 

qui comparait le temps de demi-réaction de diverses ogives avec le glutathion via RMN et 

spectrométrie de masse. La figure 18 illustre les temps de demi-réaction de diverses 

ogives afin de permettre une comparaison.  

 

 

 

 

Figure 17: Hypothèses synthétiques de la première série de macrocycles covalents se basant sur la 
structure d’UM0139995. L’ajout de la section covalente se fera à l’endroit de l’alanine de la structure 
d’UM0139995. Les bras moléculaires utilisés sont illustrés en mauve et les ogives en rouge. 

 

Figure 18 : Comparaison cinétique de diverses ogives de méthylamide réagissant avec le glutathion. Ces 
temps de demi-vie ont été déterminés par spectrométrie de masse et RMN. Selon la référence 57.  
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On peut constater qu’il existe de grandes différences en termes de réactivité entre 

l’acrylamide 13, qui possède un temps de demi-réaction de 16.7 heures, et le 

bromoacetamide 16, qui possède un temps de demi-réaction de moins de 5 minutes. Les 

différences de réactivité s’expliquent par l’activation du carbone électrophile. Dans le cas 

du brome, il s’agit d’un excellent groupe partant à cause de son caractère nucléofuge 

occasionné par son grand nuage électronique. Comparativement, le chlore 14, qui 

possède un plus petit nuage électronique, est un moins bon groupe partant. Pour les 

accepteurs de Michael, la triple liaison 15 est beaucoup plus déformable que l’énone 

permettant ainsi un système de résonnance plus fort avec le carbonyle, activant donc le 

carbone beta de façon plus importante.58 Ainsi, avec ce choix d’ogives comme première 

tentative, il y a couverture d’un large spectre de réactivité pour réagir avec la cystéine 

118.  

 

2.1.2 Voie de synthèses des macrocycles covalents 

Discutons maintenant de l’aspect synthèse de ces macrocycles covalents. La stratégie 

initiale sera expliquée et les détails techniques seront développés par la suite. La figure 

19 met en image l’approche choisie. La chimie sur support solide est extrêmement utile 

pour la synthèse de peptides et de macrocycles, puisqu’elle permet de contrôler les 

réactions peptidiques et d’obtenir d’excellents rendements de réactions. Pour élaborer 

cette synthèse, il a été nécessaire d’utiliser 4 groupes protecteurs orthogonaux différents 

pour activer les fonctions à des moments précis. Le terme orthogonal signifie la capacité 

de retirer les groupes protecteurs via différents mécanismes/conditions sans impacter les 

autres. D’ores et déjà, le choix du groupe protecteur des chaines latérales des acides 

aminés s’est arrêté sur les groupements tert-butyle (Tyr) et Boc (Trp, Lys), des 

fonctionnalités qui se déprotègent aisément en conditions acides. Ensuite, le groupement 

alloc (Allyloxycarbonyle) fut utilisé pour protéger l’acide carboxylique de la lysine 17 

ancrée sur la résine. Ce dernier se déprotège via une hydrogénolyse. Ensuite, les amines 

en position alpha de chaque acide aminé, protégées par un groupement Fmoc, sont 
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libérées en condition basique, plus précisément via des amines secondaires.60 

Finalement, le groupement ivDde (l-(4,4-diméthyl-2,6- dioxocyclohex-l-ylidène)-3-

méthylbutyle) a été utilisé pour protéger l’amine de la chaine latérale où a été installée 

l’ogive, cette dernière se déprotégeant via l’utilisation d’hydrazine.61 Le choix des groupes 

protecteurs est essentiel afin de choisir sélectivement les acides aminés que l’on veut 

faire réagir. 
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Figure 19 : Séquence synthétique pour l’optimisation des macrocycles covalents en support solide. Une 
fois la lysine ancrée par l’amine en position epsilon sur la résine, les différents acides aminés de la 
séquence furent ajoutés via une séquence de déprotection avec la pipéridine et couplage via le HATU. 
La séquence a divergé via l’ajout du précurseur du bras atomique où l’Orn(ivDde) ou la Lys(ivdde) furent 
ajoutée. La macrocyclisation a été réalisée via l’agent de couplage DEBPT dans le DMF. Finalement, le 
groupe protecteur IvDde a été déprotégé par l’hydrazine avant l’instauration de l’ogive moléculaire. La 
dernière étape de la séquence est le clivage et la déprotection des chaines latérales du macrocycle par 
un cocktail de TFA, eau et triisopropylsilane.   

 

17 



 

40 
 

 

La chimie Fmoc/tBu est idéale pour l’allongement de séquences peptidiques, puisqu’il est 

possible de déprotéger sélectivement les amines alpha au moment du couplage en 

laissant les fonctions nucléophiles se trouvant sur les chaines latérales des acides aminés 

protégées par des groupements non sensibles aux amines basiques. Ensuite, le 

groupement ivDde va permettre de fonctionnaliser sélectivement l’amine de la chaine 

latérale pour instaurer l’ogive moléculaire sans influencer les autres groupes protecteurs. 

Finalement, le groupement alloc sera enlevé lors de la macrocyclisation, contrôlant ainsi 

de manière spécifique l’acide aminé qui va réagir. Les groupements tBu et Boc seront 

clivés à la toute fin. 

La première étape de la synthèse est l’ancrage du premier acide aminé sur le support 

solide (Figure 20). La stratégie synthétique s’est arrêtée sur l’ancrage de l’amine de la 

chaine latérale d’une lysine 19 sur la résine chlorure de 2-chlorotrityle 18. Cette dernière 

est idéale pour ancrer une amine et obtenir directement l’amine lors du clivage final. Elle 

est clivable en milieu acide, donc adéquate pour l’utilisation de la technologie Fmoc/tBu 

pour la synthèse sur support solide.  

 

 

La lysine qui a été utilisée fut préalablement protégée avec un Fmoc sur l’amine alpha et 

un groupement alloc sur l’acide carboxylique. Cette réaction a donné de bons 

Figure 20 : Réaction d’ancrage du Fmoc-Lys-Alloc sur la résine chlorure de 2-chlorotrityle via une E1 
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rendements, qui a été déterminée via une mesure d’absorption des groupements Fmoc 

de la littérature .60  

La seconde étape de la synthèse fut l’ajout des différents acides aminés afin d’obtenir les 

macrocycles désirés. Les étapes sont toujours les mêmes : déprotection du groupement 

Fmoc sur l’amine via la pipéridine suivie du couplage de l’acide aminé suivant via l’agent 

de couplage HATU et la base DIPEA. Ainsi la séquence générale d’acides aminés fut la 

suivante : (AAX = acide aminé et X est la position)  

 

AA2= Fmoc-Trp(Boc)-OH, AA3= Fmoc-Lys(Boc)-OH, AA4= Fmoc-(D)-Trp(Boc), AA5=Fmoc-

Homo-Aib-OH, AA6=Fmoc-Tyr(tBu)-OH, AA8=Fmoc-Allo-Ile-OH, AA9= Fmoc-Lys(ivDde)-

OH ou Fmoc-Orn(ivDde)-OH et AA10=Fmoc-(D)-Pro-OH.  

 

Après l’ajout de la proline, il y a eu deux réactions conjointement effectuées dans le même 

milieu réactionnel. Il s’agit de la déprotection du Fmoc sur l’amine alpha de la (D)-proline 

par l’élimination-ß du dibenzofulvene ainsi que le clivage de l’alloc par l’hydrogénolyse. 

La réaction s’est faite sur une durée de 16 heures à cause de la réactivité ralentie 

qu’occasionne la catalyse hétérogène nécessaire lors de l’hydrogénolyse. Lorsque ces 

réactions sont complétées, la macrocyclisation entre la proline et l’amine alpha de la 

lysine d’ancrage est effectuée en utilisant un couplage peptidique. Cependant, cette fois-

ci le DEPBT a été sélectionné contrairement au HATU. Le DEPBT est un réactif 

organophosphoré réputé pour effectuer des couplages peptidiques avec un très faible 

taux de racémisation même s’il y a un grand délai avec l’ajout de l’amine couplante. Il a 

été démontré dans la littérature que pour favoriser une réaction intramoléculaire par 

rapport à une réaction intermoléculaire, il faut être en condition diluée. Par conséquent, 

une réaction diluée possède une cinétique plus lente compte tenu que les réactifs ont une 

probabilité plus faible de réagir ensemble. 62 Ainsi pour une réaction de macrocyclisation 

nécessitant un long temps de réaction (16h), l’agent couplant DEPBT est plus adéquat. 

Finalement, le DEPBT est un excellent réactif pour la cyclisation des peptides, 
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contrairement aux agents de couplages dérivés de l’urée tels que le HAUT et le HBTU. Une 

étude de 2004 avait démontré la variation de rendements occasionnés uniquement par 

le choix de l’agent de couplage, le DEPBT s’étant avéré le meilleur.63 L’étape suivante est 

la déprotection du groupement protecteur ivDde via l’ajout d’hydrazine.  

Lorsque l’amine est libérée sur l’acide aminé AA9, il y a eu ajout de diverses ogives. Les 

différentes conditions sont illustrées à la figure 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pour ajouter les acrylamides, un couplage activé par le HATU a été effectué pour 

l’obtention du produit désiré. Afin d’observer si la réaction se produisait, une faible 

quantité de résine était prélevée et clivée avec un mélange de TFA, d’eau et de 

triisopropylsilane. Ensuite, l’échantillon était analysé par LCMS et la masse permettait de 

vérifier l’avancement de la réaction. Pour les chloroacétamides, la réaction qui a 

fonctionné le mieux était le couplage de l’amine avec le chlorure d’acyle dans le 

dichlorométhane. L’utilisation du DMF comme solvant pour cette réaction a limité le taux 

de conversion de la réaction. Cette tendance a aussi été observée pour les deux autres 

ogives que sont le bromoacetamide et le propiolamide. L’explication de cette observation 
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Figure 21 : Conditions réactionnelles utilisées pour coupler les différentes ogives aux amines des bras 
moléculaires.  
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est liée à la résine trityle. Il s’agit d’une résine très hydrophobe et comme les macrocycles 

protégés possèdent un caractère aussi très hydrophobe, ils ont tendance à s’adsorber à 

la surface des billes et ne sont pas exposés aux réactifs du solvant. Dans la littérature, il a 

été remarqué que l’utilisation de solvants plus apolaires tels que le toluène, le 

dichloromethane et le dioxane permet de mieux solvater ce type de résines, et de 

conséquemment offrir un meilleur contact des réactifs.64 C’est la raison qui explique que 

l’utilisation du dichlorométhane a permis une conversion complète par rapport au DMF. 

Pour former le bromoacétamide, la réaction avec le bromure d’acyle a été sélectionnée 

et finalement pour le propiolamide un couplage avec le N,N'-Diisopropylcarbodiimide et 

l’acide propiolique a fonctionné.  

La dernière étape de la synthèse consiste à la déprotection des chaines latérales des 

acides aminés et le clivage de l’amine de la résine trityle. Cette réaction fut effectuée par 

l’ajout d’un mélange de TFA/H20/ TIS (Triisopropyl silane). Cependant, comme le silane est 

un réducteur, dans les cas des acrylamides et des propiolamides, le TIS a été remplacé par 

de l’eau par précaution.  

Tous les macrocycles ont pu être obtenus avec des rendements globaux variables tels que 

l’illustre le tableau 1.  
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Tableau 1 : Identification et rendement globaux des macrocycles de la première 

optimisation 

Chaine amine Ogive R Numéro UM Rdt global 

L-Lysine 

 
UM0140184 7.00 mg (12.87% ) 

 
UM0140186 8.75 mg (16.01% ) 

 
UM0140438 9.16 mg (16.87% ) 

 
UM0140439 2.91 mg (5.12 % ) 

L-Ornithine 

 
UM0140191 10.65 mg (19.70% ) 

 
UM0140327 9.53 mg (17.42 % ) 

 
UM0140440 12.64 mg (23.50 % ) 

 
UM0140401 11.36 mg (20.16 % ) 
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Il est possible de constater que les rendements globaux pour vont de 5 % à 24 %, et ce, 

pour un total de 24 réactions pour chacun des 8 composés synthétisés. Un rendement 

global de 24 % correspond à un rendement moyen de 95 % pour chaque réaction, ce qui 

démontre l’efficacité de la synthèse sur support solide. Ce rendement peut sembler 

médiocre au premier regard : or, compte tenu du grand nombre de réactions, la valeur 

est très acceptable. Bien que les réactions soient suivies par LCMS pour confirmer 

l’efficacité de la réaction, il peut survenir des pertes tout au long de la synthèse. 

Cependant, la perte majeure se produit sans aucun doute durant la purification finale des 

produits. Il y a eu deux purifications par phase inverse sur un système HPLC préparatif, et 

bien que ce système soit très performant pour la purification, des pertes non négligeables 

peuvent être encourues. Les pertes sont occasionnées par plusieurs facteurs tels que les 

fractions impures que l’on doit sacrifier, le délai entre le détecteur et la réponse de récolte 

des fractions ou même le seuil minimal de réponse nécessaire pour avoir une récolte ainsi 

que les pertes instrumentales qui peuvent survenir sur la colonne chromatographique. 65 
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2.2. Résultats protéomiques et biochimiques 

2.2.1 Analyse de la réactivité des ogives moléculaires 

Avec les macrocycles en main, l’étape suivante a consisté à vérifier leur liaison sur les 

protéines RAS. Dans un premier cas, la spectrométrie de masse a été utilisée compte tenu 

de sa très grande sensibilité. Le schéma de la méthode est illustré à la figure 22.  

 

 

 

Les protéines RAS qui ont été utilisées pour cette section furent exprimées et purifiées 

par Hugo Lavoie du laboratoire de Marc Therrien. Elles ont été exprimées dans des 

bactéries via une construction à laquelle a été ajoutée une étiquette poly-histidines.  

Cette dernière est ajoutée à la fin de la séquence de la protéine afin de permettre une 

purification par affinité de charge avec une résine d’acide nitrilotriacétique et de Nickel.  

La première étape de la méthode consiste à faire réagir les macrocycles covalents avec la 

protéine RAS pour une durée de 16 heures dans un tampon physiologique. Cependant, 

des expériences préalables ont démontré qu’il n’était pas possible d’utiliser un agent 

réducteur dans le tampon, telles que le TCEP ou le DTT, puisque ces derniers réagissent 

Figure 22 : Procédure utilisée pour détecter les adduits sur les protéines intactes de RAS. Il y a eu 
réaction en plaque de 96 puits durant 16h avec 2 μM de HRAS et 100 μM de macrocycle dans un milieu 
tamponné. Pour l’injection, il y a solubilisation avec 4% d’acide formique et injection dans sur une 
précolonne C8. Une séparation chromatographique sur une colonne capillaire C5 a été effectuée en 
amont de l’analyse par OrbitrapTM.  
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avec les ogives des macrocycles et inhibent grandement les adduits sur les protéines. Un 

temps de 16 heures a été utilisé pour uniformiser les expériences et surtout limiter la 

variance cinétique qui se produit entre les différentes ogives moléculaires. Ensuite, les 

échantillons ont été injectés sur le Q ExactiveTM Biopharma de Thermo Fischer.   

Il y a deux étapes à l’analyse des données. Dans un premier temps, il y a eu confirmation 

de la présence d’adduits sur la protéine intacte en effectuant la différence entre la masse 

exacte observée et la masse de la protéine sans modifications. La seconde étape fut la 

quantification de la protéine modifiée versus la protéine non modifiée pour avoir un 

aspect comparatif entre les différents macrocycles. La quantification des adduits a été 

faite par calcul du ratio des aires sous la courbe des différentes espèces de protéines. 

(Figure 23) Comme il s’agit de la même protéine avec ou sans modifications, il est possible 

d’approximer une ionisation suffisamment similaire pour quantifier uniquement via 

l’intensité des ions de l’enveloppe protéique.   

 

 

 

 

 

 

 

% d′adduit =  
Aire de la protéine modifiée

Aire de la protéine modifiée + Aire de la protéine non − modifiée
× 100 

 

 

Figure 23 : Équation utilisée pour déterminer le pourcentage d’adduits selon l’aire des espèces de 
protéines en masse intacte 
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Pour cette première expérience, il y a eu utilisation de la protéine HRAS et la protéine 

mutée HRAS C118S pour chaque macrocycle. L’avantage d’utiliser la protéine mutée au 

résidu cystéine 118 consiste à la confirmation de la modification de la bonne cystéine sur 

RAS, puisque cette dernière possède trois cystéines. Une disparition d’espèces modifiées 

avec le mutant indiquerait la modification de la bonne cystéine. Les résultats sont 

présentés dans le tableau 2. 

Tableau 2 : Pourcentages de modifications des protéines HRAS native et HRASC118S 

mutante par les divers macrocycles covalents quantifiés par spectrométrie de masse 

Composé HRAS HRAS C118S 

Structure ogive Numéro %P %S %D %P %S %D 

 
UM0140191 100 0 0 100 0 0 

 
UM0140184 100 0 0 100 0 0 

 
UM0140327 100 0 0 100 0 0 

 
UM0140186 >99 <1 0 100 0 0 

 
UM0140440 13 87 0 100 0 0 

 
UM0140438 69 31 0 100 0 0 

 
UM0140401 0 88 12 76 24 0 

 
UM0140439 0 85 15 75 25 0 

Légende : %P est le pourcentage de protéines non modifiées 
%S est le pourcentage de protéines possédant 1 adduit 
%D est le pourcentage de protéines possédant 2 adduits 
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Ce tableau illustre beaucoup de données, pour y détacher les conclusions, il y aura 

décortications des informations. Débutons par l’analyse de la réactivité de différentes 

ogives sur HRAS. Il y a eu observations d’adduits sur la protéine HRAS avec les ogives 

propiolamide, chloroacetamide et bromoacetamide. Cependant, il est important de 

mentionner que dans le cas du chloroacetamide, la quantité de protéine modifiée est très 

faible. Le pourcentage d’adduits est en accord avec la réactivité intrinsèque des ogives : 

le bromoacetamide est le plus réactif et possède le plus haut taux d’adduits. En fait, il ne 

restait plus de protéine HRAS non modifiée après 16h, et ce, peu importe la longueur du 

bras moléculaire (lysine ou ornithine). De plus, les bromoacetamides (‘401 et ‘439) sont 

très réactifs au point de former 2 adduits sur la protéine HRAS, donc de se lier à 2 

cystéines. On observe que la population majoritaire est celle avec un seul adduit. 

Finalement, les propiolamides (‘440 et ‘438) sont moins réactifs, au point qu’il reste de la 

protéine HRAS non modifiée. De surcroît, aucune population de protéines avec deux 

adduits n’a été observée pour ce type d’ogives. La seconde partie du tableau illustre les 

adduits sur la protéine mutée HRAS C118S. La logique veut que si l’adduit du macrocycle 

se fait sur la bonne cystéine, on ne devrait voir aucun adduit sur le mutant. C’est ce qui a 

été observé avec les propiolamides. Toutefois, pour les bromoacetamides, des adduits 

ont été observés. Ceci n’est pas une surprise et concorde avec les résultats observés sur 

la protéine HRAS native, qui possédait une population avec deux adduits. Néanmoins, il 

est possible de dire que la grande majorité des macrocycles avec un bromoacetamide se 

lient à la cystéine 118 étant donné la proportion réduite d’adduits sur la protéine 

mutante. Ces résultats furent très encourageants, car dans un premier cas, les 

macrocycles se lient sur la protéine et se lient préférentiellement sur la bonne cystéine.  

Afin de confirmer la modification des macrocycles sur la cystéine 118, une expérience de 

détection d’adduits sur les peptides a été réalisée avec le composé ‘439. Cette expérience 

a été réalisée par Éric Bonneil de la plateforme de protéomique (Figure 24). L’expérience 

consistait à prendre la protéine modifiée et à la digérer par la protéase Gluc-C. Les 

peptides protéolytiques ont été ensuite injectés sur le Q Exactive Biopharma. L’objectif a 

été d’identifier les peptides possédant un adduit du macrocycle et ensuite d’identifier le 
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site de modification sur le peptide via l’analyse des spectres MS/MS. Les deux cystéines 

qui avaient une modification étaient la cystéine 118 et la cystéine 80. Cependant, 

beaucoup plus de peptides modifiés sur la cystéine 118 ont été identifiés, démontrant 

que cette dernière était le site principal de modification.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une autre expérience réalisée avec cette série de macrocycles covalents fut d’observer le 

comportement de ces derniers vis-à-vis les isoformes de HRAS, soit KRAS et NRAS. À titre 

de rappel, NS1 avait une grande affinité pour HRAS et KRAS, mais était inactif pour NRAS. 

Chaque isoforme a été exprimée de l’acide aminé 1 à 171, donc sans la zone 

d’hypervariabilité.  

La même procédure expérimentale discutée plus haut a été utilisée, mais cette fois-ci avec 

les trois isoformes. Ces derniers furent comparés avec les composés covalents ‘186, ‘439 

et ‘440. Les résultats de cette expérience sont présentés dans le tableau 3.  

 

 

Cys80 

Cys118 

Figure 24 : Détermination des cystéines modifiées par des adduits du macrocycle 401 selon une analyse 
peptidique. La Glu-C a été utilisée pour la digestion de la protéine et une recherche d’adduit de 1455m/z 
a été effectuée. Les cystéines 80 et 118 ont démontré la présence d’ adduits.  
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Tableau 3 : Pourcentages de modifications des isoformes HRAS, KRAS et NRAS par les 

divers macrocycles covalents obtenus via la spectrométrie de masse 

Composé (100 μM) Protéine (4 μM 

Structure ogive Numéro HRAS KRAS NRAS 

 
UM0140186 

%P=83 

%S=17 

%D=0 

%P=100 

%S=0 

%D=0 

%P=100 

%S=0 

%D=0 

 
UM0140439 

%P=0 

%S=72 

%D=28 

%P=16 

%S=58 

%D=26 

%P=33 

%S=43 

%D=24 

 
UM0140440 

%P=25 

%S=75 

%D=0 

%P=34 

%S=66 

%D=0 

%P=100 

%S=0 

%D=0 

Légende : %P est le pourcentage de protéines non modifiées 
%S est le pourcentage de protéines possédant 1 adduit 
%D est le pourcentage de protéines possédant 2 adduits 

 

D’ores et déjà, on peut constater que la tendance est conservée par rapport à la première 

expérience lorsqu’on analyse HRAS. Les résultats sont reproductibles, alors même qu’on 

observe un plus grand pourcentage d’adduits avec le ‘186 que lors de l’expérience 

précédente. L’intérêt provient des résultats des deux autres isoformes, KRAS et NRAS. Il 

s’avère que le bromoacetamide (‘439) forme des adduits avec KRAS, mais on observe 

cette fois-ci les trois possibilités en même temps. Il y a une population non modifiée, une 

modifiée par un adduit et une modifiée par 2 adduits. Ce résultat est similaire à ce qui a 

été observé avec HRAS, donc les macrocycles semblent interagir avec KRAS aussi, comme 
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observé pour NS1. Encore une fois l’apparition de doubles adduits avec KRAS illustre 

qu’une seconde cystéine est modifiée, ce qui est logique avec la très grande réactivité de 

l’ogive.  

Maintenant, l’analyse de NRAS n’a pas été intéressante pour le bromoacetamide, puisque 

l’on constate la présence d’un grand pourcentage de protéines possédant deux adduits. 

Il existe le même nombre de cystéines dans chaque isoforme pour la séquence exprimée, 

soit 3, donc il ne s’agit pas de la présence d’une nouvelle cystéine qui expliquerait ces 

adduits. Si on compare avec le résultat de NS1, NRAS ne se lie pas avec le monobody, alors 

que le macrocycle ‘439, semble se lier à cette isoforme. La conclusion de ce résultat est 

que le bromoacétamide réagit fortement avec les cystéines, ce qui explique une perte de 

sélectivité. Cependant, lorsque l’on regarde les résultats avec le propiolamide ‘440, on 

n’observe qu’un seul adduit sur KRAS et aucun adduit sur NRAS. Ce résultat est en accord 

avec la littérature de NS1.27  

Il est toujours bien de confirmer un résultat scientifique via une seconde méthode. Pour 

ce faire, les résultats de protéomique ont été répétés sur gel SDS-PAGE via une coloration 

au bleu de Coomassie. Étant donné la grande masse moléculaire des macrocycles, il est 

aisé de voir une variation de hauteur des bandes sur les gels et ainsi permettre d’évaluer 

l’ajout d’adduits sur les isoformes de RAS. L’expérience biochimique a uniquement mis de 

l’avant les composés ‘439 et ‘440, étant donné leur bon taux de conversion pour la 

formation d’adduits.  

 



 

53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le gel d’acrylamide a permis de confirmer plusieurs conclusions obtenues par l’analyse 

des protéines intactes (Figure 25). Tout d’abord, le bromoacétamide ‘439 modifie 

clairement HRAS, KRAS et NRAS, ceci étant détecté par l’observation de bandes 

supérieures au contrôle. De plus, il y a une faible diminution d’intensité de la bande de 

HRAS C118S par rapport au contrôle DMSO, ce qui illustre une certaine liaison de ‘439 

pour le mutant. Maintenant, pour le propiolamide ‘440, on constate un taux de 

conversion moins important pour HRAS et KRAS contrairement au ‘439. De plus, il y a 

pratiquement aucun changement pour NRAS et pour le mutant HRAS. Ces résultats 

confirment les analyses de spectrométrie de masse.  

 

 

Figure 25 : Confirmation des résultats de protéomique via un gel SDS-Page par coloration au bleu de 
Coomassie pour les macrocycles ‘439 et ‘440. Les protéines HRAS, KRAS et NRAS ont été testées en plus 
du mutant HRASC118S. 
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2.2.2 Structure cristalline de UM0140401 

Connaissant la propension du bromoacétamide UM0140401 à modifier aisément HRAS à 

la cystéine 118, des expériences de cristallographie ont été entamées par Tarun Arya du 

laboratoire du Pr Therrien. Après de multiples optimisations de conditions, il est parvenu 

à obtenir des cristaux suffisamment purs pour en déduire une structure cristalline ayant 

une résolution de 2.75 Å. La figure 26 illustre la superposition du composé covalent ‘401 

et de la boucle FG de NS1. En cristallographie, la résolution correspond à la distance 

nécessaire pour séparer deux objets distinctement, tels que des atomes.66 Ainsi, si la 

résolution du cristal est de 2.75 Å, cela signifie qu’il est nécessaire d’avoir cette distance 

pour séparer distinctement deux atomes. Cependant, un lien carbone est de 1,5 °A, donc, 

avec une résolution de 2.75 Å, il est impossible de distinguer les nuages électroniques 

d’un lien C-C. Une résolution de 4°A est très mauvaise et une résolution de 1.2 Å est 

considérée comme excellente.66 Par conséquent, 2.75°A est une résolution acceptable, 

puisqu’elle permet d’identifier la disposition du squelette moléculaire du macrocycle ainsi 

que l’orientation des chaines latérales des acides aminés.   

 

 

Figure 26 : Structure cristalline du macrocycle ‘401 sur la GTPase HRAS selon une résolution de 2.75 Å. En a) une 

vue de côté exposant le site de liaison du macrocycle sur la protéine HRAS en gris, suivie d’une corrélation avec 
la boucle-FG de NS1. La partie b) de la figure donne une orientation différente pour comparer la superposition 
de NS1 et 401. 

NS1 et 401. 

a b 
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En vert est illustré la boucle FG de NS1, en blanc HRAS et en jaune la macrocycle ‘401. Le 

premier constat qu’il a été possible d’obtenir de cette structure cristalline, est que le 

macrocycle se lie à la même place que NS1, ce qui est une très bonne nouvelle. Une 

seconde observation est que sur la vue de côté (Figure 26a), il est possible de voir la liaison 

de la cystéine 118 en couleur lime sur le carbone en alpha du carbonyle de l’ogive. 

Maintenant, si l’on compare la pose de NS1 par rapport au macrocycle ‘401, on peut 

dégager plusieurs conclusions. Tout d’abord, le macrocycle semble tirer vers la droite en 

comparaison à NS1, de façon à observer une différence spatiale pour chaque acide aminé. 

Ce déplacement est de plus en plus accentué lorsque l’on s’éloigne de la cystéine 118. Il 

existe notamment une différence de 1.7 Å entre NS1 et ‘401 par rapport aux atomes de 

carbones du tryptophane adjacent au tour β. Deux hypothèses furent amenées pour 

expliquer cette différence. La première est que le bras moléculaire approchant la cystéine 

118 est trop court, venant ainsi étirer le macrocycle par une tension. Rappelons que ‘401 

est le macrocycle ayant une ornithine comme acide aminé en position AA9. Par 

conséquent, une structure cristalline avec l’analogue lysine permettrait de vérifier 

l’impact de la tension du bras moléculaire sur la pose du macrocycle. La seconde 

hypothèse réside dans la flexibilité du tour β. On constate aussi qu’il existe de grandes 

différences entre le cristal de NS1 et celui du ‘401 pour cette région. Il se pourrait que 

l’homo-Aib utilisé pour effectuer le tour bêta occasionne une contrainte rotationnelle et 

empêche d’obtenir la même pose que NS1. Outre le décalage du macrocycle, la pose de 

NS1 est très similaire au composé covalent. Il est logique de se poser les questions 

suivantes : quelle est la longueur optimale de la chaine latérale de l’acide aminé AA9 ? 

Quel est l’impact de la flexibilité du tour bêta sur la pose du macrocycle ? Est-ce que cette 

distinction spatiale permet d’expliquer la grande différence d’affinité entre les deux 

entités chimiques ? Ainsi ces questionnements sont la continuité de l’histoire de la 

prochaine section. 
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2.3. Optimisation des macrocycles covalents 

2.3.1 Détermination de la longueur optimale du bras moléculaire 

Cette section sera un méli-mélo des diverses observations sur les macrocycles covalents 

en tentant de répondre aux diverses questions amenées par la cistallographie. Dans un 

premier cas, l’un des aspects qu’il était nécessaire de déterminer était la longueur 

optimale du bras moléculaire pour atteindre la cystéine 118 selon l’ogive moléculaire. La 

structure cristalline obtenue illustre que le bras semblerait trop court avec l’utilisation du 

bras moléculaire ornithine dans la structure du UM0140401, où l’ogive était le 

bromoacétamide. Par conséquent, il est nécessaire de comparer diverses longueurs de 

bras avec les deux meilleures ogives obtenues, le propiolamide et le bromoacetamide 

(Figure 27). 

 

 

 

Figure 27 : Hypothèses synthétiques de la seconde série de macrocycles covalents cherchant à élucider 
la longueur optimale du bras moléculaire. Ces macrocycles se basent toujours sur la structure du 
macrocycle UM0139995.  
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Bien que les bras moléculaires à 3 atomes et à 4 carbones aient été synthétisés et déjà 

discutés dans le chapitre précédent, il était nécessaire de synthétiser l’analogue à deux 

carbones. Contrairement aux deux derniers acides aminés, l’acide aminé agissant comme 

bras moléculaire n’était pas disponible commercialement. Par conséquent, il a été requis 

de le synthétiser, selon les étapes de synthèse décrites à la figure 28.  

 

 

 

 

La première partie de la synthèse fut la formation du groupement protecteur, ivDde 22, 

qui permet de protéger l’amine sur la chaine latérale des acides aminés en position AA9. 

Pour ce faire la procédure décrite par Siri Ram Chhabra a été reproduite.61 Il s’agit de faire 

l’acylation de la dimédone 21 avec l’espèce ammonium activée préalablement formée à 

partir de l’acide isovalérique 20 et du DMAP. Une fois ce groupement obtenu, il a été 

nécessaire d’obtenir l’acide aminé précurseur. Ainsi, un réarrangement de Hoffman a été 

réalisé sur la glutamine protégée 23 par le réactif PIFA en milieu basique. La résultante 

fut l’obtention du Fmoc-DAB-OH 16. La dernière étape de la séquence fut de venir ajouter 

le groupement protecteur ivDde sur l’amine beta de l’acide 2,4-diaminobutanoïque (DAB) 

Figure 28 : Route synthétique pour l’acide aminé Fmoc-Dab(ivDde)-OH.  

 

24 

25 

20 21 

22 

23 
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24. Pour ce faire, il y a eu condensation de l’amine libre sur l’énol du IvDde. Cette réaction 

a été plus complexe que prévu. On dénote que la réaction ne se produisait pas et que si 

on chauffait la réaction, on observait la formation de la lactame correspondante. Suite à 

une brève optimisation des conditions, il a été possible d’obtenir un rendement de 57 % 

du produit isolé 25 après utilisation du DMF et chauffage à 70°C sur une durée de 16 

heures. Une fois cette entité chimique obtenue, il a été possible d’entamer la synthèse 

sur support solide des deux macrocycles possédant un bras moléculaire de deux atomes. 

La procédure utilisée fut la même que celle décrite dans la précédente section (Figure 18).  

 

Tableau 4 : Rendements globaux et identification des macrocycles avec un bras 

moléculaire fait à partir du DAB 

Chaine amine Ogive R Numéro UM Rdt global 

 
 

UM0140706 3.56 mg (6.68 %) 

 

UM0140690 3.48 mg (6.23 %) 

 

 

Avec les macrocycles en main, une analyse comparative par gel SDS-PAGE a été effectuée 

avec l’aide précieuse d’Hugo Lavoie (voir Figure 29). Pour une dose constante de 

protéines HRAS (2 μM), il y a eu titrage des macrocycles covalents à différentes 

concentrations (0.8 μM à 50 μM). La concentration où l’on observait 50 % de 

modifications de la protéine native était considérée comme la valeur de comparaison 

EC50. Ainsi, pour cet essai, il sera nécessaire d’avoir une concentration supérieure à 1 μM 

pour observer 50 % d’adduits sur la protéine. 

O

O

Br
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La figure 30 présente un exemple de gels obtenus parmi les trois réplicats effectués. 

L’expérience fut réalisée au moins 3 fois pour chaque composé, afin d’avoir une meilleure 

reproductibilité, considérant qu’il s’agit d’un essai qualitatif. Sur les gels correspondants, 

la longueur de la chaine augmente de façon croissante en se déplaçant vers la droite pour 

chaque famille. Le tableau 5 récapitule les résultats de ces expériences.  

 

 

 

 

 

Ogive moléculaire propiolamide Ogive moléculaire : bromoacétamide 

Figure 29 : Schéma des manipulations expérimentales pour l’analyse de la longueur optimale du bras 
moléculaire. 

 

Figure 30 : Exemples gels SDS-PAGE par coloration au Bleu de Coomassie pour l’étude d’activité des 
macrocycles covalents afin de déterminer la longueur optimale du bras moléculaire. 
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Tableau 5 : Valeurs d’EC50 pour la conversion des protéines HRAS selon les diverses 

longueurs de bras moléculaires pour deux familles d’ogives. 

 

Pour mieux séparer l’analyse de ces données, discutons des macrocycles par familles, les 

bromoacétamides et les propiolamides. Tout d’abord, la tendance qui a été observée 

pour l’ogive bromoacétamide est que la longueur optimale est celle de l’ornithine. Un 

EC50 se situant près de 3.7 μM a été obtenu pour cette longueur. Cette observation est 

démontrée à la figure 30, où l’on peut constater qu’à la valeur de 3.1 μM, on observe une 

double bande pour le composé ‘401, tandis que pour les deux autres analogues, on 

observe une double bande pour des valeurs plus élevées, soit 6.3 μM pour ‘439 et 

supérieur à 12.5 μM pour ‘690. D’autres gels présentent des incréments de concentration 

différents pour couvrir une zone plus large, expliquant ainsi les valeurs différentes entre 

le tableau et les gels. Il pourrait être tentant de croire que les écarts-types soient très 

grands et dire que la différence n’est pas significative entre l’analogue ornithine et lysine. 

Cependant, il faut se rappeler que les incréments de concentrations sont très grands (ex. 

3.1 μM à 6.3 μM). Toutefois, pour de grands écarts-types, les calculs statistiques 

démontrent clairement leur significativité lors du calcul de la valeur p qui est inférieure à 

5%. La conclusion selon laquelle l’ornithine possède la longueur atomique optimale 

permet alors d’infirmer l’hypothèse soutenant que le macrocycle semblait tiré de sa pose 
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à cause d’un bras moléculaire trop court dans la structure cristalline discutée dans le 

chapitre précédent.  

Contrairement à la série bromoacétamide, il s’avère que pour la série propiolamide, la 

longueur appropriée est obtenue via l’utilisation du DAB avec une valeur d’EC50 de 6.0 

μM. Sur le gel présenté, on peut constater que l’utilisation d’une chaine plus longue du 

bras moléculaire diminue de beaucoup le nombre d’adduits pour les concentrations 

supérieures à 12,5 μM. On peut clairement comprendre que la longueur du bras 

moléculaire joue un rôle critique dans la liaison du macrocycle à la protéine. Que ce soit 

dans la série propiolamide ou bromoacétamide, un bras atomique trop long ou trop court 

réduit de beaucoup l’affinité pour la cystéine 118. Maintenant, si on compare les 

macrocycles optimaux des deux séries, on observe une différence de près du double entre 

les deux EC50 (3.7 μM pour ‘401 et 6.0 μM pour ‘706). Ceci est probablement causé par la 

différence de réactivité intrinsèque des ogives, étant donné que la longueur est optimale 

cette fois-ci.  

Il est intéressant de réfléchir à la justification logique de la longueur des bras moléculaires 

optimaux des deux séries. Lorsque l’on compare le mécanisme réactionnel de l’attaque 

du thiol de la cystéine 118 sur les atomes responsables du lien covalent pour les deux 

ogives, on constate que l’emplacement atomique est le même (Figure 31). L’attaque se 

produit exactement sur le 6e atome si l’on débute au carbone adjacent au carbone chiral 

sur l’acide aminé en position AA9 du macrocycle. Il existe par conséquent une logique 

parmi les deux séries covalentes, ce qui renforce la crédibilité des résultats. Ce qui a pu 

être retenu de cette expérience est que la longueur optimale pour les diverses ogives est 

la suivante : dans le cas propiolamide, le DAB est optimal et pour le bromoacetamide, 

l’ornithine est optimale.  
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2.3.2 Effets du nombre de degrés de liberté du tour β 

La seconde hypothèse qui pouvait expliquer le décalage spatial des acides aminés entre 

la boucle FG de NS1 et le macrocycle ‘401 était la contrainte que pouvait occasionner le 

tour β. Afin de vérifier cette hypothèse, l’idée a été de synthétiser des macrocycles 

incorporant 3 tours bêta occasionnant une flexibilité différente. Ces derniers sont l’homo-

Aib, l’Aib et la version réduite de l’Aib. Afin d’observer les paramètres constants, 

uniquement l’ogive bromoacetamide sera synthétisée, et ce, pour deux séries de bras 

moléculaire, soit la lysine et l’ornithine. Le plan est décrit à la figure 32.  

 

 

 

 

Figure 31 : Relation de la longueur optimale des bras moléculaires en fonction de l’emplacement du site 
d’attaque nucléophile et le nombre d’atomes. 

 

Figure 32 : Plan synthétique des différents tours β qui seront mis de l’avant dans l’étude de la flexibilité  
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La liaison amide est très intéressante puisqu’elle est planaire et rigide à cause de la 

résonnance qui survient entre le carbonyle et l’azote. Cette propriété occasionne ainsi 

une contrainte spatiale en limitant le nombre de degrés de liberté des atomes. Ainsi, on 

pourrait penser que cette contrainte physique force le macrocycle à adopter une pose 

précise qui l’empêche d’interagir de façon optimale avec RAS. Dans le macrocycle initial 

UM0139995, le tour bêta est un homo-Aib : une façon de diminuer le nombre de degrés 

de liberté consiste donc à éliminer une liaison libre de rotation. Comme la liaison C-C n’a 

pas de contraintes (sauf en cas d’encombrement stérique), elle permet une rotation de 

360°. Ainsi, le remplacement de l’homo-Aib par l’Aib retire le méthylène adjacent à 

l’amide, ce qui diminue le nombre de degrés de liberté. De plus, ce tour bêta permettra 

de vérifier l’effet de raccourcir le tour bêta sur la position spatiale des acides aminés 

adjacents. Finalement, une bonne façon d’augmenter le nombre de degrés de liberté du 

tour bêta est simplement de retirer la liaison amide. À cette fin, un tour bêta dit Aib réduit 

sera synthétisé qui offre une rotation NH-C libre.  

Une légère différence synthétique a été apportée à la procédure générale de la synthèse 

des macrocycles en ce qui concerne le tour bêta Aib réduit. Une réaction d’amination 

réductrice a été insérée lors de la synthèse sur support solide. Pour ce faire, il y a eu 

déprotection du D-Trp par la pipéridine et ensuite formation de l’imine avec un aldéhyde 

26, qui a ensuite été réduite via le cyanoborohydrure de sodium en condition acide. 

(Figure 33). Par la suite, le reste de la séquence a été reproduite avec les mêmes 

conditions. Bien entendu, pour le tour bêta Aib, il y a eu simplement remplacement de 

l’homo-Aib par l’Aib dans la séquence.   
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À l’exception du Fmoc-Aib-OH, les acides aminés des différents tours bêta n’étaient pas 

commerciaux : il a donc été nécessaire de les synthétiser. La figure 34 illustre la protection 

de l’acide 3-amino-3-méthylbutanoïque 27 via le couplage de l’amine et du Fmoc-OSu en 

présence d’une amine encombrée. Cette réaction a été effectuée dans le dioxane et l’eau 

durant 16h. Un rendement de 59% a été obtenu où la majorité des pertes est survenue 

lors de la purification. Cet acide aminé sera désigné comme Fmoc-(h-Aib)-OH 28.   

 

 

 

 

Figure 33 : Réaction d’animation réductrice utilisée dans la synthèse sur support solide pour incorporer 
le tour β Aib réduit. 

 

Figure 34 : Synthèse de l’acide aminé Fmoc-(h-Aib)-OH via l’ajout du groupement protecteur Fmoc 

 

Figure 35 : Synthèse de l’acide aminé 26 via la formation du carbamate Fmoc suivie d’une oxydation douce 

 

26 

28 27 

29 30 26 
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Le second réactif qui fut synthétisé est l’aldéhyde précurseur pour l’animation réductive. 

Pour ce faire le 2-amino-2-méthyl-1-propanol 26 a été protégé par la même réaction 

discutée plus haut et ensuite une oxydation via le réactif de Dess-Martin a été réalisée 

pour transformer l’alcool primaire 30 en aldéhyde 26.  Les rendements pour cette 

séquence étaient nettement meilleurs. Cette molécule a été nommée Fmoc-Aib-H 26.  

 

Tableau 6 : Rendements globaux et identification des macrocycles synthétisés pour 

l’étude de la flexibilité du tour β 

Chaine amine et ogive Tour β Numéro UM Rdt global 

L-Lysine 

 

 

UM0140693 
20.4 mg 

(24.36 %) 

 

UM0140439 
2.91 mg 

(5.12 %) 

 

UM0140691 
11.8 mg 

(13.47 %) 

L-Ornithine 

 

 

UM0140692 
19.6 mg 

(23.62 %) 

 

UM0140401 
11.36 mg 

(20.16 %) 

 

UM0140707 
7.31 mg 

(8.89 %) 
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Le tableau 6 illustre les différents numéros UM des macrocycles synthétisés ainsi que leur 

rendement. On retrouve ainsi les 3 types de tours β, et ce, sur deux longueurs de bras 

moléculaire afin d’offrir une meilleure comparaison. Une fois ces macrocycles obtenus, 

une étude comparative par gel SDS-PAGE a été réalisée de la même façon que dans la 

section précédente (Figure 36). Encore une fois, l’aide du Dr Lavoie pour la confection de 

ces gels est à souligner. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bras moléculaire : Ornithine Bras moléculaire : Lysine 

Figure 36 : Exemples SDS-PAGE par coloration au Bleu de Coomassie pour l’étude d’activité des macrocycles 
covalents afin de déterminer la flexibilité optimale du tour-β 
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Tableau 7 : Valeurs d’EC50 pour la conversion des protéines HRAS selon les divers tours- 

β et de longueurs de bras moléculaires. 

 

La beauté de cette expérience réside dans l’observation d’une même tendance parmi les 

deux sous-catégories de macrocycles départagés par la longueur du bras moléculaire. Il 

s’avère que l’ordre d’affinité des macrocycles selon le tour bêta du plus affin au moins 

affin se présente ainsi : Aib > homo-Aib > Aib réduit. Les gels permettent de visualiser 

cette observation via l’apparition des adduits. Par exemple, pour le composé 

UM0140692, on constate qu’il y a un niveau équivalent d’intensité pour la bande de la 

protéine et la protéine munie d’un adduit entre 3.1 et 1.6 μM. Cependant, si l’on regarde 

pour les deux autres composés, UM0140401 et UM0140707, on observe les doubles 

bandes à des doses respectives de 3.1 μM et 6.3 μM. Ces résultats sont très 

reproductibles : après plus de 4 gels, la tendance est conservée et les valeurs p 

démontrent leur significativité. Une autre conclusion rassurante de cette expérience est 

la différence d’affinité entre la série lysine et ornithine pour le même tour β. Pour chaque 

tour β, la série ornithine possède une valeur d’EC50 inférieure à la série lysine. Ce résultat 

va dans le même sens que la conclusion observée dans la section précédente, qui énonçait 

que la longueur optimale pour l’ogive bromoacétamide est l’ornithine.  



 

68 
 

En résumé, il est possible de tirer de cette expérience une relation entre degrés de liberté 

et affinité : plus il y a de degrés de liberté dans le tour bêta, plus l’affinité du macrocycle 

diminue pour la cible. La perte d’un facteur 2 entre l’Aib et l’espèce exempt du carbonyle 

illustre clairement cette différence, et ce, dans les deux longueurs de bras moléculaire. 

On observe cependant une plus mince différence entre l’Aib et son analogue homo-Aib. 

Il est difficile d’expliquer cette tendance de façon rationnelle, mais on pourrait amener 

deux explications. Il existe deux grands paramètres très importants pour l’affinité d’une 

molécule pour une protéine, soit l’entropie et l’enthalpie de liaison.67 Quelques 

tendances simples ont été observées dans la littérature. Tout d’abord, ajouter des 

interactions hydrophobes ou hydrophiles au composé pour la cible occasionne une 

enthalpie de liaison favorable.67 De plus, augmenter la rigidité d’un composé permet 

d’augmenter l’entropie de liaison, car la perte de degré de liberté une fois lié dans le site 

actif sera moins impactante.67, 68 Par conséquent, il faut trouver un équilibre entre ajouter 

de la flexibilité dans une molécule pour augmenter les interactions avec la cible et ne pas 

trop augmenter l’entropie. Ainsi, dans le cas des différents tours β, l’augmentation de la 

flexibilité n’a pas permis de compenser le gain entropique en allant chercher des contacts 

enthalpiques. C’est la raison pour laquelle il y a diminution d’affinité. Cet effet est encore 

plus marqué pour le tour β Aib réduit, car le carbonyle a été éliminé, ce qui empêche la 

capacité d’interactions avec un donneur de pont H. La conclusion obtenue de cette 

section est que l’aspect entropique du macrocycle est important pour la liaison, mais il 

serait intéressant d’avoir une structure cristalline pour observer l’impact de la flexibilité 

sur la conformation du macrocycle.  
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2.3.3 Structures cristallines des composés UM401, UM692 et UM6934 

Tout en effectuant les analyses biochimiques pour déterminer les impacts des paramètres 

discutés dans les sections précédentes, les macrocycles ont été remis à Dr Arya pour 

effectuer de la cristallographie. Avec ses conditions optimisées, il a été en mesure 

d’obtenir des cristaux suffisamment ordonnés pour être analysés. D’autant plus ces 

cristaux ont cette fois-ci été envoyés au Synchrotron, qui offre une résolution hors pair 

pour les structures cristallines. Voici les 3 composés pour lesquelles une structure a été 

obtenue avec une excellente résolution de 1,5 Å. À cette résolution, il est possible de 

différencier les atomes de carbones dans un cycle aromatique.  

 

 

 

 

Sur la figure 37, les différences notables entre les composés sont soulignées en rouge et 

en magenta. De façon générale, tous les composés possèdent le bromoacetamide comme 

ogive, mais présentent une variation dans le bras moléculaire et le tour β. L’acide aminé 

pour le bras moléculaire est l’ornithine pour le ‘401 et le ‘692 et la lysine pour le ‘693. 

Finalement, le tour β est l’homo-Aib pour le 401 et l’Aib pour les macrocycles ‘692 et ‘693. 

La première observation qui a été réalisée via la superposition des 3 structures est 

illustrée à la figure 38.  

UM0140401 UM0140693 UM0140692 

Figure 37 : Structures complètes des composés pour lesquels un cristal a été obtenu. En rose on 
retrouve les différences de bras moléculaire et en rouge les différences de tour-β entre les macrocycles  
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La superposition des bras moléculaires illustre très bien pourquoi l’ornithine est idéale 

pour se lier à la cystéine 118. On constate que le bras est recroquevillé dans le cas de la 

lysine en jaune, comme si le macrocycle devait s’accommoder de la pose. 

 

  

 

 

 

 

 

On peut constater sur la figure 42 qu’il existe toujours un décalage d’environ 1 Å entre le 

tryptophane de la boucle FG et le tryptophane des macrocycles covalents. Malgré la lysine 

qui offre un bras atomique plus long, on retrouve quand même le tryptophane décalé. 

Ceci mène à une conclusion : le décalage ne provient pas du bras atomique trop court, 

Figure 38 : Superposition des bras moléculaires se liant à la cystéine 118 des 3 macrocycles covalents. 
La couleur associée à chaque macrocycle est la suivante: En vert le composé ‘401, en jaune le composé 
‘693 et en magenta le composé ‘692 

 

Figure 39 : Superposition des différents macrocycles covalents, lorsque liés à la protéine HRAS. La 
couleur associée à chaque macrocycle est la suivante: En vert le composé 401, en jaune le composé 693, 
en magenta le composé 692 et en bleu mauve la boucle FG de NS1. 
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comme l’a démontré l’ornithine, qui est le bras atomique le plus adapté pour les 

bromoacetamides.  

La seconde hypothèse qui avait été énoncée pour ce décalage était le tour β qui pouvait 

ne pas être optimal. Malheureusement, le tour β réduit n’a pas réussi à être obtenu pour 

la cristallographie, mais du moins le Aib et le homo-Aib ont pu être comparés. Grâce au 

travail de minimisation des angles d’Alexandre Beautrait, il est possible de comprendre 

pourquoi le Aib est un meilleur tour β.  

 

 

 

 

Les figures 40a et 40b illustrent les composés covalents UM0140692 et UM0140401 avec 

les angles des liens amides, qui devraient être de 180° pour être optimaux. Avec le 

composé ‘692, le Aib permet de faire une liaison hydrogène intramoléculaire sur le 

carbonyle adjacent, car l’angle est de 179° et la distance est plus courte dans le tour B. 

Cette interaction hydrogène n’est pas présente dans l’homo-Aib, car le méthylène 

supplémentaire cause un déplacement dans l’espace et la distance se trouve à être trop 

grande entre l’azote et le carbonyle. Ce lien hydrogène est très important, car il permet 

UM0140692 

Figure 40 : Minimisation des angles et de la longueur des liens atomique pour diminuer la tension 
interne des macrocycles via la bio-informatique. Fait en A) avec le composé UM0140692 et en B) avec 
UM0140401. 

 

a b 

UM0140401 
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de réduire considérablement l’entropie du macrocycle et favorise la bonne pose pour 

interagir avec RAS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il s’avère que NS1 possède cette interaction hydrogène, qui semble ainsi primordiale pour 

obtenir la pose active. (Figure 41) Par conséquent, on peut déduire que la perte du lien 

amide dans le tour β Aib réduit diminue la rigidité et empêche l’interaction hydrogène, 

puisque le carbonyle n’est plus présent.  

Il est fort à parier que le décalage entre la boucle FG et les macrocycles est lié au tour β. 

Cependant, il est important de se poser la question suivante : est-ce que cette différence 

de 1 Å permet d’expliquer la perte de 4 ordres de grandeur d’affinité entre le ‘monobody’ 

et le macrocycle? Comme l’illustre la figure 39, tous les autres acides aminés possèdent 

une excellente corrélation spatiale avec NS1. Il est donc probable que la différence 

d’affinité provienne d’un facteur différent que le tour β, c’est-à-dire un manque 

d’interactions et non à cause d’interactions inefficaces. 

 

 

 

Figure 41 : Interaction hydrogène intramoléculaire présente dans la structure cristalline de NS1 

 



 

73 
 

2.3.4 Détermination de l’affinité des macrocycles covalents 

Une question qui a été soulevée durant le processus du développement des macrocycles 

covalents a été celle de la valeur d’affinité de ces derniers pour la cible HRAS afin d’offrir 

un aspect comparatif avec les composés non covalents. Cependant, l’analyse de 

composés covalents est plus complexe et nécessite une attention plus particulière.69 

L’analogie entre le modèle enzymatique de Michaelis-Menten et le modèle des 

inhibiteurs irréversible est très similaire. Tout d’abord, il existe deux étapes menant à la 

liaison irréversible des composés covalents pour leur cible.69 (Figure 42)  

 

 

Dans un premier temps, il y a l’approche non covalente du composé pour la protéine P. 

Ici KI reflète l’affinité du composé pour la cible en formant le complexe P•I (constante de 

liaison). 

 

 

 

Il s’agit alors d’un KD apparent (constante de dissociation) et non un KD! Le KD est 

uniquement proportionnel aux constantes cinétiques d’association et de dissociation de 

la molécule pour la cible.69 C’est une distinction primordiale qui implique qu’on ne peut 

pas comparer une série covalente à une série non covalente. Par conséquent, la valeur de 

𝐾𝐼 =
(𝑘𝑜𝑓𝑓 + 𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡)

𝑘𝑜𝑛
 

Figure 42 : Équation décrivant le modèle de l’inhibition irréversible. Deux étapes sont à la base du 
modèle. La première est l’étape d’approche réversible du composé pour la cible (P•I) régie par la 
constante KI et la seconde étape est celle de la liaison covalente avec un résidu nucléophile (P-I) qui est 
décrite par la constante cinétique kinact. 

 

Figure 43 : Équation décrivant la constante d’affinité apparente dans l’inhibition irréversible où koff est 
la constante cinétique de dissociation (min-1), kon la constante cinétique d’association (M min-1), KI est 
la constante d’affinité d’une sonde covalente non- liée (M) et kinact la constante cinétique de la liaison 
covalente (M-1 min-1) 
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KI est influencée par l’affinité non covalente du composé ainsi que par la réactivité de 

l’ogive et par le temps de la réaction.  

La seconde étape du mécanisme est la formation de la liaison covalente décrite par la 

constante de vitesse kinact. Nécessairement, il s’agit d’une réaction irréversible vers le 

complexe P-I.(Figure 42) Cette constante cinétique est proportionnelle à la réactivité 

intrinsèque de l’ogive avec le résidu peptidique faisant la liaison covalente. (Figure 44)  

 

𝑣 = 𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡[𝑃 • 𝐼] 

 

Ainsi les constantes KI et kinact sont interreliées dans l’analyse de composés covalents. 

C’est pour cette raison que la meilleure façon de décrire l’efficacité d’un composé 

covalent est par le ratio kinact/KI. Plus ce dernier est grand, plus on dit de l’inhibiteur qu’il 

est efficace.69 

L’équation 45 démontre la relation entre la valeur de la constante cinétique observée 

expérimentalement et les constantes KI et kinact.  

 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡[𝐼]

𝐾𝐼 + [𝐼]
 

 

 

Il est possible d’avoir deux types de scénarios, le premier étant celui où il existe une 

interaction non covalente précédent l’étape de liaison covalente. Ce scénario est nommé 

inhibition par affinité. Ce dernier est caractérisé par un graphique exponentiel lors de la 

Figure 44 : Équation décrivant la constante cinétique de la réaction irréversible qui est proportionnelle 
à la constante kinact et la concentration du complexe P•I. 

 

Figure 45 : Équation décrivant la constante cinétique observée expérimentalement qui met en relation 
les deux variables du modèle de l’inhibition irréversible 
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corrélation entre la constante de vitesse expérimentale (kobs) et la concentration 

d’inhibiteurs. (Figure 46a). Le second scénario, dit non-spécifique, est caractérisé par 

l’absence de l’étape d’interactions non covalentes et une réaction directe entre l’ogive et 

les résidus de la cible. Ce cas est observé en présence d’une valeur de KI très grande, 

impliquant une très faible affinité. Le graphique de ce scénario donne une régression 

linéaire lors de la corrélation entre la constante de vitesse expérimentale (kobs) et la 

concentration d’inhibiteurs. (Figure 46b). C’est de cette façon qu’il est possible d’évaluer 

la sélectivité de l’inhibiteur. 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mécanisme A: Inhibition par affinité 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡[𝐼]

𝐾𝐼 + [𝐼]
 

Mécanisme B: Inhibition non spécifique 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡

𝐾𝐼
× [𝐼] 

Figure 46 : Régression mathématique obtenue selon le cas d’inhibition irréversible observée 
expérimentalement. Le modèle a) illustre une inhibition par affinité, donc implique une dynamique 
réversible de l’inhibiteur pour sa cible préalable à la liaison covalente. L’équation du modèle prédit une 
régression logarithmique. Le second modèle b) est celui de l’inhibition non spécifique, qui illustre que 
l’inhibiteur réagit tellement rapidement avec la cible que l’apport réversible est négligeable. La 
régression de la constante cinétique est linéaire avec la concentration d’inhibiteurs. Figure proviennent 
de la référence 68 
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La façon expérimentale d’obtenir ces graphiques est de mesurer le pourcentage de liaison 

de la cible avec le composé covalent en fonction du temps, en variant les concentrations. 

Ainsi, avec l’équation ci-dessous, il est possible d’extraire la valeur de la constante de 

vitesse expérimentale (kobs). 

 

 

 

La procédure qui fut utilisée pour obtenir ces constantes expérimentales consistait à 

effectuer les réactions d’adduits dans des plaques de 96 puits, puis à les transférer dans 

des gels SDS-PAGE. Ces gels permettaient une quantification selon l’intensité des bandes 

via le logiciel informatique, Image J. Comme l’intensité des bandes est quantitative, il est 

possible d’effectuer un ratio et ainsi déterminer un pourcentage de liaison. Les réactions 

furent débutées en décalage de manière à ce qu’elles se terminent toutes au même 

moment. Les macrocycles UM0140401 et UM0140440 furent testés en parallèle. Pour 

rappel, ces deux macrocycles possèdent exactement la même séquence d’acides aminés 

à l’exception de l’ogive qui est différente : bromoacétamide pour UM0140401 et 

propiolamide pour UM0140440. Les résultats des expériences de cinétique sont illustrés 

aux figures 48 et 49.  

 

 

 

 

 

[𝑃𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 𝑙𝑖é𝑒]

[𝑃𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒]
× 100 = % 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛 = 100(1 − 𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠×𝑡) 

Figure 47 : Équation décrivant la relation entre le pourcentage de liaison et la constante cinétique 
observable.  
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Figure 48 : Graphiques expérimentaux de l’analyse cinétique du macrocycle UM0140401. En a) il s’agit de 
la détermination des pourcentages d’adduits en fonction du temps et ce pour diverses concentrations de 
macrocycles (20, 10,5, 2.5 et 1.25 μM). En b) il s’agit des valeurs de kobs de ces diverses courbes de 
cinétiques en fonction de la concentration de macrocycles. 

 

Figure 49 : Graphiques expérimentaux de l’analyse cinétique du macrocycle UM0140440. En a) il s’agit de la 
détermination des pourcentages d’adduits en fonction du temps et ce pour diverses concentrations de 
macrocycles (200, 100,50, 25, 12.5 et 6.25 μM). En b) il s’agit des valeurs de kobs de ces diverses courbes de 
cinétiques en fonction de la concentration de macrocycles. 
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Tableau 8 : Constantes de l’étude cinétique des macrocycles covalents ‘440 et ‘401 

Numéro composé KI (μM) kinact (h-1) kinact/Ki (M-1s-1) 

UM0140401 1.2 0.15 36 

UM0140440 2.1 0.0096 1.3 

 

Le premier constat est qu’il s’agit de courbes exponentielles. Par conséquent, le scénario 

cinétique auquel nous faisons face pour ces inhibiteurs covalents est un modèle 

d’inhibition par affinité. Par la suite, il a été possible d’obtenir les valeurs des constantes 

du modèle covalent que sont KI et kinact. Il s’avère que les deux composés possèdent des 

valeurs très similaires de KI, mais de très grandes différences de kinact. Le bromoacétamide 

possède une valeur de 0.15 h-1 comparativement à 0.0096 h-1 pour le propiolamide. Ceci 

est en accord avec la littérature et les résultats précédemment énoncés qui indiquent que 

le bromoacétamide est une ogive plus réactive, donc il est logique que la vitesse de 

conversion kinact soit 15 fois plus grande.   

Passons maintenant à l’analyse des valeurs d’équilibre KI obtenues pour les deux espèces. 

On constate que ces valeurs sont extrêmement similaires, soit à 1 μM de différence. Ceci 

semble très surprenant, puisque dans le calcul du KI on retrouve l’impact du kinact et ces 

valeurs étaient très différentes entre les deux composés. Ceci mène alors à deux 

conclusions possibles : la première est que si le kon est très grand, alors l’impact de kinact 

sur le KI est négligeable, ce qui explique les valeurs très similaires entre les deux 

macrocycles. Le second cas de figure possible est une valeur très grande de koff, ce qui 

résulte à la même conclusion. Si on se réfère aux résultats de titrage obtenue par RMN, 

le macrocycle non covalent UM0139995 possédait une affinité de 100 μM, ce qui est très 

faible. Par conséquent, il est fort probable que le koff soit très grand à cause d’un manque 

d’interactions entre le macrocycle et la protéine HRAS. Ainsi, ceci explique la raison d’une 

valeur similaire entre les deux KI obtenues malgré un facteur de 15 entre les kinact. 

Maintenant, cherchons à évaluer ce qu’une valeur de 1-2 μM signifie. Il est très dangereux 
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de comparer directement ces valeurs avec l’affinité obtenue par la série non covalente 

puisqu’il y a comparaison d’un KD apparent à un KD. Si on revient avec l’approximation 

que le koff est très élevé pour les macrocycles, il est possible d’approximer qu’on est en 

situation de KD et non de KD apparent.  

 

𝐾𝐼 =
(𝑘𝑜𝑓𝑓 + 𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡)

𝑘𝑜𝑛
    𝒔𝒊 𝒌𝒐𝒇𝒇 ≫ 𝒌𝒊𝒏𝒂𝒄𝒕 𝒂𝒍𝒐𝒓𝒔      𝐾𝐼 =

koff

𝑘𝑜𝑛
 

 

Dans ce scénario, il aurait fallu obtenir un KI de l’ordre de 100 μM et non de 1-2 μM. Il 

s’avère que le choix de l’essai joue pour beaucoup. Comme démontré dans la littérature, 

il existe de grandes variabilités dans le type d’essai utilisé pour déterminer les valeurs de 

KI, kinact et KD.70 Il est possible d’obtenir un ordre de grandeur fiable, mais loin d’une valeur 

exacte entre deux méthodes. Rappelons que le KI obtenu pour la série non covalente fut 

réalisé par un titrage RMN et que le KI obtenu pour la série covalente, par un essai 

biochimique.  Pour la situation covalente, les résultats obtenus se situent dans l’ordre du 

micromolaire, ce qui correspond avec les résultats précédemment obtenus par l’équipe 

de recherche pour la situation non-covalente, se situant eux aussi dans le micromolaire. 

Finalement si on compare les valeurs du ratio kinact/KI avec la littérature, il est possible 

d’arriver aux mêmes constats. Dans une optique d’optimisation de composés covalents 

se liant à une lysine de HSP72, le groupe du Pr Cheeseman71 a débuté son évaluation avec 

un composé très peu affin soit 18 μM et possédant un ratio de 0.86 M-1s-1. Après de 

multiples optimisations, ils ont augmenté le ratio de 108 fois, obtenant ainsi une valeur 

de 4.7 M-1s-1, qui possède maintenant un KI de 4.7 μM. Ces valeurs illustrent l’ordre de 

grandeur auquel il faut s’attendre avec un composé d’affinité dans l’ordre du 

micromolaire. Maintenant, si l’on prend une étude réalisée par le Pr Murray72, qui cette 

fois-ci étudie des inhibiteurs covalents de récepteurs EGFR nettement plus actifs, les 

Figure 50 : Approximation qu’il est possible de faire si la constante cinétique de dissociation koff est très 
grande. 
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valeurs de ratio kinact/KI se situent dans un ordre de grandeur 105-7 M-1s-1 pour des 

composés ayant une affinité dans l’ordre du nanomolaire. Ceci met en relief l’ordre de 

grandeur qu’il faut s’attendre avec les affinités des composés et leur ratio kinact/KI. Comme 

le tableau 8 l’illustre, les valeurs obtenues pour les ratios kinact/KI des macrocycles sont de 

36 et 1.3 M-1s-1, donc nécessairement de l’ordre de grandeur discuté par l’étude du Pr 

Cheeseman. Ceci est une preuve qui appuie la conclusion que l’affinité KI des macrocycles 

est de l’ordre du micromolaire. Comme le ratio est plus élevé pour le bromoacétamide 

que le propiolamide, on conclut que le bromoacétamide est plus réactif, ce qui est en 

accord avec le reste.   

Ce que cette expérience a permis de confirmer est que l’affinité du macrocycle est le talon 

d’Achille pour la liaison de ce dernier à la cible. Sachant que la réactivité intrinsèque du 

bromoacétamide est extrêmement puissante, obtenir une faible valeur de kinact présage 

une très faible affinité. Cette donnée est confirmée par un KI similaire entre les deux 

ogives moléculaires qui illustre un koff très grand et un KI de l’ordre du micromolaire.  

Une seconde expérience a été réalisée pour voir l’impact de l’aspect non covalent du 

macrocycle sur la liaison covalente. Comme les ogives ayant réagi sur la cystéine 118 sont 

réputées pour être très réactives, il est normal de se demander si les adduits observés 

résultent d’une liaison non spécifique. Bien que le modèle cinétique démontre que c’est 

un scénario d’affinité, les résultats de spectrométrie de masse ont démontré plusieurs 

adduits démontrant un doute sur la spécificité des ogives. D’après des expériences 

effectuées par Hugo Lavoie et Marc-André Poupart, il a été observé que changer l’Allo-Ile 

du macrocycle par une simple alanine causait une perte drastique d’affinité du 

macrocycle. L’idée a donc été de synthétiser les analogues des composés UM0140401 et 

UM0140440, ayant une alanine à la place de l’Allo-Ile. Par conséquent, si on voit toujours 

une liaison sur la protéine HRAS, cela signifie que l’ogive est beaucoup trop réactive et 

que les interactions non covalentes n’ont pas d’impact.  
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Les composés UM0140586 et UM0140468 furent synthétisés selon la procédure générale 

décrite dans ce manuscrit en effectuant la substitution de l’Allo-Ile par l’alanine dans la 

séquence peptidique.  

Tableau 9 : Rendements globaux et identification des macrocycles inactifs via la 

substitution de l’Allo-Ile par l’alanine 

Chaine amine  Ogive Numéro UM Rdt global 

L-Ornithine 

 

 UM0140468 

1.00 mg 

(2.96 %) 

 UM0140586 

1.82 mg 

(4.74 %) 

 

UM0140401 

UM0140440 

UM0140586 

UM0140468 

Figure 51 : Plan synthétique afin de transformer les macrocycles covalents actifs en macrocycles covalents 
inactifs. Le changement de l’Allo-Ile par l’alanine tue l’activité, donc les composés UM0140586 et 
UM0140468 sont les analogues inactifs des macrocycles UM0140401 et UM0140440. 
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Le premier test réalisé pour vérifier le résultat fut celui par gel SDS-PAGE. Trois conditions 

furent analysées pour chaque macrocycle en faisant varier le ratio de concentrations 

protéine/macrocycle. Les trois ratios évalués sont les suivants (macrocycle/protéine) 

25/1, 8.25/1 et 2.5/1 et les réactions ont été réalisées sur 16 heures à température de la 

pièce. La figure 52 illustre le résultat de cette expérience. 

 

 

 

 

 

 

 

 

On constate qu’avec le composé 401, il y a conversion complète vers une population HRAS 

liée pour les ratios 25/1 et 8.25/1, mais il reste un peu de la protéine HRAS non liée avec 

le plus faible ratio. Si l’on compare avec son analogue inactif, le composé UM0140586, il 

est possible d’observer une faible bande correspondant à HRAS-liée avec le macrocycle 

avec la condition 25/1. Cependant, pour les deux autres ratios, il ne semble pas y avoir de 

liaisons. Cette observation est rassurante, puisqu’elle démontre que malgré une ogive 

très réactive, les interactions non covalentes sont importantes pour l’obtention de la 

réaction. Cependant, il faut garder en tête qu’il y a aussi un peu de réaction non 

spécifique. Pour la seconde famille de composés, les propiolamides, on peut constater 

que l’analogue actif (UM0140440) forme des adduits aux trois ratios, mais ce n’est pas 

une conversion complète. L’analogue inactif du propiolamide ne démontre aucune bande 

Figure 52 : Analyse de l’importance des interactions non covalentes du macrocycle sur l’affinité via 
l’utilisation de macrocycles covalents inactifs par gel SDS-Page.  
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supérieure aux trois ratios, reproduisant ainsi le résultat observé par les analogues 

bromoacétamides. Ainsi, le propioloamide est beaucoup plus sélectif que le 

bromoacétamide.   

La même expérience a été reproduite, mais cette fois-ci les échantillons ont été analysés 

par  spectrométrie de masse sur protéines intactes, selon la même procédure décrite et 

utilisée plus tôt dans ce manuscrit. Ces résultats sont illustrés dans le tableau 10. 

Tableau 10 : Efficacité de liaisons des macrocycles covalents actifs et inactifs par 

spectrométrie de masse sur HRAS 

Légende : %P est le pourcentage de protéines non modifiées 
%S est le pourcentage de protéines possédant 1 adduit 
%D est le pourcentage de protéines possédant 2 adduits 
 

Composé 
Ratio 

[Macrocycle]/[HRAS] 
%P %S %D 

UM0140401 

25/1 0 92 8 

8.25/1 0 100 0 

2.5/1 17 83 0 

UM0140586 

25/1 >75 <25 0 

8.25/1 >90 <10 0 

2.5/1 100 0 0 

UM0140440 

25/1 18 82 0 

8.25/1 40 60 0 

2.5/1 67 33 0 

UM0140468 

25/1 100 0 0 

8.25/1 100 0 0 

2.5/1 100 0 0 
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La même tendance s’observe en gel et en spectrométrie de masse. Il y a une très grande 

diminution du pourcentage de simple adduits lorsque l’on effectue le changement à 

l’acide aminé alanine en position AA9. Dans le cas des bromoacétamides, avec le ratio 

25/1, il y a une perte de 25 % et de 90 % avec le ratio 8.25/1. Ainsi, la non-spécificité a 

elle aussi été observée par spectrométrie de masse. Finalement, pour les propriolamides, 

il y a observation d’aucun adduit avec l’espèce alanine à tous les ratios 

macrocycle/protéine. La différence de réactivité entre les ogives permet d’expliquer la 

non-spécificité : il est logique qu’une ogive plus réactive, présente des probabilités plus 

élevées de réagir avec d’autres sites nucléophiles.  

Ce qu’il est possible de conclure de ces expériences, est que les interactions non 

covalentes du macrocycle sont essentielles pour obtenir la spécificité sur la cible HRAS. 

Les études cinétiques et par gels ont bien illustré que le modèle d’inhibition est par affinité 

et que le bromoacétamide est plus réactif que le propiolamide. Cependant, ce dernier est 

un peu trop réactif au point de procurer de la non-spécificité sur HRAS, et ce, malgré un 

analogue inactif dans la série de macrocycles non covalents développée par Dr Poupart. 

Ceci va de pair avec les résultats obtenus avec les mutants HRAS C118S, qui démontraient 

toujours des adduits malgré la mutation de la cystéine avec les analogues 

bromoacétamides. Ainsi, dans un projet d’inhibition covalente, il est important de jouer 

sur plusieurs paramètres pour réduire la non-spécificité. Il faut augmenter l’affinité du 

composé pour la cible et être en mesure de moduler la réactivité de l’ogive pour être 

suffisamment réactif pour se lier, sans trop être trop réactif pour causer de la non-

spécificité. Ainsi, les composés propiolamides semblent être une meilleure série pour 

entreprendre des essais cellulaires afin d’évaluer la capacité thérapeutique des 

macrocycles sur RAS.   
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2.4. Conclusions et perspectives du projet 

La raison d’être de ce projet trouve son origine dans une incohérence d’affinité entre le 

monobody NS1 et la série des macrocycles non covalents cherchant à émuler l’effet de ce 

dernier. Afin d’éclaircir cette différence d’affinités, des structures cristallines ont été 

obtenues grâce à l’utilisation d’outils moléculaires (macrocycles covalents) se basant sur 

les macrocycles non covalents. Le développement de macrocycles covalents a été fait via 

une synthèse sur support solide utilisant une approche faisant intervenir 4 groupes 

protecteurs orthogonaux qui ont permis une fonctionnalisation personnalisée. De cette 

fonctionnalisation, il a été possible d’obtenir deux ogives moléculaires suffisamment 

réactives, bromoacétamide et propiolamide, permettant de venir former un lien covalent 

avec la cystéine 118 de la GTPase HRAS. Ces adduits ont été identifiés par spectrométrie 

de masse et gels biochimiques. Une optimisation de la longueur du bras moléculaire pour 

chacune de ces familles d’ogives a illustré que le lieu d’attaque dans l’espace était le 

même. Autrement dit, comme les deux ogives n’ont pas le même nombre d’atomes il a 

fallu compenser avec la longueur du bras moléculaire.  

Les structures cristallines ont permis de relever une différence spatiale de quelques 

Angström entre les acides aminés de la boucle FG de NS1 et ceux des macrocycles, laissant 

présager une perte d’affinité selon la flexibilité de ces derniers. Ainsi, une étude de 

flexibilité d’un tour β fermant les macrocycles a été réalisée pour voir l’effet du nombre 

de degrés de liberté sur l’affinité des macrocycles pour la cible. Une augmentation de la 

rigidité s’est avérée bénéfique en diminuant l’entropie des macrocycles.  

Grâce à la synthèse de ces divers macrocycles covalents, il a été possible de réaliser une 

étude cinétique entre deux macrocycles munis d’ogives différentes. Celle-ci a permis dans 

de déterminer l’affinité de l’ordre du micromolaire des macrocycles covalents concordant 

avec les valeurs des macrocycles non covalents préalablement obtenues par le titrage 

RMN.    

L’aspect visuel des structures cristallines a permis d’obtenir plusieurs réponses, 

notamment que les macrocycles épousent relativement bien la conformation de la boucle 
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FG dans NS1. Ce résultat démontre que le macrocycle se lie au bon site et surtout que le 

choix des acides aminés du squelette a été fait judicieusement. Cependant, ce résultat 

illustre aussi un constat très important : la très grande différence d’affinité entre NS1 et 

le macrocycle non covalent ne provient pas d’un mauvais mimétisme de la boucle FG, 

mais plutôt d’un manque d’interactions avec la cible. Les analyses cinétiques et 

l’expérience du changement de l’allo-Ile par l’alanine ont clairement illustré le caractère 

sensible des interactions du macrocycle pour HRAS et l’affinité obtenue.  

Il faut se rappeler que l’objectif à long terme de ce projet est d’obtenir un composé 

pouvant émuler les effets de NS1 en cellule, mais possédant des propriétés 

médicamenteuses plus favorables. Il s’avère qu’à ce stade, la série non covalente ne 

permet pas de vérifier les effets de NS1 en cellules à cause de sa faible affinité se situant 

dans l’ordre du micromolaire. L’idée d’utiliser les macrocycles covalents pour voir l’effet 

dans les cellules fait partie des projets futurs de l’équipe afin de confirmer le potentiel 

thérapeutique de cette stratégie.  

La résultante de ce projet fut très positive compte tenu que le développement des outils 

moléculaires covalents ont permis de répondre aux questionnements initiaux qui ont 

mené à ce projet. Les macrocycles covalents ont permis l’obtention de cristaux et de 

relever le manque d’interactions envers RAS comme maillon faible pour la perte d’affinité 

vis-à-vis NS1. Cependant, un grand défi qui se pose est la non-sélectivité des meilleurs 

candidats covalents obtenus. Il s’avère que les ogives utilisées sont très réactives et donc 

peu sélectives tel qu’ont déjà pu le démontrer les bromoacétamides. Si on souhaite 

utiliser une série covalente en milieu cellulaire, il faut être en mesure de diminuer 

grandement la non-sélectivité et, conséquemment, la réactivité des ogives. On se 

retrouve ainsi à la même problématique : pour diminuer la réactivité des ogives, il faut 

augmenter l’affinité des macrocycles. Comme discuté dans un chapitre précédent, pour 

augmenter l’affinité d’un composé, il faut soit augmenter la rigidité ou augmenter le 

nombre d’interactions hydrophiles/hydrophobes. Par conséquent, le futur de ce projet 

s’articule autour des pistes permettant l’obtention de nouvelles interactions entre RAS et 

les macrocycles.  
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La principale différence entre NS1 et les macrocycles est la perte des interactions ioniques 

formées par la triade d’acides aminés que sont E49, R135 et Y82. Les interactions ioniques 

sont les forces les plus fortes et c’est ce qui explique probablement la grande différence 

d’affinité entre le ‘monobody’ NS1 et le macrocycle.27 

 

 

 

 

 

 

 

Tel qu’illustre la figure 53, le macrocycle ‘692 ne présente aucune interaction entre la 

tyrosine et l’arginine 135. Comme le macrocycle ne possède pas l’acide glutamique 49 

que possède NS1, l’arginine 135 n’est pas orientée en direction de la tyrosine. De plus, il 

y a aussi une autre interaction ionique entre l’acide glutamique 30 et l’arginine 128 qui 

est perdue dans les macrocycles. Ces pertes sont considérables dans l’affinité du 

macrocycle pour HRAS. Il ne serait pas surprenant que ces pertes soient responsables de 

la perte d’affinité de 4 ordres de grandeur, étant donné qu’une interaction ionique est 

l’interaction non covalente la plus forte possible.  

Une possibilité pour aller chercher l’arginine 135 serait de rapprocher la charge négative 

de l’arginine 135 à partir de la tyrosine du macrocycle.  

Figure 53 : Structure cristalline d’UM0140692 sur HRAS en observant spécifiquement les interactions 
avec l’hélice alpha 4. Il manque des interactions non covalentes du macrocycle UM0140692 avec 
l’arginine 135 de HRAS. Pour rappel, NS1 effectuait une triade d’interactions ioniques avec l’arginine 
135.   
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L’idée serait ainsi de venir ajouter un groupement phosphate à la tyrosine qui serait 

négative et pourrait interagir avec l’arginine. Un second groupement qui pourrait offrir 

une charge négative serait un carboxylate. Ces deux options seraient de bons choix pour 

chercher à mimer cette interaction ionique perdue par rapport à NS1. Pour ce qui est de 

l’interaction avec l’arginine 128, elle est beaucoup plus complexe à optimiser, car elle se 

situe à une distance très éloignée des chaines latérales du macrocycle. Pour ce faire, il 

serait nécessaire d’augmenter la grosseur du macrocycle, donc augmenter l’entropie, ce 

qui risque de diminuer l’affinité au bout du compte. Une seconde possibilité à exploiter 

pour augmenter les interactions serait d’interagir avec l’acide glutamique 162 via le 

tryptophane du macrocycle.  

 

 

 

 

 

Figure 54 : Suggestions synthétiques cherchant à venir interagir avec l’arginine 135 de HRAS via la 
tyrosine du macrocycle.  

Figure 55 : Idée synthétique qui permettrait d’interagir entre l’acide glutamique 162 (Rose) et un 
tryptophane du macrocycle selon la structure cristalline de 401. L’introduction d’un azatryptophane serait 
intéressante à cause de sa polarité. 

 

Glu 162 
31 
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Avec les avancées de l’évolution dirigée enzymatique, il existe de plus en plus de façon de 

synthétiser des acides aminés non-protéionogènes. Le tryptophane est synthétisé par un 

complexe de protéines, tryptophane synthase, en utilisant la sérine et un indole chez les 

bactéries. Par la méthode développée par Pre Arnold, il a été rapporté dans la littérature 

qu’il est possible de muter cette enzyme de façon à offrir une flexibilité dans le site actif 

et à accueillir différent type d’indoles et former l’acide aminé correspondant.73 Des 

azatryptophanes 31 pourraient être de bons candidats pour offrir un accepteur de pont 

hydrogène à l’acide glutamique 162 et ainsi offrir une nouvelle interaction.  

La clé du succès de ce projet réside dans l’augmentation de l’affinité du macrocycle afin 

de permettre de vérifier l’effet biologique observé par NS1. À ce moment, la série 

covalente nécessite des ogives moléculaires trop réactives pour se lier avec HRAS, il est 

donc important de diminuer la réactivité de ces derniers pour obtenir une sélectivité en 

cellule. Une cinétique d’échange entre le GTP et le GDP a été réalisée en présence des 

composés covalents : aucun effet n’a été observé. Ce qui laisse démontrer que la cystéine 

118 ne possède pas d’effet stabilisant sur le nucléotide malgré sa proximité. Par 

conséquent, cette possibilité thérapeutique ne semble pas démontrer un attrait. Aucun 

essai n’a été tenté concernant la capacité des macrocycles covalents à bloquer une 

interaction avec des effecteurs in vitro. Ces expériences seront dans les priorités futures 

du groupe de recherche.  
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3. Développement de sondes photoactivables de UM171 

pour l’identification de cibles protéiques 

3.1 Synthèse des sondes 

3.1.1 Conception des sondes 

Tel que mentionné dans l’introduction, l’approche ABPP nécessite deux fonctions clés pour 

l’identification d’une cible : une fonction formant la liaison covalente à la cible et une fonction qui 

permet l’analyse. 

 L’utilisation de fonctions photoactivables permet un avantage considérable par rapport aux 

ogives moléculaires : il est possible d’augmenter la probabilité de lier des protéines d’intérêts, et 

ce, peu importe les acides aminés présents dans le site actif. L’utilisation d’une ogive moléculaire 

nécessite un résidu nucléophile à proximité du site actif. Comme la première partie du mémoire 

a pu le démontrer, il est essentiel d’avoir une position spatiale optimale pour se lier, rendant 

l’opération complexe.  Cette complexité est accrue par le fait que la cible étant inconnue, il n’est 

pas possible de savoir si le nucléophile sera présent. De plus, l’ajout d’une ogive trop réactive va 

enrichir beaucoup de protéines non-spécifiques et compliquera l’analyse finale par la 

spectrométrie de masse.  

Pour ces diverses raisons, le choix d’ogives moléculaires n’est pas préférable pour l’identification 

de cibles. Les fonctions photoactivables offrent un profil plus attrayant par leur spécificité. Parmi 

les plus communément utilisées, on retrouve la diazirine, la benzophénone et l’azoture. (Figure 

56) 
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La fonction diazirine sera choisie par rapport aux deux autres possibilités à cause des avantages 

qu’elle procure.52 La benzophénone est un groupement très encombré pouvant influencer 

négativement l’affinité du composé pour la cible. De plus, le diradical formé par le rayonnement 

UV est stabilisé par la résonnance des groupements aromatiques, ce qui ralenti la réaction 

d’insertion. Cette conséquence occasionne plus de liaisons non-spécifiques avec des protéines 

indésirables. Bien que l’azoture soit un très petit groupement, son activation nécessite une 

irradiation à 250-350 nm. Il faut savoir qu’une irradiation à cet intervalle de longueur d’onde 

occasionne des dommages aux matériels cellulaires. De plus, le nitrène à tendance à se réarranger 

très rapidement, limitant ainsi la disponibilité du radical pour l’insertion dans les acides aminés 

de la cible. C’est à cause de son excellente stabilité chimique, son encombrement stérique 

minime, son carbène très réactif qui ne se réarrange pas et sa longueur d’onde élevée que la 

diazirine a été sélectionnée comme groupement photoactivable de prédilection. Cependant, un 

inconvénient des diazirines est que le carbène est désactivé rapidement par le solvant. 74 

Finalement, il est possible de choisir une diazirine aliphatique ou une diazirine aromatique. Il a 

été démontré que les diazirines aliphatiques avaient tendance à réagir intramoléculairement, 

Figure 56 : Structure chimique des fonctions photoactivables présentes dans l’approche ABPP ainsi que 
leur longueur d’onde d’activation et de leur insertion dans les acides aminés 
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mais leur synthèse est beaucoup plus simple.51, 75, 76 L’une des façons de contrer cet effet négatif 

consiste à stabiliser le carbène par un groupement électroattracteur et c’est pour cette raison que 

les diazirines aromatiques possèdent un groupement CF3.77 Cette propriété leur permet de réagir 

beaucoup plus sélectivement avec les acides aminés adjacents et le carbène est inactivé beaucoup 

moins rapidement. Il y a aura utilisation de ces deux types de diazirines pour maximiser l’espace 

chimique compte tenu qu’aucune information du site actif de la cible est connue.   

Toujours dans l’optique de conserver le plus possible l’affinité des sondes pour leur cible, la 

seconde fonction qui a été sélectionnée est l’alcyne. Cette fonction est très petite et accessible 

commercialement. De plus, l’alcyne permet la cycloaddition de Huigsen qui fait partie de la chimie 

Click.48 L’alcyne a la capacité de réagir sélectivement dans un milieu physiologique avec l’azoture 

au moyen d’une réaction exothermique relarguant de l’azote moléculaire. Les rendements de 

cette réaction sont excellents et il s’agit d’une réaction robuste. Le choix de l’alcyne s’avère un 

choix sensé pour le développement des sondes de UM171 pour ces diverses raisons.     

Dans un cheminement rationnel pour le choix de l’emplacement des groupements fonctionnels 

nécessaire pour la chimioprotéomique, il est essentiel d’effectuer une étude de relation structure-

activité. Il existe une dualité importante dans la conception d’une sonde lorsque la cible est 

inconnue. Tout d’abord, il est important de conserver une bonne affinité du composé pour la cible 

sans quoi il sera nécessaire d’augmenter la concentration cellulaire des sondes pour obtenir une 

réponse cellulaire similaire. Cette conséquence occasionne une augmentation des protéines non 

spécifiques conduisant ainsi à une analyse beaucoup plus complexe. La seconde partie de la 

dualité concerne l’emplacement de la diazirine par rapport à la cible. Si la modification n’influence 

pas l’affinité de la sonde pour la protéine, il est fort à parier que le groupement photoactivable se 

trouve dans un endroit loin du site actif, par exemple dans une région exposée au solvant. Cette 

situation occasionne un second problème : la sonde sera consommée par le solvant et non par la 

protéine d’intérêt.  Ainsi, il est primordial de synthétiser de multiples sondes variant 

l’emplacement de la fonction photoactivable pour jouer sur cette dualité entre affinité et 

emplacement spatial. Par chance, une étude structure-activité préalable a été effectuée par divers 

chimistes de la plateforme qui sont Yves Gareau, Stéphane Gingras, Réjean Ruel et Yves 

Chantigny. Cette étude a permis d’identifier les sites permissifs qui peuvent accommoder une 

fonctionnalisation sur la molécule UM171. La figure 57 illustre sommairement les conclusions 

observées par l’étude RSA. 
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Connaissant les possibilités qu’offre la molécule UM171 pour la fonctionnalisation, diverses idées 

furent mises de l’avant pour la conception de sondes.  

 

 

 

  

Figure 57 : Résumé des observations générales concernant l’étude de relation structure-activité des 
analogues du composé UM171. En couleur orange se trouvent les isostères possibles pour ne pas 
influencer l’activité, en rouge la zone n’offrant aucune liberté de modification et en vert les sites 
permissifs pour la fonctionnalisation.    

 

Figure 58 : Approche conceptuelle des sondes photoactivables de UM171 selon les observations 
décrites par le RSA. La diazirine sera mise soit sur une chaine aliphatique (structures du centre et de 
gauche) ou soit sur le groupement benzyle (structure de droite)     
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Tel que la figure 58 l’illustre, il existe deux approches possibles pour ajouter des fonctions sans 

trop influencer l’affinité. Il est possible de substituer soit le benzyle ou soit la chaine aliphatique 

aminée. L’approche conceptuelle fut initialement de changer le méthyl tétrazole par le méthyl 

ester pour simplifier la synthèse, d’autant plus que cette modification influence très peu l’affinité 

du composé. Par la suite, le cyclohexyle sera substitué par une chaine ouverte aliphatique, 

notamment pour travailler en milieu achiral tout en modulant plus facilement l’emplacement 

spatial des fonctions alcyne et diazirine sur les sondes. Dans un cas, l’approche sera de mettre la 

diazirine sur le benzyl en position para. Cette position permet de limiter la rotation qui pourrait 

se produire en meta et de maximiser par le fait même les chances que la diazirine soit orientée 

vers des acides aminés et non dans le solvant. Pour ces sondes, il y aura ajout d’une longue chaine 

aminée possédant une amine tertiaire et se terminant avec un alcyne. Dans le cas de figure d’une 

substitution sur la chaine aliphatique aminée, il sera question de mettre à la fois la diazirine et 

l’alcyne sur cette chaine. Étant donné que cet emplacement est très permissif, il est adéquat d’y 

ajouter les deux fonctions contiguës l’une de l’autre. Afin de maximiser les chances de réactions 

de la diazirine pour la protéine d’intérêt, diverses longueurs de chaines amines seront 

synthétisées, allant d’une chaine à 3 carbones à une chaine à 6 atomes de carbones. Les fonctions 

diazirine et alcyne seront ajoutées sur l’amine terminale via une liaison amine ou amide. 

 

3.1.2 Synthèse des sondes diazirines substituées sur la chaine aliphatique 

La synthèse de ces sondes a été possible grâce au travail remarquable d’un stagiaire d’été, Moïse 

Perreault, qui a permis de donner un gros coup de pouce dans leur réalisation. La construction de 

ces sondes a été séparée en trois étapes distinctes : la synthèse de la diazirine, la synthèse des 

chaines aliphatiques et la synthèse de l’hétérocycle 9H-pyrimido[4,5-b] indole.  

Synthèse des diazirines 

L’une des approches pour ajouter la diazirine à la chaine aminée consiste à effectuer une réaction 

de substitution nucléophile entre l’azote et un tosyle. Ainsi, la synthèse de l’intermédiaire de 

synthèse a été réalisée en suivant la méthodologie développée par le groupe de Radford (Figure 

59). 78 L’idée de cette synthèse de diazirine consiste à former initialement l’imine à partir de la 

cétone, 4-hydroxy-2-butanone 32, en utilisant l’ammoniac liquide comme solvant. Puisque 

l’ammoniac se trouve en excès, l’équilibre cétone/imine est déplacé vers l’imine. Bien que la 
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plupart des procédures de la littérature utilisent une solution de 7 N d’ammoniac dans le 

méthanol, la réaction dans l’ammoniac liquide offre une efficacité nettement supérieure compte 

tenu du grand nombre d’équivalents présent dans la réaction.75 Cette réaction nécessite 5 heures 

d’agitation dans un bain de glace sèche avec acétone pour préserver l’ammoniac sous forme 

liquide, qui possède un point d’ébullition de 24.7 °C. Une fois cette réaction terminée, il y a eu 

ajout d’une solution d’acide hydroxylamine-O-sulfonique dans le méthanol. Ce réactif permet de 

former l’hétérocycle diaziridine, via l’élimination d’acide sulfonique. Ce dernier formera un sel 

avec l’ammoniac et précipitera du milieu réactionnel favorisant alors la réaction.  Il est primordial 

de solubiliser l’acide hydroxylamine-O-sulfonique dans le méthanol avant de l’ajouter à la 

réaction, car la réaction est très exothermique et dégage beaucoup de chaleur. Dans 

l’optimisation de la méthode, lorsque l’acide hydroxylamine-O-sulfonique était ajouté 

directement sous forme solide à la réaction, une légère explosion était observée, résultant d’une 

conversion en produit très faible lors de l’analyse du brut réactionnel par RMN. Ainsi, l’acide a été 

solubilisé dans le méthanol, la réaction a été agitée durant la nuit et l’analyse du brut réactionnel 

a permis d’observer l’apparition de la diaziridine grâce au déplacement chimique du groupement 

méthyle. La dernière étape de cette réaction multi-étape était l’oxydation de la diaziridine en 

diazirine 33 via l’utilisation de l’iode élémentaire et de la triéthylamine. L’apparition d’une couleur 

orangée persistante indiquait la complétion de la réaction. Il s’agit d’un titrage, l’iode élémentaire 

est orangé, mais lorsqu’il réagit avec la diaziridine, il y a formation du sel incolore de 

triethylammonium et d’iodure. Par conséquent, une persistance de la couleur indique que tous 

les substrats ont été oxydés. Cette réaction a donné une huile avec un rendement de 51 %, ce qui 

suit les rendements de la littérature.79  

 

 

 

Figure 59 : Séquence expérimentale pour l’obtention de la diazirine 34 fonctionnalisée par un alcool 
tosylé     

 

32 33 34 
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La prochaine réaction de cette séquence était la tosylation de l’alcool 33 par le chlorure de tosyle. 

La procédure suivie est celle du groupe du Pr Chen, qui utilise une réaction d’addition-élimination 

de l’alcool sur le chlorure de tosyle.80 Il a été observé que la présence d’un solvant chloré tel que 

le dichlorométhane ou le chloroforme permet de réduire la réaction parasite de la pyridine sur 

l’ester d’acide sulfonique 35 qui forme le sel de pyridinium 36 (Figure 60).81, 82 Le DMAP s’est 

retrouvé à être un excellent catalyseur pour la tosylation des alcools, réduisant considérablement 

le temps de réaction en activant l’espèce acylante avec un meilleur groupe partant que le chlore. 

La triéthylamine permet d’accélérer la réaction en permettant de déprotoner l’alcool ayant réagi 

sur l’ester sulfonique. 

 

 

Cette réaction a donné un rendement de 49 %, ce qui est faible étant donné que cette réaction 

devrait être quantitative, mais il est probable que la purification sur silice ait décomposé une 

partie du composé qui est très sensible aux nucléophiles. Le rendement mentionné dans la 

référence est de 71 %, supérieur à ce qui a été isolé.80 Cette diazirine 34 fin prête sera utilisée 

comme agent alkylant pour fonctionnaliser une amine sur l’échafaudage de UM171. 

La seconde diazirine qui a été synthétisée comme intermédiaire de synthèse est un acide 

carboxylique pour permettre une fonctionnalisation via un couplage amide.  

 

 

 

 

Figure 60 : Formation du sel de pyridium en présence d’un tosyl d’alcool rapportée par Sekera    

Figure 61 : Séquence expérimentale pour l’obtention de la diazirine fonctionnalisée par un acide 
carboxylique 

35 36 

37 38 
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Pour synthétiser ce dernier, la méthode du groupe de Pr Jewett a été appliquée.83 Cette méthode 

utilise l’acide lévulinique 37 et cette fois-ci l’imine a été formée via l’utilisation d’une solution de 

7 N d’ammoniac dans le MeOH. Le reste de la méthodologie est la même que celle discutée plus 

haut, passant par les étapes de la diaziridine via l’acide hydroxylamine-O-sulfonique suivie de 

l’oxidation par l’iode afin d’obtenir la diazirine 38. Le rendement obtenu fut de 90% ce qui suit la 

littérature. Ceci conclut l’obtention des intermédiaires contenant les diazirines.  

Synthèse des chaines aliphatiques 

Les seconds blocs de construction qu’il fut nécessaire de synthétiser sont les amines propargylées 

qui seront ajoutées au corps des sondes de UM171 via une substitution nucléophile aromatique. 

Le défi de ces synthèses a été de fonctionnaliser asymétriquement une amine sur des substrats 

diamines. La synthèse sélectionnée s’inspire de la méthodologie du groupe du Pr Nicolas 

Winssinger, qui utilise un très grand excès de diamines pour une faible quantité de chlorure de 

propargyle.84 De ce fait, le réactif alkylant sera consommé rapidement et les probabilités d’avoir 

une double alkylation sur la même molécule sont extrêmement faibles. Puisqu’il s’agit d’une 

question statistique, l’ordre d’ajout des réactifs est primordial dans ce type de réaction. Il faut 

que l’alkylant soit ajouté dans le réactif en excès et non l’inverse. De plus, l’ajout doit se faire 

lentement pour avoir une répartition uniforme et limiter les probabilités d’une double addition. 

Les diamines choisies possédaient diverses longueurs permettant d’offrir un plus grand éventail 

dans l’espace pour venir lier la cible inconnue. Le tableau 11 renseigne sur les rendements 

obtenus pour les diverses diamines sélectionnées (39,40,41).  
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Tableau 11 : Diamines propargylés asymétriques synthétisés et leur rendement 

correspondant 

 

Diamine Produit Identification Rendement 

  
39 31 % 

 

 40 
16 % 

  
41 

40 % 

 

 

Il est très difficile de suivre cette réaction, puisque l’un des substrats est en large excès et que le 

second est aliphatique et de petite masse. Pour maximiser les chances de complétion de la 

réaction, un temps de 4 heures a été suivi aveuglément comme effectué dans la publication.84 

Pour la purification, il a été nécessaire d’utiliser une distillation de type Kugelrohr pour séparer le 

toluène, le réactif diamine initial et le produit. Les faibles rendements obtenus sont dus à cette 

distillation qui n’était pas simple pour la séparation des différents paliers. Des paliers impurs 

furent obtenus, occasionnant ainsi des pertes de produits. Néanmoins, cette méthode a permis 

d’obtenir les différentes amines monosubstituées en une seule étape.   

Synthèse des sondes aliphatiques  

Une fois les différents morceaux obtenus, il était possible d’entamer la synthèse des diverses 

sondes aliphatiques. La voie de synthèse qui a été suivie est représentée à la figure 62.  
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La voie de synthèse de l’échafaudage de UM171 provient du brevet publié par l’équipe des 

chimistes qui ont développé la chimie pour la synthèse des analogues de UM171.85 La séquence 

est illustrée à la figure 62. La voie qui a été développée débute par la formation de l’hétérocycle 

pyrimidine qui est fusionné avec l’indole 42 via une condensation entre un méthyl ester et un 

système amide/amine. Cette réaction se fait dans le micro-onde avec l’ajout du méthyl 2-

phénylacetate et le 2-amino-1H-indole-3-carboxamide 42 en présence de méthanoate de sodium. 

Il était très important d’avoir un milieu anhydre, car l’eau a un impact limitant sur la réaction en 

déplaçant l’équilibre vers les réactifs.  Une fois le corps de la molécule formée 43, il y a eu 

chloration de l’alcool de la composante hydroxypyrimidine via le trichlorure de phosphoryle 

agissant comme solvant et réactif.85, 86 Cette réaction se trouve à être très lente à cause de l’acidité 

du proton présent sur l’alcool nucléophile qui est faible, aspect important pour qu’un anion 

chlorure puisse effectuer la substitution. La présence du chlore en position adjacente d’un azote 

permet de faire une réaction clé en synthèse hétérocyclique, soit une substitution nucléophile 
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Figure 62 : Séquence synthétique pour la formation des sondes diazirines aliphatiques analogues au 
composé UM171. (*) Les astérisques signifient que les structures présentées dans le carré rouge sont 
celles désirées et non les structures réellement obtenues comme il sera expliqué plus loin.  
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aromatique avec les amines synthétisées préalablement. Pour effectuer la réaction de SnAr, 

l’amine en question (39,40 ou 41) et l’hétérocycle 44 ont été mélangés dans le MeOH et placés 

dans le micro-onde à 140 °C. L’encombrement stérique va guider la sélectivité de la réaction 

favorisant l’amine primaire plutôt que l’amine secondaire. Suite à l’obtention de ces produits (45, 

46 ou 47), la diazirine a été ajoutée. Pour ce faire, deux approches ont été utilisées, soit via un 

acide carboxylique 38 ou soit via un tosylate d’alcool 34. Dans le premier cas, un couplage avec 

l’agent activant HATU en présence d’une amine tertiaire, DIPEA, a permis d’obtenir les diverses 

sondes souhaitées (‘942, ‘944 et ‘945).87 Pour l’approche utilisant le tosylate, une réaction de 

substitution nucléophile SN2 a été privilégiée dans le DMF avec l’ajout d’une base de carbonate 

pour effectuer la réaction.88 Lors des analyses par LCMS et masses exactes des produits obtenus 

de cette réaction (‘941 et ‘943), tout semblait illustrer l’obtention des sondes désirées. 

Cependant, lors de l’analyse RMN une surprise indésirée a été observée : la substitution ne s’est 

pas produite au bon endroit. La figure 63 illustre une comparaison entre la sonde amide ‘942 et 

la sonde ‘941 provenant de la réaction de SN2 avec le tosylate. Le premier constat fut une absence 

du proton du NH aromatique lors de l’utilisation de la réaction de substitution nucléophile. Le 

second constat est que les protons du cycle composé de l’ester méthylique ont subi un 

déplacement chimique relatif à une sonde où un coupage amide a été effectuée, qui par 

conséquent possède un N-H pyrrolique non fonctionnalisé. Ces deux indices indiquent une seule 

conclusion : la diazirine a été ajoutée sur l’azote pyrrolique et non sur l’azote aliphatique 

initialement prévu. Afin de comprendre l’explication de cette réactivité, il faut se pencher sur les 

pka des diverses espèces présentes dans la réaction, lesquels sont illustrés à la figure 64.    
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Figure 64 : Valeur de pKa des espèces impliquées dans la réaction de SN2 activée par la base carbonate 
de potassium. Le carbonate, l’amine secondaire de la chaine aliphatique et des analogues 
hétérocycliques de l’azote pyrrolique se trouvant dans le composé UM171.     
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Figure 63 : Spectre RMN focalisé sur la région aromatique afin d’illustrer la perte de l’hydrogène N-H 
aromatique lors de la réaction avec le tosyle d’alcool. A) Spectre RMN d’une sonde diazirine liée selon 
un lien amide qui comporte le proton sur l’azote pyrrolique. B) Spectre RMN d’une sonde diazirine 
provenant de la réaction avec le tosyle d’alcool où il est possible de voir la disparition du proton 
pyrrolique.    
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L’objectif de l’utilisation de la base carbonate dans la réaction est de venir activer l’azote 

aliphatique et de s’assurer que l’espèce en présence est l’amine secondaire neutre. L’amine 

protonée n’est pas réactive pour une réaction de SN2, contrairement à l’espèce secondaire neutre. 

Le carbonate possède un pKa de 10.33 selon la table de pKa62 et l’amine secondaire protonée 

possède un pKa d’environ 10-11 variant en fonction des substituants. Ainsi, la base carbonate 

permet de s’assurer que le bon état de charge de l’azote pour la réaction soit obtenu. Cependant, 

si on regarde maintenant le pKa de l’azote aromatique, c’est plus complexe. Il faut faire des 

analogies avec la littérature pour déduire la valeur du pKa. Si l’on regarde le pKa de l’indole, ce 

dernier est de 21 dans le DMSO et le fait de rendre le cycle plus pauvre en électrons avec le 

benzimidazole le  descend à 16.4.89 L’évolution des pKa dans un système à trois cycles fusionnés 

va comme suit : dans le cas du carbazole le pKa est légèrement plus acide que celui de l’indole à 

cause de l’augmentation du degré d’aromaticité. La différence de pKa est encore plus marquée 

avec l’ajout d’un azote dans un cycle adjacent qui appauvrit la densité électronique et diminue le 

pKa a une valeur de 14.0 pour l’azote pyrrolique.62 Dans un système aromatique, ce qui régit le 

pKa est la capacité du système à neutraliser la charge négative qu’occasionnera la déprotonation. 

On peut penser à deux paramètres qui peuvent mieux stabiliser la charge : tout d’abord, l’ajout 

de fonctions qui peuvent augmenter la résonnance, par exemple un ester, un cycle aromatique 

supplémentaire. Le second aspect est l’ajout de groupements qui retirent de la densité 

électronique au système, donc qui possède une grande électronégativité, tels que des 

groupements nitro et trifluorométhyle. Lorsque l’on regarde la structure de base des substrats de 

UM171, on constate que l’azote pyrrolique se trouve dans un système à trois cycles, avec deux 

azotes dans le cycle adjacent et possède un ester méthylique dans l’autre cycle adjacent. Bien que 

le benzyle et l’azote sont des groupements donneurs de densité électronique, leur effet est 

beaucoup moins important que les autres fonctions qui retirent beaucoup de densité. De ce fait, 

le pKa de l’azote pyrrolique se trouve à être inférieur à 14.0, comme il a été observé dans le γ-

carboline, une espèce possédant une structure analogue au corps de UM171. Ainsi, le carbonate 

a déprotoné l’azote aromatique : ce dernier, devenu plus nucléophile que l’azote aliphatique, a 

réagi sur le tosylate. Ces produits ne furent pas désirés à premier abord, mais restent tout de 

même intéressants puisqu’ils offrent un nouvel emplacement dans l’espace pour la position de la 

diazirine.  
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Voici les structures corrigées des composés obtenus :  

 

 

3.1.3 Synthèse de la sonde diazirine substituée sur un aromatique 

La synthèse de cette diazirine a été décomposée en deux étapes. Dans un premier cas, il y a eu 

pré-fonctionnalisation des espèces formant le corps de UM171 avec un précurseur de diazirine 

suivie de la condensation formant le cycle. La seconde étape a été de déprotéger la pré-

fonctionnalisation et de venir former la diazirine CF3. Afin de venir ajouter le groupement 

trifluorométhyle, il est nécessaire de passer par un carbanion très réactif pouvant réagir avec une 

multitude d’électrophiles. Par conséquent, il faut ajouter ce groupement en début de synthèse, 

où les substrats sont simples et non fonctionnalisés. Ensuite, les groupements protecteurs Benzyl 

et Boc seront nécessaires pour fonctionnaliser sélectivement la molécule.   

Figure 65 : Structures corrigées pour les sondes aliphatiques qui devaient être substituées sur l’amine 
aliphatique par la diazirine mais qui en réalité ont été fonctionnalisées sur le N-H aromatique 
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Synthèse des précurseurs du core de UM171 

La synthèse du premier précurseur s’est inspirée de la procédure du brevet de UM171 publiée par 

le groupe de chimie médicinale de l’IRIC.85 La synthèse débute par l’acide para-tolylacétique 48 

qui a été estérifié 49 selon les conditions de Fischer, soit dans l’éthanol par catalyse avec l’acide 

sulfurique.90 Le rendement fut quantitatif pour cette réaction. La seconde réaction est une 

bromination radicalaire nécessitant l’utilisation de l’initiateur radicalaire azobisisobutyronitrile.62, 

91 Le gros problème de cette réaction est le contrôle de la sélectivité du radical brome pouvant 

réagir sur les deux sites benzyliques. En substituant le tétrachlorométhane par le chloroforme, il 

a été possible d’augmenter la régiosélectivité et d’obtenir un rendement de 62 % pour la réaction 

de bromation 50. La réaction subséquente a été une oxydation de Ganem, qui est en fait la 

variante de la réaction de Kornblum via l’utilisation d’un N-oxide d’amine tertiaire.92, 93 Cette 

réaction se fait dans un solvant apolaire puisque l’état de transition élimine la charge pour former 

l’aldéhyde 51. De ce fait, un solvant apolaire accélère la réaction. Un rendement de 61 % a été 

obtenu qui peut être expliqué par la présence d’eau dans le dioxane pouvant déprotoner l’amine 

tertiaire responsable d’agir comme base pour le proton benzylique nécessaire à l’oxydation.94 Une 

fois l’aldéhyde 51 obtenu il y a eu ajout du groupement trifluorométhyle  via l’addition du 

carbanion CF3
-. Le réactif de Prakash permet la formation du carbanion en présence d’un anion 

permettant de former un intermédiaire pentavalent sur le silicium.95 Il a été démontré par le 

groupe de Wu que l’utilisation du carbonate de césium permettait d’activer le silicium pour que 

la réaction sur des aldéhydes et de cétones aromatiques soit possible.96 Une fois le carbanion 

ayant réagi sur l’aldéhyde, l’alcool formé sera in situ protégé par le groupement triméthylsilyle. 

Comme cette synthèse nécessite un groupement protecteur différent du TMS pour la 

Figure 66 : Rétro synthèse des grandes étapes pour la formation de la sonde diazirine aromatique 
débutant par la construction de deux morceaux pré-fonctionnalisés suivis du précurseur de diazirine 
avec le corps du composé formé suivi de la formation de la diazirine  
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compatibilité dans les réactions subséquentes, il a été nécessaire d’utiliser une solution de 

fluorure de TBAF pour déprotéger l’alcool pour introduire un groupe protecteur différent.97  Il est 

important d’effectuer la réaction du carbanion dans un milieu le plus anhydre possible étant 

donné la grande réactivité de ce dernier vis-à-vis les hydrogènes labiles. De ce fait une présence 

d’eau neutralise le réactif et un rendement faible sera occasionné. La séquence de l’intermédiaire 

de synthèse se termine par la protection de l’alcool benzylique 52 nouvellement formé par un 

groupement benzyle via une réaction SN2 activée par une base.97 La séquence possède un 

rendement global de 24 % sur 5 étapes avec des pertes plus importantes pour la bromation et 

l’oxydation de Ganem.  

 

 

 

Le second précurseur a été synthétisé par un collègue de la plateforme de chimie. Afin d’expliquer 

la logique de la synthèse, la séquence pour l’obtention de ce dernier est illustrée à la figure 68. Le 

mérite de cette synthèse appartient à Stéphane Gingras. Cette synthèse est décrite dans le brevet 

soumis par les chimistes en 2013 pour la synthèse des analogues de UM171.85  

Figure 67 : Synthèse pour la formation de l’ester benzylique 53 nécessaire pour la formation du tricycle 
de la sonde 

48 49 50 
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Cette synthèse débute par l’utilisation de l’acide 4-fluoro-3-nitrobenzoique 54 qui est estérifié par 

le méthanol en catalyse acide.90 L’une des façons traditionnelles de former les 2 amino-indoles 

consiste à effectuer une réduction cyclique d’un nitro sur un nitrile.98  L’intermédiaire 2-amino-3 

amide indole est un excellent précurseur pour venir former une pyrimidine qui est nécessaire pour 

la formation du tricycle que compose les analogues de UM171. Une fois l’ester 55 formé par la 

réaction de Fisher90, il y a eu substitution nucléophile aromatique par l’énolate du 2 

cyanoacétamide préalablement formé avec l’hydrure de sodium.85, 99 Finalement, une réduction 

sélective du nitro 56 par la réduction de Bachmann qui utilise le fer et un acide a été réalisée.100 

Ceci a permis la condensation de l’aniline sur le nitrile, permettant la formation du 2-amino-3 

amide indole 57. Cette séquence possède un rendement global de 39 % sur 3 étapes avec une 

perte importante sur la formation de l’indole.  

Synthèse du précurseur de diazirine 

Une fois les précurseurs 53 et 57 en main, la séquence pour la synthèse est la même que celle 

décrite dans la section des sondes aliphatiques et dans le brevet de UM171.85 Tout d’abord, il y a 

eu formation de l’hétérocycle par condensation de l’amine du système 2-amino-3-amide indole 

57 sur l’ester 53 et l’amide a permis la fermeture du cycle grâce au méthanoate de sodium. 

Figure 68 : Synthèse pour la formation du 2-amino-3-amide indole 57 nécessaire pour la formation du 
tricycle de la sonde  
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Finalement, il y a eu chloration de l’alcool 58 et substitution nucléophile aromatique sur ce 

chlorure 59 nouvellement formé par l’amine N,N-Bis(3-aminopropyl)méthylamine.85, 86 L’étape 

suivante de la synthèse a été la protection de l’amine aliphatique 60 par le groupement Boc. Cette 

réaction se fait via l’utilisation du dicarbonate de di-tert-butyle en présence d’une base, qui fut ici 

la triéthylamine. La prochaine réaction a été la déprotection du groupement benzyle 61 par une 

hydrogénolyse par catalyse hétérogène sur palladium.97 La dernière réaction pour cette synthèse  

Figure 69 : Étape synthétique pour la construction de la cétone de trifluorométhyle 63, précurseur 
de la diazirine aromatique  
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du précurseur de la diazirine fut d’obtenir la cétone de trifluorométhyle 63. Pour ce faire, 

l’oxydation de l’alcool benzylique 62 avec le réactif de Dess-Martin a été effectuée.101, 102  

Synthèse de la diazirine aromatique 

La dernière section de la synthèse consiste à former la diazirine à partir de la cétone 

trifluorométhyle 63. De nombreuses séquences ont été développées pour la synthèse des 

diazirines aromatiques75, 103-105, cependant la stratégie choisie est celle décrite par le groupe du 

professeur Zezschwitz.106 Tout d’abord, la cétone 63 a été transformée en oxime 64 selon une 

réaction d’addition-élimination sur le carbonyle. Pour catalyser la réaction, la pyridine a été 

utilisée. Cette dernière est peu nucléophile et va déprotonner la charge de l’hydroxylamine. 

Lorsque l’oxime 64 est formée, sa fonction hydroxyle sera tosylée par le chlorure de tosyle, 

transformant ainsi la fonction en excellent groupe partant. Comme cette fonction est sensible, 

uniquement une extraction liquide-liquide a été réalisée et le brut de réaction a été utilisé pour 

la formation de la diaziridine. Pour ce faire, il y a eu réaction de l’oxime tosylée 65 avec de 

l’ammoniac solubilisé dans le dichlorométhane à -78°C. Par une réaction d’addition sur le 

carbonyle et de substitution nucléophile sur l’azote, il y a eu formation de la diaziridine 66. Une 

oxydation de cette dernière par de l’iode et de la triéthylamine a permis la formation de la 

diazirine aromatique 67 avec un rendement de 75 %.105 La dernière étape de la synthèse a été la 

déprotection du groupement Boc par l’acide TFA suivi d’un couplage amine avec l’acide 4-

pentynoïque 69.      
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Si on exclut la synthèse des intermédiaires le rendement global de cette synthèse est de 0.3 % sur 

12 étapes. Les étapes qui ont été coûteuses furent la condensation formant l’hétérocycle 

pyrimidine, la réaction SnAr, l’hydrogénolyse et le couplage de l’amine. Les deux premières 

réactions sont connues pour l’obtention de bas rendement compte tenu de la difficulté des 

réactions et du trouble occasionné par l’eau. L’hydrogénolyse est une réaction qui est 

normalement quantitative, mais la purification sur silice a occasionné une très grande perte. Il 

s’avère que le composé s’adsorbait sur cette dernière et il a été très difficile de l’extraire malgré 

des solvants très polaires. Finalement, on pourrait croire que le couplage de l’amine fut 

désastreux, mais en réalité il s’agit de l’étape de déprotection du Boc qui fut catastrophique pour 

la synthèse. Une analyse LCMS a été prise avant d’effectuer le parachèvement pour vérifier la 

Figure 70 : Dernières étapes pour la formation de la sonde diazirine aromatique de UM171  
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progression de la réaction et uniquement le produit déprotégé a été observé. Par la suite, le 

solvant a été évaporé et l’huile résultante a subi une neutralisation basique et une extraction 

liquide-liquide. Cependant une fois la phase organique évaporée, une analyse LCMS du produit 

final a été effectuée et par mauvaise surprise un nouveau produit s’est formé (Figure 71A). 

Normalement, le carbocation tert-butyl finit par s’évaporer en formant du 2-méthylpropène, 

cependant il s’avère qu’en présence de TFA il y a formation d’un ester activé.107 (Figure 71C). Il a 

été rapporté dans la littérature que le tryptophane se fait alkyler par un groupement t-Bu lors 

d’une déprotection au TFA.107 Il est fort à parier que lors de l’évaporation du solvant acide, il y a 

eu alkylation de l’azote aromatique étant donné que le milieu était concentré et très acide. Ceci 

explique la présence du composé secondaire indésiré 70 de la figure 71B. Il aurait été important 

d’ajouter une molécule piégeuse de carbocation qui agirait comme nucléophile et consommerait 

cet électrophile. Il existe diverses possibilités telles que le triisopropylsilane et le phénol qui 

permettent d’empêcher cette réaction non-désirée.107. Malheureusement la déprotection du Boc 

a occasionné une perte d’au moins 60 % du produit final. 
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3.1.4 Détermination de l’activité des sondes 

Lorsque les synthèses ont été complétées, les composés ont été envoyés à Sophie Corneau, une 

agente de recherche du Pr Sauvageau, qui a déterminé l’activité cellulaire des sondes. Ces 

activités ont été déterminées par le même essai biologique qui a permis d’effectuer l’étude de 

relation structure-activité du composé UM171 discutée dans l’introduction, soit via une 

quantification des protéines CD34+ et CD45RA- présent à la surface des cellules souches.  Le 

tableau 12 illustre la structure moléculaire des composés soumis, leur identification et leur 

activité.  

 

 

Figure 71 : Formation d’un produit d’alkylation 70 par le cation t-Butyl qui a causé une perte de 
rendement considérable. a) LCMS du milieu réactionnel avant et après le parachèvement. b) Structure 
chimique du produit désiré ainsi que de l’impureté. c) Mécanisme réactionnel expliquant la formation 
du produit secondaire.  
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Tableau 12 : Identification des sondes analogues à la structure de UM171 ainsi que leur 

activité biologique multiplicative sur les cellules souches hématopoïétiques 

Composé 
Structure 

 chimique 

EC1,5 (nM)  

(n=2) 
Composé 

Structure 

chimique 

EC1,5 (nM)  

(n=2) 

UM0142941 

 

4369 UM0142942 

 

280 

UM0142943 

 

Inactive UM0142944 

 

361 

UM0142945 

 

36 UM0142946 

 

153 

UM0142947 

 

10 UM171 

 

17-1938  
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L’activité qui a été rapportée pour le composé UM171 dans la littérature est de 17-19 nM, 

connaissant cette valeur et ayant une connaissance du RSA, il est possible de mieux interpréter 

les valeurs obtenues.38 Le composé ‘947 possède une structure similaire au composé UM171 à 

l’exception de la présence de méthyl ester et d’une chaine aliphatique aminée distincte. Sans 

grande surprise ce composé possède une activité du même ordre de grandeur, compte tenu que 

les changements structuraux conservent les mêmes interactions présentes dans UM171. 

Maintenant, si l’on regarde les sondes possédant une diazirine liée par un lien amide, soit les 

composés ‘942, ‘944 et ‘945, on peut constater une différence d’affinité entre eux et avec UM171. 

Pour les sondes ‘942 et ‘944, on ne retrouve pas la présence d’une amine basique sur la chaine 

aliphatique contrairement au composé ‘945. Cette différence structurale est corrélée par la 

différence d’affinité entre les sondes ‘942/’944 et la sonde ‘945 qui est plus affine. Alors la sonde 

‘945 possède une affinité similaire au composé UM171, puisqu’elle a une amine basique 

contrairement aux sondes ‘942 et ‘944. Cette observation est en accord avec la RSA préalablement 

effectuée par l’équipe de chimistes de la plateforme de chimie médicinale qui indiquait une 

augmentation de l’affinité en fonction du pKa de l’amine. On peut faire les hypothèses que cette 

amine basique permet d’influencer divers aspects tel que la solubilité, les interactions dans le site 

actif et une localisation favorable pour la molécule et la cible thérapeutique. Si l’on observe les 

sondes ‘941 et ‘943, il est possible de constater que leur activité est très faible.  Cette très grande 

différence est due à l’emplacement de la diazirine sur l’azote central du tricycle de la structure de 

UM171. Dans la RSA, il avait été démontré qu’une méthylation de cet azote aromatique rendait 

le composé inactif. On peut conclure que ce dernier permet une liaison hydrogène dans le site 

actif avec un accepteur. Ce contact est essentiel pour l’activité, il n’est pas surprenant de voir une 

perte d’affinité lorsque les diazirines sont situées sur ce site. Le composé ‘946 possède la diazirine 

sur le benzyl en position para, selon la RSA, cette position est tolérante à un ajout d’atome tel que 

le brome et le fluor. Il y a constatation d’une légère perte d’affinité par rapport aux composés 

UM171 et ‘947. Il est fort à parier que cette perte d’affinité provienne d’encombrement stérique 

de la fonction diazirine dans le site actif. Ainsi les sondes synthétisées permettent d’offrir trois 

orientations distinctes pour la diazirine selon leur localisation sur la molécule. Il existe toujours 

un coût pour l’ajout d’une fonctionnalité sur une molécule comme il a été possible de le constater 

avec les diverses sondes, cependant l’impact est plus ressenti sur les sondes ‘941 et ‘943, 

contrairement aux autres sondes qui ont perdu au maximum un ordre de grandeur vis-à-vis le 

composé phare UM171. 
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Parmi les sondes initialement planifiées, il n’a pas été possible d’obtenir les sondes aliphatiques 

comportant une diazirine attachée à une amine basique compte tenu d’une réactivité non-

planifiée de l’azote indolique lors de la réaction SN2 sur le tosyle. Une seconde voie synthétique 

serait possible pour obtenir ce type de substrat. Lors de travaux préliminaires pour la synthèse 

d’un substrat non-relié à ce projet, une voie de synthèse a été explorée avec Moïse Perreault, qui 

mettait de l’avant la fonctionnalisation asymétrique d’une diamine avec une diazirine et un 

alcyne. Débutant avec la diamine 39 décrite dans le mémoire, il est possible de venir protéger 

sélectivement une amine primaire d’une amine secondaire avec le réactif Boc-ON.108 Lors du stage 

de Moïse109, cette réaction a donné un rendement isolé de 44 % de cette diamine 71. Comme une 

amine est nettement plus réactive qu’un amide, l’ajout de la diazirine 34 ayant le groupement 

partant tosylate a permis d’obtenir sélectivement la réaction SN2 sur l’amine 71 avec un 

rendement de 33 %. L’étape suivante est la déprotection du groupement Boc avec de l’acide 

chlorhydrique dans le dioxane pour se retrouver avec le sel d’amine 73.97 L’hypothèse synthétique 

serait d‘effectuer la substitution nucléophile avec cette amine asymétrique où le seul site réactif 

sera l’amine primaire. Cette voie de synthèse covergente permet de s’assurer que la diazirine se 

trouve sur l’amine de la chaine aliphatique et non l’amine aromatique. La fonctionnalité diazirine 

est relativement stable à la chaleur, néanmoins l’utilisation du micro-onde pourrait être 

problématique. Il est possible de faire la réaction SNAr sur une période de 16h sans utiliser le 

micro-onde pour obtenir le produit 74.85 De cette façon les sondes auraient pu  être obtenues.       

Figure 72 : Suggestion d’une voie alternative convergente pour les sondes diazirines substituants une 
amine basique sur la chaine aliphatique   

 

74 

39 71 72 

73 44 

34 



 

115 
 

3.2 Optimisation de la méthode de chimioprotéomique 

3.2.1 Approche pour l’optimisation de la méthode de chimioprotéomique 

Tel que mentionné dans l’introduction l’approche utilisée pour l’identification de la cible de 

UM171 est la chimioprotéomique via la méthode ABPP. Avant d’effectuer une expérience 

complète, il est primordial de vérifier et d'optimiser les diverses étapes de la procédure pour en 

connaître ces limitations et ces étapes critiques. Ainsi cette présente section déclinera les 

optimisations et vérification de la procédure pour en finir avec une expérience complète avec les 

sondes synthétisées. La procédure se divise selon les étapes suivantes :  il y a incubation de la 

sonde, suivie d’une irradiation UV pour activer la diazirine qui est ensuite suivie d’une lyse 

cellulaire pour effectuer une réaction Click venant attacher une biotine aux sondes permettant 

un enrichissement via des billes de streptavidine. À la suite de lavages, un clivage des billes est 

finalement effectué avant la digestion trypsique et les peptides sont injectés dans le spectromètre 

de masse. La figure 73 illustre les diverses étapes schématiquement.    

 

 

Figure 73: Procédure de chimio-protéomique qui sera utilisée pour l’identification de la cible de 
UM171. Cette procédure se décline en 8 étapes allant de l’incubation des sondes dans les cellules 
jusqu’à l’injection des peptides dans le spectromètre de masse.  
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3.2.2 Incubation des sondes 

La première étape de la procédure de chimioprotéomique est l’incubation des sondes dans les 

cellules. Bien que l’expérience sur l’expansion des cellules souches ait permis de déterminer les 

valeurs de EC1,5 , aucune information n’a été obtenue concernant le temps nécessaire pour obtenir 

une activité cellulaire. Étant donné que cette expérience se déroule sur 7 jours, le temps minimal 

pour obtenir une réponse cellulaire n’est pas connu.  Il est important de connaître cette 

information pour savoir le moment optimal pour irradier les cellules de façon à maximiser les 

chances de lier la protéine d’intérêt. Il a été observé par le groupe de Larsson et collaborateurs 

qu’UM171 interagissait de façon indirecte avec la machinerie du complexe RCOR/LSD1.110  Une 

des conséquences de cette interaction est la dégradation de RCOR et LSD1 par le protéasome. Il 

est connu dans la littérature que les inhibiteurs de LSD1 tel que 2-PCPA sont responsables 

d’empêcher la déméthylation de la lysine (K4) sur l’histone 3. Cette position H3K4 régule la 

différenciation des gènes de cellules souches hématopoïétiques.110, 111 Cependant UM171 n’agit 

pas sur LSD1 comme a pu le démontrer Larsson. De ce fait, il est possible que la dégradation du 

complexe LSD1/RCOR puisse déterminer de façon indirecte un temps d’incubation optimal des 

sondes. Afin de connaître le temps d’incubation pour les sondes les biochimistes du groupe de Pr 

Guy Sauvageau ont effectué une petite expérience avec le composé UM171 dans les cellules AML1 

(Figure 74). L’idée a été d’incuber la molécule à 250 nM et de varier le temps d’incubation. Une 

fois ces incubations terminées, il y a eu une lyse cellulaire avec un détergent non-ionique (NP40) 

et préparation d’un gel SDS-PAGE. C’est par un buvardage de Western et l’utilisation d’un 

anticorps reconnaissant RCOR qu’il a été possible de suivre la dégradation de RCOR dans les 

cellules AML1.112  

 

 

Figure 74 : Manipulations pour la détermination du temps d’incubation pour le composé UM171 
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L’équipe a déterminé qu’après un temps de 4 heures d’incubation, il y a dégradation complète de 

RCOR et une légère diminution de LSD1. Ce résultat est très indicatif pour le temps d’incubation 

et cela s’appuie sur les résultats du groupe de Larsson qui avait observé une dégradation complète 

de RCOR après 6 heures, mais avec une concentration de 140 nM de composé.110 Une seconde 

information qui a été déterminée par les biologistes est que la molécule d’UM171 devient toxique 

lorsque la concentration dépasse 5 μM, causant ainsi de la mortalité cellulaire. En se basant sur 

les résultats préliminaires des membres du laboratoire du Pr Guy Sauvageau, le choix s’est arrêté 

sur une incubation de 4 heures avec une concentration maximale de 5 μM pour les sondes 

photochimiques. Comme les sondes sont moins actives que UM171, une concentration de 5 μM 

devrait être en mesure de dégrader RCOR tout en limitant l’apparition de toxicité.  

3.2.3 Irradiation des sondes 

Le second paramètre à vérifier est la réaction de photoactivation de la diazirine avec la lampe. Il 

est rapporté dans la littérature que la fonction diazirine, qu’elle soit aliphatique ou aromatique, 

est activée avec une longueur d’onde avoisinant 350 nm.113, 114 La première expérience de cette 

section a été de vérifier l’intensité et la longueur d’onde de la lampe utilisée pour la procédure. 

Le spectre d’émission est illustré à la figure 75. Il s’avère que la lampe possède un maximum 

d’émission à 366 nm avec une plage très restreinte à cause d’une émission atomique. L’intensité 

de ce type de lampe est de 20,000/5,000 μW/cm2, donc très puissante. 115 

 

Figure 75: Spectre d’émission de la lampe B-100AP High Intensity de UVP qui possède un maximum 
d’émission vers 365.7nm.  
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La prochaine preuve de concept qu’il était nécessaire de démontrer était la capacité même des 

sondes à lier une entité et d’en déterminer l’efficacité. L’approche qui a été adoptée est celle 

d’utiliser des peptides et de faire la démonstration d’une modification chimique par les sondes. 

En 2017, un papier a été publié par le groupe du Pr Schriemer où ils ont mesuré la distribution 

d’insertion dans les acides aminés selon diverses sondes diazirines.116 Comme preuve de concept 

la procédure qui a été mise de l’avant pour tester les sondes de UM171 s’est inspirée de ce papier 

pour avoir une confiance dans les résultats obtenus et avoir un aspect comparatif. Les peptides 

modifiés par les sondes présentent un patron de fragmentation pouvant rendre difficile la 

confirmation du peptide lors du MS/MS. Afin de mieux distinguer les faux positifs et les vraies 

identifications, une étude de fragmentation des sondes a été réalisée préalablement avec 

l’Orbitrap. L’idée ici fut d’infuser un cocktail composé des sondes et de choisir sélectivement un 

ion précurseur avec le quadripôle et ensuite faire varier l’énergie de la cellule de collision pour en 

observer les différents fragments. Avec ce type d’analyse, il est possible de mesurer l’intensité 

d’ions précis en fonction d’une énergie de collision donnée. Ces analyses offrent de belles 

mosaïques permettant de retracer les fragments de sondes selon l’énergie donnée au système. 

Le travail informatique a été possible grâce au coup de main d’un collègue, Mathieu Courcelles. 

Une couleur verte indique une grande abondance et une couleur rouge une faible abondance. La 

tendance observée par cette expérience est que pour une faible énergie de collision, on observe 

des fragments de grandes masses. Au point tel qu’il est possible d’observer la masse intacte dans 

le cas de 10 NCE(Énergie de collision normalisée), une quantité d’énergie corrélée au rapport 

masse/charge des différents ions, de telle sorte que les ions avec un rapport plus élévé recevront 

une plus grande quantité d’énergie que ceux ayant un plus petit rapport.117 La valeur de 10 

représente 10% de l’énergie pouvant être fournie par l’appareil et se mesure en eV.26, 117 

Cependant plus on augmente en énergie plus on voit apparaitre des fragments de plus petites 

masses. Cependant, il a été intéressant d’observer des fragments communs entre les sondes soit 

373.17; 345.13; 267.09; 240.08 et 91.05 m/z. L’énergie qui est nécessaire pour avoir une belle 

fragmentation d’un peptide est entre 20 et 30 NCE, une énergie plus grande offre peu d’ions 

nécessaires pour l’identification.118 Par conséquent, les fragments des sondes que l’on devrait 

principalement observer devront se trouver dans cette zone d’énergie de collision.  
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Figure 76 : Cartes de chaleur des diverses sondes et le composé UM171 qui mettent en corrélation les ions 
fragments en fonction de l’énergie de collision utilisée. Une couleur grise signifie une absence. Les ions sont 
classés selon une gradation allant du rouge à une couleur verte signifiant une faible intensité à une forte 
intensité  
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Une fois cette information en main, il a été possible de faire l’expérience avec les peptides. Pour 

ce faire l’hémoglobine a été digérée avec la trypsine pour offrir de multiples sites de liaison pour 

le carbène. La procédure qui a été suivie s’inspire grandement de la procédure décrite par le 

groupe de Schriemer débutant par la préparation d’une solution de peptides et une seconde 

préparation de sondes. Ces dernières ont été mélangées dans un petit capillaire et gelées à l’azote 

liquide puisque l’efficacité d’insertion du carbène est maximisée en phase solide.116 Une 

irradiation de 30 minutes sous glace sèche a été effectuée avec la lampe UV. Ensuite les peptides 

ont été solubilisés dans le tampon d’élution et injectés dans un QExactive.  

Il a été intéressant de constater la présence de fragments identifiés préalablement dans 

l’expérience des énergies des sondes intactes sur les peptides modifiés. Si on observe la figure 78, 

il est possible de retrouver les ions 510,25 et 373,17 m/z dans le spectre ms/ms du peptide 

FFESFGDLSTPDAVMGNPK de l’hémoglobine. Dans ce présent spectre, la sérine est modifiée par la 

sonde et la couverture de la séquence est relativement très bonne. Afin de confirmer la présence 

d’une identification, les deux critères ont été les suivants : la présence d’ions fragments et une 

couverture supérieure à 75 %. Avec ces deux critères en main, il a été possible d’obtenir les 

préférences d’insertion de chaque sonde en plus de déterminer le pourcentage d’efficacité de la 

réaction en comparant le nombre de peptides modifiés sur la totalité identifiée.   

 

 

Figure 77 : Schéma expérimental permettant d’observer des peptides modifiés par les sondes de 
UM171. Les peptides de l’hémoglobine ont été incubés avec les sondes et irradiés sous rayonnement 
UV avant d’être analysés par spectrométrie de masse.  
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L’une des façons de déterminer l’étendue d’une modification en spectrométrie de masse est de 

comparer l’appariement des spectres peptidiques  (PSM : Peptides-Spectrum Match) entre deux 

populations. Le logiciel Peaks a comme objectif d’associer une séquence de la base de données 

avec les séquences observées dans les MS/MS. On décrit un PSM quand le logiciel identifie un 

spectre MS/MS avec une séquence de la base de données. Ainsi il peut y avoir plus d’un PSM pour 

un même peptide. Par conséquent, si on effectue le ratio entre le nombre de PSM pour les 

peptides modifiés par une sonde sur le nombre de PSM totaux on peut avoir un pourcentage de 

peptides modifiés sur l’ensemble des peptides identifiés. Tel qu’il est possible d’observer dans le 

tableau 13, le pourcentage de modification des peptides par une sonde est majoritairement 

inférieur à 20 % à l’exception des sondes ‘944 et ‘945 qui est de 28 et 37 %. Le faible rendement 

des diazirines est connu dans la littérature compte tenu de leur grande réactivité avec le solvant.74 

Des expériences non présentées dans ce manuscrit ont prouvé la présence de ces insertions en 

plus de réactions intramoléculaires dans le cas des sondes aliphatiques. Il n’est donc pas 

surprenant d’observer un faible taux de modification sur les peptides, il y a beaucoup plus de 

molécules de solvant que de peptides.  

 

 

373,17 m/z 510,25 m/z 

Figure 78 : Exemple d’observations des ions fragments caractéristiques des sondes sur les spectres 
MS/MS des peptides de l’hémoglobine modifiées. Dans cet exemple, les fragments 373.17 et 510.25 
m/z de la sonde ‘942 ont été retrouvés dans la séquence du peptide FFEsFGDLSTPDAVMGNPK suite à 
une modification de la sérine en AA4.  
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Tableau 13 : Pourcentage d’efficacité de liaison des sondes selon le ratio des PSM totaux 

et des PSM modifiés par une sonde 

Sonde PSM sonde / PSM totaux % de modification 

‘941 193/1347 14 

‘942 300/2361 13 

‘943 256/1440 18 

‘944 416/1473 28 

‘945 3050/8149 37 

‘946 1085/6534 17 

 

Le carbène est une espèce très réactive pouvant s’insérer dans la majorité des liens de la chimie 

organique, soit X-H où X peut être un carbone, un azote, un oxygène ou un souffre. Le groupe de 

Schriemer a fait une étude pour connaître la distribution de ces insertions parmi les acides aminés 

et a relevé que les insertions sur les hétéroatomes étaient nettement majoritaires 

comparativement aux liens C-H.116 La figure 79 illustre le résultat obtenu avec les sondes de 

UM171 pour une étude similaire.  

a 

Figure 79 : Distribution statistique de l’insertion du carbène de chaque sonde dans les acides aminés. 
En a) on retrouve la proportion de modification individuelle sur chaque acide aminé tandis qu’en b) 
on retrouve la proportion de modification dans un lien hétéroatomique X-H versus un lien carboné 
C-H.   

 

b 
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Les peptides qui furent majoritairement modifiés sont l’acide glutamique, la lysine, l’acide 

aspartique et la sérine, tous des acides aminés dont les chaines latérales possèdent des 

hétéroatomes. Si l’on compare spécifiquement le nombre d’adduits sur des hétéroatomes par 

rapport au nombre d’adduits sur des atomes de carbone, on observe une nette supériorité des 

hétéroatomes comme l’illustre la figure 79b. Cette expérience a permis de confirmer le résultat 

présenté par le groupe de Schriemer, mais surtout de démontrer l’efficacité des diazirines dans la 

procédure de chimioprotéomique. 

3.2.3 Lyse cellulaire et optimisation de la réaction Click 

Une fois l’irradiation complétée, la prochaine étape de la procédure est la réaction de 

cycloaddition [3+2] nécessaire pour l’ajout de la biotine aux sondes. Cette réaction nécessite la 

présence de cuivre (I), d’un ligand tridenté aminé et le couple alcyne/azoture. Pour cette réaction, 

il y a eu utilisation du sulfate de cuivre qui est d’oxydation (II).  Afin de réduire le cuivre, il y a eu 

utilisation du réducteur ascorbate de sodium. Le ligand THPTA est composé de trois triazoles 

augmentant beaucoup la solubilité et il a été rapporté que les ligands amines accélèrent 

grandement la réaction en donnant une densité électronique au cuivre pour l’insertion dans 

l’alcyne.119 Afin d’effectuer cette réaction avec le milieu cellulaire, il faut par conséquent 

permettre aux réactifs d’entrer en contact avec le contenu cellulaire. Ainsi, pour maximiser 

l’exposition des réactifs avec les sondes qui se trouvent intracellulaire, il est nécessaire de lyser 

les cellules. Pour ce faire, il existe de multiples méthodes, que ce soit de façon chimique, 

mécanique, biologique ou physique.120 Cependant le choix s’est arrêté avec la méthode chimique 

à cause de son efficacité. On retrouve les tampons anioniques (SDS), les tampons non ioniques 

(Triton, NP40 et Tween) et les tampons chaotropiques (Urée, Guanidine).121 Chaque famille de 

tampons possède des différences, que ce soit pour la dénaturation, le bris sélectif de divers 

compartiments cellulaires et de compatibilité. Toutefois un papier sorti en 2013, illustre la 

compatibilité de plusieurs tampons de lyse pour la réaction de cycloaddition de Huisgen.122 Afin 

de déterminer le choix du solvant de lyse optimal, une expérience similaire à ce papier a été 

réalisée. L’idée a été de lyser des cellules avec les concentrations suggérées dans la littérature (1% 

ou 8M) et de diluer chaque lysat pour obtenir une concentration protéique de 1 mg/mL (Figure 

80).122  Ensuite, il y a eu ajout de la même quantité de la protéine BSA fonctionnalisée d’une 

fonction alcyne dans chaque lysat 
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et la réaction de cycloaddition [3+2] a été réalisée en ajoutant le même nombre d’équivalents de 

réactifs et le même temps de réaction. 

 

Sur le partenaire azoture, il y a eu choix d’un fluorophore permettant d’observer qualitativement 

par gel l’effet du solvant de lyse sur la réaction Click. La technologie des Calfluor développée par 

le groupe du Pre Carolyn R. Bertozzi qui permet d’obtenir une réponse fluorescente uniquement 

si la cycloaddition se produit.123  Le principe de cette technique repose sur l’utilisation d’une 

molécule fluorescente qui s’auto désactive intramoléculairement à cause du principe de transfert 

d’électron photoinduit. Dans le cas ici présent, le fluorophore est un système conjugué 

(fluorescéine) et l’espèce qui vient neutraliser l’énergie d’émission est une charge (azoture). 

Cependant, lorsque le triazole est formé la charge n’est plus présente et la fluoresceine peut 

émettre un photon (Figure 81).  

 

 

 

Figure 80 : Détermination du tampon de lyse optimal selon une étude comparative de l’intensité de 
fluorescence par gel de la BSA. Il y a incubation de la BSA fonctionnalisée par un alcyne avec le Calfluor 
647 fonctionnalisé avec un azoture dans divers lysats cellulaires. L’intensité de fluorescence de la BSA 
est analysée par gel pour comparer les diverses conditions.  

 

Figure 81 : Illustration de la technologie Calfluor pour le composé CalFluor 647. Le composé azoture 
n’émet aucune fluorescence suite à une excitation à 655 nm puisque les orbitales du groupement 
azoture désactivent l’excitation, cependant le triazole formé suite à la réaction Click ne permet pas 
cette désactivation. Ainsi une émission lumineuse est observée à 674 nm.   
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Cette technologie permet d’éliminer complètement le bruit de fond non-spécifique qui aurait été 

observé par la présence de fluorophore non-liée à la protéine. Il a été rapporté que les 

fluorophores lipophiles ont tendance à s’adsorber sur les protéines et biaiser les résultats.123, 124 

Par l’utilisation de cette technologie, on s’assure que le signal fluorescent résulte uniquement de 

la réaction de cycloaddition. Le résultat de cette étude des tampons de lyse est présenté à la figure 

82. 

 

 

La conclusion qui a été rapportée par le groupe de Verhelst fut que les tampons de lyse RIPA et 

Urée occasionnait une diminution de l’efficacité de la réaction Click, mais qu’en diluant d’un 

facteur 10 la concentration de ces agents de lyse, il était possible d’améliorer l’efficacité de la 

réaction.122La figure 82 illustre le résultat d’une étude similaire effectuée avec 5 tampons de lyse 

à 3 dilutions différentes de l’agent lysant. La BSA possède un poids de 66.5 kDa, donc la bande la 

plus intense correspond à cette dernière ce qui est démontré par le contrôle PBS.  

Figure 82 : Réponse de fluorescence à 674 nm de la BSA suite à une excitation à 647 nm pour le gel 
comparant 5 solvants de lyse à diverses concentrations et l’efficacité de la réaction Click.  



 

126 
 

La première constatation est que les tampons RIPA et SDS diminuent considérablement l’efficacité 

de la cycloaddition de Huisgen, mais qu’en diluant l’agent lysant, il est possible d’augmenter 

légèrement cette dernière. Pour ce qui est des autres tampons de lyse, il n’y a pas d’effet négatif 

sur la réaction de Click. Les résultats concordent tous à ce qu’avait démontré le groupe de Verhelst 

à l’exception de l’urée qui dans le cas présent n’influence pas la réaction formant le triazole, et ce 

pour deux réplicats. Le tampon de lyse qui fut sélectionné suite à ce résultat fut l’urée 8 M puisque 

cet agent chaotropique permet une lyse complète des cellules exposant ainsi tout le contenu des 

organelles.120 Ceci n’est pas le cas lors d’une lyse avec les détergents non-ioniques tels que le 

Triton et le NP40 qui offrent une lyse dite plus douce. Pour maximiser la lyse et comme la Click ne 

semble pas être influencée par l’urée, il a été jugé judicieux d’utiliser ce tampon malgré le résultat 

de la littérature.   

Un second aspect qu’il fut nécessaire de vérifier est la température et le temps nécessaire pour 

effectuer la réaction Click. Comme toute réaction organique, il est important de vérifier la 

cinétique d’une réaction. Le nombre d’équivalents pour effectuer la réaction était largement en 

excès pour ne pas en tenir compte dans l’optimisation.  Pour déterminer les conditions optimales 

en ce qui a trait à la température et au temps, le même type d’expérience a été réalisé que celui 

effectué pour les tampons de lyse, à l’exception que cette fois-ci, le solvant de réaction est le PBS. 

Les températures qui furent sélectionnées sont 4, 25 et 37°C et les temps de réaction qui furent 

choisis sont 30 minutes, 2 et 16 heures. Le résultat de cette expérience est présenté à la figure 

83.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 83 : Étude cinétique en fonction de la température pour la réaction Click selon une analyse de 
la fluorescence par gel de la BSA occasionné par la liaison avec le CalFluor 647.  
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Pour le contrôle négatif où la réaction de Click a été faite sans cuivre, on n’observe aucune bande 

de BSA. Maintenant, deux conclusions peuvent être tirées de cette expérience. Si l’on souhaite 

effectuer une réaction Huisgen sur une courte période de temps, il est préférable de le faire avec 

une température élevée. On observe une intensité croissante pour le temps de 30 minutes en 

fonction de la température. Cependant, il s’avère que pour les temps de 2 heures et de 16 heures 

cette corrélation n’est plus valable. Il est curieux de penser qu’une réaction chimique puisse être 

moins efficace en laissant un substrat plus longtemps, à moins que ce dernier se dégrade. Ce que 

le gel illustre est que pour un temps de réaction long, il est préférable d’utiliser une basse 

température pour empêcher la dégradation du substrat étiqueté par un fluorophore. Simplement 

en observant le gel, on constate que la bande de fluorescence est beaucoup plus intense en 

utilisant une combinaison de température/temps de 4°C/16 heures. Il s’agit de la condition qui 

fut sélectionnée pour l’expérience de chimioprotéomique.  

 

3.2.4 Enrichissement et clivage des billes 

La dernière étape critique de la procédure consiste à la capture des protéines ayant été modifiées 

par les sondes et qui possèdent maintenant l’étiquette biotine. La façon de faire consiste à utiliser 

des billes d’agarose fonctionnalisées avec la streptavidine. L’interaction non covalente entre la 

streptavidine et la biotine sera suffisamment forte pour attraper les protéines modifiées. Ensuite 

surviennent des lavages et l’isolement des protéines enrichies pour les injecter en spectrométrie 

de masse. L’une des méthodes pour isoler les protéines consiste à les digérer directement sur les 

billes par la trypsine et injecter le surnageant.113, 125, 126 Cependant, cette technique occasionne 

deux problèmes majeurs. Le premier est la présence de peptides de streptavidine qui saturent le 

signal dans l’analyseur compte tenu de l’abondance relative supérieure de cette dernière par 

rapport aux protéines enrichies qui sont nettement inférieures. La conséquence de ceci est une 

perte d’identification pour les protéines de faible abondance. Le second problème de cette 

méthode est la présence de protéines naturellement biotinylées qui se retrouvent dans les 

données résultantes en spectrométrie de masse. Ces protéines rendent l’analyse finale plus 

complexe dans le cas de la recherche d’une protéine inconnue. Pour ce faire une nouvelle 

technologie a vu le jour pour offrir une solution à cette problématique et il s’agit des biotines dites 

clivables.125, 126 L’idée de cette technologie est d’ajouter une fonctionnalité se trouvant sur 

l’étiquette avec la biotine qu’il est possible de cliver avant la digestion. De multiples groupements 
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clivables ont été développés dans la littérature en fonction des divers besoins expérimentaux et 

de la compatibilité des protocoles. Pour ce faire, il existe des groupements pouvant être clivés par 

des milieux alcalins, acides, réducteurs, oxydants, photoclivants et enzymatiques.126 Pour aider 

avec le choix de groupement clivant pour la procédure, une étude comparative est sortie en 2010 

et comparait justement diverses biotines clivables selon l’efficacité du clivage et la sélectivité de 

l’enrichissement de ces dernières.125 Il s’avère que la fonction dialkoxydiphénylsilane 75 possède 

le portrait le plus attracteur parmi les sondes avec une sélectivité hors pair et un excellent taux 

de clivage. Cette fonction est aussi très attrayante pour la protéomique à cause de son clivage en 

milieu acide qui est compatible avec la spectrométrie de masse. Une seconde fonction qui s’est 

trouvée très intéressante parmi celles proposées dans la littérature est la sonde trifonctionnel 

Dde-TAMRA 76 qui possède une combinaison avec la fonction clivable 1-(4,4-diméthyl-2,6-

dioxacyclohexylidène)éthyl (Dde) par l’hydrazine et un fluorophore, le TAMRA. Ceci permet de 

suivre visuellement l’enrichissement et le clivage des protéines des billes de streptavidine. L’une 

des expériences qu’il est important de faire est de vérifier l’efficacité des clivages de ces dernières 

avec les conditions expérimentales utilisés lors de la procédure de chimioprotéomique. La 

première étape a été de vérifier par analyse LCMS la résultante d’un clivage des groupements 

selon les conditions de la littérature. (Figure 84) 
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Comme le démontre la figure 84, les biotines clivables ont bel et bien été clivées avec les 

conditions utilisées. La sonde dialkoxydiphénylsilane 75 est clivée avec une solution de 4% d’acide 

formique avec une agitation de 2 heures à température pièce. Par l’analyse LCMS, il n’a pas été 

possible d’observer la présence du deuxième composant compte tenu de sa faible masse et de 

l’absence de chromophore pour les détecteurs MS et UV. Cependant comme il y avait perte du 

pic du réactif initial et apparition du composé de masse 562,3 m/z on peut conclure que le clivage 

a bel et bien eu lieu. Maintenant pour la biotine trifonctionnelle composée du TAMRA 76 et du 

groupement Dde, cette dernière est clivée avec une solution d’hydrazine 2% durant un temps de 

2 heures. Il est possible de constater clairement la présence des deux produits de la réaction de 

clivage de l’hydrazine sur le composé initial. D’autant plus que le réactif initial a disparu du 

Dde-TAMRA 

 

Figure 84 : Preuve in vitro des conditions de clivages des biotines clivables. En a) et en c) on retrouve les 
équations chimiques illustrant les sous-produits des réactions de clivage. En b) et en d) on retrouve les 
LCMS des réactions de clivages ainsi que les ions observés.   
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chromatogramme. Ces deux indices illustrent un clivage complet de la fonction clivable de 

l’espèce moléculaire. Ce premier test a permis de démontrer chimiquement que les deux biotines 

clivables utilisées sont clivées par les conditions utilisées par la littérature. Suite à ce résultat, il 

était important de vérifier l’efficacité de ces biotines dans un essai plus près des conditions qui 

seront utilisées expérimentalement, soit dans un lysat cellulaire (Figure 88). 

 

 

 

 

Pour effectuer cette optimisation, il y a eu utilisation d’une procédure très similaire à celle 

discutée dans la section précédente. Il y a eu lyse de cellules avec les trois meilleurs solvants, soit 

1% triton, 1% NP40 et 8M urée , suivi d’une dilution de ces lysats par un facteur de 10 de façon à 

avoir une concentration de 1 mg/mL de protéines. Dans chacun de ces lysats a été ajoutée une 

quantité fixe de la BSA dotée d’un alcyne. L’idée a été d’utiliser les mêmes conditions de Click 

dans chaque lysat, mais en variant uniquement la biotine clivable. Le contrôle positif a été de faire 

la réaction dans le PBS et non dans un lysat complexe. Ensuite, la BSA biotinylée a été enrichie 

avec les billes de streptavidine et chaque biotine traitée avec l’agent clivant. Le surnageant a été 

utilisé pour effectuer un gel qui a été soumis en premier lieu à une mesure de fluorescence et 

ensuite une coloration à l’argent. Les résultats sont démontrés à la figure 86.  

 

Figure 85 : Procédure expérimentale démontrant l’efficacité des conditions de clivages in vivo des 
biotines. Une réaction Click est réalisée dans un lysat entre la BSA comportant un alcyne et une biotine 
clivable composé soit du Dde ou du dialkoxydiphénylsilane. Un enrichissement par des billes de 
streptavidine suivi d’un clivage et d’un gel sont les étapes de la méthode.  
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Figure 86 : Gels démontrant l’efficacité du clivage de la fonction clivable sur la biotine suite à la réaction 
Click dans divers solvants de lyse. En a) on retrouve un gel de fluorescence à 674 nm et en b) on retrouve 
une coloration à l’argent   

 

a 
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Lorsque l’on observe la mesure d’émission à 600 nm on constate la présence de BSA pour chaque 

condition de lysat uniquement avec la sonde Dde-TAMRA. L’intensité est similaire entre le 

contrôle positif PBS et les différents lysats démontrant la réponse similaire de la biotine clivable 

dans lysat cellulaire versus un milieu aqueux simple. La condition de clivage fonctionne mais n’est 

pas parfaite, comme le démontre la faible réponse observée avec les billes. Cependant, c’est très 

faible et une réponse fluorescente est très sensible. Sans surprise, aucune réponse fluorescente 

n’a été observée avec la sonde DADPS en raison de l’absence du fluorophore TAMRA. Afin de 

vérifier ce dernier, il a été nécessaire d’effectuer une coloration à l’argent. Cette coloration 

permet une sensibilité de 5 ng, contrairement à une coloration au bleu de Coomassie qui est de 

l’ordre de 100 ng.127 Pour maximiser la capacité de détecter la BSA, il y a eu utilisation d’une 

coloration plus sensible qu’offre l’argent. Ce qu’il est possible de constater est la présence de BSA 

dans les échantillons provenant du clivage de la fonction dialkoxydiphénylsilane. Il semble y avoir 

des différences parmi les solvants de lyse, comme quoi l’urée 1M semble démontrer plus de 

clivage que les autres solvants de lyse. Ce qu’il est curieux d’observer, est une disparité avec le 

contrôle positif qui devrait illustrer la meilleure intensité. Il est possible d’observer une quantité 

de BSA beaucoup moins importante sur les billes avec la biotine clivable DADPS, ce qui démontre 

une bonne efficacité de clivage. Ce qui est surprenant est la non-correspondance vis-à-vis la 

réponse de fluorescence et réponse de coloration à l’argent pour la seconde biotine Dde-TAMRA. 

On observe une faible réponse dans les échantillons du clivage et une plus grande réponse avec 

les billes, ce qui n’était pas observé avec la fluorescence. Malgré tout, la fluorescence offre une 

plus grande sélectivité du signal et semble plus fiable pour cette biotine. Toutefois, cette 

expérience démontre la capacité d’enrichir une protéine biotinylée possédant une fonction 

clivable, et ce dans un lysat cellulaire. D’après ce gel, la fonction DADPS semble mieux clivée que 

la fonction Dde avec le signal d’argent.  

Après avoir vérifié cette dernière étape, la méthode est optimisée et la procédure de 

chimioprotéomique est prête à être testée avec les sondes analogues de UM171. Pour résumer : 

un temps d’incubation de 4 heures est nécessaire pour obtenir une réponse biologique, ensuite 

une irradiation à 365 nm permet l’activation de la diazirine, ce qui permet ensuite une lyse à l’urée 

de 8M pour entreprendre la réaction Click à basse température sur une durée de 16 heures. Pour 

finaliser, il y a un enrichissement des substrats biotinylés avec des billes de streptavidine où 

uniquement les protéines sélectivement modifiées par des biotines clivables pourront être clivées 
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avec l’acide ou l’hydrazine selon l’application en aval choisie. Ces protéines pourront soit être 

mises sur gel ou digérées pour finalement envoyer en spectrométrie de masse.  

3.3 Procédure de chimioprotéomique avec les sondes de UM171 

3.3.1. Présentation de la procédure avec les sondes UM171 

L’optimisation de la procédure de chimioprotéomique a permis, dans un premier temps, de 

vérifier chaque étape, mais aussi d’en déterminer les meilleurs paramètres possibles pour 

maximiser les chances de réussir la procédure avec les sondes de UM171. La prochaine étape fut 

d’effectuer la procédure complète avec les sondes synthétisées préalablement. Il s’avère que 

plusieurs tentatives furent réalisées avant d’obtenir un résultat satisfaisant. Chacune de ces 

tentatives fut formatrice et amena de nouvelles complications. Notamment, lors du clivage de la 

biotine clivable, malgré une attention particulière lors de la prise du surnageant, il y a eu présence 

en grande quantité de streptavidine lors de la digestion trypsique. Cette conséquence a 

malheureusement occasionné la saturation du détecteur avec les peptides de la streptavidine et 

n’a pas permis d’identifier les peptides provenant des protéines enrichies qui sont nettement 

moins abondants. Pour éviter ce souci, la procédure initiale a été légèrement révisée de façon à 

séparer la protéine streptavidine des protéines désirées avant l’injection sur l’instrument. Pour ce 

faire, il y a eu confection d’un gel SDS-PAGE pour effectuer une séparation préalable des protéines 

et ensuite une digestion trypsique sur gel a été effectuée sur les bandes d’intérêts. (Voir la figure 

87). Il s’agit d’une façon simple de se débarrasser de la streptavidine, puisque cette protéine 

tétramérique se dénature en 4 monomères de 13,2 kDa, qui se trouvent dans le bas du gel et ne 

masquent pas de protéines.  
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La procédure finale a été réalisée selon deux conditions, soit en présence ou non de l’inhibiteur 

de protéasome MG132. Tel qu’il a été démontré dans la section 3.2.2 et dans la littérature110, 112, 

la présence du composé UM171 ou des analogues actifs ont pour conséquence la dégradation de 

RCOR. Étant donné que la cible thérapeutique est inconnue, il est idéal d’utiliser l’inhibiteur de 

protéasome pour bloquer la machinerie responsable de dégrader les protéines. Il s’agit d’une 

précaution pour maximiser les protéines enrichies et empêcher leur dégradation si jamais ces 

dernières sont ubiquitinylées en présence de UM171. Les sondes ‘941 à ‘945 furent testés selon 

ces deux conditions tout comme le contrôle DMSO. Malheureusement la sonde ‘946 a été 

consommée en entièreté dans des essais n’ayant pas fonctionné, ainsi cette dernière n’a pas pu 

être utilisée lors de la procédure finale. Afin de se donner suffisamment de matériel, une quantité 

de 50 millions de cellules a été utilisée pour chaque condition. Ainsi la procédure a débuté par 

l’incubation de l’inhibiteur MG132 selon une concentration de 5 μM durant une durée de 2 

heures, qui fut ensuite relayée par l’incubation des sondes selon une concentration de 5 μM et 

Figure 87 : Procédure modifiée de chimio-protéomique qui a été utilisée pour l’identification de la cible 
de UM171. Un gel SDS-PAGE a été réalisé pour séparer la streptavidine de l’analyse 
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ce durant 4 heures. Une fois le temps d’incubation complété, chaque culture cellulaire a été 

irradiée sous glace durant 30 minutes avec la lampe irradiante à 365,7 nm de la compagnie Jena.115 

Étant donné qu’il y a 12 conditions distinctes, il n’était pas possible de les irradier tous au même 

moment compte tenu du petit diamètre de la lampe. Par conséquent, les moments initiaux 

d’incubation ont été débutés en décalage de manière à les irradier sans superposition. Lorsque 

l’irradiation a été complétée, les cellules ont été transférées dans des tubes et lysées avec une 

solution de 8 M d’urée dans 50 mM d’HEPES. La quantification de protéines obtenue suite à cette 

lyse donnait une quantité d’environ 4 mg de protéines pour chaque condition. Connaissant cette 

donnée, il a été possible d’obtenir une concentration de 2 mg/mL, permettant ainsi de diluer la 

concentration d’urée. Bien qu’aucune différence n’ait été observée dans la section 3.2.3, il a été 

judicieux de diluer la concentration d’urée pour maximiser l’efficacité de la réaction Click. La 

réaction de cycloaddition [3+2] a été effectuée sur 16 heures à une température de 4°C pour 

rester en accord avec l’optimisation effectuée. Le choix de la biotine clivable s’est arrêté sur la 

dialkoxydiphénylsilane. Par la suite, il y a eu précipitation des protéines avec un mélange de 

chloroforme/méthanol/eau selon des proportions de (1/4/4). Il existe divers solvants pour 

précipiter des protéines, telles que l’acétone, l’acide trichloroacétique et le 

chloroforme/méthanol, cependant il a été observé dans la littérature que la méthode du 

chloroforme permettait une récupération des protéines nettement supérieure aux autres 

méthodes.128 Comme le méthanol est miscible à l’eau, le caractère hydrophobe du chloroforme 

augmente considérablement, rendant les protéines peu solubles dans cette phase et comme le 

chloroforme ne produit pas d’interactions favorables avec les protéines, ces dernières se trouvent 

à précipiter à l’interphase entre le méthanol/eau et le chloroforme. La phase eau/méthanol 

permet d’éliminer les composés polaires tels que les sels, l’acide ascorbique, le cuivre et le ligand 

aminé THPTA. Tandis que la phase chloroforme permet d’éliminer les espèces plus lipophiles telles 

que l’excès de biotine clivable n’ayant pas réagi. Il est important de retirer ces biotines libres avant 

l’ajout des billes de streptavidine puisqu’elles viennent occuper les sites de ces dernières et 

bloquer les éventuelles protéines que l’on souhaite enrichir. La précipitation est essentielle pour 

maximiser l’enrichissement des protéines biotinylées par la réaction Click. Une fois la précipitation 

des protéines complétée pour chaque condition, il y a eu resolubilisation de ces dernières dans 

un tampon légèrement salé avec 0,5 % de détergents SDS jusqu’à l’obtention d’une solution 

translucide. L’étape qui a suivi est l’enrichissement des protéines modifiées par les sondes, avec 

des billes d’agarose fonctionnalisées avec la streptavidine. Cette étape dure 16 heures à 4°C selon 
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une agitation lente pour maximiser le temps d’interaction entre les billes et le lysat cellulaire. Par 

la suite, les billes ont été lavées intensément avec diverses conditions dénaturantes et neutres 

pour éliminer les protéines non spécifiques qui pourraient s’adsorber à la surface des billes. 

Finalement, les billes ont subi deux traitements subséquents de 4% d’acide formique durant 2 

heures pour cliver la fonction dialkoxydiphénylsilane et libérer les protéines des billes de 

streptavidine. Le surnageant a été combiné et évaporé avec l’appareil Speedvac qui permet une 

évaporation rapide des solvants en réduisant le point d’ébullition par une diminution de la 

pression.129 Cette évaporation du solvant permet d’éliminer par le fait même l’acide formique 

utilisé pour libérer les protéines des billes. Une fois les échantillons secs, il y a eu ajout du mélange 

pour colorer et dénaturer les échantillons nécessaires à la confection d’un gel SDS-PAGE. Ce 

mélange se compose de bleu de bromophénol, de SDS et de DTT. Le gel a été effectué et une 

coloration à l’argent a été opérée par la suite.  

3.3.2. Résultats biochimiques et protéomiques de la procédure 

La coloration à l’argent a permis de révéler les protéines qui ont été enrichies par la procédure de 

chimioprotéomique. Ce gel est présenté à la figure 88.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 88 : Coloration à l’argent du gel SDS-PAGE des protéines enrichies par les sondes diazirines de 
UM171 

 



 

137 
 

Le premier constat qu’il est possible de relever sur le gel, est la présence du monomère de 

streptavidine près du 15 kDa dans tous les échantillons. Ceci permet d’apprécier l’efficacité de 

séparation qu’offre un gel d’acrylamide. Le second constat concerne l’importance de la présence 

des contrôles DMSO dans l’expérience qui permettent d’illustrer une grande quantité de bandes 

non spécifiques provenant des billes. La présence des contrôles permet ainsi d’exclure les bandes 

intenses que l’on retrouve dans les sondes qui pourraient sembler être intéressantes. 

L’observation la plus importante consiste en la présence de deux bandes spécifiques dans 

l’échantillon 941 + DMSO dans la zone de masses entre 57 et 72 kDa. Ces bandes illustrent que la 

méthodologie a fonctionné étant donné que des protéines ont pu être enrichies, cependant la 

logique de cet enrichissement reste à discuter. Il est curieux d’observer uniquement ces bandes 

dans la condition DMSO et non la condition MG132. Il est possible de faire deux hypothèses pour 

expliquer ceci. Dans un premier cas, il est possible que ces protéines aient été dégradées par un 

second mécanisme que le protéosome. Il s’avère que dans le corps humain, il existe deux 

mécanismes qui régissent la dégradation des protéines, soit le protéasome et la protéolyse 

lysosomale.130 Ces deux mécanismes sont compensatoires, dans le sens que si l’un mécanisme est 

inhibé, le second est surexploité pour compenser. Étant donné que le protéasome était inhibé, il 

est possible que la protéolyse lysosomale ait permis de dégrader les protéines comme ce 

mécanisme était plus favorisé. La seconde hypothèse serait que la sonde diazirine n’a pas eu le 

même comportement entre les deux conditions et que la résultante soit différente. Le dernier 

constat de ce gel est que seule la sonde peu active, ‘941, a donné des bandes intéressantes 

comparativement aux autres sondes qui sont plus actives. Ceci met en question la pertinence des 

bandes obtenues vis-à-vis l’activité intrinsèque des sondes, il peut s’agir de protéines non 

spécifiques. Ce gel illustre le comportement spécifique de chaque sonde dans une procédure de 

chimioprotéomique. 

La prochaine étape a été de couper la région d’intérêt, soit de 50 kDa à 72 kDa, dans chacun des 

échantillons pour y effectuer l’analyse de spectrométrie de masse. La première étape est de 

décolorer les bandes coupées et ensuite de les couper en petits morceaux. Par la suite, les 

morceaux de gels sont déshydratés avec de l’acétonitrile qui permet d’extraire le plus de liquide 

possible. Finalement, les petits morceaux sont digérés avec la trypsine.  Le surnageant a été 

évaporé avec le Speedvac et les échantillons ont été injectés sur l’Orbitrap ExplorisTM de Thermo. 

Les analyses ont été effectuées sur le logiciel Peaks une fois les injections complétées. Comme le 

document résultant du moteur de recherche permet l’identification d’une multitude de protéines, 
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il est nécessaire d’effectuer des filtres pour écarter les faux positifs et les impuretés. Les filtres 

sont répartis selon deux types d’analyses, soit une analyse souple et une analyse stricte, tel que 

l’illustre la figure 89. Initialement, toutes les protéines qui ont été identifiées uniquement par 

l’entremise d’un peptide ont été retirées, par la suite la masse moléculaire a été le second filtre. 

Comme les bandes ont été coupées entre 50 kDa et 72 kDa, toute protéine ne possédant pas une 

masse dans cet intervalle s’est vu retirer. Finalement, ce qui distingue le caractère rigoureux de 

l’analyse est par l’application du dernier filtre. L’analyse stricte consistera à éliminer 

complètement toute protéine qui a été observée dans les conditions sans sonde que sont DMSO 

et DMSO + MG132. Afin d’éliminer la malchance qu’une protéine d’intérêt se trouve par un hasard 

malheureux dans les échantillons contrôles, un ratio d’intensité des protéines a été effectué entre 

les conditions avec sondes et les conditions sans sonde: il s’agit de l’analyse souple.   

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 89 : Méthodologie qui a été appliquée pour filtrer les protéines identifiées par Peaks 
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Tableau 14 : Détermination du nombre de protéines identifiées dans chaque condition 

selon les deux types d’analyses effectuées 

Condition 
Analyse souple se basant sur 

un ratio d’enrichissement >2 

Analyse stricte éliminant les 

protéines des contrôles 

941 DMSO 181 73 

941 MG132 72 40 

942 DMSO 45 31 

942 MG132 132 53 

943 DMSO 47 24 

943 MG132 18 18 

944 DMSO 0 0 

944 MG132 36 24 

945 DMSO 1 1 

945 MG132 9 9 

 

Ce qu’il est possible de constater selon le tableau 13, est que les échantillons 941 DMSO et 942 

MG132 sont les échantillons qui ont permis le plus d’identifications. En spectrométrie de masse, 

il y a une corrélation entre la quantité de matériel injecté et le nombre d’identifications. Déjà sur 

le gel d’argent on pouvait entrevoir que ces échantillons étaient plus intenses que les autres.  

Malheureusement très peu de protéines ont été identifiées pour les sondes 944 et 945, qui sont 

des sondes très actives. Ce qui importe n’est pas le nombre de protéines identifiées, mais bien de 

connaître l’identité de ces protéines.  

Pour ce faire, il y a eu réalisation de cartes de chaleur qui permettent d’observer visuellement 

l’abondance relative des protéines dans chaque condition. Le schéma 90 représente la carte de 

chaleur résultant de l’analyse stricte. Sur cette dernière il est possible de constater que la protéine 
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beta-hexosaminidase est la protéine la plus abondante identifiée dans l’échantillon 941 DMSO et 

qui par le fait même a été aussi identifiée parmi d’autres échantillons. Comme cette protéine n’a 

pas été obtenue dans les contrôles, ceci augmente le degré de confiance. On constate aussi la 

présence de plusieurs autres protéines qui sont partagées entre les diverses conditions, comme 

la sérine hydroxyméthyltransférase et des modificateurs de l’ADN. La seconde carte de chaleur 

(figure 91) illustre les protéines distinctes qu’il a été possible d’observer selon les paramètres plus 

souples des filtres.  

 

 

 

 

Figure 90 : Carte de chaleur des protéines identifiées selon l’analyse stricte. Les aires sous la courbe des 
protéines ont été mises au logarithme naturel pour un aspect visuel plus clair 
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Si l’on fait l’analyse de la localisation générale des protéines observées avec les diverses sondes, 

on remarque que plusieurs protéines proviennent des vacuoles et lysosomes. Parmi celles-ci il y a 

les 2 sous-unités de l’hexosaminidase, la protéine protectrice lysosomale et la 

phosphoribosyltransférase nicotinate. Le fait qu’il y ait eu un enrichissement de ces protéines 

concorde avec des résultats expérimentaux préalablement observés par l’équipe qui démontrait 

que les sondes s’accumulaient dans les lysosomes lors d’essais de localisation par fluorophore. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’accumulation des sondes dans les lysosomes. Tout 

d’abord, il existe un effet combinatoire qui augmente l’autophagie dans les cellules avec 

l’incubation des sondes. Il est connu qu’inhiber le protéosome par le MG132 a pour conséquence 

Figure 91 : Carte de chaleur des protéines identifiées selon l’analyse souple. Cette carte présente le ratio 
entre l’aire de protéines dans les sondes sur l’aire des protéines dans les contrôles  
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d’induire un stress à la cellule, ce qui résulte par l’augmentation de lysosomes.131 De plus, un 

papier connexe a démontré qu’une dégradation de LSD1 a aussi pour effet d’augmenter les effets 

de l’autophagie.132 La molécule UM171 dégrade le complexe RCOR/LSD1, ce qui, 

conséquemment, augmente la quantité de lysosomes cellules. Les lysosomes ont la particularité 

d’avoir un pH avoisinant 5 comme milieu interne.130 Comme les sondes de UM171 ont pour la 

plupart une amine basique, elles seront piégées dans ces lysosomes en étant chargées et ne 

pourront plus faire de transport passif à travers la membrane et s’y accumuleront. Par 

conséquent, il est logique de voir la présence de protéines lysosomales dans l’enrichissement de 

la chimioprotéomique. Un second composant cellulaire commun aux sondes utilisées est les 

chaperones, cette machinerie responsable de comprimer l’ADN. On retrouve notamment des 

membres du complexe T, la protéine RuvBL1 et la protéine STIP1 tous agissant sur la transcription 

de l’ADN via une interaction avec les histones, comme le fait le complexe CoRest. Dans le même 

ordre d’idée, il est possible d’observer plusieurs membres du splicéosome (DDX5, PRPF19 et 

HNRNPR), le complexe agissant sur l’ARN messager pour permettre leur envoi du noyau vers le 

cytoplasme. Ce qui permet de conclure que les sondes ont réussi à aller dans le noyau cellulaire, 

compartiment où se situe le complexe RCOR/LSD1. Outre ces mécanismes cellulaires, on retrouve 

une multitude de protéines faisant partie de divers procédés de la cellule qui n’ont pas de sens 

avec les connaissances du projet. 

Ainsi, il est très difficile de conclure quoi que ce soit avec les toutes ces protéines identifiées. À 

notre grande déception, aucune protéine ne figure dans les interacteurs de la machinerie 

RCOR/LSD1, soit le complexe offrant la meilleure probabilité d’avoir le candidat qui interagit avec 

UM171 étant donné la dégradation de RCOR. Si l’on revient à l’identification des bandes 

spécifiques observées sur le gel d’argent, il est fort à parier qu’il s’agit des protéines Beta-

hexosaminidase et de l’hélicase d’ARN DDX5, qui possèdent respectivement des masses de 63 et 

69 kDa. Ces masses concordent avec le gel et ces protéines possèdent le plus de peptides identifiés 

renforçant la thèse de l’identification. Ces protéines sont non spécifiques puisqu’elles n’ont pas 

de liens avec quelconque interacteur du mécanisme RCOR/LSD1 pour lequel plusieurs études 

pointent du doigt des candidats possibles liés à ce signal.  
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3.4 Conclusion et perspective du projet 

Ce présent chapitre mettait de l’avant le développement d’outils moléculaires du composé 

UM171 afin d’en identifier la cible thérapeutique selon l’approche d’enrichissement basée sur 

l’affinité du ligand. Le premier objectif était de facto la synthèse de sondes diazirines analogues 

au composé UM171 sans en sacrifier l’affinité. Bien qu’initialement l’objectif était de synthétiser 

des sondes où la diazirine se situait sur le benzyle et sur la chaine aliphatique amine, il s’avère 

qu’une autre position a été exploitée par malchance expérimentale. L’utilisation d’une base lors 

de l’ajout du tosylate a fonctionnalisé l’azote pyrrolique, donnant ainsi lieu à deux sondes non 

planifiées. Néanmoins, dans l’ensemble, l’objectif de synthétiser diverses sondes exploitant 

l’espace chimique de UM171 a été réalisé et 6 sondes diazirines furent obtenues avec des activités 

variées allant d’inactives à très actives. Le second objectif était de vérifier les diverses étapes qui 

composent la méthode d’ABPP nécessaire pour l’identification de cible par protéomique. On 

dénote 4 grandes étapes pour cette méthode, soit l’incubation des sondes, l’activation de la 

diazirine, la fonctionnalisation de la sonde par une biotine et l’enrichissement des protéines 

marquées par les sondes. En se référant à la littérature, il a été possible de démontrer le bon 

fonctionnement de chaque petite étape de façon fragmentée. Par conséquent, l’objectif de 

vérifier la procédure pour en maîtriser ses rouages a été accompli. Néanmoins, une expérience 

clé est manquante pour ce mémoire. Il aurait été primordial d’effectuer la procédure de A à Z avec 

une sonde de la littérature pour y retrouver les mêmes interacteurs et par conséquent démontrer 

l’efficacité de la méthode. Néanmoins, la procédure de chimioprotéomique a été utilisée avec les 

diazirines analogues au composé UM171 pour sonder les cellules. Il a été plaisant de constater la 

présence de bandes spécifiques pour la sonde 941, qui permet de démontrer un enrichissement 

par la méthode choisie. Des protéines lysosomales et nucléaires ont pu être obtenues, faisant 

sens avec des observations antérieures, ce qui illustre le fonctionnement de la méthode. 

Cependant, les protéines qui furent identifiées lors de l’essai n’ont pas de pertinence avec le 

mécanisme du complexe CoREST, mécanisme responsable de l’effet biologique. Bien que les 

sondes 941 et 942 aient permis l’identification de protéines, il s’avère que les autres sondes ont 

enrichi un très faible nombre de protéines, laissant présager une méthode non optimale. Par 

conséquent, l’identification de la cible de UM171 n’a pas pu être réalisée et d’autres avenues 

devront être explorées.  
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Afin de donner des pistes de solutions pour la réalisation de l’identification de cibles, deux options 

sont envisageables : améliorer la méthode utilisée avec de nouveaux paramètres ou essayer une 

nouvelle méthode d’identification de cibles. Étant donné que la présence de MG132 favorise 

l’autophagie, il serait intéressant d’utiliser un inhibiteur différent qui ne produit pas cet effet. 

Comme le complexe RCOR/LSD1 se fait dégrader par la machinerie du protéosome, il est 

nécessaire que ces substrats subissent une modification d’ubiquitination. La protéine responsable 

d’ajouter la modification se nomme une ligase E3 et dans le corps humain, il en existe plus de 

700.112 Néanmoins, les dernières observations démontrent que la ligase Cullin3 est impliquée 

dans la dégradation du complexe CoREST. L’ajout de la modification NEDD8 est nécessaire pour 

venir activer cette ligase E3, responsable de l’ubiquitination sur le complexe. Ainsi, le groupe de 

recherche a démontré qu’un inhibiteur des ligases Cullin permet d’empêcher la Neddylation, donc 

d’empêcher la dégradation du complexe RCOR/LSD1.112 L’inhibiteur MLN4924 (77) est par 

conséquent une excellente alternative au MG132 pour empêcher la dégradation des substrats par 

UM171, tout en limitant l’amplification des lysosomes dans la cellule. 112 

 

 

Un second aspect qui pourrait être envisagé pour limiter l’accumulation des sondes dans les 

lysosomes serait d’incuber les sondes sur une plus courte période. Il serait important de vérifier 

la cinétique complète de dégradation de RCOR avec les sondes d’UM171. Cette expérience clé 

aurait dû être réalisée pour chacune des sondes, car leur affinité est différente par rapport à 

UM171.  Il se pourrait que 5 μM, soit largement suffisant pour dégrader en moins de 4 heures 

RCOR.  En se limitant à un temps d’incubation inférieur, on réduit certes la dégradation de RCOR, 

mais on permet de voir des interactions qui deviennent peut-être inexistantes avec un temps 

d’incubation trop long.  
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Une autre amélioration qu’il serait possible de faire concerne l’utilisation du couple 

alcyne/azoture. Bien que ces deux fonctions soient très petites, la réaction de cycloaddition 

CuAAC nécessite du cuivre. Il a été démontré que le cuivre en milieu cellulaire est toxique, pouvant 

influencer les résultats obtenus.133 De plus, cette réaction nécessite 3 partenaires, soit le cuivre, 

l’azoture et l’alcyne. Dans un milieu dilué, ces partenaires ont moins de chances de réagir 

ensemble, ce qui peut limiter la cinétique et les rendements de réaction. Il existe une voie 

alternative dans la littérature qui exploite la réaction Diels-Alder avec une inversion de demande 

électronique (iEDDA). Cette réaction se produit entre la tetrazine et le transcyclooctene et permet 

de former un hétérocycle sans utilisation de cuivre.133, 134 Le mécanisme de cette réaction est 

présenté à la figure 92.   

 

 

 

La réaction iEDDA possède 2 avantages notables vis-à-vis la réaction de cycloaddition de l’azoture 

et l’alcyne. Tout d’abord, elle ne nécessite uniquement deux partenaires, aucun cuivre n’étant 

nécessaire pour permettre cette réaction. Le second avantage est en lien avec ce constat de la 

bimolécularité de la réaction : il s’avère que cette dernière est plus rapide de trois ordres de 

grandeur que la réaction avec le cuivre.133 Ces avantages notables permettent de faire une 

réaction à basse température et ce pour une durée nettement inférieure en plus de réduire la 

toxicité dans les cellules. Avec le couple tétrazine/transcyclooctene, il serait ainsi possible de 

réduire les équivalents de la réaction et d’outrepasser la précipitation des protéines qui est 

nécessaire de faire pour ne pas saturer les billes de streptavidines avec la biotine libre. Comme 

dans toute procédure, être en mesure d’éliminer une étape permet de limiter les pertes 

Figure 92 : Mécanisme réactionnel de la Diels-Alder avec une inversion de demande électronique 
entre la tétrazine et le transcyclooctene 
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expérimentales et maximiser la quantité de matériels obtenus à la fin pour l’identification des 

protéines enrichies.  

Outre l’optimisation de la méthode d’enrichissement ABPP, il existe d’autres avenues dans la 

littérature qui permettent l’identification de cibles et qui serait des idées alternatives, notamment 

la technologie de la chimie du ligand dirigé développée par Itaru Hamachi et Tomori Tamura.5 

Cette technologie repose sur l’ajout d’un groupement réactif possédant une étiquette 

d’identification qui est greffé au ligand de cible inconnue. L’idée est qu’une fois la molécule 

interagissant de manière non covalente avec la cible, des acides aminés nucléophiles à proximité 

viendront réagir sur la fonction dite réactive et occasionnera un marquage de la protéine d’intérêt 

avec une étiquette d’identification. Ces étiquettes sont les mêmes présentés en introduction, soit 

un fluorophore, une biotine ou un élément radioactif. L’objectif ensuite sera de venir enrichir ou 

visualiser les protéines marquées par le groupement réactif.  La figure 93 schématise l’idée de 

cette technologie. 

 

 

Il est possible de choisir sélectivement le groupement réactif selon les acides aminés nucléophiles 

se trouvant à proximité du site actif. Cependant, dans une perspective d’identification, il est 

nécessaire d’en essayer plusieurs. Cette méthode est attrayante, car il est possible d’accumuler 

le nombre de protéines modifiées en laissant plus de temps d’incubation ou simplement en 

ajoutant 2 doses, ce qui n’est pas le cas avec les diazirines.  

Figure 93 : Principe de la technologie du ligand dirigé developpé par Pr Hamachi et Dr Tamura 
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Finalement, une autre approche qui pourrait être intéressante est celle développée par le 

professeur Hiroshi Handa, qui met de l’avant la chromatographie d’affinité sur matrice solide.135 

Avec son groupe, il a développé une résine polymérique composée de styrène et de méthacrylate 

de glycidyle possédant en son centre des particules de ferrites, une espèce ferromagnétique. Ces 

billes, nommées FG, sont fonctionnalisées avec divers groupes au choix tels que des amines, des 

acides carboxyliques, des azotures, des tosyles ou des alcools. (Figure 94) 

C'est grâce à ces groupements que la molécule d’intérêt sera fixée sur les billes. Ensuite, un lysat 

cellulaire est mélangé avec les billes et après divers lavages, les protéines qui interagissent avec 

les molécules seront éluées et analysées par la spectrométrie de masse. Ces billes possèdent des 

propriétés fort intéressantes compte tenu de leur petit diamètre et de leur caractère hydrophile. 

Il a été démontré que ces billes FG amènent très peu de protéines non spécifiques. C'est par 

l’utilisation de ce type de billes que le mécanisme biologique de la thalidomide a pu être 

identifié.135 Il serait ainsi intéressant d’essayer cette nouvelle méthode, qui offre une approche 

d’affinité sur support solide. 

 

 

 

  

 

 

 

 

L’identification de cibles thérapeutiques qui proviennent d’un criblage phénotypique est une 

tâche très ardue. Il est essentiel de maximiser les approches pour se donner le plus de chances 

possibles de réussir. Bien que ce projet n’ait pas pu identifier la cible du composé UM171, il a pu 

développer une expertise dans l’approche de la chimioprotéomique.  

Figure 94 : Composition et fonctionnalisation des billes FG permettant d’enrichir les interacteurs d’une 
molécule d’intérêt 
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4. Conclusion générale 

Ce présent ouvrage discute de l’importance des outils moléculaires dans la recherche 

pharmaceutique. La synthèse des macrocycles covalents a permis de se lier à la cystéine 118 de 

RAS et d’obtenir des structures cristallines d’une importance capitale pour l’avancement du 

projet. Grâce à ces dernières, la grande différence d’affinité entre NS1 et les macrocycles non 

covalents a pu être élucidée par l’équipe et a permis d’indiquer la voie à privilégier pour 

développer des macrocycles plus affins. Au moment d’écrire ces dernières lignes, les chimistes 

ont réussi à obtenir près d’un ordre de grandeur en affinité des macrocycles en allant chercher 

des interactions supplémentaires avec RAS qui ont été identifiées avec les structures cristallines. 

La prochaine étape de ce projet consistera à établir la la preuve biologique que les macrocycles 

non covalents sont en mesure de répliquer l’effet de NS1 en milieu cellulaire, pouvant ainsi mener 

à des molécules ayant un potentiel thérapeutique prometteur. Les perspectives d’une inhibition 

de RAS avec ces macrocycles sont extraordinaires pour le monde du traitement du cancer, 

cependant le parcours jusqu’au médicament est encore rempli d’embûches. 

Le second projet a permis d’offrir des bases importantes pour construire une expertise 

d’identification de cibles à l’IRIC. Bien qu’il soit malheureux que la procédure n’ait pas réussi à 

identifier la cible thérapeutique de UM171, les résultats expérimentaux vérifiant chaque étape 

ont pu donner des informations critiques sur les limites de la méthode d’enrichissement de cibles 

basée sur l’affinité. Cette expertise est critique à l’institut puisque l’identification de cibles est 

d’actualité dans plusieurs projets internes de la plateforme de chimie médicinale. Il en reste 

beaucoup à apprendre sur ce domaine qui est d’une complexité inégalée, mais chaque petit pas 

est important. L’identification de cibles est essentielle pour optimiser l’approche thérapeutique 

et l’affinité des composés dans le développement des traitements pharmaceutiques.  
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Remarques générales 

La structure des molécules, leur nomenclature, leur formule moléculaire (Formula) ainsi que leur 

masse molaire (Mw) ont été générées par le logiciel ChemBioDraw Ultra (version 12.0). Les 

réactions qui ont nécessitées une atmosphère inerte ou des conditions anhydres ont été 

effectuées sous un flux constant d’azote dans une verrerie sèche. La verrerie a soit été flambée 

avec un bruleur Bunsen ou séchée préalablement dans une étuve à 200 °C la nuit précédente. Les 

solvants ont été déshydratés avec l’utilisation de tamis moléculaire 4 Å durant un minimum de 16 

heures.  Tel qu’il est indiqué par le Guide de présentation des mémoires et des thèses de la Falculté 

des études supérieures et postdoctorales de l’Université de Montréal, une écriture de la partie 

expérimentale a été effectuée en anglais pour la technicité des termes. Cette partie 

expérimentale est présentée dans l’Annexe A.  

Instrumentation 

Le suivi des réactions a été effectué soit par chromatographie sur couche mince ou par LCMS. 

Les CCM sont des plaques de verre recouvertes d’un gel de silice 60 F24, de la compagnie Merck. 

Une fois l’élution complétée, les plaques ont été révélées par divers moyens tels qu’un 

rayonnement UV ou des révélateurs chimiques (solution de KMNO4, solution de ninhydrine, 

solution du vert de bromocresol). Les analyses par LCMS ont été effectuées à l’aide d’un 

système d’Agilent de la série 1260 Infinity II. Le gradient utilisé pour la séparation est séparation 

était de 0 à 100 % de l’éluant B en 2 minutes, où l’éluant A est 95% H20, 5% MeOH et 0.05 % 

HCOOH et B est 5% H20, 95% MeOH et 0.05 % HCOOH. La colonne est une C18 de la compagnie 

Kinetex avec une dimension de 3.0 mm x 30 mm et des pores de 2.6 μm. 

La purification des composés par chromatographie flash sur phase solide a été possible grâce au 

système automatisé des appareils ISCO CombiFlash RF200 de Teledyne. Les colonnes de 4g, 12g, 

20g et 40 g provenaient de la compagnie Canadian Life Science et la séparation des composés a 

été effectuée avec des solvants spécifiques pour chaque espèce.   

La purification effectuée par HPLC-MS a été possible grâce au système d’Agilent 1260 série 

Infinity, qui couple un système HPLC à un quadrupole. La colonne utilisée pour purifier les 

composés est un C8 de la compagnie Kinetex possédant les dimensions 21.2 x 50 mm avec des 

pores de 5 μm. Les gradients et les éluants sont propres pour chaque composé purifié.  
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La lyophilisation des composés finaux a été effectuée en mélangeant un volume équivalent 

d’acétonitrile et d’eau jusqu’à solubilisation. Le liquide a été gelé avec de la glace sèche et placée 

sous vide avec Sentry 2.0 (Virtis) durant au moins 16 heures.  

Les analyses spectrales en RMN que ce soit pour le proton (RMN 1H) ou le carbone (RMN 13C) ont 

été enregistrés à l’aide d’un appareil de force 400 MHz (Varian) Les solvants deutérés utilisés sont 

le CDCl3 et le DMSO-d6 et proviennent de Sigma-Aldrich. Les spectres RMN ont été analysés à 

l’aide du logiciel ACD/NMR processor academic edition. Les déplacements chimiques des signaux 

ont été déterminés par rapport au solvant deutéré de référence et sont rapportés en partie par 

million (δ, ppm). Le logiciel a permis d’obtenir les constantes de couplages entre les mêmes 

signaux en valeur de hertz (J, Hz) et une valeur d’intensité relative dans le cas des spectres du 

proton. La multiplicité des signaux a été rapportée selon les termes suivants : s (singulet), d 

(doublet), t (triplet), q (quadruplet), br. s (singulet large), dt (doublet de triplet), td (triplet de 

doublet) et m (multiplet).  

L’analyse des pouvoirs rotatoires ([α]25
D) a été effectuée à l’aide d’un polarimètre thermostaté de 

type Anton Paar MCP 200 de la compagnie Perkins Elmer. Les mesures ont été prises à l’aide d’une 

cuvette de quartz de 1 mL possédant un parcours de 10 cm. La longueur d’onde de l’analyse était 

de 589 nm qui est la raie D du sodium. La concentration est donnée en (g/100 mL) et la 

température T en °C. Les pouvoirs rotatoires sont rapportés selon la séquence suivante : Pouvoir 

rotatoire (concentration, solvant de mesure).  

Les analyses de masses exactes (HRMS) des composés ont été enregistrées sur un MSD TOF 

(Agilent) par électronebulisation électrostatique (ESI). Le système de séparation couplé au TOF 

est un LC 1100 serie d’Agilent. Les données sont décrites selon la différence entre la masse exacte 

théorique et la masse exacte expérimentale en m/z. Les analyses de chromatographies liquides 

haute performance (HPLC) ont été effectuées sur un appareil Agilent de la série 1200.  Le gradient 

appliqué pour la séparation était de 0 à 100 % de l’éluant B en 2 minutes avec un débit de 3 

mL/minutes., où l’éluant A est 95% H20, 5% MeOH et 0.5 % TFA et B est 5% H20, 95% MeOH et 

0.5 % TFA. La colonne utilisée est un C18 de la compagnie Kinetex avec une dimension de 4.6 mm 

x 30 mm et des pores de 2.6 μm. Les chromatogrammes sont interprétés par le logiciel 

Chemstation d’Agilent. Les données sont rapportées sont la nomenclature suivante : type de 

colonne, gradient utilisé pour la séparation, débit d’élution et le temps de rétention (tr).  
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6. Annexe A : Partie expérimentale et caractérisation 
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A.1 Organic synthesis section for the first project:  Development 

of covalent macrocycles to mimic the NS1 monobody 

Synthesis of building blocks  

(S)-allyl N2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-N6-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysinate (19a) 

 

To DMF (20 ml) was firstly added Fmoc-L-Lys(boc)-OH (6.56 g, 14.00 mmol) and secondly K2CO3 

(1.935 g, 14.00 mmol). It was a pale-yellow solution. After waiting 2 minutes, the neat Allyl 

bromide (1.212 ml, 14.00 mmol) was added to the solution and the mixture was stirred for 2.5 

hours at room temperature. The mixture was diluted in EtOAc (130 ml) and washed with water (3 

x 30 ml) and brine (25 ml). The organic layer was dried with Na2SO4, filtered and concentrated 

under reduced pressure. The white residue was purified by flash chromatography (SiO2, 10 % 

EtOAc/Hex for 6 minutes and 10/70% EtOAc/Hex in 20 minutes. ) using a Combiflash Rf 200 (Isco) 

intrument with a 80 g column (crude material was applied via a SiO2 20 g). Fractions were 

combined and concentrated under reduced pressure, and co-evaporated several time with DCM 

to give allyl N2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-N6-(tert-butoxycarbonyl)-L-lysinate (6.797 

g, 13.36 mmol, 95 % yield) as a white solid.  

Formula: C29H36N2O6; MW: 508,62 g/mol; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 7.77 (d, J=7.8 Hz, 2 H), 

7.61 (d, J=7.0 Hz, 2 H), 7.41 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.32 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 5.85 - 5.98 (m, 1 H), 5.40 - 5.52 

(m, 1 H), 5.34 (d, J=17.2 Hz, 1 H), 5.27 (dd, J=10.6, 0.8 Hz, 1 H), 4.66 (d, J=5.5 Hz, 2 H), 4.60 (br. s., 

1 H), 4.34 - 4.47 (m, 3 H), 4.23 (t, J=6.8 Hz, 1 H), 3.03 - 3.21 (m, 2 H), 1.83 - 1.95 (m, 1 H), 1.67 - 

1.77 (m, 1 H), 1.48 - 1.57 (m, 2 H), 1.45 (s, 9 H), 1.28 - 1.41 ppm (m, 2 H) ; 13C NMR (CDCl3, 101 

MHz): δ = 172.1, 156.0, 155.9, 143.9, 143.7, 141.2, 141.2, 131.4, 127.6, 127.0, 125.1, 119.9, 119.9, 

119.0, 79.1, 67.0, 65.9, 53.7, 47.1, 40.0, 32.1, 29.5, 28.4, 22.3 ppm ; HRMS calcd for C29H36N2O6Na  

[M+Na]+ : 531.2471 ; found 531.2342 (-0.0129 m/z). [α]25 D -12.2 (c 1.8 mg/mL , EtOH) 
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(S)-allyl 2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-6-aminohexanoate (19) 

 

THF(BHT-free) (10 ml) was prepared by distillation of BHT-containing THF on the rotavap, followed 

by drying on 4A MS. After allyl N2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-N6-(tert-

butoxycarbonyl)-L-lysinate 13 (2.297 g, 4.502 mmol) and HCl 4 M in dioxane (12.99 ml, 51.9 mmol) 

were added to THF than stirred at room temperature for 3 hours. The volatiles were evaporated 

under reduced pressure and co-evaporated 2 times with dioxane. Finally, the (S)-allyl 2-(((9H-

fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-6-aminohexanoate 14 was pumping for 2 hours and a 

yellow/white foam was obtained (1.93 g, 96 %). 

Formula: C24H28N2O4; MW: 408,50 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 7.90 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 

7.92 (br. s, 2 H), 7.81 (d, J=7.8 Hz, 1 H), 7.71 (dd, J=7.4, 3.9 Hz, 2 H), 7.42 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.33 (t, 

J=7.4 Hz, 2 H), 5.89 (ddt, J=17.3, 10.5, 5.3 Hz, 1 H), 5.30 (dq, J=17.3, 1.7 Hz, 1 H), 5.20 (dq, J=10.6, 

1.6 Hz, 1 H), 4.58 (d, J=5.1 Hz, 2 H), 4.26 - 4.38 (m, 2 H), 4.23 (t, J=7.0 Hz, 1 H), 3.98 - 4.08 (m, 1 H), 

2.68 - 2.80 (m, 2 H), 1.63 - 1.79 (m, 2 H), 1.50 - 1.60 (m, 2 H), 1.31 - 1.43 ppm (m, 2 H) ; 13C NMR 

(DMSO-d6, 101 MHz): 172.2, 156.3, 143.9, 141.4, 131.5, 127.7, 127.1, 125.4, 120.1, 119.3, 67.3, 

66.4, 53.8, 47.3, 39.8, 32.2, 27.8, 22.8 ppm ; HRMS calcd for C24H29N2O4  [M+H]+ : 409.2127 ; found 

409.2213 (-0.009 m/z). 
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2-(1-hydroxy-3-methylbutylidene)-5,5-dimethylcyclohexane-1,3-dione (22) 

 

 

 

In a solution of DMF (50 ml) were dissolved 3-methylbutanoic acid (1.081 ml, 9.79 mmol), 5,5-

dimethylcyclohexane-1,3-dione (1.510 g, 10.77 mmol), DCC (1.530 ml, 9.79 mmol) and DMAP 

(1.196 g, 9.79 mmol). The solution was stirred at room temperature for 48h. Initially the medium 

was a pink solution, but after the night it became a white suspension. The precipitated DCU was 

removed by filtration and the filtrate was concentrated under reduced pressure. The orange oil 

obtained was dissolved in EtOAc (60 ml) and place in a separating funnel where the organic layer 

was washed (2x 20 ml) with 1M KHSO4 (pH = 2) solution and to the organic layer was extracted 

the compound with NaHCO3(aq). After the aqueous layers where combined and acidified to pH 

3(the yellow solution became colorless at this pH) and replaced in a separating funnel where the 

compound was extracted from aqueous layers with DCM. The solvent was then evaporated. A 

good amount of compounds remained in the initial organic phase (EtOAc), then the organic 

phases (EtOAc and DCM) were combined to perform flash chromatography. The white residue 

was purified by flash chromatography (SiO2, 0 % EtOAc/Hex for 3 minutes and going to 15% 

EtOAc/Hex in 25 minutes. ) using a Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 80 g column (crude 

material was applied via a SiO2 10 g). Fractions were combined and concentrated under reduced 

pressure to give 2-(1-hydroxy-3-methylbutylidene)-5,5-dimethylcyclohexane-1,3-dione 22 (1.391 

g, 6.20 mmol, 63.3 % yield) as a yellow oil. 

Formula: C13H20O3; MW: 224.3 g/mol; 1H NMR (CDCl3, 400MHz): d = 2.92 (d, J=7.0 Hz, 2 H), 2.54 

(s, 2 H), 2.36 (s, 2 H), 2.15 (tspt, J=13.7, 6.7 Hz, 1 H), 1.08 (s, 6 H), 0.98 ppm (d, J=6.7 Hz, 6 H)  ; 13C 

NMR (CDCl3 ,101MHz): δ = 204.9, 198.2, 195.0, 112.2, 52.7, 48.5, 47.1, 30.6, 28.2, 25.6, 22.7 ppm; 

HRMS calcd for C13H21O3 [M+H]+ : 225.1491  ; found 225.1317 (-0.0174 m/z). 
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(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-4-aminobutanoic acid (24) 

 

Fmoc-Gln-OH (1 g, 2.71 mmol) and [Bis(trifluoroacetoxy)iodo]benzene (1.284 g, 2.99 mmol) were 

dissolved in a solution of DMF-H2O 2:1 (6.79 ml). The suspension was stirred at room temperature 

during 15 minutes before adding the Pyridine (0.439 ml, 5.43 mmol). The resulting white 

suspension was stirred overnight at room temperature and the suspension became a yellow 

solution. Firstly, the solvent was removed under reduced pressure. The orange oil was then 

dissolved in water (20 ml) and the pH was adjusted to 6 with NaOH 2M. After the water was 

evaporated under reduced pressure and then the resultant orange oil was dissolved in MeOH and 

10g of SiO2 was added before evaporating the MeOH. A flash chromatography was performed in 

reverse phase (C18, 20% to 60% in 12 column volume and the gradient was maintained at 60 % 

for the rest of the column) using a  Biotage Isolera intrument with a 120 g column (crude material 

was applied via a solid loading with C18). Fractions were combined and concentrated under 

reduced pressure, and to give Fmoc-Dab-OH 24 (0.518 g, 1.522 mmol, 56.1 % yield) as a white 

solid. 

Formula: C19H20N2O4; MW: 340.37 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 7.89 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 

7.63 - 7.71 (m, 2 H), 7.37 - 7.45 (m, 2 H), 7.28 - 7.37 (m, 2 H), 6.62 (d, J=4.7 Hz, 1 H), 4.16 - 4.31 

(m, 3 H), 3.61 (br. s., 1 H), 2.80 - 2.96 (m, 3 H), 1.82 - 1.93 (m, J=10.2 Hz, 1 H), 1.63 - 1.78 ppm (m, 

1 H) ;  13C NMR (DMSO-d6, 101 MHz): δ = 173.6, 156.2, 145.3, 141.1, 127.9, 127.2, 125.4, 120.8, 

65.2, 54.5, 47.2, 37.1, 31.2 ppm; HRMS calcd for C19H21N2O4 [M+H]+ : 341.1501 ; found 341.1377 

(-0.0124 m/z). [α]25
D= + 22.4 (c  0.241; DMSO) [α] 25 D -12.2 (c 1.8 mg/mL , EtOH) 

 

 

 

 



 

165 
 

(S)-2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-4-((1-(4,4-dimethyl-2,6-

dioxocyclohexylidene)-3-methylbutyl)amino)butanoic acid (25) 

 

A suspension of Fmoc-Dab-OH (300 mg, 0.881 mmol) and ivDde-OH (962 µl, 4.41 mmol) in DMF 

(2938 µl) was stirred at 70 °C for 24 hours. The solvent was evaporated under reduced pressure. 

The residue was purified by flash chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with 

a 40 g SiO2 column (crude material was applied via solid handing (10 g of silica).The gradient was 

0 % of (20 % MeOH in DCM)/(DCM) for 3 column volume and the gradient go up to 80 % of (20 % 

MeOH in DCM)/(DCM) in 14 column volume. Fractions were combined and concentrated under 

reduced pressure to give Fmoc-Dab(ivDde)-OH 25 (275 mg, 0.503 mmol, 57.1 % yield) as a white 

solid.  

Formula: C32H38N2O6; MW: 546,65 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 13.63 (t, J=5.5 Hz, 1 

H), 12.88 (br. s., 1 H), 7.89 (d, J=7.8 Hz, 2 H), 7.57 - 7.78 (m, 3 H), 7.42 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.32 (t, 

J=7.4 Hz, 2 H), 4.30 (dd, J=7.4, 2.9 Hz, 2 H), 4.22 (t, J=7.0 Hz, 1 H), 3.97 - 4.07 (m, 1 H), 3.47 - 3.63 

(m, 2 H), 2.96 (br. s., 2 H), 2.26 (s, 4 H), 1.98 - 2.09 (m, 1 H), 1.85 - 1.97 (m, J=4.5, 4.5 Hz, 1 H), 1.73 

- 1.85 (m, J=13.6, 6.7, 6.7 Hz, 1 H), 0.93 (s, 6 H), 0.87 ppm (dd, J=9.4, 7.0 Hz, 6 H)  ; 13C NMR (DMSO-

d6, 101MHz): δ = 195.2, 195.2, 175.4, 173.1, 156.1, 143.8, 143.7, 140.7, 140.7, 127.6, 127.0, 125.2, 

120.1, 106.3, 65.7, 52.4, 51.4, 46.6, 36.0, 30.7, 29.5, 28.3, 27.8, 22.2, 22.1 ppm;  HRMS calcd for 

C32H39N2O6 [M+H]+ : 547.2808 ; found 547.2635 (-0.0173 m/z). [α] 25 D -6.88 (c 1.6 mg/mL , EtOH) 

Formula: C19H19NO4; MW: 325.36 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.29 (br. s., 1 H), 7.89 

(d, J=7.4 Hz, 2 H), 7.72 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 7.60 (s, 1 H), 7.38 - 7.46 (m, 2 H), 7.33 (td, J=7.4, 1.2 Hz, 

2 H), 4.17 - 4.28 (m, 3 H), 1.35 ppm (s, 6 H); 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 175.8, 154.9, 143.8, 

140.7, 127.6, 127.1, 125.3, 120.1, 65.3, 55.2, 46.7, 25.1 ppm;  HRMS calcd for C19H20NO4 [M+H]+ : 

326.1392 ; found 326.1279 (-0.0113 m/z). 
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3-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-methylbutanoic acid (Fmoc-H-Aib-

OH) (28) 

 

 

A white suspension of 3-amino-3-methylbutanoic acid (2.409 g, 20.56 mmol) and K2CO3 (2.98 g, 

21.59 mmol) in Dioxane/H2O 1:1 (40 ml) was firstly doned. The Fmoc-OSuccinimide (7.28 g, 21.59 

mmol) was then added and the mixture was stirred overnight at room temperature. After the 

night, the reaction medium became a solution and LCMS show the completion of the reaction. 

The solution was placed into a 250 ml separating funnel and was diluted with water (50 ml). Solid 

acid citric was added until a pH of 3. The aqueous layer was extracted with EtOAc (3 x 30 ml), and 

theses organics layers were combined, washed with a brine solution, dried with Na2SO4 and 

concentrated under reduced pressure. The residue was purified by flash chromatography using 

Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 80 g SiO2 column (crude material was applied via solid 

handing) with a solvent mix of A=DCM B=20% MeOH/DCM. The gradient was 5 % of B for 6 

minutes and 5%-80% B in 30 minutes. Fractions were combined and concentrated under reduced 

pressure and co-evaporated several time with DCM to give a white solid 28. (4.101 g, 59 % yield) 

Formula: C20H21NO4; MW: 339.39 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 12.04 (br. s., 1 H), 7.88 

(d, J=7.4 Hz, 2 H), 7.72 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 7.41 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.32 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.16 (br. s., 

1 H), 4.20 (br. s., 3 H), 2.61 (s, 2 H), 1.31 ppm (s, 6 H) ; 13C NMR (DMSO-d6, 101 MHz,):  δ = 172.2, 

143.9, 140.7, 127.6, 127.0, 125.3, 120.1, 65.0, 50.6, 46.7, 43.6, 26.9 ppm; HRMS calcd for 

C20H22NO4  [M+H]+ : 340.1549 ; found 340.1439 (-0.011 m/z).  
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(9H-fluoren-9-yl)methyl (1-hydroxy-2-methylpropan-2-yl)carbamate (30) 

 

 

 

Fmoc-OSuccinimide (757 mg, 2,244 mmol) was dissolved in Dioxane/DCM 1:1 (4488 µl) This 

suspension was placed under nitrogen atmosphere and treated with 2-amino-2-methylpropan-1-

ol (211 µl, 2,244 mmol) dissolved in Dioxane/DCM (200 uL) was added rapidly over 2 minutes. 

With this addition, the suspension became a clear solution. After DIPEA (784 µl, 4,49 mmol) was 

added and the reaction was stirred during 16 hours at room temperature. The DCM was 

evaporated under reduced pressure and the resulting solution was transferred into a separatory 

funnel. A proportion EtOAc/Water (3/1) was used for the wash. The organic layer was always kept 

and wash with solvent in this order: 1x water, 1x 1M KHSO4 aq, 1x water and 1x brine. The organic 

layer was dried with Na2SO4 and concentrated under reduced pressure. The residue was purified 

by flash chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 24 g SiO2 column (crude 

material was applied via solid handing) with a solvent mix of A=Hexanes B=EtOAc. The gradient 

was 20 % of B for 6 minutes and 5%-90% B in 20 minutes. Fractions were combined and 

concentrated under reduced pressure to obtain (9H-fluoren-9-yl)methyl (1-hydroxy-2-

methylpropan-2-yl)carbamate 30 (342 mg, 1,099 mmol, 49 % yield) as white solid.   

Formula: C19H21NO3; MW: 311.37 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz):  δ = 7.89 (d, J=7.4 Hz, 2 

H), 7.71 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 7.41 (t, J=7.2 Hz, 2 H), 7.32 (t, J=7.8 Hz, 2 H), 7.18 (br. S., 1 H), 4.20  (br. 

s. , 3 H), 2.60 (br. s., 2 H), 1.31 ppm (s, 6 H); 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 156.3, 144.1, 141.6, 

127.9, 127.3, 125.1, 120.2, 70.4, 66.5, 54.7, 47.5, 24.7 ppm;  HRMS calcd for C19H22NO3 [M+H]+ : 

312.1600 ; found 312.1583 (-0.0017 m/z). 
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(9H-fluoren-9-yl)methyl (2-methyl-1-oxopropan-2-yl)carbamate (26) 

 

 

In a 25 ml pointed-shape RBF was dissolved (9H-fluoren-9-yl)methyl (1-hydroxy-2-methylpropan-

2-yl)carbamate (300 mg, 0,963 mmol) in DCM (7033 µl). Then the solution was treated with Dess-

Martin Periodinane (613 mg, 1,445 mmol) (the addition was in one portion). The mixture was 

stirred during 1 hour at room temperature and then the reaction was diluted in EtOAc (10 ml). 

The white precipitate was filtered over a 0.45 um and was washed several times with EtOAc. The 

organic layer was washed with (2x5 ml) of 5 % sodium thiosulfate solution, (2 x 4 ml) of 5 % sodium 

carbonate, water (5 ml) and finally 4- brine solution (5 ml). Na2SO4 was added to the organic layer, 

then evaporated under reduced pressure. The residue was co-evaporated 3 times with DCM and 

finally dried under high vacuum. A white foam Fmoc-Aib-H 26 was obtained (292 mg, 0,944 mmol, 

98 % yield). 

 

Formula: C19H19NO3; MW: 309.36 g/mol; 1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz):  δ = 9.30 (s, 1 H), 7.85 - 

7.94 (m, 3 H), 7.70 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.42 (t, J=7.4 Hz, 2 H), 7.34 (td, J=7.0, 0.8 Hz, 2 H), 4.35 (d, 

J=6.7 Hz, 2 H), 4.23 (t, J=7.0 Hz, 1 H), 1.15 ppm (s, 6 H); 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 200.2, 

156.3, 143.8, 141.7, 127.8, 127.3, 125.3, 120.3, 69.2, 55.2, 48.2, 25.3  ppm ;  HRMS calcd for 

C19H20NO3 [M+H]+ : 310.1443 ; found 310.1578 (-0.0135 m/z). 
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Synthesis of macrocycles  

This table summarizes the amino acids used for the synthesis of macrocycles by indicating their 

origin, name and CAS. 

Position Structure Name CAS Supplier 

Amino acids 

AA1 

 

Fmoc-L-Lys-OAll 161580-12-7 In-House 

AA2/AA6 

 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH 143824-78-6 Matrix 

InnovArk 

Pharma. 

Inc. 

AA3 

 

Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 71989-26-9 Matrix 

InnovArk 

Pharma. 

Inc. 

AA4 

 

Fmoc-D-Trp (Boc)-OH 163619-04-3 Chem- 

Impex 

AA5 

 

Fmoc-H-Aib-OH N/A In-house 
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AA5 

 

Fmoc-Aib-OH 94744-50-0 Combi-

Blocks 

AA5 

 

Fmoc-Aib-H N/A In-house 

AA7 

 

Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH 71989-38-3 Chem- 

Impex 

AA8 

 

Fmoc-allo-Ile-OH 251316-98-0 Chem- 

Impex 

AA8 

 

Fmoc-Ala-OH 35661-39-3 Chem-

Impex 

AA9 

 

Fmoc-Lys(ivDde)-OH 71989-26-9 Ark 

Pharma. 

inc. 

AA9 

 

Fmoc-Orn(ivDde)-OH 1198321-33-

3 

Chem 

impex 

AA9 

 

Fmoc-Dab(ivDde)-OH 607366-21-2 In-house 
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AA10 

 

Fmoc-D-Pro-OH 101555-62-8 Matrix 

innovation 

Warheads 

Warhead 

 

Acrylic acid 79-10-7 Sigma-

Aldrich 

Warhead 

 

Chloroacetyl chloride 79-04-9 Sigma-

Aldrich 

Warhead 

 

Bromoacetyl bromide 598-21-0 Sigma-

Aldrich 

Warhead 

 

Propiolic acid 471-25-0 Sigma-

Aldrich 
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Anchoring of the first amino acid on the resin (17) 

 

 

Materials: 

Peptide synthesis vessels 250 mL: (Chemglass life sciences, CG-1861) 

MaxQ 2000 Digital Shaker: (Thermo Scientific, SHKE2000)  

 

 

Note: Use new bottle of dichloromethane to increase the yield 

In a first step, the dry 2-chlorotrityl chloride resin (1.26 mmol/g) (3.54 g, 4.46 mmol) was 

introduced into the peptide synthesis vessel, then was washed with CH2Cl2 (2x 45 ml). Between 

each wash, the resin containing CH2Cl2 was shaken 2 minutes at a speed of 150 rpm on the MaxQ 

2000. The next step was to solubilize the Fmoc-L-Lys-OAll (2.380 g, 5.35 mmol) in CH2Cl2 (50 ml) 

and adding DIPEA (3.11 ml, 17.83 mmol) in a 100 mL round-bottom flask. This orange solution was 

then added to the wet resin and after 5 minutes of shaking, the pH was close to 9. The glass reactor 

was placed in a horizontal way on the MaxQ200 shaker and was shaken at 150 rpm for 1.5 hours. 

The liquid was removed from the reactor by the coarse frit and the resin was washed twice with 

CH2Cl2 (2 x 50 ml). In order to cap the resin, there were two treatments with a solution of 

CH2Cl2/MeOH/DIPEA 80:15:5 (50 ml, 4.46 mmol) for 10 minutes of stirring. The solvent is drained 

between each treatment. When the second treatment was over, the solution was removed and 

the resin was washed (1-2 minutes each times) with CH2Cl2 (3x50mL), CH2Cl2-MeOH 1:1 (3x50mL), 

CH2Cl2-MeOH 0.25:0.75(3x50mL) and MeOH (3x50mL). The yellow resin was dried under a flow of 

nitrogen and placed under high vaccum overnight to obtain a loading of 96 % (5.799 g). 
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Measurement of the loading on the resin 

The loading procedure comes from the following website: SPS monitoring_S V Ley 1002_ftp page 

115; http://www.anaspec.com/html/peptide_tips.html 

 

Materials:  

3 volumetric flasks of 10 mL 

Uv detector: Ultraspec 2100 Amershaam Biosciences  

2 Uv quartz cuvette 3.5 mL: Sigma-Aldrich, Z276669 

 

 

To obtain a more precise loading value it is necessary to carry out a duplicate, therefore this 

experiment requires 3 volumetric flaks, 2 for the resin and 1 for the blanc. First, an amount of dry 

resin will be weighed on an analytical balance, aim for about 1-3 mg for each replicate. The resins 

are transferred into 2 mL vials and for each there is added 1.00 mL of a solution of 20% 

piperidine/DMF, then shake for 20 minutes. After this period, the supernatant was transferred 

into 10 mL volumetric flask and the volume was completed to 10 mL with DMF and mix well. For 

the blanc flask, only DMF was added. On the UV detector, there was a calibration with the blanc 

sample by filling the quartz cuvette. Subsequently, the absorbance was taken for the two 

replicates by filling a second quartz cuvette. The formula used to calculate the loading was as 

follows:  

 

𝐿𝑜𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔 (
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑔
) =

𝐴301𝑛𝑚 × 𝑉 × 1000 𝑚𝑔/𝑔

7800 𝑚𝑚𝑜𝑙−1𝑐𝑚−1 × 𝑊 × 𝑙
 

 

 

Where A is the Absorbance of the solution at 301 nm 

V= Total volume of the solution (mL) 

W= Mass of the resin weighed (mg) 

l= Quartz cuvette length (cm) 
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General procedure for the synthesis of macrocycles 

 

 

 

 

 

 

Materials:  

 

MaxQ 2000 Digital Shaker: Thermo Scientific, SHKE2000  

20 mL syringe with a frit: Torviq, SF-1000 

3 mL syringe with a frit: Torviq, SF-1000 

 

The general procedure initially consists of anchoring the first amino acid on the resin, followed by 

an alternation between deprotection of the Fmoc group of the amine and a peptide coupling with 

the next amino acid fragment. There is coupling up to the tenth amino acid before carrying out 

the macrocyclization. Finally, there is the addition of the warhead and the release macrocycle 

from the resin.  

 

1st Fmoc deprotection: The dry yellow resin (1.000 g, 0.739 mmol) was swollen with DMF (8 ml) 

for 30 minutes. The solvent was then drained out and piperidine 20% / DMF (10.35 ml, 20.69 

mmol) was added to the syringe by the bottom and shaken at 150 rpm on the MaxQ 2000. After 

5 minutes, the solution was drained out and the resin was treated with another PIPERIDINE 20% 

/ DMF (10.35 ml, 20.69 mmol), but this time the syringe was shaken 20 minutes on the MaxQ2000. 

After this period, the solvent was released and the resin was washed with several solvent (1-2 
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minutes each time, 8,0 ml, 150 rpm). Theses washing steps were DMF (3 x 8mL) then DMF/MeOH 

1:1 (2 x 8mL) and then DMF (4 x 8mL). 

 

Coupling (general procedure):  2 coupling steps were donned for every amino acid fragment. 

These couplings were performed using 1.5 eq of HATU (0.421 g, 1.109 mmol), 1.6 eq of Fmoc-

amino acid and 10 eq. DIPEA (1.291 ml, 7.39 mmol) every 0.5 hour. There was no washing step 

between the first and the second coupling. In a first time, Fmoc-amino acid and HATU were 

dissolved in DMF (16 ml total volume solution, 8.0 ml for each coupling). This DMF stock solution 

was separated in 2 vials (2 x 8 ml). During the moment of the coupling, DIPEA (1.291 ml, 7.39 

mmol) was added in the corresponding vial and the resulting solution was quickly stirred and 

immediately drawn in the syringe. The syringe was shaken for 0.5 hour, then the liquid was 

removed. This procedure was repeated for the second coupling. After these 30 minutes, the 

solution was drained and the resin was washed (1-2 minutes each time, 8,0 ml, 150 rpm) DMF (3 

x 8mL) then DMF/MeOH 1:1 (2 x 8mL) and then DMF(4 x 8mL). 

 

Fmoc deprotection (general procedure): The wet resin was firstly treated with 50 % piperidine / 

DMF (10.35 ml, 51.7 mmol) and shaken for 5 minutes. The solution was then drained and another 

treatment of 50 % piperidine / DMF (10.35 ml, 51.7 mmol) was executed, but this time with 20 

minutes of shaking. The liquid was removed from the syringe and the resin was washed (1-2 

minutes each time, 8,0 ml, 150 rpm) DMF (3 x 8mL) then DMF/MeOH 1:1 (2 x 8mL) and then DMF 

(4 x 8mL). After the deprotection, the resin was used immediately for the coupling or left in NMP 

overnight.  Note: For the deprotection of AA2 only one deprotection step with 50 % piperidine / 

DMF (10.35 ml, 51.7 mmol) was executed with a 5 minutes shaking. 

 

Macrocyclization step (general procedure): A quantity of dry resin comprising the 10 coupled 

amino acids desired was  weighed  in a 3 mL frit syringe  (0.100 g, 0.037 mmol) and was washed 

(1-2 minutes each times, 1.0 ml, 150 rpm) with DMF (3 x 1mL). In an adjacent vial, a solution of 

PIPERIDINE 20%/DMF (0.518 ml, 1.036 mmol) was cooled at 10 °C and degassed under vacuum. 

In a second part, the Pd(Ph3P)4 (2.138 mg, 1.850 µmol) was added to this vial and the ice-bath was 

removed. The mixture was degassed under vacuum for 2 minutes with a magnetic agitation. It's 

was a yellow solution. The syringe containing the resin was purged several times with nitrogen 

and the solution with the palladium catalyst was pulled in the syringe. The syringe was placed 
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horizontally on a MaxQ 2000 shaker and shaken for 1 hour. Another treatment of 20 % 

piperidine/DMF (0.518 ml, 1.036 mmol) and  Pd(Ph3P)4 (2.138 mg, 1.850 µmol) was donned and 

shaken for another 1 hour. After this time, the solution was drained and the resin was washed (1-

2 minutes each time, 1,0 ml) with DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 mL), and DMF (4 x 1 mL). 

The washed resin was neutralized twice with a solution of HOBT hydrate (0.011 g, 0.074 mmol) in 

DMF (2 x 1 ml) (2 x 2 minutes). The resin was finally washed (1-2 minutes each time, 1,0 ml) with 

DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 mL), and DMF (4 x 1 mL).  In a 4 ml vial was dissolved DEBPT 

(0.022 g, 0.074 mmol) in DMF (1 ml). To this vial was added DIPEA (0.026 ml, 0.148 mmol) and the 

solution was aspirated in the 3 mL frit syringe and then shaken overnight on the MaxQ 2000. 

When the DIPEA was added to the DEPBT solution, the colorless solution became a bright yellow. 

After this period of time, the liquid was removed from the syringe and the resin was washed with 

several solvents in this order (1-2 minutes each time, 1 ml) : DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 

1 mL), and DMF (4 x 1 mL) , HOBT hydrate (0.011 g, 0.074 mmol) in DMF (2 x 1 ml) (2 x 2 minutes),  

DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 mL), and DMF (4 x 1 mL) 

 

 

ivDde protecting group (general procedure): In a 4 ml vial was dissolved hydrazine hydrate (50 

µl, 1.020 mmol) in DMF (1 ml). This solution was added to the wet resin (0.037 mmol) and the 3 

ml syringe was shaken during 5 minutes on the MAXQ 2000. The liquid was removed and another 

treatment with hydrazine hydrate (50 µl, 1.020 mmol) in DMF (1 ml) was donned for 1 hour this 

time. The resin changed color to grey from yellow after this deprotecting step. After this period, 

the liquid was removed from the syringe and the resin was washed with several solvents in this 

order (1-2 minutes each time, 1 ml) : DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 mL), and DMF (4 x 1 

mL) , HOBT hydrate (0.011 g, 0.074 mmol) in DMF (2 x 1 ml) (2 x 2 minutes),  DMF (3 x 1 mL), 

DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 mL), and DMF (4 x 1 mL). 
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Warhead  

 

4 warheads were used for the synthesis of macrocycles and they all have a distinct methodology. 

So these will be described one by one.  

 

Acrylamide warhead (general procedure):  With an amount of 0.037 mmol of resin two coupling 

steps were performed using in total 3 eq of HATU (0.042 g, 0.111 mmol) , 3.2 eq. of acrylic acid 

(8.13 µl, 0.118 mmol) and 10 eq. DIPEA (0.065 ml, 0.370 mmol). Initially, half of reagents were 

injected in 1 ml of DMF and the 3 mL frit syringe was shaken for 15 minutes. The liquid was 

removed and another treatment with acrylic acid (4.06 uL, 0.059 mmol), HATU (21 mg, 0.055 

mmol) and DIPEA (32 uL, 0.185 mmol) in DMF (1 ml) was performed for another 15 minutes.  After 

the resin was washed (1-2 minutes each time, 1,0 ml) with DMF (3 x 1 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 1 

mL), and DMF (4 x 1 mL).  

Chloroacetamide warhead (general procedure): With an amount of 0.037 mmol of resin a first 

coupling step was performed using 2-chloroacetyl chloride (8.84 µl, 0.111 mmol) and 5 eq. DIPEA 

(0.039 ml, 0.222 mmol) in 1 ml of DCM. The 3 mL frit syringe was shaken for 1 hour, then the liquid 

was removed. Another coupling was performed with the same condition as described for 1 hour. 

After the resin was washed (1-2 minutes each time, 1,0 ml) with DCM (3 x 1 mL), DCM/ACN 1:1 (2 

x 1 mL), and DCM (4 x 1 mL). 

 

Bromoacetamide warhead (general procedure): First, the resin (0.037 mmol) was contacted with 

0.5 ml of cold DCM mixed with DIPEA (0.039 ml, 0.223 mmol) and the syringe was shaken for 3 

minutes. In a second vial 0.5 ml of cold DCM was mixed with bromoacetyl bromide (6.46 µl, 0.074 

mmol) and then was added to the 3 mL frit syringe. The reaction was shaken during 30 minutes 
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at room temperature. After the resin was washed (1-2 minutes each time, 1,0 ml) with DCM (3 x 

1 mL), DCM/ACN 1:1 (2 x 1 mL), and DCM (4 x 1 mL).  

 

Propiolamide warhead (general procedure): In a 4 ml vial where dissolved DIC (0.015 ml, 0.096 

mmol) and propiolic acid (5.89 µl, 0.096 mmol) in 1 ml of cold DCM. The solution was agitated 

during 1 hour at 0°C. It was a yellow solution. After this time, the solution was added to the 3 ml 

syringe containing the resin (0.032 mmol). The reaction was shaken during 4 hours at room 

temperature and the resin became more brownish/orange. After the liquid in the syringe was 

drained out and the resin was washed (1-2 minutes each time, 1,0 ml) with DCM (3x), DCM/ACN 

1:1 (2x) and DCM (4x).  

 

Final deprotection and cleavage from the resin (general procedure): In a first step the resin was 

washed (1-2 minutes each times, 1 ml) with CH2Cl2 (3x), CH2Cl2: ACN 1:1 (3x) and CH2Cl2 (4x). Then 

the resin (0.037 mmol) was treated with a mix TFA/H2O/TIS (95/2.5/2.5) (1.0 ml) for 1 hour. 

Another treatment of TFA/H2O/TIS (95/2.5/2.5) (0.5 ml) but this time for 5 minutes. The resin 

turned to a red color when mix with the TFA solution. IMPORTANT the liquid of each treatment 

was recovery in a round bottom flask of 25 ml. To the RBF was added 5 ml of cold (0 °C) MTBE to 

help precipitation. Then the solid was filtered and washed with MTBE. The compound was dried 

under high vacuum for 30 minutes.  After the solid was solubilized in 0.6 ml of DMSO-H2O (9:1) 

and left for 18 hours to affect the decarboxylation of Boc protecting group. The last step was two 

purification by prep-HPLC with a collection trigger by mass.  

 

The first purification was carried out with these conditions:  

Solvent A: MeOH:H2O 5:95, AcOH 0.1% 

Solvent B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1% 

Gradient: Start 15% of B for 1.5 min - initial conditions 

1.5 to 8.5 min - gradient up to 70% B; 

8.5 to 8.6 min ramp to 100% B; maintain up to 10.7 min 

10.7 to 10.8 min 15% of B; post run 0.5 min. 

Stop time 11.5 min 

Column #2: Agilent C8-5 um; 21 X 50 mm 

Threshold= 1000; collection in negative mode 
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The second purification was carried out with these conditions: 

Solvent A: ACN:H2O 5:95, TFA 0.05% 

Solvent B: ACN:H2O 95:5, TFA 0.05% 

Gradient: Start 0% of B for 1.5 min - initial conditions 

1.5 to 8.5 min - gradient up to 50% B; 

8.5 to 8.6 min ramp to 70% B; maintain up to 10.7 min 

10.7 to 10.8 min 0% of B; post run 0.5 min. 

Stop time 11.5 min 

Column #2: Agilent C8-5 um; 21 X 50 mm 

Threshold= 1000; collection in positive mode 

 

After evaporation of the selected tubes, the compound was dissolved in a solution ACN/H2O (3:7) 

and transferred to a 4 ml vial for lyophilisation overnight to afford the final compound. 

 

During all coupling steps, an LCMS was performed to check the progress of each reaction. The 

methodology describing how this was donned is presented here:   

 

 

LCMS sample preparation: Into a glass dropper was placed some glass wool to play a filter role. 

After on a tip of another dropper was taken some resin and placed on the glass wool with DCM. 

Then the resin was washed with DCM, MeOH and DCM. Finally, the resin was placed in contact 

with 100 uL of TFA for 30 minutes. Liquid was concentrated with a nitrogen flow and than the 

white solid was solubilized in MeOH and analysed by LCMS. 
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UM0140184 

 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with acrylic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 7 mg (12.87 % 

yield) of a white solid was obtained, named as UM0140184.  

Formula: C79H104N16O12; MW: 1469.77 g/mol; HRMS calcd for : C79H105N16O12 [M+H]+ : 1469.8020 

; found 1469.8244 (-0.0224 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH:H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.800 min  
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UM0140186 

 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was seprarated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 

mmol) until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-chloroacetyl chloride according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 8.84 

mg (16.01 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140186.  

Formula: C78H103N16O12Cl; MW: 1492.21 g/mol; HRMS calcd for: C78H104N16O12Cl [M+H]+ : 

1491.7708 ; found 1491.7861 (-0.0153 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.810 min  
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UM0140191 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was seprarated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 

mmol) until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with acrylic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 10.65 mg (19.77 

% yield) of a white solid was obtained, named as UM0140191.  

Formula: C78H102N16O12; MW: 1455.74 g/mol; HRMS calcd for: C78H103N16O12 [M+H]+ : 1455.7941 ; 

found 1455.8197 (-0.0256 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.800 min  



 

183 
 

UM0140327 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was seprarated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 

mmol) until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-chloroacetyl chloride according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 9.53 

mg (17.42 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140327.  

Formula: C77H101N16O12Cl; MW: 1478.18 g/mol; HRMS calcd for : C77H102N16O12Cl [M+H]+ : 

1477.7552 ; found 1477.7667 (-0.0115 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH:H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 2.064 min  
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UM0140401 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 11.36 

mg (20.16 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140401.  

Formula: C77H101N16O12Br; MW: 1522.63 g/mol; HRMS calcd for: C77H102N16O12Br [M+H]+ : 

1521.7047 ; found 1521.7041 (-0.0006 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns Kinetex C18 2.6 

microns 4.6 x 30 mm, A MeOH:H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH:H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 

minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 1.828 min  
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UM0140438 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with propiolic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 9.16 mg (16.87 

% yield) of a white solid was obtained, named as UM0140438.  

Formula: C79H102N16O12; MW: 1467.76 g/mol; HRMS calcd for: C79H103N16O12 [M+H]+ : 1467.7941 ; 

found 1467.8042 (-0.0101 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.810 min  
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UM0140439 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 2.91 

mg (5.12 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140439.  

Formula: C78H103N16O12Br; MW: 1536.66 g/mol; HRMS calcd for: C78H104N16O12Br [M+H]+ : 

1535.7203 ; found 1535.7380 (-0.0177 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.836 min  
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UM0140440 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 100 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with propiolic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 12.64 mg (23.50 

% yield) of a white solid was obtained, named as UM0140440.  

Formula: C78H100N16O12; MW: 1453.73 g/mol; HRMS calcd for: C78H101N16O12 [M+H]+ : 1453.7785 ; 

found 1453.7804 (-0.002 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.795 min  
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UM0140468 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 90 mg of resin (0.026 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-Ala-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-OH, 

AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with propiolic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 1.01 mg (2.30 % 

yield) of a white solid was obtained, named as UM0140468.  

Formula: C75H94N16O12; MW: 1411.65 g/mol; HRMS calcd for: C75H95N16O12 [M+H]+ : 1411.7315 ; 

found 1411.6573 (-0.0742 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.729 min  
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UM0140586 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 90 mg of resin (0.026 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: Fmoc-Ala-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-OH, 

AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 1.82 

mg (4.74 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140586.  

Formula: C74H95N16O12Br; MW: 1480.55 g/mol; HRMS calcd for: C74H96N16O12Br [M+H]+ : 1479.6577 

; found 1479.6394 (-0.0183 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.742 min  
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UM0140690 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 138 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Dab(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 3.48 

mg (6.23 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140690.  

Formula: C76H99N16O12Br; MW: 1508.65 g/mol; HRMS calcd for: C76H100N16O12Br [M+H]+ : 

1507.6890 ; found 1507.6764 (-0.0126 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.797 min  
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UM0140691 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA4. Once the 4th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 504 mg of resin (0.218 mmol) 

until AA8 where it was split another time. The final amount selected to synthesis this macrocycle 

was 0.055 mmol of resin having the first 8 amino acids coupled. 

 

There is a variance in the synthesis of this macrocycle. Once the AA4 amino acids has been 

deprotected by piperidine, there is a reductive amination with the aldehyde (Fmoc-Aib-H) to 

obtain the primary amine.  

 

Fmoc deprotection of AA4: The wet resin (0.218 mmol) was firstly treated with piperidine 20 % / 

DMF (3.10 ml, 15.52 mmol) and shaken for 5 minutes. The solution was then drained and another 

treatment of piperidine 20 % / DMF (3.10 ml, 15.52 mmol) was executed, but this time with 20 

minutes of shaking. The liquid was removed from the syringe and the resin was washed (1-2 

minutes each time, 5.0 ml) with DMF (3 x 5 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 5 mL) and DMF (4 x 5 mL).  

 

Reductive amination: The resin was washed several times with THF/MeOH (1:1) (3 x 5 ml, 2 

minutes). In a vial of 4 ml was prepared a solution with Fmoc-Aib-H (270 mg, 0.873 mmol) and 4 

ml of THF/MeOH (1:1). The solution was split in two (vial 1A and vial 1B). In each was added 1 ml 
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of THF/MeOH (1:1) and ACETIC ACID (0.019 ml, 0.327 mmol) and SODIUM CYANOBOROHYDRIDE 

(68.6 mg, 1.091 mmol). After the solution was injected into the syringe and shaken for 90 minutes. 

The treatment was repeated with the other solution (1B). After the liquid was drained out and the 

resin was washed with several solvent: (5 ml, 1-2 minutes each times) DMF (3 x 5 mL), DMF/MeOH 

1:1 (2 x 5 mL) and DMF (4 x 5 mL). After the procedure continued as usual for the other amino 

acids.  

 

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-Aib-H, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 11.18 

mg (13.47 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140691.  

Formula: C77H103N16O11Br; MW: 1508.60 g/mol; HRMS calcd for: C77H104N16O11Br [M+H (Br81)]+ : 

1509.7233 ; found 1509.7442 (-0.0209 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.679 min  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

193 
 

UM0140692 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA4. Once the 4th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 504 mg of resin (0.218 mmol) 

until AA8 where it was split another time. The final amount selected to synthesis this macrocycle 

was 0.055 mmol of resin having the first 8 amino acids coupled. 

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 19.6 

mg (23.62 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140692.  

Formula: C76H99N16O12Br; MW: 1508.60 g/mol; HRMS calcd for: C76H100N16O12Br [M+H]+ : 

1507.6890 ; found 1507.6933 (-0.004 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.764 min  
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UM0140693 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA4. Once the 4th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 504 mg of resin (0.218 mmol) 

until AA8 where it was split another time. The final amount selected to synthesis this macrocycle 

was 0.055 mmol of resin having the first 8 amino acids coupled. 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Lys(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 20.4 

mg (24.36 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140693.  

Formula: C77H101N16O12Br; MW: 1522.63 g/mol; HRMS calcd for: C77H102N16O12Br [M+H]+ : 

1521.7047 ; found 1521.7015 (-0.003 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.728 min  
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UM0140706 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA7. Once the 7th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 138 mg of resin (0.037 mmol) 

until the end of the procedure.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-H-Aib-OH, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Dab(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with propiolic acid according to the conditions 

described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 3.56 mg (6.68 % 

yield) of a yellow solid was obtained, named as UM0140706.  

Formula: C77H98N16O12; MW: 1439.70 g/mol; HRMS calcd for: C77H99N16O12 [M+H]+ : 1439.7628 ; 

found 1439.7476 (-0.0152 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: H20:TFA 

(5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 nm): rt = 

1.766 min  
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UM0140707 

 

 

 

This macrocycle was synthesized by the following general procedure. The initial amount of 

anchored resin was (1 g, 0.739 mmol) until the addition of amino acid AA4. Once the 4th coupling 

was done the resin was separated and the procedure continued with 504 mg of resin (0.218 mmol) 

until AA8 where it was split another time. The final amount selected to synthesis this macrocycle 

was 0.055 mmol of resin having the first 8 amino acids coupled. 

 

There is a variance in the synthesis of this macrocycle. Once the AA4 amino acids has been 

deprotected by piperidine, there is a reductive amination with the aldehyde (Fmoc-Aib-H) to 

obtain the primary amine.  

 

Fmoc deprotection of AA4: The wet resin (0.218 mmol) was firstly treated with piperidine 20 % / 

DMF (3.10 ml, 15.52 mmol) and shaken for 5 minutes. The solution was then drained and another 

treatment of piperidine 20 % / DMF (3.10 ml, 15.52 mmol) was executed, but this time with 20 

minutes of shaking. The liquid was removed from the syringe and the resin was washed (1-2 

minutes each time, 5.0 ml) with DMF (3 x 5 mL), DMF/MeOH 1:1 (2 x 5 mL) and DMF (4 x 5 mL).  

 

Reductive amination: The resin was washed several times with THF/MeOH (1:1) (3 x 5 ml, 2 

minutes). In a vial of 4 ml was prepared a solution with Fmoc-Aib-H (270 mg, 0.873 mmol) and 4 
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ml of THF/MeOH (1:1). The solution was split in two (vial 1A and vial 1B). In each was added 1 ml 

of THF/MeOH (1:1) and ACETIC ACID (0.019 ml, 0.327 mmol) and Sodium cyanoborohydride (68.6 

mg, 1.091 mmol). After the solution was injected into the syringe and shaken for 90 minutes. The 

treatment was repeated with the other solution (1B). After the liquid was drained out and the 

resin was washed with several solvent: (5 ml, 1-2 minutes each times) DMF (3 x 5 mL), DMF/MeOH 

1:1 (2 x 5 mL) and DMF (4 x 5 mL). After the procedure continued as usual for the other amino 

acids.  

 

The amino acid sequence used was the following one: AA1: Fmoc-L-Lys-OAll, AA2: Fmoc-L-

Trp(Boc)-OH, AA3: Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, AA4: Fmoc-D-Trp (Boc)-OH, AA5: Fmoc-Aib-H, AA6: 

Fmoc-L-Trp(Boc)-OH, AA7: Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, AA8: : Fmoc-allo-Ile-OH, AA9: Fmoc-Orn(ivDde)-

OH, AA10: Fmoc-D-Pro-OH.  

After the macrocyclization step, there was deprotection of the ivDde group according to the 

general procedure, then the coupling of the amine with 2-bromoacetyl bromide according to the 

conditions described above. After the acid cleavage and the purification steps an amount of 7.31 

mg (8.89 % yield) of a white solid was obtained, named as UM0140707.  

Formula: C76H101N16O11Br; MW: 1508.60 g/mol; HRMS calcd for: C76H102N16O11Br [M+H]+ : 

1493.7097 ; found 1493.7175 (-0.008 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A MeOH: 

H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH: H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes, Uv measured at 254 

nm): rt = 1.680 min  
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A.2 Testing of the macrocycles (Biochemistry/Proteomics):  

Development of covalent macrocycles to mimic the NS1 

monobody 

 

Intact mass of macrocycles adducts on RAS isoforms 

The isoforms of RAS were expressed and given by Hugo Lavoie from the Lab of Marc Therrien, a 

special thanks to him. RAS isoforms were expressed with the first 171 amino acids and purified 

with a HIS-tag. The isoforms used are: HRAS, KRAS, NRAS and HRASC118S. 

The procedure was the same for all the isoforms and macrocycles. In a 96-well plate was mixed in 

the buffer A : RAS isoform and macrocycle in a way to obtain a final concentration of 4 μM and 

100 μM respectively. The reactions were agitated during 16 hours at room temperature. The next 

morning 15 uL of the solution was diluted with 15 uL of 4% formic acid solution and then injected 

on the QExactibe HF Biopharma from Thermo.  

Parameter of mass spectrometry: Intact proteins were loaded on C5 precolumn and separated 

with a home-made C5 column (150 μm ID x 15 cm) made of Jupiter C5, 3 μm, 300 Å. This 

separation was possible with a linear gradient of 5-40% of acetonitrile (0.2 % Formic acid) in a 50 

min with a flow rate of 600 nL/min. The liquid chromatography was coupled with the Q Exactive 

Biopharma, with a mass scan range of 500-2000 m/z. The resolution selected was 240 000 and 

the AGC target values for MS was set to 1e6 (max fill time 200 ms). Computer processing was 

performed using the software Protein Deconvolution from Thermo to identify the exact mass of 

proteins for the spectras.  

Buffer A: 1 mM MgCl2, 150 mM NaCl and 20 mM HEPES   

SDS-PAGE of macrocycles adducts on RAS isoforms 

The gels procedure was performed with the same isoforms of RAS expressed by Hugo Lavoie 

either HRAS, KRAS, NRAS and HRASC118S. 

The procedure was the same for all the isoforms and macrocycles. In a 96-well plate was mixed in 

the buffer A : RAS isoform and macrocycle in a way to obtain a final concentration of 4 μM and 
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100 μM respectively. The reactions were agitated during 16 hours at room temperature. The next 

day 12.5 uL of a 5X loading solution was added to each sample and was heated at 95°C for 8 

minutes. Each condition was loaded on a precast acrylamide gel with gradient 4-12%. The voltage 

used was 110 V over 1 hour. The gel was revealed with a Coomassie blue stain for 3 hours, 

followed with a destain solution until the desired result.  

Buffer A: 1 mM MgCl2, 150 mM NaCl and 20 mM HEPES   

5x Loading solution: 3 mL 20 % SDS, 3.75 mL Tris buffer 1 M pH 6.8, 9 mg Bromophenol blue, 1.16 

mg DTT, 4.5 mL glycerol, complete to 15 mL with H20 

Coomassie blue stain: 500 mL methanol, 100 mL glacial AcOH, 1.25 g Brilliant blue G, 400 mL H20 

Destain solution: 500 mL H20, 400 mL MeOH and 100 mL glacial AcOH 

Chemicals and materials: 

Precast acrylamide gel: 4-12% Criterion XT Bis-Tris Protein Gel from Biorad (3450123) 
Bromophenol blue: Sigma-Aldrich, CAS: 115-39-9 

DTT: Sigma-Aldrich, CAS: 3483-12-3 

Glycerol: Sigma-Aldrich, CAS: 56-81-5 

Brilliant blue G: Sigma-Aldrich, CAS: 6104-58-1 

Kinetics study of macrocycles  

The theory that was followed to perform the kinetic study is describd in the paper: 
Strelow, J. M., A Perspective on the Kinetics of Covalent and Irreversible Inhibition. SLAS 
DISCOVERY: Advancing the Science of Drug Discovery 2016, 22 (1), 3-20. 
 

The general idea is to be able to have a bioassay that achieves a ratio between the modified 

protein and the wildtype protein over time. This ratio gives the possibility of obtaining the 

experimental kinetic constant (kobs) which is propotional to th tw constants of the kinetic model 

(kinact and KI). 

 

 

𝑘𝑜𝑏𝑠 =
𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡[𝐼]

𝐾𝐼 + [𝐼]
 

[𝑀𝑜𝑑𝑖𝑓𝑖𝑒𝑑 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 ]

[𝑊𝑖𝑙𝑑𝑡𝑦𝑝𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛]
× 100 = % 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑜𝑐𝑐𝑢𝑝𝑎𝑛𝑐𝑦 = 100(1 − 𝑒−𝑘𝑜𝑏𝑠×𝑡) 
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The bioassay that was chosen to obtain the rations as a function of the time is a gel incubation. 

As the intensity of a band is proportional to its quantity, it is possible to easily follow the change 

of the two species over time. The procedure is the same as described in the section: SDS-PAGE of 

macrocycles adduct on RAS isoforms. All incubations were performed in a 96-well plate in a total 

volume of 50 uL. HRAS protein was used at a fix concentration of 2 μM. The kinetics were started 

in the style of a countdown, so that it all ended at the same time. After that, 12.5 uL of the 5x 

loading buffer was added and the samples were heated at 95°C for 8 minutes. Each condition was 

loaded on a precast acrylamide gel with gradient 4-12%. The voltage used was 110 V over 1 hour. 

The gel was revealed with a Coomassie blue stain for 3 hours, followed with a destain solution 

until the desired result. To obtain the total occupancy at every time, the ratio was calculated with 

the ImageJ software which measures the light intensity from an image. After which it is possible 

to obtain a graphof the total occupancy as a function of time for various concentrations of 

inhibitor (A). With the GraphPrism software, it is possible to find the value of the experimental 

kinetic constant (kobs) for each concentration of inhibitor. Finally, it is possible to trace the 

relationship between kobs and the concentration of inhitor to identify the two values that are KI 

and kinact (B). These values were found with GraphPad.  
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A.3 Organic synthesis section for the second project:  Target 

identification of the UM171 compound 

 

The experimental procedure for some probes comes from the report submitted to the chemistry 

department by Moïse Perreault:  Perreault, M. Déconvolution de la cible de UM171 par approche 

chémoprotéomique, Université de Montréal, August 26th 2019, CHM 3552 

2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethanol (33) 

 

 

 

4-hydroxybutan-2-one (2,026 ml, 22,70 mmol) was added slowly into stirring liquid NH3 (30 mL) 

at -78 ºC. After stirring at -78 ºC for 5h, a solution of (aminooxy)sulfonic acid (2,82 g, 24,97 mmol) 

in MeOH (20 ml) was added slowly to the reaction mixture. Then the stirred reaction mixture was 

allowed to warm up to room temperature overnight. The resulting white precipitate was filtered 

off and the volume of the filtrate was reduced to 50 mL. The yellow filtrate was cooled to 0 ºC; 

methanol (50 mL) and Et3N (3,16 ml, 22,70 mmol) were added followed by slow addition of iodine 

until mixture turns to a persistent brown orange. The reaction mixture was allowed to warm up 

to room temperature stirred for 2 h. Volume minimized under reduced pressure (80 mbar), then 

diluted with brine (150 mL) followed by extraction with Et2O (3x50 mL), dried over anhydrous 

Na2SO4, filtered and concentrated. The diazirine was isolated by horizontal distillation with a 

Kugelrohr apparatus (40 to 70oC at 3 mbar). Diethyl ether was used to recuperate the product, 

which was concentrated reduced pressure (70 mbar) to give 2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethanol 

33 (1,155 g, 11,54 mmol, 50,8 % yield) as a pale yellow oil 

Formula: C4H8N2O; MW: 100.12 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 3.55 (t, J=6.3 Hz, 2 H), 1.66 

(t, J=6.3 Hz, 2 H), 1.39 (br. s., 1 H), 1.09 ppm (s, 3 H), 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 57.7, 36.9, 

24.2, 20.2 ppm.  

 



 

202 
 

2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (34) 

 

 

 

2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethanol (520 mg, 5,19 mmol) was dissolved in DCM (3582 µl) at 0 °C. 

After addition of pyridine (1260 µl, 15,58 mmol), Et3N (2172 µl, 15,58 mmol) and DMAP (12,69 

mg, 0,104 mmol), Tosyl-Cl (1980 mg, 10,39 mmol) dissolved in DCM (1.45M, 6.9mL) was added 

dropwise for 5 min. Then the reaction was stirred at room temperature overnight. Enough 1 N HCl 

was added to quench the reaction (30mL), then extracted with Et2O (2x30 mL), evaporated under 

reduced pressure and the compound is isolated by ISCO on a 12g SiO2 column (Hex / EtOAc - 20:1). 

Fractions are gathered and evaporated under reduced pressure to give 2-(3-methyl-3H-diazirin-

3-yl)ethyl 4-methylbenzenesulfonate 34 (649 mg, 2,55 mmol, 49,1 % yield) as a yellow oil. 

 

 

Formula: C11H14N2O3S; MW: 254.31 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 7.81 - 7.85 (m, J=8.2 Hz, 

2 H), 7.35 - 7.40 (m, J=8.6 Hz, 2 H), 3.97 (t, J=6.5 Hz, 2 H), 2.47 (s, 3 H), 1.68 (t, J=6.3 Hz, 2 H), 1.02 

ppm (s, 3 H),13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 147.7, 135.4, 132.6, 130.6, 67.7, 36.8, 26.0, 24.3, 22.4 

ppm.  
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3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propanoic acid (38) 

 

 

 

A solution of 4-oxopentanoic acid (0,437 ml, 4,31 mmol) in MeOH (1.0 mL) was cooled in 

an ice bath under an argon atmosphere. To this solution was added NH3 7N in MeOH (5 

ml, 35,0 mmol) via syringe. The mixture was allowed to stir for 3h at 0 ˚C, then 

(aminooxy)sulfonic acid (0,536 g, 4,74 mmol) in MeOH (1.5 mL) was added. The reaction 

mixture was stirred for 16h at RT. The excess ammonia was removed by blowing air 

through the suspension for 1 h using a glass pipette. The suspension was filtered, and the 

filtrate concentrated under reduced pressure. The solid mass was dissolved MeOH (0.5 

mL) and cooled in an ice bath. Et3N (0.9 mL, 6.5 mmol) was added, stirred for 5 minutes. 

Iodine (1.0 g, 7.9 mmol) was added until the orange-brown color remained. The methanol 

is evaporated under reduced pressure. The oil was diluted with EtOAc (3.0 mL), washed 

with 1 N HCl (3 mL), a 10% Na2S2O3 solution (3 mL), brine (3 mL), and dried over anhydrous 

Na2SO4. The product is isolated by ISCO on a 24g SiO2 column (A: Hex / B: EtOAc-Hex-

AcOH (90-8-2%)) with a gradient of B from 0 % to 20% over 17 minutes. Product was 

revealed with bromocresol green stain. Fractions that revealed were gathered, 

evaporated under reduced pressure to give 3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propanoic acid 

38 (494mg, 3,86 mmol, 90 % yield) as a pale yellow oil 

Formula: C5H8N2O2; MW: 128.13 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 2.25 (t, J=7.6 Hz, 2 H), 1.74 

(t, J=7.6 Hz, 2 H), 1.06 ppm (s, 3 H), 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 178.7, 29.3, 28.5, 25.0, 19.6 

ppm. 
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N1-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine (39) 

 

 

 

A solution of 3-chloroprop-1-yne (1,428 ml, 13,82 mmol) and DBU (2,083 ml, 13,82 mmol) in 

toluene (8mL) is added to another solution (propane-1,3-diamine (11,64 ml, 138 mmol) in toluene 

(8mL)) at 0°C. The reaction is warmed at room temperature and stirred for 4 hours. The compound 

is isolated by distillation with a Kugelrohr apparatus (35°C to 50°C at 3.5 mbar for 30 minutes to 

flush impurities; compound isolated between 70 to 140°C at 3.5 mbar). The compound is further 

isolated by ISCO with a 24g SiO2 column by solid handing (A: DCM / B: DCM-MeOH-NH4OH (78-

20-2%)) with a gradient of B from 0 % to 100% over 20 minutes. Fractions are gathered to give 

N1-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine 39 (477 mg, 4,25 mmol, 30,8 % yield) as a yellow oil.  

 

Formula: C6H12N2; MW: 112.17 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 3.44 (d, J=2.3 Hz, 2 H), 2.79 

(q, J=7.0 Hz, 4 H), 2.22 (t, J=2.5 Hz, 1 H), 1.74 - 1.83 (m, 1 H), 1.65 (quin, J=6.8 Hz, 2 H), 1.29 ppm 

(br. s., 2 H), 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 82.2, 71.2, 46.5, 40.4, 38.2, 33.5 ppm  
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N1-(prop-2-yn-1-yl)butane-1,4-diamine (40) 

 

 

 

A solution of butane-1,4-diamine (1.389 ml, 13.8 mmol) and DBU (2,083 ml, 13.8 mmol) in toluene 

(8mL) is added to another solution (butane-1,4-diamine (1.389 ml, 13.8 mmol) in toluene (8mL)) 

at 0°C. The reaction is warmed at room temperature and stirred for 4 hours. The compound is 

isolated by distillation with a Kugelrohr apparatus (35°C to 50°C at 3.5 mbar for 30 minutes to 

flush impurities; compound isolated between 70 to 140°C at 3.5 mbar). The compound is further 

isolated by ISCO with a 24g SiO2 column by solid handing (A: DCM / B: DCM-MeOH- NH4OH (78-

20-2%)) with a gradient of B from 0 % to 100% over 20 minutes. Fractions are gathered to give 

N1-(prop-2-yn-1-yl)butane-1,4-diamine 40 (279 mg, 2,211 mmol, 16,00 % yield) as a yellow oil. 

Formula: C7H14N2; MW: 126.20 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 3.44 (d, J=2.7 Hz, 2 H), 2.65 

- 2.78 (m, 4 H), 2.22 (t, J=2.5 Hz, 1 H), 1.48 - 1.57 (m, 4 H), 1.40 ppm (br. s, 3 H), 13C NMR (CDCl3, 

101MHz): δ = 82.2, 71.2, 48.5, 42.0, 38.1, 31.4, 27.2 ppm. 
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N1-(3-aminopropyl)-N1-methyl-N3-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine (41) 

 

 

 

A solution of N1-(3-aminopropyl)-N1-methylpropane-1,3-diamine (2.228 ml, 13.8 mmol) and DBU 

(2,083 ml, 13.8 mmol) in toluene (8mL) is added to another solution N1-(3-aminopropyl)-N1-

methylpropane-1,3-diamine (2.228 ml, 13.8 mmol) in toluene (8mL)) at 0°C. The reaction is 

warmed at room temperature and stirred for 4 hours. The compound is isolated by distillation 

with a Kugelrohr apparatus (35°C to 50°C at 3.5 mbar for 30 minutes to flush impurities; 

compound stayed in the round-bottom flask). The compound is further isolated by ISCO with a 

24g SiO2 column by solid handing (A: DCM / B: DCM-MeOH- NH4OH (78-20-2%)) with a gradient 

of B from 0 % to 100% over 20 minutes. Fractions are gathered to give N1-(3-aminopropyl)-N1-

methyl-N3-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine 41 (1,012 g, 5,52 mmol, 40,0 % yield) as an 

orange oil. 

Formula: C10H21N3; MW: 183.29 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 3.41 - 3.49 (m, 1 H), 3.39 

(d, J=2.3 Hz, 1 H), 2.71 (td, J=6.7, 2.0 Hz, 3 H), 2.37 (q, J=6.8 Hz, 4 H), 2.15 - 2.22 (m, 4 H), 1.57 - 

1.66 (m, 4 H), 1.41 ppm (br. s, 2 H), 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 82.0, 70.8, 55.9, 55.3, 47.1, 

41.9, 40.3, 37.9, 30.8, 27.0 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (43) 

 

 

 

In a 10 mL microwave vial was added 3-carbamoyl-6-(methoxycarbonyl)-1H-indol-2-aminium 

chloride (500 mg, 1,854 mmol),  methyl 2-phenylacetate (392 µl, 2,78 mmol)  and sodium 

methanolate 5.4 M (1030 µl, 5,56 mmol) in MeOH (5618 µl) to give a brown suspension. After 

heating in the microwave (140°C, 45min), sodium methanolate 5.4 M (618 µl, 3,34 mmol) and 

methyl 2-phenylacetate (261 µl, 1,854 mmol) were added to complete the reaction in the 

microwave (140°C, 45min). AcOH (743 µl, 12,98 mmol) was added and the black solution turns to 

a light brown suspension. Stirred the resulting suspension at room temperature overnight. 

Filtered to afford methyl 2-benzyl-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 43 (436 mg, 

1,308 mmol, 70,5 % yield) as a purple-brown solid 

Formula: C19H15N3O3; MW: 333.54 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.49 (br. s., 1 H), 

7.99 - 8.03 (m, 2 H), 7.83 (dd, J=8.2, 2.0 Hz, 1 H), 7.39 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 2 H), 7.33 (td, J=7.4, 1.2 

Hz, 2 H), 7.25 (tt, J=7.4, 2.3 Hz, 1 H), 4.03 (s, 2 H), 3.87 (s, 3 H), 1.86 ppm (s, 1 H), 13C NMR (DMSO-

d6, 101MHz): δ = 133.4, 114.6, 98.6, 96.9, 95.0, 92.7, 91.5, 91.0, 90.7, 90.3, 90.1, 89.3, 33.7, 23.1, 

3.4 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (44) 

 

In a 25 mL round-bottom flask was added methyl 2-benzyl-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-

b]indole-7-carboxylate (420 mg, 1,260 mmol) in POCl3 (10,200 ml, 109 mmol) to give a 

brown suspension. The reaction was heated at 90°C overnight, then concentrated under 

reduced pressure to give a brown foam. The foam was suspended in sat. NaHCO3 solution 

(10 mL) and stirred for 1 hour. The solid was collected on Buchner, washed with water 

(3x2 mL) and the compound was dried under high vacuum to give methyl 2-benzyl-4-

chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 44 (381 mg, 1,083 mmol, 83 % yield) as a 

brittle brown solid. 

Formula: C19H14N3O2Cl; MW: 351.79 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.94 (br. s., 1 H), 

8.30 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 8.07 - 8.13 (m, 1 H), 7.96 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.33 (dt, J=13.5, 7.0 Hz, 4 

H), 7.22 (tt, J=7.0, 2.0 Hz, 1 H), 4.30 (s, 2 H), 3.91 ppm (s, 3 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 

166.6, 166.1, 157.6, 152.5, 138.1, 138.0, 129.2, 128.5, 128.4, 126.4, 122.1, 122.0, 121.5, 113.1, 

108.4, 52.4, 44.9 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-4-((3-(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (45) 

 

 

A mixture of methyl 2-benzyl-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (120 mg, 0,341 

mmol), N1-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine (963 µl, 2,047 mmol) and Et3N (95 µl, 0,682 

mmol) in MeOH (1503 µl) was heated in the microwave (140°C, 40min). Solvent was removed 

under reduced pressure and the product was isolated by ISCO on a 4g SiO2 column (A: DCM / B: 

DCM-MeOH-NH4OH (78-20-2%)) with a gradient of B from 0 % to 100% over 16 minutes. Fractions 

are collected to give methyl 2-benzyl-4-((3-(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-

b]indole-7-carboxylate 45 (45 mg, 0,105 mmol, 30,9 % yield) as a yellowish solid. 

Formula: C25H25N5O2; MW: 427.5 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.05 (s, 1 H), 8.31 (d, 

J=8.2 Hz, 1 H), 7.98 (d, J=1.6 Hz, 1 H), 7.82 (dd, J=8.6, 1.6 Hz, 1 H), 7.60 (t, J=5.7 Hz, 1 H), 7.37 (d, 

J=6.7 Hz, 2 H), 7.24 - 7.32 (m, 2 H), 7.18 (tt, J=7.0, 2.0 Hz, 1 H), 4.04 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.66 (q, 

J=6.3 Hz, 2 H), 3.35 (d, J=2.3 Hz, 2 H), 3.04 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 2.64 - 2.71 (m, 2 H), 2.33 (quin, J=2.0 

Hz, 1 H), 1.78 ppm (quin, J=6.7 Hz, 2 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 195.3, 166.9, 166.9, 

157.6, 157.1, 139.4, 135.8, 129.3, 128.3, 126.2, 124.8, 123.8, 121.0, 120.4, 112.1, 93.5, 83.2, 73.7, 

52.2, 46.3, 46.0, 37.6, 28.9 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-4-((4-(prop-2-yn-1-ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (46) (UM0142947) 

 

A mixture of methyl 2-benzyl-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (100 mg, 0,284 

mmol), of N1-(prop-2-yn-1-yl)butane-1,4-diamine (71,7 mg, 0,569 mmol)  and TRIETHYLAMINE 

(79 µl, 0,569 mmol)  in MeOH (1252 µl) was heated in the microwave for 40min at 140°C. Solvent 

was removed under reduced pressure and the product was isolated by ISCO (DCM / DCM-MeOH-

NH4OH (78-20-2%)) on a 4g SiO2 column. Fractions are collected to give methyl 2-benzyl-4-((4-

(prop-2-yn-1-ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 46 (24mg, 0,054 

mmol, 15,94 % yield) as a yellowish solid. 

Formula: C26H27N5O2; MW: 441.52 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 11.98 - 12.07 (m, 1 

H), 8.32 - 8.39 (m, 1 H), 7.95 - 8.01 (m, 1 H), 7.76 - 7.83 (m, 1 H), 7.32 - 7.41 (m, 2 H), 7.22 - 7.32 

(m, 2 H), 7.13 - 7.21 (m, 1 H), 4.03 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.55 - 3.67 (m, 2 H), 3.29 (d, J=2.3 Hz, 2 

H), 3.02 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 2.58 (t, J=7.0 Hz, 2 H), 1.56 - 1.74 (m, 2 H), 1.39 - 1.53 ppm (m, 2 H), 13C 

NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 166.7, 166.6, 157.5, 156.9, 139.2, 135.6, 129.1, 128.0, 126.0, 124.6, 

123.6, 120.6, 120.4, 111.9, 93.3, 82.8, 79.0, 73.6, 52.0, 47.7, 45.8, 37.4, 27.1, 26.5 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-4-((3-(methyl(3-(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)propyl)amino)-9H-

pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (47) 

 

 

A mixture of methyl 2-benzyl-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (120 mg, 0,341 

mmol), of N1-(3-aminopropyl)-N1-methyl-N3-(prop-2-yn-1-yl)propane-1,3-diamine (247 µl, 0,682 

mmol) and TRIETHYLAMINE (95 µl, 0,682 mmol) in MeOH (1503 µl) was heated in the microwave 

for 40min at 140°C. Solvent was removed under reduced pressure and the product was isolated 

by ISCO (DCM / DCM-MeOH-NH4OH (78-20-2%)) on a 4g SiO2 column. Fraction was collected to 

give methyl 2-benzyl-4-((3-(methyl(3-(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)propyl)amino)-9H-

pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 47 (36 mg, 0,072 mmol, 21,17 % yield) as a yellowish solid. 

Formula: C29H34N6O2; MW: 498.62 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.08 (br. s., 1 H), 

8.35 (d, J=8.6 Hz, 1 H), 7.95 - 7.98 (m, 1 H), 7.78 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H), 7.50 (t, J=5.5 Hz, 1 H), 7.29 

- 7.36 (m, 2 H), 7.22 - 7.28 (m, 2 H), 7.11 - 7.20 (m, 1 H), 4.02 (s, 2 H), 3.84 (s, 3 H), 3.62 (d, J=6.3 

Hz, 2 H), 3.44 - 3.48 (m, 1 H), 3.40 (br. s., 2 H), 3.18 (s, 1 H), 2.69 - 2.82 (m, 3 H), 2.60 - 2.68 (m, 2 

H), 1.88 - 1.97 (m, 2 H), 1.87 (s, 2 H), 1.66 - 1.74 ppm (m, 2 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 

172.0, 166.7, 157.4, 156.8, 139.2, 135.6, 129.1, 128.1, 126.0, 124.7, 123.5, 120.7, 120.4, 112.0, 

93.4, 79.3, 79.0, 78.6, 75.2, 54.2, 54.0, 52.0, 45.8, 45.1, 38.2, 36.6, 25.0, 23.5, 21.1 ppm. 
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Methyl 2-benzyl-9-(2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl)-4-((3-(prop-2-yn-1-

ylamino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (UM0142941) 

 

To a solution of 2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (103 µl, 0,051 

mmol) in DMF (94 µl) were added K2CO3 (19,40 mg, 0,140 mmol) and methyl 2-benzyl-4-((3-

(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (20 mg, 0,047 

mmol) was stirred overnight (80°C). The compound was isolated by HPLC prep (A: MeOH:H2O 

5:95, AcOH 0.1% / B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %) with a gradient of B from 25 % to 100 % over 

15.5 minutes. Fractions are concentrated under reduced pressure to give Methyl 2-benzyl-4-((3-

((2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl)(prop-2-yn-1-yl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-

b]indole-7-carboxylate  (6,98mg, 0,014 mmol, 29,3 % yield) as a yellowish solid. 

Formula: C29H31N7O2; MW: 509.60 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 8.36 (d, J=8.2 Hz, 1 

H), 8.11 - 8.14 (m, 1 H), 7.88 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H), 7.69 (s, 1 H), 7.38 (d, J=7.0 Hz, 2 H), 7.26 (t, 

J=7.4 Hz, 2 H), 7.18 (d, J=7.0 Hz, 1 H), 4.49 (t, J=6.7 Hz, 2 H), 4.08 (s, 2 H), 3.89 (s, 3 H), 3.67 (q, 

J=6.3 Hz, 2 H), 3.36 (d, J=2.3 Hz, 2 H), 3.04 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 2.68 (t, J=6.5 Hz, 2 H), 1.74 - 1.83 (m, 

J=6.8, 6.8 Hz, 4 H), 0.93 ppm (s, 3 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 166.7, 166.6, 156.8, 139.1, 

135.8, 129.1, 128.0, 126.0, 124.8, 123.6, 121.2, 120.4, 110.4, 93.1, 82.9, 79.3, 78.6, 73.6, 52.1, 

46.1, 45.8, 37.4, 36.5, 33.4, 28.6, 24.5, 18.9 ppm HRMS calcd for : C29H32N7O2 [M+H]+ : 510.2617 ; 

found 510.2577 (-0.004 m/z). 
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Methyl 2-benzyl-9-(2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl)-4-((4-(prop-2-yn-1-

ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (UM0142943) 

 

 

To a solution of 2-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)ethyl 4-methylbenzenesulfonate (21,54 mg, 0,085 

mmol) in DMF (154 µl) were added K2CO3 (31,9 mg, 0,231 mmol) and methyl 2-benzyl-4-((4-(prop-

2-yn-1-ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate ( 34 mg, 0,077 mmol)  was 

stirred overnight (80°C). The compound was isolated by HPLC prep (A: MeOH:H2O 5:95, AcOH 

0.1% / B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %) with a gradient of B from 25 % to 100 % over 15.5 minutes. 

Fractions are concentrated under reduced pressure to give Methyl 2-benzyl-9-(2-(3-methyl-3H-

diazirin-3-yl)ethyl)-4-((4-(prop-2-yn-1-ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (2.5 mg, 0,014 mmol, 6.2 % yield) as a yellowish solid. 

 

Formula: C30H33N7O2; MW: 523.63 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 8.41 (d, J=8.6 Hz, 1 

H), 8.10 - 8.14 (m, 1 H), 7.86 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H), 7.46 (t, J=5.5 Hz, 1 H), 7.38 (d, J=7.4 Hz, 2 H), 

7.26 (t, J=7.4Hz, 2 H), 7.15 - 7.20 (m, 1 H), 4.49 (t, J=6.7 Hz, 2 H), 4.07 (s, 2 H), 3.89 (s, 3 H), 3.60 

(dd, J=13.1, 6.5 Hz, 3 H), 3.29 (d, J=2.0 Hz, 2 H), 3.02 (t, J=2.3Hz, 1 H), 2.55 - 2.61 (m, 2 H), 1.78 (t, 

J=6.7 Hz, 2 H), 1.65 (dd, J=14.3, 7.2 Hz, 2 H), 1.42 - 1.50 (m, 2H), 0.94 ppm (s, 3 H), 13C NMR (DMSO-

d6, 101MHz): δ = 166.8, 166.6, 156.9, 156.9, 139.2, 135.8, 129.1, 128.1, 126.1, 124.8, 123.6, 121.2, 

120.6, 110.4, 93.2, 83.2, 73.4, 52.1, 47.8, 45.9, 37.4, 36.6, 33.4, 27.2, 26.7, 24.6, 18.9 ppm HRMS 

calcd for : C30H34N7O2 [M+H]+ : 524.2774 ; found 524.2926 (-0.0152 m/z). 
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Methyl 2-benzyl-4-((3-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-

yl)propanamido)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (UM0142942) 

 

 

HATU (23,13 mg, 0,061 mmol) was added to a solution of 3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propanoic 

acid (7,19 mg, 0,056 mmol) in DMF (440 µl). 5 minutes later, methyl 2-benzyl-4-((3-(3-(3-methyl-

3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)propanamido) propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (8,69mg, 0,016 mmol, 34,6 % yield) in DMF (1240 µl) was added, followed by DIPEA 

(18,79 µl, 0,108 mmol). After letting the reaction go overnight, the compound was isolated by 

HPLC prep. (A: MeOH:H2O 5:95, AcOH 0.1% / B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %) with a gradient of 

B from 15 % to 100 % over 13.5 minutes. Fractions are collected to give methyl 2-benzyl-4-((3-(3-

(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)propanamido)propyl) amino)-9H-pyrimido[4,5-

b]indole-7-carboxylate (8,69mg, 0,016 mmol, 34,6 % yield) as a pale yellow solid 

 

Formula: C30H31N7O3; MW: 537.61 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.25 (d, J=16.8 Hz, 

1 H), 8.42 (dd, J=8.2, 3.1 Hz, 1 H), 8.02 (d, J=5.1 Hz, 1 H), 7.84 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.64 (br. s., 1 H), 

7.35 - 7.41 (m, 2 H), 7.25 - 7.32 (m, 2 H), 7.16 - 7.23 (m, 1 H), 4.19 (d, J=2.0 Hz, 1 H), 4.13 (d, J=2.0 

Hz, 1 H), 4.10 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.59 - 3.66 (m, 2 H), 3.39 - 3.48 (m, 2 H), 3.34 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 

2.33 (t, J=7.4 Hz, 1 H), 2.10 (t, J=7.6 Hz, 1 H), 1.93 - 2.02 (m, 1 H), 1.81 - 1.91 (m, 1 H), 1.63 (t, J=7.2 

Hz, 1 H), 1.45 (t, J=7.4 Hz, 1 H), 0.98 - 1.04 (m, 1 H), 0.79 ppm (s, 1 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): 

δ = 173.0, 171.2, 170.0, 166.6, 166.6, 147.2, 135.7, 129.1, 128.2, 126.2, 123.5, 120.4, 93.5, 93.5, 

79.9, 74.8, 52.1, 44.5, 43.6, 36.9, 33.7, 29.3, 29.1, 26.8, 26.4, 25.7, 19.5, 19.1 ppm HRMS calcd for 

: C30H32N7O3 [M+H]+ : 538.2567 ; found 538.2564 (-0.0003 m/z). 

 



 

215 
 

Methyl 2-benzyl-4-((4-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-

yl)propanamido)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (UM142944) 

 

HATU (33,6 mg, 0,088 mmol) was added to a solution of 3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propanoic 

acid (10,45 mg, 0,082 mmol) in DMF (440 µl). 5 minutes later, methyl 2-benzyl-4-((4-(prop-2-yn-

1-ylamino)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (30 mg, 0,068 mmol)  in DMF 

(1240 µl) was added, followed by Hunig's  base (27,3 µl, 0,156 mmol). After letting the reaction 

go overnight, the compound was directly purifed by HPLC prep (2 injections). Solvent A: 

MeOH:H2O 5:95, AcOH 0.1% Solvent B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %. Gradient 25 % to 100 % over 

15.5 minutes. Fractions are collected to give methyl 2-benzyl-4-((4-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-

N-(prop-2-yn-1-yl)propanamido)butyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (9,1mg, 

0,016 mmol, 24,28 % yield) as a pale yellow solid.  

Formula: C31H33N7O3; MW: 551.64 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.05 (br. s., 2 H), 

8.36 (dd, J=8.2, 2.3 Hz, 1 H), 7.99 (s, 1 H), 7.81 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.37 (d, J=7.8 Hz, 3 H), 7.28 (t, 

J=7.2 Hz, 2 H), 7.12 - 7.22 (m, 1 H), 4.12 - 4.16 (m, 1 H), 4.09 (d, J=2.3 Hz, 1 H), 4.04 (d, J=4.7 Hz, 2 

H), 3.84 - 3.91 (m, 3 H), 3.63 (dd, J=12.9, 5.9 Hz, 3 H), 3.28 (t, J=2.0 Hz, 1 H), 3.08 (t, J=2.2 Hz, 1 H), 

2.28 (t, J=7.4 Hz, 1 H), 2.12 (t, J=7.2 Hz, 1 H), 1.47 - 1.71 (m, 7 H), 0.99 (s, 2 H), 0.89 ppm (s, 2 H), 

13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 195.1, 170.6, 170.1, 166.7, 166.7, 157.5, 157.0, 156.9, 139.3, 

135.7, 129.2, 129.1, 128.1, 126.0, 123.6, 120.7, 120.4, 111.9, 93.3, 80.3, 80.1, 74.6, 73.5, 52.1, 

45.8, 33.9, 29.2, 26.3, 25.6, 25.4, 19.4 ppm HRMS calcd for : C31H34N7O3 [M+H]+ : 552.2723 ; found 

552.2894 (-0.0171 m/z). 
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Methyl 2-benzyl-4-((3-(methyl(3-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-

yl)propanamido)propyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 

(UM0142945) 

 

HATU (19,83 mg, 0,052 mmol) was added to a solution of 3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)propanoic 

acid (6,17 mg, 0,048 mmol) in DMF (440 µl). 5 minutes later,methyl 2-benzyl-4-((3-(methyl(3-

(prop-2-yn-1-ylamino)propyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 

(20mg, 0,040 mmol)  in DMF (1240 µl) was added, followed by Hunig's Base (16,11 µl, 0,092 

mmol). After letting the reaction go overnight, the compound was directly purifed by HPLC prep 

(2 injections). Solvent A: MeOH:H2O 5:95, AcOH 0.1% Solvent B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %. 

Gradient 25 % to 90 % over 12 minutes. Tubes were combined and concentrated under reduced 

pressure to give methyl 2-benzyl-4-((3-(methyl(3-(3-(3-methyl-3H-diazirin-3-yl)-N-(prop-2-yn-1-

yl)propanamido)propyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (2,05mg, 

3,37 µmol, 8,40 % yield) as white solid.  

 

Formula: C34H40N8O3; MW: 608.73 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): δ = 12.04 (s, 1 H), 8.27 

(t, J=7.4 Hz, 1 H), 7.97 (d, J=1.2 Hz, 1 H), 7.80 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.42 - 7.51 (m, 1 H), 7.35 (d, 

J=7.4 Hz, 2 H), 7.25 (t, J=7.6 Hz, 2 H), 7.12 - 7.20 (m, 1 H), 4.05 - 4.18 (m, 2 H), 4.02 (s, 2 H), 3.86 

(s, 3 H), 3.55 - 3.72 (m, 3 H), 3.21 - 3.27 (m, 2 H), 3.04 (t, J=2.3 Hz, 1 H), 2.28 - 2.40 (m, 2 H), 2.13 - 

2.28 (m, 4 H), 1.75 - 1.87 (m, 2 H), 1.63 - 1.74 (m, 2 H), 1.52 (dt, J=13.1, 7.5 Hz, 2 H), 0.86 - 0.98 

ppm (m, 3 H), 13C NMR (DMSO-d6, 101MHz): δ = 195.0, 170.2, 166.7, 157.4, 156.9, 139.3, 135.6, 

129.1, 129.1, 128.1, 126.0, 124.7, 123.6, 120.7, 120.2, 112.0, 93.4, 80.3, 73.5, 52.0, 45.8, 29.2, 

29.2, 26.8, 26.3, 25.7, 19.5, 19.4 ppm HRMS calcd for : C34H41N8O3 [M+H]+ : 609.3302 ; found 

609.3428 (-0.0126 m/z). 
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Ethyl 2-(p-tolyl)acetate (49) 

 

 

 

In a 250 were dissolved 2-(p-tolyl)acetic acid (10 g, 66.6 mmol) in ethanol (101 ml) and then 

SULFURIC ACID (0.505 ml, 9.47 mmol) was added. The reaction was stirred over-weekend with 

reflux. The solvent was concentrated under reduced pressure. The residual yellow oil was 

transferred into a separating funnel were 200 ml of Et2O and 70 ml of NaHCO3 were added. The 

organic layer was washed 2 times with a solution of NaHCO3 sat. The organic layer was then 

washed with brine, dried with Na2SO4 and filtered. The yellow solution was concentrated under 

reduced pressure and give a yellow oil ethyl 2-(p-tolyl)acetate 49 (11.90 g, 66.8 mmol, 100 % 

yield). 

 

Formula: C11H14O2; MW: 178.23 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 7.19 (d, J=8.22 Hz, 2 H), 

7.14 (d, J=7.83 Hz, 2 H), 4.15 (q, J=7.04 Hz, 2 H), 2.34 (s, 3 H) 3.58 (s, 2 H), 1.26 (t, J=7.04 Hz, 3 H) 

ppm, 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 171.79, 136.61, 129.22, 129.07, 60.77, 41.01, 21.06, 14.17 

ppm LCMS(ESI) [M+H]+ : 179.2 m/z 
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Ethyl 2-(4-(bromomethyl)phenyl)acetate (50) 

 

 

Initially ethyl 2-(p-tolyl)acetate (10 g, 56.1 mmol), NBS (10.98 g, 61.7 mmol) and AIBN (0.461 g, 

2.81 mmol) were mixed together in CHCl3 (56.1 ml) depending the reaction. The suspension was 

brought to reflux at 70 °C overnigh then cooled at 5°C. The reaction was filtered, and the filtrate 

was concentrated under reduced pressure. The compound was than purified by flash 

chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 80 g SiO2 column (crude material 

was applied via solid handing) with a solvent mix of A=Hexanes B=EtOAc. The gradient was 0 % of 

B to 20% B in 35 minutes. Tubes were mixed together and ceoncentrated under reduced pressure 

to give ethyl 2-(4-(bromomethyl)phenyl)acetate 50 (10.78 g, 34.8 mmol, 62.0 % yield) as a white 

solid.  

Formula: C11H13O2Br; MW: 257.12 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ =  7.36 (d, J=8.22 Hz, 2 H), 

7.28  (d, J=8.20 Hz, 2 H), 4.50 (s, 2 H), 4.16 (q, J=7.04 Hz, 2 H), 3.62 (s, 2 H), 1.26 ppm (t, J=6.7 Hz, 

3 H) 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 171.4, 137.3, 135.2, 129.6, 61.35, 41.5, 33.2, 14.2 ppm  
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Ethyl 2-(4-formylphenyl)acetate (51) 

 

 

A mixture of ethyl 2-(4-(bromomethyl)phenyl)acetate (4.35 g, 16.92 mmol)  and 4-

methylmorpholine 4-oxide hydrate (2.287 g, 16.92 mmol)  in  Dioxane (56.4 ml) was heated to 

100 °C for 90 mins. The reaction was followed by TLC. When the reaction was over, 2/3 of the 

solvent was evaporated under reduced pressure and the rest transferred into a separating funnel 

with EtOAc and water. Organic layer (200 ml) was washed with 50 ml of water. The water containt 

compound so 3 extraction with EtOAc was performed. The combined organic layers were dried 

over MgSO4, filtered and solvent removed. The red oil was solubilized in DCM and silica (12 g) was 

added. The compound was then purified by flash chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) 

intrument with a 80 g SiO2 column (crude material was applied via solid handing) with a solvent 

mix of A=Hexanes B=EtOAc. The gradient was 0 % of B to 25% B in 30 minutes. Tubes were 

concentrated under reduced pressure to obtain ethyl 2-(4-formylphenyl)acetate 51 (1.99 g, 10.35 

mmol, 61.2 % yield) as a white foam.  

Formula: C11H12O3; MW: 192.21 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 10.01 (s, 1 H), 7.86 (d, J=8.2 

Hz, 2 H), 7.47 (d, J=7.8 Hz, 2 H), 4.18 (q, J=7.2 Hz, 2 H), 3.71 (s, 2 H), 1.27 ppm (t, J=7.4 Hz, 3 H), 13C 

NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 191.5, 170.3, 140.7, 135.0, 129.7, 129.6, 60.9, 41.2, 13.8 ppm 

LCMS(ESI) [M+H]+ : 193.2 m/z 
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Ethyl 2-(4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxyethyl)phenyl)acetate (52) 

 

 

In DMF anhydrous (7.43 ml) were dissolved ethyl 2-(4-formylphenyl)acetate (1 g, 5.20 mmol) and 

cesium fluoride (0.055 g, 0.364 mmol) to give a colorless solution (under N2). The medium was 

cooled to 0-5 °C with ice bath and trimethyl(trifluoromethyl)silane (1.000 ml, 6.76 mmol) was 

added and the reaction was stirred at this temperature for 3 hours. When the 

trimethyl(trifluoromethyl)silane was added the reaction turned to a bright orange color. TLC with 

KMnO4 showed the completion of the reaction. After this time TBAF 1M in THF (5.20 ml, 5.20 

mmol) was added and the resulting solution was stirred during 30 minutes at 0-5 °C. TLC with 

KMnO4 showed the completion of the reaction. The reaction was tranfered in a separating funnel 

with water (5 ml) and MTBE (5 ml). The aqueous layer was extracted 3 times with MTBE and the 

combined organic layers were washed with brine, then dried with MgSO4, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The compound was then purified by flash chromatography 

using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 40 g SiO2 column (crude material was applied via 

solid handing) with a solvent mix of A=Hexanes B=EtOAc. The gradient was 0 % of B to 25% B in 

30 minutes. Tubes were concentrated under reduced pressure to obtain the ethyl 2-(4-(2,2,2-

trifluoro-1-hydroxyethyl)phenyl)acetate 52 (0.974 g, 3.71 mmol, 71.4 % yield) as a white solid.  

Formula: C12H13F3O3; MW: 262.23 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 7.32-7.37 (m, J=8.6 Hz, 2 

H), 5.02 (q, J=6.7 Hz, 1 H), 4.17 (q, J=7.2 Hz, 2 H), 3.64 (s, 2 H), 2.58 (br. s., 1 H), 1.26 ppm (t, J=7.0 

Hz, 3 H), 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 171.2, 135.6, 132.8, 129.5, 127.6, 125.6, 122.8, 72.6, 61.0, 

41.1, 29.7, 14.1 ppm  
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Ethyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)phenyl)acetate (53) 

 

 

In a 150 ml sealed tube were added ethyl 2-(4-(2,2,2-trifluoro-1-hydroxyethyl)phenyl)acetate (1.5 

g, 5.72 mmol) and K2CO3 (2.451 g, 17.73 mmol) in Acetonitrile (38.1 ml) to give a white suspension. 

After the benzyl bromide (0.748 ml, 6.29 mmol) was added and the reaction was stirred at 85°C 

for 24 hours. Then the reaction was cooled to room temperature and filtered on a buchner. The 

solid was washed (2 x 5 ml) with acetonitrile and the filtrate was concentrated under reduced 

pressure. The orange oil was purified by flash chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) 

intrument with a 24 g SiO2 column (crude material was applied via solid handing) with a solvent 

mix of A=Hexanes B=EtOAc. The gradient was 0 % of B to 10% B in 18 minutes. Tubes were 

concentrated under reduced pressure to obtain ethyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)phenyl)acetate 53 (1.461 g, 4.15 mmol, 72.5 % yield) as a colorless oil. 

 

Formula: C19H19F3O3; MW: 352.35 g/mol;   1H NMR (CDCl3, 400MHz): δ = 7.29 - 7.44 (m, 9 H), 4.69 

(d, J=12.1 Hz, 1 H), 4.66 (q, J=6.7 Hz, 1 H), 4.46 (d, J=12.1 Hz, 1 H), 4.19 (q, J=7.2 Hz, 2 H), 3.66 (s, 

2H), 1.29 ppm (t, J=7.0 Hz, 3 H) 13C NMR (CDCl3, 101MHz): δ = 171.2, 136.8, 136.0, 131.6, 129.9, 

128.9, 128.9, 128.5, 128.2, 78.5, 78.2, 77.5, 71.8, 61.3, 41.4, 30.0, 14.5 ppm  LCMS(ESI) [M+H]+ : 

353.1 m/z 
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Methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (58) 

 

In a In a 10 mL microwave vial was added 3-carbamoyl-6-(methoxycarbonyl)-1H-indol-2-aminium 

chloride (600 mg, 2.225 mmol),  ethyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)phenyl)acetate 

(1176 mg, 3.34 mmol)  and sodium methanolate 5.4 M (1236 µl, 6.67 mmol) in MeOH (6742 µl) 

to give a brown suspension. The vial was placed in the microwave and heated to 140 °C for 45 

mins. LCMS showed only a conversion of 39 % of desired compound and 61 % of starting material. 

To complete the reaction sodium methanolate 5.4 M (742 µl, 4.00 mmol) and ethyl 2-(4-

bromophenyl)acetate (541 mg, 2.225 mmol) were added and the reaction was placed for another 

45 mins in microwave. AcOH (892 µl, 15.57 mmol) was added and the black solution turns to a 

light brown suspension. Stirred the resulting suspension at 20°C for 2 hours. Filtered to afford a 

purple solid methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-

b]indole-7-carboxylate 58 (569 mg, 1.091 mmol, 49.0 % yield). 

The filtrate was purified by flash chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 

24 g SiO2 column (crude material was applied via solid handing) with a solvent mix of A=DCM 

B=EtOAc. The gradient was 0 % of B to 40% B in 18 minutes. Tubes were concentrated under 

reduced pressure to obtain methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-hydroxy-9H-

pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 58 (99 mg, 0.190 mmol, 8.53 % yield) as a brown solid. 

 

Formula: C28H22F3N3O4; MW: 521.49 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.54 (s, 1 H), 12.45 

(s, 1 H), 7.99 - 8.05 (m, 2 H), 7.84 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.48 (s, 4 H), 7.30 - 7.35 (m, 5 H), 5.21 (q, 

J=7.3 Hz, 1 H), 4.54 (d, J=3.1 Hz, 2 H), 4.08 (s, 2 H), 3.87 ppm (s, 3 H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 522.1 m/z 

 



 

223 
 

Methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (59) 

 

 

In a 25 mL round-bottomed flask was added methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)benzyl)-4-hydroxy-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (550 mg, 1.055 mmol) 

in POCl3 (8258 µl, 89 mmol) to give a brown suspension. The reaction was heated at 90°C for two 

hours after which the reaction was concentrated under reduced pressure to give a brown foam. 

The foam was suspended in sat. NaHCO3 (20 mL for) and stirred for 1 hour. The solid was collected 

on buchner, washed with water (3 x 2 mL) and the compound was dried 3 hours at 40°C under 

high vacuum. Isolated methyl 2-(3-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-chloro-9H-

pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 59 (375 mg, 0.695 mmol, 92 % yield) as a tan solid. 

Formula: C28H21F3N3O3Cl; MW: 539.93 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.99 (s, 1 H), 

8.35 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 8.14 (d, J=1.6 Hz, 1 H), 8.00 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.43 - 7.48 (m, 4H), 7.28 

- 7.37 (m, 5 H), 5.20 (q, J=7.0 Hz, 1 H), 4.54 (d, J=3.5 Hz, 2 H), 4.36 (s, 2 H), 3.92 ppm (s, 3 H) 

LCMS(ESI) [M+H]+ : 540.2 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-aminopropyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (60) 

 

 

In a 10-20 mL microwave vial was added methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-

4-chloro-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (570 mg, 1.055 mmol) and N1-(3-aminopropyl)-

N1-methylpropane-1,3-diamine (1.191 ml, 7.39 mmol) in MeOH (12.000 ml). (brown suspension) 

The vial was placed in the microwave and heated to 140°C for 30 mins. After this time, LCMS 

showed completion of the reaction. The solvent was removed by reduced pressure, and the 

residue was purifed by flash chromatography. The filtrate concentrated was purified by flash 

chromatography using Combiflash Rf 200 (Isco) intrument with a 24 g SiO2 column (crude material 

was applied via solid handing) with a solvent mix of A=DCM B=20% MeOH/DCM. The gradient was 

0 % of B to 100% B in 18 minutes.  Tubes were concentrated under reduced pressure and methyl 

4-((3-((3-aminopropyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 60 (363 mg, 0.560 mmol, 53.0 % 

yield) was isolated. 

Formula: C35H39F3N6O3; MW: 648.72 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 8.28 (d, J=8.6 Hz, 

1 H), 7.99 (d, J=1.6 Hz, 1 H), 7.83 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H), 7.58 (br. s., 1 H), 7.39 - 7.51 (m, 4 H), 7.25 

- 7.38 (m, 5 H), 5.17 (q, J=7.3 Hz, 1 H), 4.54 (d, J=11.3 Hz, 1 H), 4.50 (d, J=12.1 Hz, 1 H), 4.09 (s, 3 

H), 3.84 - 3.91 (m, 3 H), 3.64 (q, J=6.3 Hz, 2 H), 2.57 (br. s., 2 H), 2.52 (br. s., 2 H), 2.40 (t, J=6.8 Hz, 

2 H), 2.34 (t, J=7.0 Hz, 2 H), 2.16 (s, 2 H), 1.79 (quin, J=6.7 Hz, 2 H), 1.51 ppm (dt, J=14.4, 7.1 Hz, 2 

H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 649.3 m/z 
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Methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (61) 

 

In a 25 mL round-bottomed flask were added methyl 4-((3-((3-

aminopropyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-trifluoroethyl)benzyl)-9H-

pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (363 mg, 0.560 mmol) and Et3N (94 µl, 0.671 mmol) in CH2Cl2 

(3780 µl, 58.8 mmol) and MeOH (2521 µl, 62.3 mmol) to give a yellow solution. A solution of di-

tert-butyl dicarbonate (156 µl, 0.671 mmol) in CH2Cl2 (1260 µl, 19.58 mmol) was added slowly. 

Some gas weas released with the addition of this solution. Stirred at 20 °C. After 45 minutes, 

reaction was finished by LCMS. Concentrated to dryness to give a yellow foam.  The residue was 

purified on ISCO using a RediSep Gold 24 g column with a solvent mix of A=DCM B=(20/78/2) 

MeOH/DCM/NH4OH. The gradient was 20 % of B to 80% B in 16 minutes. The tubes were 

concentrated under reduced pressure and methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)benzyl)-4-((3-((3-((tert 

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate 61 (300 mg, 0.401 mmol, 71.6 % yield) was isolated as a yellow foam. 

Formula: C40H47F3N6O5; MW: 748.83 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.06 (s, 1 H), 8.27 

(d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H), 7.83 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.54 (t, J=5.5 Hz,1 H), 7.45 - 

7.50 (m, 2 H), 7.40 - 7.45 (m, 2 H), 7.27 - 7.36 (m, 5 H), 6.77 (t, J=5.5 Hz, 1 H), 5.16 (q, J=7.0 Hz, 1 

H), 4.54 (d, J=11.3 Hz, 1 H), 4.50 (d, J=11.7 Hz, 1 H), 4.09 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.64 (q, J=6.7 Hz, 2 

H), 2.93 (q, J=6.5 Hz, 2 H), 2.40 (br. s., 2 H), 2.32 (br. s, 2 H), 2.16 (br. s., 3H), 1.78 (quin, J=6.3 Hz, 

2 H), 1.54 (quin, J=7.4 Hz, 2 H), 1.33 ppm (s, 9 H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 749.3 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-

(2,2,2-trifluoro-1-hydroxyethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (62) 

 

In a 50 mL round-bottomed flask were added methyl 2-(4-(1-(benzyloxy)-2,2,2-

trifluoroethyl)benzyl)-4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-

carboxylate (0.300 g, 0.401 mmol) and Pd-C 10%wt. (50% wet) (0.298 g, 0.140 mmol) in MeOH 

(9.72 ml, 240 mmol) to give a black solution. The flask was flushed with Hydrogen (3 vacuums + 

refill cycles). Stirred at 20 °C under an hydrogen atmosphere overnight. The mixture was filtered 

over celite and the filtrate was concentrated. The oil was purified on ISCO using a RediSep Gold 

12 g column with a solvent mix of A=DCM B=(20/78/2) MeOH/DCM/NH4OH. The gradient was 20 

% of B to 80% B in 16 minutes. The tubes were concentrated under reduced pressure and methyl 

4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoro-

1-hydroxyethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 62 (107 mg, 0.162 mmol, 40.5 % 

yield)was isolated as a white foam. 

Formula: C33H41F3N6O5; MW: 658.71 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.10 (s, 1 H), 8.28 

- 8.40 (m, 1 H), 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H), 7.82 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.53 (t, J=5.5 Hz, 1 H), 7.34 - 

7.47 (m, 4 H), 6.86 (br. s., 1 H), 6.76 (d, J=5.9 Hz, 1 H), 5.05 - 5.13 (m, 1 H), 4.07 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 

H), 3.66 (d, J=5.9 Hz, 2 H), 2.96 (d, J=5.9 Hz, 2 H), 2.74 (br. s., 4 H), 2.21 - 2.48 (m, 3 H), 1.91 (br. s., 

2 H), 1.64 (br. s., 2 H), 1.34 ppm (s, 9 H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 659.3 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-

(2,2,2-trifluoroacetyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (63) 

 

In a 25 mL round-bottomed flask were added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoro-1-

hydroxyethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (93 mg, 0.141 mmol) and Dess-

Martin periodinane (263 mg, 0.621 mmol) in CH2Cl2 (3488 µl, 54.2 mmol) to give a white 

suspension. After 2 minutes, an orange suspension was obtained and was stirred at 20 °C for 40 

mins. The residue was purified on ISCO using a RediSep 12 g column (CH2Cl2/Acetone with Et3N 

0.5% in each). The crude product was dissolved and loaded onto a pre-column (medium, 6g SiO2, 

used crude reaction mixture) and a gradient of 0% to 100 % of Acetone was used. Collected 

fractions were concentrated and methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoroacetyl)benzyl)-

9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 63 (92 mg, 0.140 mmol, 99 % yield) as a yellow foam. 

 

Formula: C33H39F3N6O5; MW: 656.70 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.08 (d, J=13.7 

Hz, 1 H), 8.24 - 8.33 (m, 1 H), 7.96 - 8.03 (m, 1 H), 7.80 - 7.85 (m, 1 H), 7.66 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.47 

- 7.57 (m, 2 H), 7.34 - 7.46 (m, 2 H), 6.80 (br. s., 1 H), 4.06 (s, 2 H), 3.87 (s, 3 H), 3.57 - 3.71 (m, 2 

H), 3.38 (s, 2 H), 2.84 - 3.09 (m, 4 H),2.28 (br. s., 4 H), 1.85 (br. s., 2 H), 1.57 (br. s., 2 H), 1.33 ppm 

(d, J=3.9 Hz, 9 H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 657.3 m/z 
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(E)-methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-

(2,2,2-trifluoro-1-(hydroxyimino)ethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (64) 

 

 

In a 2 - 5 mL microwave vial was added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoroacetyl)benzyl)-

9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (0.092 g, 0.140 mmol), hydroxylamine hydrochloride 

(0.012 g, 0.168 mmol) and pyridine (0.181 ml, 2.242 mmol) in MeOH (0.969 ml, 23.94 mmol) to 

give a yellow solution. The vial was sealed and heated to 65 °C overnight. After 24 hrs, 

hydroxylamine hydrochloride (2.92 mg, 0.042 mmol) was added again and the reaction was 

continued heating at 65 °C for 6 hours. The reaction mixture was concentrated to dryness to give 

a light-yellow foam. The foam was dissolved into CH2Cl2 (50 mL) and MeOH (10 mL). Washed with 

sat. NaHCO3 (15 mL). The aqueous layer was backextracted with CH2Cl2 (35 mL) and MeOH (10 

mL). The organic layer was dried over MgSO4, filtered and concentrated to dryness. The yellow 

foam 64 was used as such for the next reaction (crude).  

Formula: C33H40F3N7O5; MW: 671.71 g/mol; LCMS(ESI) [M+H]+ : 672.3 m/z 
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(E)-methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-

(2,2,2-trifluoro-1-((tosyloxy)imino)ethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (65) 

 

 

In a 25 mL round-bottomed flask were added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoro-1-

(hydroxyimino)ethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (0.094 g, 0.140 mmol), 

DMAP (1.710 mg, 0.014 mmol) and TRIETHYLAMINE (0.023 ml, 0.167 mmol) in CH2Cl2 (5.87 ml, 91 

mmol) to give a yellow solution. Ts-Cl (0.0307 g, 0.154 mmol) was added portion-wise. After 1 hr 

the reaction was finished. Then the mixture was diluted with CH2Cl2 (12 mL) and was washed with 

water (3 x 12 mL). The organic layer was dried over MgSO4, filtered, and concentrated to dryness. 

The compound 65 was used as such for the next reaction. 

Formula: C40H46F3N7O7S; MW: 825.90 g/mol; LCMS(ESI) [M+H]+ : 826.2 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-

(trifluoromethyl)diaziridin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (66) 

 

 

In a 25 mL sealed tube was added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(2,2,2-trifluoro-1-

((tosyloxy)imino)ethyl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (0.098 g, 0.119 mmol) in 

CH2Cl2 (2.290 ml, 35.6 mmol) to give a orange solution. The mixture was cooled to -78 °C. 

AMMONIA (0.770 ml, 35.6 mmol) was condensed into the tube at -78 °C. Slowly warmed to 20 °C 

and stirred for 3 hours. Cooled to -78 °C and placed a septa with gas outlet. Slowly warmed to 20 

°C to evaporate ammonia. After 3 hours the reaction was completed, then concentrated to 

dryness and left in freezer overnight. The next day the residue was purified on ISCO using a 

RediSep 6 g column with a solvent mix of A=DCM B=(20/78/2) MeOH/DCM/NH4OH. The gradient 

was 20 % of B to 80% B in 16 minutes. The tubes were concentrated under reduced pressure and 

methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-

(trifluoromethyl)diaziridin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 66 (30 mg, 0.045 

mmol, 37.7 % yield) was isolated as a white foam. 

Formula: C33H41F3N8O4; MW: 670.73 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.07 (s, 1 H), 8.29 

(d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.99 (d, J=1.6 Hz, 1 H), 7.82 (dd, J=8.2, 1.6 Hz, 1 H), 7.54 (t, J=5.3 Hz, 1 H), 7.37 - 

7.50 (m, 4 H),6.81 (br. s., 1 H), 4.02 - 4.14 (m, 3 H), 3.88 (s, 3 H), 3.86 (br. s., 1 H), 3.61 - 3.70 (m, 2 

H), 2.90 - 2.99 (m, 2 H), 2.60 (br. s., 2 H), 2.22 - 2.36 (m, 3 H), 1.85 (br. s., 2 H), 1.60 (br. s., 2 H), 

1.35 ppm (s, 9 H) LCMS(ESI) [M+H]+ : 671.3 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-((tert-butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-

(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (67) 

 

 

In a 5 mL round-bottomed flask protected from light were added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-(trifluoromethyl)diaziridin-

3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (30 mg, 0,045 mmol) and Et3N (18,70 µl, 

0,134 mmol) in CH2Cl2 (857 µl, 13,32 mmol) to give a light yellow solution. Iodine (11,92 mg, 0,047 

mmol) was added. Stirred at 20 °C. After 15 minutes, the reaction was completed and the residue 

was purified on ISCO using a RediSep 4 g column with a solvent mix of A=DCM B=(20/78/2) 

MeOH/DCM/NH4OH. The gradient was 20 % of B to 80% B in 12 minutes. Collected fractions were 

concentrated under reduced pressure and the methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-(trifluoromethyl)-3H-

diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate 67 (21 mg, 0,031 mmol, 70,2 % yield)  

was isolated as a light yellow foam. 

Formula: C33H39F3N8O4; MW: 668.71 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.07 (s, 1 H), 8.31 

(d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.99 (d, J=1.2 Hz, 1 H), 7.82 (d, J=8.6 Hz, 1 H), 7.45 - 7.56 (m, 3 H),7.21 (d, J=7.8 

Hz, 2 H), 6.83 (br. s., 1 H), 4.10 (s, 2 H), 3.88 (s, 3 H), 3.62 (q, J=6.7 Hz, 1 H), 2.95 (q, J=6.3 Hz, 2 H), 

2.61 (br. s., 2 H), 2.38 (br. s.,3 H), 1.85 (br. s., 2 H), 1.54 - 1.68 (m, 2 H), 1.33 ppm (s, 9 H) LCMS(ESI) 

[M+H]+ : 669.4 m/z 
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Methyl 4-((3-((3-aminopropyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-(trifluoromethyl)-3H-

diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (68) 

 

 

In a 25 mL round-bottomed flask was added methyl 4-((3-((3-((tert-

butoxycarbonyl)amino)propyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-(trifluoromethyl)-3H-

diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (0.021 g, 0.031 mmol) in CH2Cl2 

(1.312 ml, 20.40 mmol) to give a light yellow solution. Trifluoroacetic acid (0.131 ml, 1.702 mmol) 

was added. Stirred at 20 °C. After 1 hour, the reaction was finished. Then the reaction mixture 

was diluted with CH2Cl2 (15 mL) and the organic layer washed with sat. NaHCO3 (10 mL). The 

aqueous layer was backextracted with CH2Cl2 (10 mL). The organic layer was dried over MgSO4, 

filtered and concentrated to dryness. The light-yellow foam 68 was used directly to the next 

reaction. 

Formula: C28H31F3N8O2; MW: 568.59 g/mol;  LCMS(ESI) [M+H]+ : 569.2 m/z 
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Methyl 4-((3-(methyl(3-(pent-4-ynamido)propyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-

(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (UM142946) 

 

 

HATU (8,07 mg, 0,034 mmol) was added to a solution of pent-4-ynoic acid (3.11 mg, 0.032 mmol) 

in DMF (0.125 ml). 5 min later, methyl 4-((3-((3-aminopropyl)(methyl)amino)propyl)amino)-2-(4-

(3-(trifluoromethyl)-3H-diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (0.015 g, 

0.026 mmol) in DMF (0.35 ml) was added followed by Hunig'sBase (10.60 µl, 0.061 mmol). After 

letting the reaction go overnight, the compound was directly purifed by HPLC-MS (2 injections). 

Solvent A: MeOH:H2O 5:95, AcOH 0.1% Solvent B: MeOH:H2O 95:5, AcOH 0.1 %. Gradient 25 % to 

90 % over 12 minutes. Tubes were combined and concentrated under reduced pressure to give 

methyl 4-((3-(methyl(3-(pent-4-ynamido)propyl)amino)propyl)amino)-2-(4-(3-(trifluoromethyl)-

3H-diazirin-3-yl)benzyl)-9H-pyrimido[4,5-b]indole-7-carboxylate (1,82 mg, 2.81 µmol, 10,64 % 

yield) as orange solid.  

 

Formula: C33H35F3N8O3; MW: 648.68 g/mol;   1H NMR (DMSO-d6, 400MHz): d = 12.07 (br. s., 1 H), 

8.27 (d, J=8.2 Hz, 1 H), 7.99 (d, J=1.6 Hz, 1 H), 7.84 - 7.87 (m, 1 H), 7.83 (dd, J=8.4, 1.4 Hz, 1 H), 

7.55 (t, J=5.5 Hz, 1 H), 7.50 (d, J=8.6 Hz, 2 H), 7.20 (d, J=7.8 Hz, 1 H), 4.10 (s, 2 H), 3.88 (s, 2 H), 3.55 

- 3.64 (m, 2 H), 3.02 - 3.10 (m, 2 H), 2.72 (t, J=2.5 Hz, 1 H), 2.28 - 2.41 (m, 6 H), 2.19 - 2.25 (m, 2 

H), 2.14 (s, 3 H), 1.67 - 1.83 (m, 3 H), 1.51 - 1.60 ppm (m, 2 H) HRMS calcd for : C33H36F3N8O3 [M+H]+ 

: 649.2862 ; found 649.2855 (-0.0007 m/z). HPLC (Kinetex C18 2.6 microns 4.6 x 30 mm, A 

MeOH:H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH:H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes (end time 3 

minutes),measured at 254 nm): rt = 2.148 min HPLC (Kinetex Eclipse XDB C5 2.6 microns, A 
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MeOH:H20:TFA (5:95:0.5) B MeOH:H20:TFA (95:5:0.5) 0 to 100% of B in 2 minutes (end time 3 

minutes), Uv measured at 254 nm): rt = 2.147 min 

 

A.4 Biochemistry/Proteomics section for the second project:  

Target identification of the UM171 compound 

 

Cell culture 

The cells used for experiments were from a source of an acute meloid leukemia patient, named 

AML5. To growth them it was used the Dublecco’s Modified Eagle Medium containing 10 % heat 

inactivated FBS, 1% Penicillin/Streptomycin antiobiotic and the growth factor GMCSF (10 ng/mL). 

The cells were incubated with a 5 % CO2 atmosphere and a temperature of 37 °C in flask. The cells 

were counted with the tryptan blue under microscope with cell counting chamber slides. When 

the desired amount of cells was obtained, they were centrifuged at 1000 g for 5 minutes at 4 °C. 

Cell pellets were then washed with cold PBS 1x and used as such for future manipulation or frozen 

at -20°C.  

Chemicals:  

DMEM: Wisent 319-051-CL  
FBS: Hyclone SH30396 
Penicillin/Streptomycin: Gibco 15140122 
GMCSF: Shenandoah 100-08-20ug 
PBS 1x: Wisent 311-010-CL 
Tryptan Blue: Gibco 15250061 
 
 
Wavelength determination 

The emission spectrum was taken by simply irradiating a spectrophotometer with the Jena lamp 

and there was real-time acquisition of this emission. The resulting spectrum comes from an 

average recording over 20 seconds. The wavelengths probed were 200 to 800 nm.   

Materials:  

Uv lamp: UVP High Intensity UV Lamps B-100AP Analytik Jena  



 

235 
 

Spectrophotometer: Ocean Optics Spectrophotometer USB2000 
 

Peptides fragments identifications 

For each compound, 500 uL of a solution of 10 μM in MeOH was performed prio to injection. After 

that this solution was drawn into a 500 uL syringe. To this syringe was connected directly to the 

source via a polyethylene tube. The sample was injected on the Q Exactiveplus under the 

continuous mode by direct infusion with a flow rate of 1 uL/min. The choice of collision energies 

as well as the selection of the transmitted masses were selected manually. The selected collision 

energies were from 10 eV to 50 eV and the analysis zone for the ions of the MS2 from 90 to 700 

m/z. Each spectrum was recorder continuously, until a full overview of the collision energies. After 

that a correlation of the most abundant ions according of the collision energies was performed 

with R software to draw the heat map. 

Chemicals and materials: 

UM171’s probes (941, 942, 945, 946 and the compound UM171) 

Mass spectrometer: Q ExactivePlus Hybrid Quadrupole-Orbitrap 

Thermo Scientific HPLC Syringe 500 uL 

 

Peptides modifications with UM171’s probes 

The procedure was inspired from this paper:  Ziemianowicz, D. S.; Bomgarden, R.;  Etienne, C.; 

Schriemer, D. C., Amino Acid Insertion Frequencies Arising from Photoproducts Generated Using 

Aliphatic Diazirines. J Am Soc Mass Spectrom 2017, 28 (10), 2011-2021 

Initialy, 100 uL of a solution of Hb was prepared with a concetration of 400 μM in the 50 mM ABC 

buffer. To this mixture were added 1 uL of TCEP 0.5 M and the solution was mixed at 37°C during 

30 minutes on the thermal shaker at 600 rpm. After, 1.5 uL of a solution of chloroacetamide 1M 

was added to the protein solution and then agitate for another 30 minutes at 37°C. Following this 

step, the protein was digested with 4 uL of a solution of trypsin at 114 μM overnight at 37°C. The 

reaction was stopped by adding 8 uL of formic acid into the solution. The peptides were desalted 

using HLB cartridge 30 mg following this procedure: The column was initially washed with a 

solution of ACN/Water/FA (80/20/0.1), then washed 2 times with Water/FA (99.8/0.2), then the 

sample was added. The sample was added on the column, washed 2 times with Water/FA 

(99.8/0.2) and the peptides were elute with the solution ACN/Water/FA (80/20/0.1). The filtrate 

was evaporated under reduced pressure using a SpeedVac and reconstituted in DMSO in a way to 
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have a final concentration of 240 μM of Hb. In a TLC capillary tube were mix 1 uL of the solution 

probe (10 mM) with 1 μM of the protein solution (240 μM). The liquid was frozen with dry ice and 

was irradiated with UV lamp under dry ice for 30 minutes. The liquid was solubilised in 18 uL of 

4% FA in water and injected on the QExactive HF from Thermo. 

Parameter of mass spectrometry: Trypsic peptides were loaded on C18 precolumn and separated 

with an home-made C18 column (150 μm ID x 15 cm) made of Jupiter C18, 3 μm, 300 Å. This 

separation was possible with a linear gradient of 5-40% of acetonitrile (0.2 % Formic acid) in a 50 

min with a flow rate of 600 nL/min. The liquid chromatography was coupled with the Q Exactive 

HF, with a mass scan range of 650-2000 m/z. The resolution selected was 120 000 and the AGC 

target values for MS was set to 5e6 (max fill time 50 ms) and for MS/MS it was set to 5e4 (max fill 

time of 750 ms). The neutral energy of collision was fixed to 25 and with an exclusion of charge 

state below 2 and higher than 7. Tandem mass spectra were searched upon the Uniprot databases 

with specific modification of the probe. The search was performed with the software Peaks 

(Bioinformatics Solutions Inc) using a FDR of 3%.  

Chemicals and materials: 

ABC 50 mM buffer (pH = 7.8) 
TCEP 0.5 M solution: Thermo scientific, #77720  
Chloroacetamide: Sigma-Aldrich, CAS: 79-07-2 
Hemoglobin Human: Sigma-Aldrich, CAS: 9008-02-0 
Sequencing Grade Modified Trpsin: Promega, V5111 
Dry ice 
Capillary tube: Fischer Scientific, CG118202 
Uv lamp: UVP High Intensity UV Lamps B-100AP Analytik Jena  
Trypsin from bovine pancreas: Sigma-Aldrich, T1426 
Thermal Shaker: VWR Thermal Shake touch, 89232-908 
Acetonitrile: Fisher Chemical, CAS: 75-05-8 
Formic acid: Sigma-Aldrich, CAS: 64-18-6 
HLB cartridge: Waters (Oasis), WAT094225 
Vacuum Manifolds: Thermo Scientific, 60104-233 
SpeedVac Vacuum Concentrator: Thermo Fisher, SPD131DDA 
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Determination of the best lysis buffer for Click reaction 

The procedure was inspired from this paper:  Yang, Y.;  Yang, X.; Verhelst, S. H. L., Comparative 

analysis of click chemistry mediated activity-based protein profiling in cell lysates. Molecules 

(Basel, Switzerland) 2013, 18 (10), 12599-12608 

 

The initial step was to culture 40 M of AML5 cells following the procedure describe in the section 

cell culture. The idea was to split this numbers of cells in 5 equal number to test every lysis buffer. 

The next step was the preparation of these buffer prio to the experience. The buffers were 

prepare as such:  

 

NP40 1% in 50 mM Hepes (5 mL) : 50 uL NP40, 250 uL HEPES 1M pH 7.5, 4,7 mL H2O 

Triton X-100 1 % in 50 mM Hepes (5 mL) : 50 uL triton X-100, 250 uL HEPES 1M pH 7.5, 4,7 mL H2O 

RIPA 1x (5 mL): 50 uL triton X-100, 50 mg sodium deoxycholate, 50 uL (10 % SDS), 250 uL HEPES 1M pH 

7.5, 43.8mg NaCl, 4.65 ml H2O.  

8M Urea in 50 mM Hepes (5 mL): 2.4 g urea, 250 uL HEPES 1M pH 7.5, adjust until 5 mL of H20. 

SDS 1% in 100 mM ABC pH 8.5 (5 mL) : 39.5 mg ABC, 50 uL (10 % SDS), 4,95 mL H20.  

 

Each cells were lyse with 100 uL of the corresponding buffer, after the addition of the liquid the 5 

sample were incubate under ice for a total of 30 minutes. Every 10 minutes, every sample was 

sonicated for 5 secondes. Thereafter, cells were spin at 15 000 rpm at 4°C for 20 minutes. The 

supernatant was transfered in new 1.5 mL tubes. The concentration of every sample was 

determined by the protein assay procedure from Bio-Rad. Depending of the concentration 

obtained, all the conditions were prepared by dilution in a way to obtain 1 mg/mL of protein. If 

the concentration of buffer should be reduced, water was added either way initial buffer was 

added to dilute the protein.  

The concentration of every buffer that was used for this experiment are present in this table 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

NP-

40 

1% 

NP-

40 

0.5% 

NP-

40 

0.1% 

Triton 

1% 

Triton 

0.5% 

 

Triton 

0.1 % 

RIPA 

1 x 

RIPA 

0.5 x 

 

RIPA 

0.1 x 

Urea 

8M 

Urea 

4M 

Urea 

0.8M 

SDS 

1% 

SDS 

0.5% 

SDS 

0.1% 

PBS  
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 Thereafter reagent of the click chemistry was added to every condition. The final 

concentration/quantity of every reagent per reaction was 300 ng of BSA alkyne, 0.2 mM CuSO4, 

5 mM NaAsc, 1 mM THPTA and 50 μM of CalFluor 647. Each reaction was performed on the 

thermomixer at 37°C with 800 rpm for 1 hour. Reactions were stopped by adding 240 uL of 

methanol, 80 uL of chloroform and 320 uL of water. Theses mixtures were spin at 15 000 rpm at 

4°C for 5 minutes, then the upper layer was removed. Another 150 uL of MeOH was added and 

tubes were spin during 30 minutes at 15 000 rpm. The supernatant was removed, and the 

precipitate was dry with air to remove the methanol. Proteins were resolubilized in the loading 

buffer 1x, heated at 95°C for 8 minutes and loaded on a precast acrylamide gel with gradient 4-

12%. The voltage used was 110 V over 1 hour. The gel was revealed with the FLA 9500.  

 

Chemicals and materials: 

BSA alkyne: Click chemistry tools, 1536 
PBS 1x: Wisent 311-010-CL 
MeOH: Sigma-Aldrich, CAS : 67-56-1 
CHCl3: Sigma-Aldrich, CAS: 67-66-3 
CuSO4 : Sigma-Aldrich, CAS: 7758-98-7 
CalFluor 647: Click chemistry tools, 1372 
THPTA: Sigma-Aldrich, CAS:760952-88-3 
Sodium L-Ascorbate: Sigma-Aldrich, CAS: 134-03-2 
NP40 alternative: Sigma-Aldrich, CAS: 9016-45-9 
Triton X-100: Sigma-Aldrich, CAS: 9002-93-1 
Urea: Fisher scientific, CAS: 57-13-6 
10 % SDS solution: Wisent, 880-550-CL  
Bio-Rad Protein Assay: Bio-Rad, 5000006  
96-well plate clear flat bottom: Corning, 353072 
Sonic Dismembrator Model 100: Fisher Scientific  
Centrifuge: Sorvall Legend RT and Fisher Scientific, Accuspin micro 17 
Typhoon FLA 9500: Ge Heatlhcare 
Precast acrylamide gel: 4-12% Criterion XT Bis-Tris Protein Gel from Biorad (3450123) 
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Determination of the best temperature for Click reaction 

In order to determine the ideal temperature to perform the Click reaction, 10 conditions were 

prepapred. These conditions are presented in the following table: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Temperature  

Negative 

contol (No 

copper) 

4 °C 

 

4 °C 

 

4 °C 

 

25 °C 

 

25 °C 

 

25 °C 

 

37 °C 

 

37 °C 

 

37 °C 

 

Time 0.5 h 

 

2 h 16 h 0.5 h 

 

2 h 16 h 0.5 h 

 

2 h 16 h 

 

In order to prepare the conditions, the various components were mixed so as to form a final 

solution in PBS  (for every tube) with the following concentrations: 100 ng of BSA alkyne, 0.2 mM 

CuSO4, 5 mM NaAsc, 1 mM THPTA and 50 μM of CalFluor 647. There is an exception for the 

negative control where copper has not been added. The reactions were started off in a staggered 

fashion so that they all ended at the same time. So the 16 hours reaction was started the day 

before. Reactions were stopped by adding 240 uL of methanol, 80 uL of chloroform and 320 uL of 

water. Theses mixtures were spin at 15 000 rpm at 4°C for 5 minutes, then the upper layer was 

removed. Another 150 uL of MeOH was added and tubes were spin during 30 minutes at 15 000 

rpm. The supernatant was removed, and the precipitate was dry with air to remove the methanol. 

Proteins were resolubilized in the loading buffer 1x, heated at 95°C for 8 minutes and loaded on 

a precast acrylamide gel with gradient 4-12%. The voltage used was 110 V over 1 hour. The gel 

was revealed with the FLA 9500. 

Chemicals and materials: 

BSA alkyne: Click chemistry tools, 1536 
PBS 1x: Wisent 311-010-CL 
MeOH: Sigma-Aldrich, CAS : 67-56-1 
CHCl3: Sigma-Aldrich, CAS: 67-66-3 
CuSO4 : Sigma-Aldrich, CAS: 7758-98-7 
CalFluor 647: Click chemistry tools, 1372 
THPTA: Sigma-Aldrich, CAS:760952-88-3 
Sodium L-Ascorbate: Sigma-Aldrich, CAS: 134-03-2 
Centrifuge: Sorvall Legend RT and Fisher Scientific, Accuspin micro 17 
Typhoon FLA 9500: Ge Heatlhcare 
Precast acrylamide gel: 4-12% Criterion XT Bis-Tris Protein Gel from Biorad (3450123) 
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Evaluation of the cleavage reaction by LCMS 

This experiment uncludes 2 cleavable biotines, therefore two conditions. In a first Eppendorf there 

was solubilization of 1 uL of the DADPS biotin alkyne (10 mM in DMSO) in 100 uL of water. In the 

second Eppendorf, 1 uL of the Dde TAMRA biotin alkyne was dissolved in 100 uL of water. The 

two samples were injected before their cleavage reaction on an Agilent LCMS with the following 

conditions:  A gradient of 0 to 100 % of B in 2 minutes, where A is 95% H20, 5% MeOH and 0.05 % 

HCOOH and B is 5% H20, 95% MeOH and 0.05 % HCOOH. The column used was a C18 of Kinetex 

(3.0 mm x 30 mm and pores 2.6 μm).  

 

Then for the condition with the DADPS biotin there was addition of 4 uL of formic acid to the 

solution and stirring at 25°C for 2 hours. For the TAMRA biotin, there was addition of 4 uL of a 50 

% wt hydrazine solution to the Eppendorf and the mixture was mix under the same shaking 

method. Thereafter, both samples were injected on the LCMS.  

 

Chemicals and materials: 

Formic acid: Sigma-Aldrich, CAS: 64-18-6 
DADPS biotin alkyne: Click chemistry tools, #1331  
Dde TAMRA biotin Alkyne: Click chemistry tools, #1368 
Hydrazine: Sigma-Aldrich, CAS: 10217-52-4 
LCMS 1260 infinity II : Agilent 
 

 

Evaluation of cleavable biotins in cellular media 

With the same procedure described in section Determination of the best lysis buffer for Click 

reaction, there was preparation of the lysis solution with concentration of 1 mg/mL for each 

buffer. As there are 3 different lysis conditions there was a preparation of 600 uL, i.e. 200 uL with 

0.8 M urea, 200 uL with 0.1 % of NP40 and 200 uL with 0.1% of Triton X-100. The click conditions 

are those presented in the table below:  
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 1 2 3 4 5 6 7 8 

Concentration 

lysis buffer 

No lysate 

(PBS) 

NP40 

0.1% 

Triton X-

100 0.1 

%  

Urea 0.8 

M 

No 

lysate 

(PBS) 

NP40 

0.1% 

Triton X-

100 0.1 

%  

Urea 0.8 

M 

Cleavable biotin DADPS DADPS DADPS DADPS Dde-

TAMRA 

Dde-

TAMRA 

Dde-

TAMRA 

Dde-

TAMRA 

Volume 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 

 

Samples 1 and 5 are the positive controls and there was no lysate in them, it was 100 uL of PBS. 

For the other samples, 100 uL of the dilute lysis buffers were used following the table. For each 

sample, reagents were added to perform the Click reaction. So, 300 ng of BSA alkyne, 1 uL of 

CuSO4 (20 mM), 5 uL of NaAsc (100 mM), 2 uL of THPTA (50 mM) and 0.5 uL of the corresponding 

cleavable biotin (10 mM). The reactions were mixed on the thermomixer during 1 hour at 37°C. 

Reactions were stopped by adding 240 uL of methanol, 80 uL of chloroform and 320 uL of water. 

Theses mixtures were spin at 15 000 rpm at 4°C for 5 minutes, then the upper layer was removed. 

Another 150 uL of MeOH was added and tubes were spin during 30 minutes at 15 000 rpm. The 

supernatant was removed, and the precipitate was dry with air to remove the methanol. 

Subsequently, the proteins were solubilized using a solution of 1% SDS in PBS (100 uL). To this 

solution 15 uL of the streptavidin beads slurry was added and the mixture was let overnight at 4°C 

on the shaker. The next day, the supernatant was removed from each sample and each bead was 

washed multiples times: 3 times with a solution of 1% SDS (3x100 uL) and 4 times with PBS (4x100 

uL). The supernatant was removed, and the cleavage solution was added to the corresponding 

sample. DADPS samples receive 100 uL of a of 4 % formic acid solution and for the Dde-TAMRA 

samples 100 uL of 2% hydrazine solution. The beads were stirred for 1 hour at 37°C and the 

supernatant was gently removed and transferred to a second tube. The cleavage step was 

repeated a second time. For the PBS controls, only water was added. Supernatants from the same 

samples were combined and the liquid was evaporated with the SpeedVac. Proteins were 

resolubilized in the loading buffer 1x, heated at 95°C for 8 minutes and loaded on a precast 

acrylamide gel with gradient 4-12%. The voltage used was 110 V over 1 hour. For the fluorescence 

image, the gel was revealed with the FLA 9500 and for the silver staining the procedure provided 

by the retailer was followed.  
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Chemicals and materials: 

BSA alkyne: Click chemistry tools, 1536 
PBS 1x: Wisent 311-010-CL 
MeOH: Sigma-Aldrich, CAS : 67-56-1 
CHCl3: Sigma-Aldrich, CAS: 67-66-3 
CuSO4 : Sigma-Aldrich, CAS: 7758-98-7 
THPTA: Sigma-Aldrich, CAS:760952-88-3 
Sodium L-Ascorbate: Sigma-Aldrich, CAS: 134-03-2 
NP40 alternative: Sigma-Aldrich, CAS: 9016-45-9 
Triton X-100: Sigma-Aldrich, CAS: 9002-93-1 
Urea: Fisher scientific, CAS: 57-13-6 
Centrifuge: Sorvall Legend RT and Fisher Scientific, Accuspin micro 17 
Typhoon FLA 9500: Ge Heatlhcare 
Silverstain kit: SilverQuest Invitrogen, LC6070  
Formic acid: Sigma-Aldrich, CAS: 64-18-6 
DADPS biotin alkyne: Click chemistry tools, #1331  
Dde TAMRA biotin Alkyne: Click chemistry tools, #1368 
Hydrazine: Sigma-Aldrich, CAS: 10217-52-4 
Pierce High Capacity Streptavidin Agarose: Thermo Scientific, #20359 
Precast acrylamide gel: 4-12% Criterion XT Bis-Tris Protein Gel from Biorad (3450123) 
 

Chemoproteomics procedure with the UM171 probes 

The procedure was inspired from this paper:  MacKinnon, A. L.; Taunton, J., Target Identification 

by Diazirine Photo-Cross-Linking and Click Chemistry. Current Protocols in Chemical Biology 2009, 

1 (1), 55-73 

By the same procedure described in section Cell culture, 600 M of AML5 cells were cultured. The 

cells were combined and centrifuged at 1000 rpm. The idea was to have a volume of 20 mL per 

condition, so a total volume of 120 mL. Thus, each condition was assigned 50 M cells in 20 mL, in 

50 mL petri dishes. The conditions are as follows: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Compound DMSO DMSO 941 941 942 942 943 943 944 944 945 945 

Condition DMSO MG132 DMSO MG132 DMSO MG132 DMSO MG132 DMSO MG132 DMSO MG132 

Number of 

cells 

50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 50 M 
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Because the lamp does not allow more than 2 petris to be irradiated at a time, it was necessary 

to start incubations of the probes off-lines. To do this, the incubations were carried out with a 40 

minutes interval. The incubation sequence was the same for each condition. Initially, 15 uL of 

MG132 (10 mM) or DMSO dissolved in 5 mL of DMEM is added. This incubation is carried out for 

2 hours, before the addition of 15 uL of probe (10 mM) or DMSO which is also dissolved in 5 mL 

of DMEM. The incubation of the probe takes place over a period of 4 hours with a 5 % CO2 

atmosphere and a temperature of 37 °C in the petri dishes. Once the probe incubation was 

completed, the petris were irradiated for 30 minutes on ice. The lamp was as close as possible to 

the sample. The cells were transferred to 50 mL falcons and centrifuged at 1000 rpm for 5 

minutes. The supernatant was removed, then the cells were transferred to 2 mL Eppendorf with 

PBS 1x. Cells were spin down another time to remove the PBS. Subsequently, cells were lysed with 

750 uL of a solution of 8 M urea in 50 mM HEPES. Protein quantification was performed with the 

Bio-Rad kit, giving an average concentration of 5 mg/mL for each sample. In order to have a 

concentration of 1.5 mg/mL of protein for each sample there was addition of 1.5 mL of PBS, 

consequently the diluted lysates were transferred into 15 mL tubes. For each sample, reagents 

were added to perform the Click reaction. So, 25 uL of CuSO4 (20 mM), 125.2 uL of NaAsc (100 

mM), 45 uL of THPTA (50 mM) and 12 uL of the DADPS alkyne cleavable biotin (10 mM). The 

reactions were mixed on the thermomixer during 16 hours at 4°C. Reactions were stopped by 

adding 11 mL of methanol, 2.5 mL of chloroform and 5 mL of water. Theses mixtures were spin at 

4000 rpm at 4°C for 15 minutes, then the upper layer was removed. Another 11 mL of MeOH was 

added and tubes were spin during 30 minutes at 15 000 rpm. The supernatant was removed, and 

the precipitate was dry with air to remove the methanol. Thereafter the proteins were 

resolubilized in 1.5 mL of 0.5 % SDS in PBS (20 minutes) and transferred to 2 mL tubes. For each 

tube, 150 uL of streptavidin beads was added. The latter were stirred slowly for 16 hours at 4°C 

with the protein’s media. The next day, the supernatant was removed from each sample and each 

bead was washed multiples times: 3 times with a solution of 1% SDS (3x500 uL) and 4 times with 

PBS (4x500 uL). The supernatant was removed and 500 uL of a of 4 % formic acid solution was 

added to all samples. The beads were stirred for 2 hours at 37°C and the supernatant was gently 

removed and transferred to a second tube. The cleavage process was repeated a second time. 

Supernatants from the same samples were combined and the liquid was evaporated with the 

SpeedVac. Proteins were resolubilized in the loading buffer 1x, heated at 95°C for 8 minutes and 

loaded on a precast acrylamide gel with gradient 4-12%. The gel was revealed with silver staining 
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following the procedure provided by the retailer. Subsequently, interesting proteins bands were 

cut into small cubes with a blade and put into new tubes. The cubes have undergone the 

manufacturer’s destain procedure to become translucent. Then, the small cubes are deshydrated 

with 2 washes with ACN (200 uL) for 10 minutes each time. Once the pieces had turned white, an 

alkylation solution (200 uL) composed of 5 mM TCEP and 1.5 mM Chloroacetamide was added to 

each sample. Thereafter, the small cubes are deshydrated another times with 2 washes with ACN 

(200 uL). Finally, the gel pieces were digested with 1 ug of trypsin dissolved in 50 mM ABC buffer 

for 16 hours at 37°C on the thermomixer. The next day, the supernatant was put in another tubes, 

and the gel pieces were dehydrated two times with 200 uL of ACN. Supernatants from the same 

sample were combined and dried out on the SpeedVac.  The peptides were solubilised in 20 uL of 

4% FA in water and injected on the Exploris 480 from Thermo. 

 

Parameter of mass spectrometry: Trypsic peptides were loaded on C18 precolumn and separated 

with a home-made C18 column (150 μm ID x 15 cm) made of Jupiter C18, 3 μm, 300 Å. This 

separation was possible with a linear gradient of 5-40% of acetonitrile (0.2 % Formic acid) in a 50 

min with a flow rate of 600 nL/min. The liquid chromatography was coupled with the Exploris 480 

, with a mass scan range of 300-1200 m/z. The resolution selected was 240 000 and the AGC target 

values for MS was set to 5e6 (max fill time 50 ms) and for MS/MS it was set to 5e4 (max fill time 

of 750 ms). The neutral energy of collision was fixed to 25 and with a charge state between 2 and 

6. The database searches were doned unsing the Peak software against the Uniprot human 

database. The parametters selected were 10 ppm and 0.01 Da for the error windows for the 

precursor and fragment ion mass, respectively. The maximum mass clivage allowed was set to 2 

and the PTM selected were phosphorylation, oxidation, deamidation and carbamidomethylation. 

The heat map was drawed by the Origin software.  

Chemicals and materials: 

Petri dishes: Fisher Brand, FB012924 
DMEM: Wisent 319-051-CL  
MG132: Sigma-Aldrich, CAS: 133407-82-6 
DMSO: Fisher Scientific, CAS: 67-68-5 
PBS 1x: Wisent 311-010-CL 
Uv lamp : UVP High Intensity UV Lamps B-100AP Analytik Jena 
MeOH: Sigma-Aldrich, CAS : 67-56-1 
CHCl3: Sigma-Aldrich, CAS: 67-66-3 
CuSO4 : Sigma-Aldrich, CAS: 7758-98-7 
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THPTA: Sigma-Aldrich, CAS:760952-88-3 
Sodium L-Ascorbate: Sigma-Aldrich, CAS: 134-03-2 
NP40 alternative: Sigma-Aldrich, CAS: 9016-45-9 
Triton X-100: Sigma-Aldrich, CAS: 9002-93-1 
Urea: Fisher scientific, CAS: 57-13-6¸ 
HEPES: Sigma-Aldrich, CAS: 7365-45-9 
Bio-Rad Protein Assay: Bio-Rad, 5000006  
96-well plate clear flat bottom: Corning, 353072 
Centrifuge: Sorvall Legend RT and Fisher Scientific, Accuspin micro 17 
Silverstain kit: SilverQuest Invitrogen, LC6070  
Formic acid: Sigma-Aldrich, CAS: 64-18-6 
DADPS biotin alkyne: Click chemistry tools, #1331  
10 % SDS solution: Wisent, 880-550-CL  
Pierce High Capacity Streptavidin Agarose: Thermo Scientific, #20359 
Precast acrylamide gel: 4-12% Criterion XT Bis-Tris Protein Gel from Biorad (3450123) 
Sequencing Grade Modified Trpsin: Promega, V5111  
ACN: Fisher Scientific, CAS: 75-05-8 


