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Abréviations 

3 

360A · (PDC) Pyridodicarboxamide bisquinolinium 

360A-l-Alk · Pyridocarboxamide bisquinolinium alcyne (chaine 

latérale longue) 

360A-s-Alk · Pyridocarboxamide bisquinolinium alcyne (chaine 

latérale courte) 

9 

96-WP · plaque 96-puits (96-well plate) 

A 

A · Adénine, Alanine 

AA · Acide aminé (Amino Acid) 

ADN · Acide désoxyribonucléique 

ADNmt · ADN mitochondrial 

ADNr · ADN ribosomique 

AMBER · Assisted Model Building and Energy Refinement 

Amicon · Filtres à centrifuger pour la purification et la 

concentration de biomolécules 

amoles · atto-moles (1E-18) 

ARN · Acide ribonucléique 

ARNm · ARN messager 

B 

B/W · Binding and Washing 

BLI · Biolayer interferometry 

Boc · tert-butyloxycarboxyl 

BSA · Albumine de sérum bovin (Bovine Serum Albumine) 

building block · block de construction (Building block, BB)) 

C 

C · Cytosine, Cystéine 

CD · Dichroïsme circulaire (Circular dichroism) 

colonne Spin-X · Tube de microcentrifugation à membrane 

filtrante en polypropylène 

CP · Séquence terminatrice (Closing Primer) 

C-term · Extrémité Carboxy-terminale 

CuAAC · Copper(I)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition 

CuSO4.5H2O · Sulfate de cuivre pentahydraté 

CV · Coefficient de variation (CV) 

Cy · Cyanine 

CZ · Carbazole 

CZ-Alk · Carbazole alcyne 

D 

D · Acide aspartique 

DBF · Dibenzofulvène 

DCC · Dynamic combinatorial chemistry 

DCL · Dynamic combinatorial library 

DEL · Librariei chimique encodée par l'ADN (DNA-Encoded 

chemical library) 

DHA · Acide déhydroxyascorbique 

DIPEA · Diisopropyléthylamine 

DMF · Diméthylformamide 

DMSO · Diméthylsulfoxide 

dual-pharmacophore library · Library à double pharmacophore 

E 

E · Acide glutamique 

EDC · 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide 

EDTA (Na2EDTA) · Acide éthylènediaminetétraacétique 

disodium 

ELISA · Enzyme-linked immunosorbent assay 

EMSA · Electrophoretic Mobility shift assay 

enrichment · enrichissement 

ESAC library · Librairie encodée par auto-assamblge d'ADN 

(encoded self-assembling chemical library) 

Extended (ou 

Ext) · N-Fmoc-N″-succinyl-4,7,10-trioxa-1,13-

tridecanediamine 

F 

F · Phénylalanine 

FAM · carboxyfluorescéine 

FB · Fragment-based 

Fmoc · Fluorénylméthoxycarbonyle 

fmoles · femto-moles (1E-15) 

FP · Furopyridazinone 

FP-Alk · Furopyridazinone alcyne 

FQ · Fluorescence Quenching 

FRET · Transfert d'énergie entre molécules fluorescentes 

(Förster resonance energy transfer) 

G 

G · Guanine 

G4 · G-quadruplexe 

GelRed · 5,5′-(6,22-Dioxo-11,14,17-trioxa-7,21-

diazaheptacosane-1,27-diyl)bis(3,8-diamino-6-

phenylphenanthridin-5-ium) diiodide 

H 

H · Histidine 

HBTU · 2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium 

hexafluorophosphate 

Headpiece · Précurseur chimique bifonctionnel 

HEPES · Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane 

sulfonique 
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HOAt · 1-hydroxy-7-azabenzotriazole 

HPLC · Chromatographie liquide à haute performance (high 

performance liquid chromatography) 

HPtoCP · Séquence ADN (80 mers) mimant les code-barres 

ADN des DELs 

HR-MS · Spectroscopie de masse à haute résolution (High 

resolution mass spectroscopy) 

HS-DNA · ADN de sperme d'Harreng (Herring Sperm DNA) 

HTS · Criblage à haut-débit (High-throughput screening) 

I 

I · Isoleucine 

input copies · copies d'entrée 

ISAHC · imidazole-1-sulfuryl azoture 

ITC · Titrage calorimétrique isotherme (Isothermal titration 

calorimetry) 

K 

K · Lysine 

KCl · Chlorure de potassium 

Kd · Constante de dissocation 

KD
app · Constante de dissociation apparente 

known · connu (évènement) 

KTDS · Kinetic target-directed synthesis 

L 

L · Leucine 

LiCl · Chlorure de lithium 

M 

M · Méthionine 

MBHA · 4-Methylbenzhydrylamine 

MeCN · Acétonitrile 

MS · Spectrométrie de masse (Mass spectrometry) 

N 

N · Asparagine 

NaAsc · Ascorbate de sodium 

NDI · Naphtalène diimide 

NDI-Alk · Naphtalène diimide alcyne 

NHS · N-hydrosuccinimide 

NMM · N-Methylmorpholine 

nmoles · nano-moles (1E-09) 

N-term · Extrémité Amino-terminale 

O 

output copies · copies de sortie 

P 

P · Proline 

Pbf · 2,2,4,6,7,-pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl 

PCR · Réaction en chaîne par polymérase (Polymerase Chain 

Reaction) 

PDB · Banque de données sur les protéines (Protein Data Bank) 

PDC3 · Phénanthroline dicarboxamide bisquinolinium 

PDC3-Alk · Phénanthroline bisquinolinium alcyne 

PDP-Alk · Pyridostatine bisquinoline pyrrolidine alcyne 

PEG · Polyéthylène glycol 

pmoles (1E-12) · pico-moles 

PNA · Acide nucléique peptidique (peptid nucleic acid) 

Q 

Q · Glutamine 

Q-l-Alk · Benzofuroquinoline alcyne (chaine latérale longue) 

Q-s-Alk · Benzofuroquinoline alcyne (chaine latérale courte) 

R 

R · Arginine 

Ra · Ratio ajusté 

reads · séquence d'un fragment d'ADN (Illumina) 

RFU · Relative fluorescence units 

RMN · Résonnance magnétique nucléaire 

Rn · Ratio normalisé, Ratio normalisé, Ratio normalisé 

RO5 · Règles de Lipinski (Lipinski's rules of five) 

S 

S · Sérine 

SA · Streptavidine 

SA bead · Bille de streptavidine 

scFv antibody · Anticorps de fragment variable à chaine unique 

(single chain varibale fragment antibody) 

single-pharmacophore library · Librairie à pharmacophore 

unique 

SPPS · Synthèse supportée en phase solide (Solid Phase 

Peptide Synthesis) 

SPR · Résonnance plasmonique de surface (Surface plasmon 

resonance) 

T 

T · Thymine, Thréonine 

T-20 · Tween-20 (détergent) 

TAE · Tris.HCl/Acide acétique/Na2EDTA (tampon) 

TAMRA · carboxytétraméthylrhodamine 

TBTA · tris(benzyltriazolylmethyl)amine 

tBu · tert-butyle 

TEA.HCl · Tris/Acide acétique/EDTA, chlorhydrate 

TEAA · Acétate de triéthylammonium (Triethylammonium 

acetate) 

TERRA · Telomeric repeat-containing RNA 

TFA · Acide trifluoroacétique 

TGS · Target-guided synthesis 

THPTA · tris(hydroxypropyltriazolyl methyl)amine 

TIS · Triisopropylsilane 

Tm (ou 

T1/2) · Température de fusion (melting temperature) 
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TMPyP4 · Tétra-(N-methyl-4-pyridyl)porphyrine 

Tris.HCl · 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol 

chlorhydrate 

TWJ · Three-Way junctions, Jonction à 3 voies (Three-Way 

junctions) 

U 

U · Uracile 

unknown · inconnu (évènement) 

UTR · Région non-traduite (untranslated region) 

UV · Ultraviolet-visible (spectroscopie) 

V 

V · Valine 

VS · Criblage virtuel (Virtual screening) 

W 

W · Tryptophane 

Y 

Y · Tyrosine 

Λ 

λ · longueur d'onde 
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Chapitre 1 — Introduction.  

Partie 1 : L’acide désoxyribonucléique. Appariements non-canoniques et stabilisation d’édifices 

non-usuels. 

Sous-partie 1.1 : Histoire et découverte de l’ADN.  

 L’essor des acides nucléiques date des premiers travaux de F. Miescher en « chimie 

physiologique » avec l’identification, en 1869-711, d’une « substance cellulaire capable d’être 

précipitée en milieu acide », aujourd’hui connu sous le nom d’acide désoxyribonucléique ou 

ADN. Les quatre bases formant la structure de l’ADN à savoir l’adénine (A), la thymine (T), la 

cytosine (C) et la guanine (G) ont été découvertes en 19292,3 par P. Levene et il a fallu attendre 

les années 1950 et les travaux de E. Chargaff pour apprendre que les proportions d’A/T et 

G/C étaient identiques au sein du génome4,5. À partir de ces travaux et de résultats de 

diffraction de rayons X réalisés sur des cristaux d’ADN6,7, c’est en 1953 que les chercheurs J. 

Watson et F. Crick décrivent pour la première fois la double hélice d’ADN8 en proposant des 

modes d’appariements de bases complémentaires deux à deux, l’adénine se liant avec la 

thymine et la guanine avec la cytosine. Les travaux de J. Watson, F. Crick ainsi que ceux de 

M. Wilkins leur ont valu le prix Nobel de médecine en 1962. Il est à noter que la physicochimiste 

britannique R. Franklin, décédée en 1958, a également activement contribué à cette 

découverte. Toutefois, ne pouvant être attribuée à titre posthume, la chercheuse ne figure pas 

parmi la liste des lauréats du prix Nobel.  

Sous-partie 1.2 : Structures de l’ADN.  

Section 1.2.1 : Structure primaire des acides désoxyribonucléiques, les nucléotides. 

Les séquences d’acides désoxyribonucléiques sont formées par assemblages successifs 

d’unités nucléotidiques composées d’une base nucléique (ou nucléobase), d’un ose 

pentacarboné (pentose) et d’un ou plusieurs groupements phosphates (Figure 1).  

  

Figure 1 : Structure schématique et tridimensionnelle d’une nucléobase (PDB id : 6RLS). 

 Les bases nucléiques de l’ADN représentées par leur dénomination A, T, G et C sont 

au nombre de quatre et représentent respectivement l’Adénine, la Thymine, la Guanine et la 

1’
2’3’

4’

5’

R = H, OH 

Phosphate

Sucre
(Pentose)

Base nucléique

Liaison osidique
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Cytosine (Figure 2). Dans l’univers des acides ribonucléiques (ARN), la Thymine est 

remplacée par l’Uracile (U). Parmi ces 5 bases nucléiques, deux motifs hétérocycliques 

peuvent être caractérisés, les motifs purines (A, G) et les motifs pyrimidine (T, C et U). Ces 

deux classes d’hétérocycles présentent des amines tertiaires et des cétones accepteuses de 

liaisons hydrogène (Figure 2, hétéroatomes rouges) et, suivant les nucléobases considérées, 

des amines secondaires et (/ou) primaires donneuses de liaisons hydrogène (Figure 2, 

hétéroatomes verts).  

 

Figure 2 : Bases puriques et pyrimidiques de l’ADN et de l’ADN. 

La liaison osidique caractérisant le lien entre les bases nucléiques et le sucre est une liaison 

de type N-glycosidique. En effet l’azote N1 des cycles puriques, ou l’azote N9 des cycles 

pyrimidiques, se lie avec le 2’ — désoxy-D-ribose en position C1’ (Figure 1). Dans le cadre 

des ARN, la liaison N-glycosidique est réalisée avec un sucre portant un groupement hydroxyle 

en position 2’ du ribose (Figure 1, R=OH).  

La fonctionnalisation (poly)phosphate en 5’ des nucléotides permet de former des séquences 

d’acides nucléiques (ADN ou ARN) par formation de liaison phosphodiester. La biosynthèse 

de ces édifices est réalisée par des enzymes, appelées des polymérases, capables de lier le 

phosphate en 5’ d’un nucléotide « n » avec l’hydroxyle en 3’ d’une nouvelle base « n+1 » 

(Figure 3). Dès lors, il est possible de constater que la molécule d’ADN possède une 

directionnalité caractérisée par ces extrémités 3’ — OH et 5’ — Phosphate. La directionnalité 

des séquences d’ADN est une donnée importante, notamment dans le cas de la réplication de 

l’ADN car l’élongation de l’ADN se produit toujours du sens 5’ vers 3’.  
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Figure 3 : Formation de la liaison phosphodiester entre deux nucléobases. 

Il est également à noter que différentes conformations peuvent être adoptées par un 

nucléotide. La formation de la liaison N-osidique peut orienter la nucléobase soit à l’opposé du 

ribose (Figure 4, A/, conformation anti) soit vers l’intérieur du ribose (Figure 4, A/, conformation 

syn). Parmi ces deux conformations, la forme prédominante au sein de séquences ADN duplex 

(ou d’ARN) est la conformation anti. En effet, celle-ci représente le moins d’encombrement 

stérique entre l’hétérocycle de la nucléobase et le 5’-phosphate du sucre.  

 

Figure 4 : Représentation des conformations possibles de A/ la liaison N-osidique (syn/anti) ou B/ du sucre 

(C2’/C3’— endo) des nucléobases. 

De manière similaire, la partie osidique peut également présenter différentes conformations 

tridimensionnelles. Il est alors possible de retrouver la forme C2’-endo et la forme C3’-endo 

(définie selon le plan C1’-O-C4’ ; Figure 4, B/). Dans le cas de l’ADN (R=H), les conformations 

C2’- et C3’-endo peuvent coexister. A contrario, dans le cadre des ARN (R=OH), la 

conformation C3’— endo est favorisée par des raisons d’encombrement stérique.  

Section 1.2.2 : La double hélice d’ADN. 

 En 1953, J. Watson et F. Crick ont mis en lumière la structure bicaténaire de l’ADN à 

partir des travaux de cristallographie réalisés par M. Wilkins et R. Franklin. La structure en 

double hélice résulte de l’appariement de nucléobases deux à deux au travers de liaisons 
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hydrogène. De plus, la nature hétérocyclique des bases de l’ADN favorise l’empilement des 

nucléobases et la formation de phénomènes d’empilement π (en. π-stacking).   

L’appariement des séquences désoxyribonucléiques complémentaires est régie par 

l’interaction entre A:T (ou A:U dans le cas des ARN) et G:C par la formation de liaisons 

hydrogène de type Watson-Crick (Figure 5). Dans le cadre de l’appariement des paires de 

bases A:T deux liaisons hydrogène sont impliquées alors que les appariements G:C exhibent 

trois liaisons hydrogène.  

 

Figure 5 : Appariements Watson-Crick des bases de l’ADN et ARN. 

La structure en double hélice d’ADN, formée par l’association de deux brins complémentaires, 

s’accompagne de la formation de sillons au sein de l’édifice. Étant donné que les brins d’ADN 

s’associent de façon dissymétrique par rapport à l’axe de la double hélice à cause de la 

dimension distincte des motifs purines et pyrimidines, deux sillons de tailles inégales sont 

formés : un grand ainsi qu’un petit sillon (Figure 6).  

 

Figure 6 : Conformations de la double hélice d’ADN. ADN-A (PDB id : 4OKL). ADN-B (PDB id : 6RLS). AND-Z 

(PDB id : 1R4D)9. Taille des sillons annotés suivant la nature de l’ADN considéré. 

Les doubles hélices d’ADN existent sous forme de trois conformations distinctes. La première 

d’entre-elles, l’ADN-A10, est majoritairement observée au sein d’échantillons présentant de 

hautes forces ioniques et de faibles taux d’hydratation. Dans le cas de cette conformation, les 
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bases de l’ADN sont orientées en anti et les sucres adoptent la conformation C3’-endo (Figure 

4). L’hélice droite formée par l’ADN-A exhibe un pas de 11 paires de bases avec un diamètre 

de 2.3 nm. L’autre conformère adopté par la double hélice d’ADN est connu sous le nom 

d’ADN-Z11. Sous cette conformation, la structure générale est plus contrainte et 

majoritairement retrouvée au sein de séquences riches en G:C. À l’inverse de l’ADN-A, l’ADN-

Z adopte une hélice gauche (diamètre = 1.8 nm, tour d’hélice = 12 pdb) dont les bases 

pyrimidiques sont orientées en anti avec une conformation des oses sous forme C2’-endo, 

alors que les bases puriques orientent les bases en syn et sont composées de sucres adoptant 

la conformation C3’-endo (Figure 4).  

La dernière conformation pouvant être adoptée par la double hélice d’ADN est la conformation 

la plus répandue et connue sous ADN-B. La topologie de cet ADN a été cristallisée pour la 

première fois au début des années 198012 et présente des caractéristiques plutôt similaires à 

l’ADN-A. En effet, l’ADN-B est une hélice droite de 2.0 nm de diamètre possédant un pas 

d’hélice de 10,5 résidus par tour. De plus, les substituants des bases sur les résidus osidiques 

sont orientés en anti. La principale différence avec l’ADN-A est au niveau de la torsion du 

sucre puisque les furanoses de l’ADN-B adoptent une conformation C2’-endo (Figure 4).  

Section 1.2.3 : Structures non-usuelles de l’ADN. 

Au-delà des conformères principaux d’ADN sous forme bicaténaire, des structures 

secondaires diverses peuvent être obtenues en fonction de l’environnement ou de la nature 

de la séquence. Sans tous les énumérer, il est possible de faire l’état de séquences d’ADN 

effilées, comprenant une ou plusieurs régions non complémentaires au sein de la séquence, 

ou de séquences ramifiées, avec un ou plusieurs partenaires supplémentaires.  

Dans le cadre de ces séquences ramifiées, il est possible d’observer des jonctions à 3 voies 

(en. « Three-Way Junctions », TWJ) ou à 4 voies (« Four-Way Junctions », FWJ). Les TWJ 

sont des structures d’ADN composées de trois séquences oligonucléotidiques partiellement 

complémentaires les unes aux autres (Figure 7, A/). Alors que l’assemblage de duplex d’ADN 

linéaire ne produit que des structures unidimensionnelles, l’assemblage de motifs TWJ offre 

un moyen polyvalent pour construire des réseaux bidimensionnels, des réseaux 

tridimensionnels, des polyèdres, des dendrimères et diverses architectures complexes13. Les 

jonctions quadruples, également connues sous le nom de « Jonction de Holliday » (Figure 7, 

B/), sont le résultat de la recombinaison homologue de quatre brins d’ADN. Ces jonctions sont 

généralement symétriques et font partie du maintien de l’intégrité du génome.  

Dans un autre registre, il est possible de distinguer des séquences palindromiques capables 

de se replier afin de former des structures secondaires en épingles à cheveux appelées des 

« tige-boucle » (en. stem-loop ; Figure 7, C/).  
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Figure 7 : Exemples de structures secondaires de l’ADN. A/ TWJ (PDB id : 1EKW). B/ Jonction de Holiday (PBD 

id : 1M6G. C/ Tige-boucle (PDB id : 1MFJ). 

Il est également possible de rencontrer des séquences d’ADN polycaténaires capables de 

former des édifices secondaires particuliers telles que les G-quadruplex (mono-, bi- ou 

quadricaténaire), les i-motifs ou encore les ADN triplex (tricaténaire). L’ADN G-quadruplex 

sera défini et décrit en détail dans la suite du manuscrit.  

L’ADN triplex est une structure secondaire au sein de laquelle trois brins d’ADN s’enroulent 

afin de former une triple hélice (Figure 8, A/). Généralement, la formation de cet édifice se fait 

par insertion d’un brin d’ADN dans le grand sillon de l’ADN-B bicaténaire. Les interactions 

entre l’ADN simple brin et le duplex se font par appariements non-Watson Crick de type 

Hoogsteen (voire Hoogsteen inverse). Les i-motifs sont quant à eux des édifices mono-, bi- ou 

quadricaténaires formées par l’interaction de résidus semi-protonés de cytosines sous forme 

d’appariements de type Hoogsteen. 

 

Figure 8 : Exemples de structures polycaténaires de l’ADN. A/ ADN-Triplex (PDB id : 1D3X). B/ i-motif (PDB id : 

1I9K). 

A/ B/ C/ 

A/ B/ 
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Sous-partie 1.3 : G-quadruplex, structures et fonctions. 

Section 1.3.1 : Structures des G-quadruplex. 

Paragraphe 1.3.1.a) Formation de motifs G-quadruplex. 

La résolution cristallographique des quartets de guanines en 196214 est le tournant qui a 

permis aux G-quadruplex, quelques décennies plus tard, de devenir un élément central de la 

génétique, de la chimie-biologie, de la catalyse ou encore de la chimie supramoléculaire.  

 L’historique des plateaux de guanines remonte aux années 1870, après la découverte 

des acides nucléiques par F. Miescher15. La nature chimique de ces nouvelles entités non-

protéiques étant jusqu’alors méconnue, il a fallu attendre les travaux d’Hammersten16 en 1894 

montrant l’identification de l’acide guanylique au sein de cellules pancréatiques bovines. De 

forts doutes concernant la forme mono- ou polymérique de cet acide a conduit, en 1910, les 

chercheurs Levene/Jacobs17 et Bang18 à en isoler une fraction plus pure permettant, ainsi, 

l’identification de la forme monomérique de l’acide guanylique sous forme « gélatineuse ». En 

étudiant la viscosité de gels de guanosines disodiques (5’-GMP et 3’-GMP à pH 5) à basse 

température19, M. Gellert et coll. ont obtenu les premiers clichés de cet hydrogel de guanines 

par diffraction aux rayons-X en 1962. L’équipe a ainsi établi la formation d’une structure 

hélicoïdale structurée par des plateformes carré-plan formées de guanines appelées tétrade 

de guanines ou G-quartet. Les recherches et innovations ayant été établies à partir de cette 

découverte cruciale ont été longuement discutées par J.T. Davis au travers d’une revue près 

de quarante années plus tard20.  

 Les tétrades de guanines sont des édifices à quatre bases au sein desquels les 

guanines se stabilisent par liaisons hydrogène. Les faces Hoogsteen des guanines (Figure 9) 

présentent à l’interface deux atomes électroattracteurs accepteurs (A) d’hydrogènes, l’azote 

N7 et l’oxygène O6. Sur les faces Watson-Crick on retrouve l’oxygène O6 mais également des 

groupements donneurs (D) d’hydrogènes que sont l’azote intracyclique protoné N1 et le 

groupement amine secondaire N2. Au total, un réseau de 8 liaisons hydrogène stabilise ainsi 

une tétrade. Il a été montré par la suite que les séquences d’acides nucléiques riches en 

guanine étaient capables de former des structures secondaires appelées G-quadruplex, 

reposant sur l’empilement par π-stacking de motifs G-quartet (Figure 9). La description de ces 

séquences d’acides nucléiques montre un enchainement de bases sous la forme (XnGpXn)z où 

X représente les différentes bases nucléiques (Adénine, Thymine, Guanine, Cytosine) à 

nombre variable (n) ; G représente les guanines dont le nombre (p) varie généralement entre 

2 et 4 ; (z) représente le nombre de répétitions du motif dans la séquence nucléotidique. 
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Figure 9 : représentation de la structure des guanines, la formation primaire du quartet de guanines ainsi que 

l’assemblage de la structure secondaire des G-quadruplex. 

Paragraphe 1.3.1.b) Stabilisation par cations métalliques. 

 Afin de compléter les études structurales de cette nouvelle structure G-quadruplex, le 

groupe de T. J. Pinnavaia, en 1975, fait l’étude d’édifices hélicoïdaux de solutions concentrées 

de guanosinse 5’-monophosphate (Na2(5’)-GMP > 0.4M dans l’eau) par Résonnance 

Magnétique Nucléaire (RMN) du proton21. En 1978, le même groupe démontra que le 

phénomène d’autoassemblage « dépendait fortement de la nature de l’ion alcalin »22 et que 

parmi eux, les monocations sodium (Na+) et potassium (K+) stabilisent le plus les plans carrés 

de guanines. En effet, la stabilisation des quartets de guanines par Na+ ou K+ s’effectue par 

coordination des métaux alcalins aux oxygènes O6 des fonctions carbonyles de chaque 

guanine formant les G-quartets. Il propose alors que la stabilisation du sel Na2(5’)-GMP est dû 

à la coordination octovalente de l’atome de potassium (K+) étroitement serré entre deux 

plateaux de guanines. Quelques années plus tard, l’équipe de C. Bailey publie une liste de 

cations mono- et divalents stabilisateurs de structures G-quadruplexes23. Classé par ordre de 

stabilité croissante, K+ > (Rb+ > Cs+) > Ca2+ > Na+ > Mg2+ > Li+, le potassium apparait une 

nouvelle fois le cation de choix pour la stabilisation de tels édifices. En effet, la position du 

cation métallique au sein des structures G-quadruplex explique cet ordre de stabilité. Un cation 

monovalent de sodium possède un rayon atomique (ratome = 180 pm) suffisamment petit pour 

coordiner quatre atomes d’oxygène O6 au centre du carré-plan formé par les guanines. Dans 

le même ordre d’idée, le monocation lithium peut également se positionner au centre du G-

quartet. En revanche, présentant une taille plus faible que le sodium (ratome = 145 pm), Li+ n’est 

pas capable de coordiner les oxygènes O6 à proximité, d’où son effet stabilisateur de G-quartet 

quasiment nul. A contrario, le potassium K+ est un atome trop volumineux (ratome = 220 pm) et 

par conséquent ne se coordine pas au centre de la tétrade mais entre les empilements de G-

quartets, tel que l’a préconisé T.J. Pinnavaia. Cette structuration permet au potassium de 

coordiner huit atomes d’oxygène et ainsi d’apporter un fort effet stabilisant à la structure 

(Figure 10).  
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Figure 10 : Positionnement des cations monovalents de sodium (Na+) et de potassium (K+) au sein de G-quartets 

ou d’un édifice G-quadruplex. Dessin réalisé par D. Jiménez. 

En plus d’agir comme agent de stabilisation au sein d’un motif G-quadruplex, les cations 

influencent également les topologies que peuvent adopter ces édifices.  

Section 1.3.2 : Topologies des G-quadruplex. 

Paragraphe 1.3.2.a) Les différentes topologies adoptées par les G-quadruplex. 

Comme explicité précédemment, l’enchainement de bases nucléiques (XnGpXn)z décrit la 

formation d’édifices sous forme de G-quadruplex. Le nombre de répétitions z du motif G-

quartet dans la séquence nucléotidique dicte la plurimolécularité du système.  

En effet, si au sein d’une même séquence le motif XnGpXn est unique (z=1), la formation d’une 

structure G-quadruplex est possible par association de quatre brins ; on parlera alors 

d’arrangement structural intermoléculaire et plus précisément tétramoléculaire (Figure 11, a). 

De manière similaire, si un motif est répété deux fois au sein d’un brin d’oligonucléotide (z=2), 

alors la formation d’un G-quadruplex se fera par l’interaction de 2 partenaires, formant ainsi 

un G-quadruplex dit bimoléculaire (Figure 11, b). Enfin, lorsqu’une succession de 4 (ou plus) 

motifs est observée au sein d’une même séquence oligonucléotidique (z≥4), un motif G-

quadruplex intramoléculaire (ou unimoléculaire) est capable d’être formé (Figure 11, c).  

 

Figure 11 : Représentation exemplifiée d’un G-quadruplex tétramoléculaire (a), bimoléculaire (b) et uni- ou 

intramoléculaire (c). Dessin réalisé par D. Jiménez. 
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Au-delà de la plurimolécularité des séquences composant un édifice G-quadruplex, les 

structures peuvent adopter diverses topologies. Celles-ci sont fonctions de la séquence du/des 

brins d’acides nucléiques la composant, de la nature et de la concentration du cation 

métallique, de la température, ou encore des conditions d’hybridation en études in vitro, pour 

ne citer que ces quelques exemples. Les topologies que peuvent adopter les structures G-

quadruplex sont au nombre de trois : i) lorsque toutes les séquences d’acides nucléiques sont 

de mêmes polarités, on parlera de conformation parallèle (Figure 12, a) ; ii) lorsqu’un deux 

brins composant l’édifice se trouvent de polarité inversée aux deux autres séquences leur 

faisant face, la structure adoptera une conformation dite antiparallèle (Figure 12, b) ; iii) 

enfin, la dernière topologie que peut adopter une structure G-quadruplex est appelée topologie 

hybride (Figure 12, c). Cette dernière assemble 3 séquences orientées uniformément dans le 

même sens et un dernier brin orienté dans le sens opposé. Ci-dessus sont représentés 

chacune des topologies pouvant être adopté par un G-quadruplex uni-, bi-, ou tétramoléculaire 

(Figure 12, représentation de gauche à droite).  

a)           b)  

c)  

Figure 12 : Représentation schématiques des différentes topologies que peuvent adopter les G-quadruplex. De 

gauche à droite sont représentées les topologies parallèles, antiparallèles et hybrides de structures 

tétramoléculaires (a), bimoléculaires (b) et unimoléculaires (c). Dessin réalisé par D. Jiménez. 

Paragraphe 1.3.2.b) Orientations des bases. 

L’orientation des brins au sein d’une des topologies adoptées par les G-quadruplex est en lien 

direct avec l’orientation des bases azotées portées par les guanines des tétrades. En effet, 

l’angle de torsion glycosidique déterminée entre les atomes O4’-C1’ et N9-C4 des bases 

puriques fait état de conformation syn ou anti des guanosines (Figure 13, a). 
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Figure 13 : Conformation de la liaison N-osidique des bases (a) en fonction de la topologie adoptée par les 

structures G-quadruplex (b). 

En prenant le cas des G-quadruplex tétramoléculaires (Figure 13, b), on s’aperçoit qu’une 

topologie parallèle oriente les guanosines dans une conformation anti si les brins sont orientés 

vers le haut ou syn si les brins sont orientés vers le bas (non représenté)24. Au sein d’une 

topologie antiparallèle, les brins de polarités inversés imposent aux bases se faisant face un 

angle de torsion opposé. En effet, lorsqu’une guanosine d’un brin orienté vers le haut présente 

un angle glycosidique en conformation anti, la guanosine du brin lui faisant face est orientée 

vers le bas avec la formation d’un angle de torsion en conformation syn. Le même phénomène 

est ainsi observé pour une conformation hybride (3+1).  

Paragraphe 1.3.2.c) Nature des boucles et des sillons. 

 Au même titre que l’orientation des brins au sein d’un édifice G-quadruplex, la taille et 

la position de chacun des quatre sillons dépendent également de la conformation du lien 

glycosidique des guanosines. En effet, dans certains cas la disposition des guanosines va 

orienter les sucres vers l’extérieur ou vers l’intérieur du plan de la tétrade, et nous parlerons 

respectivement de sillons étroit (e) ou large (l). Dans un dernier cas de figure, un sucre peut 

être orienté vers l’intérieur alors que l’autre pointe vers l’extérieur, nous parlerons ainsi de 

sillon moyen (m). Considérant ces trois types de sillons, une combinatoire de seize 

arrangements peut théoriquement être observée : 6 arrangements observables avec un 

arrangement de tétrade comprenant 2 guanosines à angle de torsion glycosidique syn et 2 

guanosines présentant une liaison en conformation anti (Figure 14, 2+2) ; 8 arrangements 

observables pour une tétrade contenant 3 guanosines syn et 1 anti, ou inversement (Figure 

14, 3+1) ; et 2 arrangements présentant des angles de torsions équivalentes pour chaque 

guanosine (Figure 14, 1).    
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Figure 14 : Illustration des différentes conformations des guanosines possibles au sein d’un G-quadruplex. Notation 

de la taille des sillons : m-moyen, l-large, e-étroit.  

À l’exception des G-quadruplex tétramoléculaires, les édifices à repliements structurés bi- ou 

intramoléculaires exhibent la formation de boucles au sein même de leurs structures. Selon 

l’orientation et la position des brins, trois types de boucles peuvent être discernées25. Tout 

d’abord, lorsqu’une boucle relie deux brins adjacents parallèles, on parle de boucle externe 

(Figure 15). À l’inverse, lorsqu’une boucle relie deux brins adjacents antiparallèles, on parle 

de boucle latérale. Enfin, la formation de boucle diagonale est observée lorsqu’une séquence 

relie deux brins opposés de polarité inversée.  

 

Figure 15 : Illustration des différentes boucles identifiables au sein de séquences G-quadruplex. Dessin réalisé par 

D. Jiménez  
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De nombreuses études ont été menées autour de la structure et la longueur de ces boucles. 

Il a notamment été montré que la longueur de la séquence d’une boucle peut influencer la 

topologie adoptée par les G-quadruplexes26. En effet, lorsque la séquence d’une boucle porte 

un nombre de résidus inférieur à deux bases et que la première d’entre elles, en 5’, exhibe un 

angle de torsion glycosidique sous forme syn, la configuration de la boucle s’avère être 

préférentiellement une boucle externe. De manière similaire, les boucles latérales se placent 

préférentiellement entre deux brins antiparallèles séparés par des sillons étroits portant un à 

deux résidus tout au plus. Enfin, il également été montré que des boucles diagonales étaient 

préférentiellement formées dès lors que la séquence de la boucle dispose d’au moins trois 

bases.  

Paragraphe 1.3.2.d) Structures atypiques de G-quadruplex. 

Au-delà des structures G-quadruplex qui répondent aux classifications décrites ci-

dessus, plusieurs structures non-usuelles ont été mises en évidence ces dernières années. 

Notamment, K.-B. Wang et al. ont caractérisé par RMN une structure G-quadruplex possédant 

un site vacant constitué de tétrades et d’une triade27 (Figure 16, A/). L’équipe de A. Tuân Phan 

a également pu montrer que les G-quadruplex pouvaient être formés par des guanines non 

contiguës avec apparition d’un renflement (en, bulge)28 composés d’une ou plusieurs 

nucléobases. Plus récemment, T. Q. Ngoc Nguyen et al. ont pu caractériser la formation d’ADN 

duplex au sein de renflements portés par des édifices G-quadruplexes29 (Figure 16, B/).  

 

Figure 16 : A/ Structure G-quadruplex à site vacant. B/ Édifice G-quadruplex à renflement formant un ADN duplex. 

Schémas tirés des publications respectives (K.-B. Wang27 ; T. Q. Ngoc Nguyen29). 

Section 1.3.3 : Occurrence et fonctions des G-quadruplex. 

 La prédiction ou la détermination de l’existence de structures G-quadruplex au sein 

d’un génome, notamment le génome humain, est une thématique largement documentée dans 

la littérature. Des outils biologiques ont notamment conduit l’équipe de S. Balasubramanian à 

la mise en évidence de G-quadruplex au sein de cellules humaines. En effet, l’utilisation de 

l’anticorps BG4, portant une très haute affinité pour les G-quadruplex ADN ou ARN, a permis 

de déterminer la présence de structures G-quadruplex ADN dans le processus de réplication30 

et de structure G-quadruplex ARN dans la partie cytoplasmique de cellules humaines31. Des 

outils chimiques ont également été utilisés afin d’identifier la présence de G-quadruplex. En 

A/ B/
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effet, l’équipe de D. Li a utilisé le ligand tétra-(N-methyl-4-pyridyl) porphyrine, ou TMPyP4, afin 

de montrer que la stabilisation de G-quadruplex issu de la région promotrice de hnRNPK 

(famille des ribonucléoprotéines hétérogènes) permettait d’inhiber sa transcription et son 

expression32. Enfin, des méthodes informatiques (algorithme) ont été conçues afin de prédire 

la présence de structures G-quadruplex au sein du génome humain. Parmi ces algorithmes 

on peut citer Quadparser33, développé dans l’équipe de S. Balasubramanian, G4P 

Calculator34, développé par Maizels et al., et enfin G4Hunter35, mise au point par l’équipe de 

J. L. Mergny. Ces méthodes informatiques ont permis de prédire des séquences G-quadruplex 

au sein de gènes codant pour des facteurs de transcription ou des facteurs de croissance mais 

également au sein de gènes codant pour des phénomènes de signalisation cellulaire.  

Parmi ces méthodes (biologique, chimique ou informatique), plusieurs d’entre-elles ont 

également montré l’implication des G-quadruplex dans des processus d’expression génique36, 

dans la traduction de protéines37, au sein de voies protéolytiques38 ainsi que dans la 

modulation de la transcription génique39. Chez l’Homme, les G-quadruplex sont capables de 

se former dans diverses régions, y compris les (sous-)télomères, le corps des gènes, les 

régions régulatrices de gènes39, les régions promotrices d’oncogènes40. Les fonctions 

biologiques des G-quadruplex ainsi que les mécanismes biologiques associés sont variés et 

riches au sein de la littérature. Il n’est pas question dans cette thèse d’en faire la synthèse 

exhaustive. Toutefois, des régions intéressantes et parfois ciblées dans le cadre de ce projet 

sont discutées.  

Paragraphe 1.3.3.a) Région télomérique. 

Les chromosomes, porteurs de gènes et support de l’information génétique, sont des 

structures de plus de trois milliards de paires de bases qui, mises bout à bout, s’assemblent 

sur environ un mètre de long. Réparti sous forme de 23 paires de chromosomes (2n =46), le 

mètre d’ADN est confiné dans un noyau cellulaire de 1 à 10 µm environ alors que le repliement 

de chaque molécule d’ADN formerait une pelote de 100 µm de diamètre en tampon 

physiologique (150 mM de sels monovalents)41. Ainsi, pour assurer un degré de compaction 

suffisant afin que toutes les molécules d’ADN puissent siéger à l’intérieur du noyau, chaque 

molécule s’assemble en une structure complexe appelée chromatine, elle-même formée par 

l’interaction de l’ADN et des protéines associées connues sous le nom d’histones et de 

protéines dites « non-histones ». Ces protéines non-histones, de taille légèrement inférieure 

aux histones, regroupent différentes classes de protéines parmi lesquelles on peut citer les 

protéines 1 de l’hétérochromatine (HP1)42 ou encore les protéines SMC (en. structural 

maintenance of chromosomes)43. La condensation en structures très ordonnées et 

individualisées des chromatines forme les chromosomes (souvent distingués par sa forme 

singulière de « X ») dont on peut y distinguer deux chromatides sœurs, c’est-à-dire portant la 

même information génétique. Chacune des chromatides est jointée par l’intermédiaire d’un 

élément ADN appelé centromère, jouant un rôle important dans la ségrégation des 

chromosomes, et présente à leurs extrémités des séquences répétitives d’ADN appelées 

télomères chromosomiques (Figure 17).   
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Mis en évidence par B. McClintock en 193944, les télomères sont connus pour protéger les 

extrémités chromosomiques de nombreux processus délétères. Parmi ces processus non 

permis, on retrouve la fusion des extrémités homologues (fusion des chromosomes), la 

dégradation par des nucléases endogènes ou encore la formation par recombinaison 

dicentrique45. La découverte du mécanisme de protection des télomères, et plus généralement 

des chromosomes, ainsi que le rôle de la télomérase dans la maintenance de la structure a 

reçu le prix Nobel de médecine en 2009 et a été décerné à E. Blackburn, C. Greider et J. 

Szostak. 

 

Figure 17 : Représentation schématique de l’extrémité télomérique riche en guanines des chromosomes humains. 

Dessin réalisé par D. Jiménez. 

Chez les vertébrés, la séquence nucléotidique répétitive retrouvée au sein des télomères est 

5’ — TTAGGG-3’ associée à sa séquence complémentaire 3’ — AATCCC-5’. La longueur 

formée par cette répétition de séquences peut varier de 6 à 8 kBs au sein de cellules 

somatiques et de 10 à 20 kBs au sein de cellules germinales. L’extrémité 3’ de l’ADN 

télomérique présente également une extension simple brin de 100 à 200 Bs46 appelé « G-

overhang » (Figure 17).  

Dans les cellules somatiques saines, la télomérase est strictement régulée et le niveau 

d’expression est très faible, à l’exception de certains tissus, de cellules germinales mâles, 

certains lymphocytes activés ou encore certaines populations de cellules souches47–49. En 

revanche, il a été montré que dans plus de 80-85% de cellules cancéreuses, la 

ribonucléoprotéine est surexprimée47. La conséquence directe de cette surexpression est le 

maintien de la longueur de la séquence télomérique et l’empêchement de la sénescence de 

la cellule.  

Dû à cette répétition de séquences riches en guanines et l’implication de cette séquence 

télomérique au sein de diverses pathologies majeures, divers groupes de recherches se sont 

penchés sur l’éventuelle formation d’édifices G-quadruplex. Après que des groupes comme 

ceux de S. Neidle50, G.N. Parkinson51 ou encore D.J. Patel52 aient démontré leurs formations, 

plusieurs équipes ont mis en évidence l’effet positif de la stabilisation d’un tel édifice G-

quadruplexe53–55 sur l’inhibition de l’activité de la télomérase.  

Lors de la mise en évidence de structures G-quadruplex au sein du génome de différents 

organismes56 (dont l’humain50), deux équipes de recherches57,58 ont été capable de démontrer 
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que l’ADN télomérique peut être transcrit en ARN télomérique à séquences répétitrices dans 

des cellules de mammifères (humains et rongeurs). Cette séquence, appelée TERRA (en. 

Telomeric repeat-containing RNA) n’est, en revanche, pas la seule séquence ARN pouvant 

former un édifice G-quadruplex dans la région télomérique. En effet, le groupe de H. 

Martadinata a visualisé un motif ARN capable de former de tel édifice dans la sous-unité 

hTERC de la télomérase. Cette protéine est une transcriptase inverse composée de deux 

sous-unités59, une partie catalytique appelée hTERT (1131 acides aminés chez l’homme) et 

une sous-unité ARN matricielle (451 nucléotides) appelée hTERC. Durant cette thèse, nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés à la séquence télomérique connue sous le nom 

de wtTel26, de séquence d (TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT).  

Paragraphe 1.3.3.b) Régions promotrice de gènes. 

Au sein des chromosomes, plus de 40% des régions promotrices de gènes présentent des 

séquences surreprésentant des structures G-quadruplexes60. Considérées comme des cibles 

thérapeutiques en oncologie due à leurs propriétés physicochimiques et leurs caractéristiques 

structurales, ces séquences peuvent agir comme répresseurs transcriptionnels d’oncogènes 

par stabilisation des structures G-quadruplex.  

De nombreuses séquences promotrices d’oncogènes ont aujourd’hui été identifiées in vitro, 

parmi lesquelles on retrouve chez l’humain le gène c-Myc61, c-Kit62, KRAS63–65, BCL-2 (B cell 

lymphoma 2)66, VEGF (vascular endothelial growth factor)67, Hif-1a68, C-Myb (transcription 

factor)69, PDGF-A (platelet-derived growth factor α polypeptide)70, PDGFRβ (PDGF receptor β 

polypeptide)71, RB1 (retinoblastoma protein 1)72, hTERT (human telomerase reverse 

transcriptase)73 et RET. Ces régions promotrices sont des séquences surexprimées ou mutées 

au sein de cellules cancéreuses et la formation de structures quadruplex permet l’inactivation, 

dans la plupart des cas, de la traduction des gènes faisant ainsi de ces régions des cibles 

thérapeutiques de choix.  

Très largement étudié et documenté, le promoteur d’oncogène c-Myc est impliqué dans la 

régulation et l’expression des gènes. Au sein de pathologies cancéreuses, il a été montré que 

le promoteur d’oncogènes c-Myc est surexprimé dans près de 80% des cas. De plus, au début 

des années 2000, l’équipe de L.Hurley a mis en évidence que la formation de structures 

quadruplex était identifiée dans la région NHE III1 (en. nuclease hypersensitivity element III1) 

promotrice du gène c-Myc74. De séquence putative d(TGGGG(1)AGGG(2)TGGGG(3) 

AGGG(4)TGGGG(5)AAGG), la séquence c-Myc NHE III1 présente un enchainement de cinq 

motifs riches en guanines permettant la formation de deux G-quadruplex intramoléculaires 

distincts appelés Myc1234 et Myc2345, en référence à la numérotation 1 à 5 inscrite au sein 

de la séquence présentée précédemment.  

Parmi les autres séquences promotrices contenant une structure G-quadruplex, il est possible 

de citer l’oncogène c-Kit présentant une structure quadruplex de topologie intramoléculaire 

parallèle. Le gène c-Kit code pour un récepteur de type tyrosine kinase très largement 

surexprimée dans les tumeurs gastro-intestinales. La protéine BCL-2, dont la région codante 

correspondante porte également un G-quadruplex de conformation mixte 
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parallèle/antiparallèle, est un inhibiteur de l’apoptose cellulaire. Le facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire, ou VEGF, dont le gène adopte une structure de type quadruplex 

intramoléculaire parallèle est connu pour être un régulateur de l’angiogenèse et participe 

activement à la survie des tumeurs cancéreuses. Intervenant également dans l’angiogenèse, 

le gène KRAS dispose d’un G-quadruplex intramoléculaire parallèle. Conjointement au gène 

Kit, le gène RET code pour un récepteur tyrosine kinase dont la surexpression est 

principalement retrouvée au sein des tumeurs thyroïdiennes. Le gène Retinoblastoma (Rb) 

code pour une phosphoprotéine nucléaire agissant comme suppresseur de tumeur et le gène 

chl1 code pour une hélicase capable de dérouler la séquence portant un motif G-quadruplex.  

Agissant comme régulateur transcriptionnel, les régions promotrices de gènes semblent être 

des séquences intéressantes à cibler pour le développement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques et anticancéreuses ciblant les G-quadruplex.  

Paragraphe 1.3.3.c) Autres régions du génome. 

Comme discuté auparavant, les régions télomériques ou promotrices de gènes sont des 

régions chromosomiques présentant une forte présence de structures quadruplex. 

Néanmoins, d’autres régions génomiques présentent également de telles structures.  

En 2015, le groupe de Chambers et al.75 ont mis en évidence plus de 700 000 locus 

chromosomiques capables de former des séquences G-quadruplex. Parmi ceux-ci, les gènes 

ribosomiques font partie des loci les plus riches en G-quadruplex du génome eucaryote76. 

Dans la publication de A. Datta77, les chercheurs ont discuté de la possibilité des G-quadruplex 

à stabiliser l’ADN ribosomique (ADNr) afin de conduire à la sénescence des cellules en altérant 

l’interaction de l’ADNr avec les hélicases. L’ADNr peut ainsi représenter une cible intéressante 

dans des approches létales synthétiques afin de lutter contre des processus cancéreux.  

Dans le cadre de la recherche contre le cancer, de plus en plus de preuves soutiennent la 

capacité de l’ADN mitochondrial (ADNmt) à former des G-quadruplex dans les cellules 

cancéreuses78. Dans les travaux de M. Falabella et al.78, le ligand RHPS4 a été utilisé contre 

une séquence G-quadruplex ADNmt antiparallèle afin d’altérer la stabilité de la structure 

quadruplex et d’induire des perturbations dans le métabolisme mitochondrial. Finalement, 

l’étude indique que la perturbation mitochondriale induite a un rôle inhibiteur direct de la 

réplication du génome, de la transcription de l’ARN prémitochondriale et les fonctions 

respiratoires de cellules normales79.   

Paragraphe 1.3.3.d) Acide ribonucléique (ARN). 

Les ARN riches en guanines forment, in vitro, des G-quadruplex de topologies parallèles 

particulièrement stables. Ces ARN G-quadruplex ont également montré leur implication au 

sein de plusieurs activités régulatrices. Des méthodes de prédictions algorithmiques ainsi que 

du séquençage structure-dépendant ont permis de détecter et localiser les structures ARN G-

quadruplex au niveau du transcriptome avec une grande sensibilité80. De plus, ces édifices ont 

été associés à de nombreux processus biologiques tels que des évènements transcriptionnels 
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et post-transcriptionnel81 ainsi que dans des processus de traduction d’ARN messager 

(ARNm)82–84. 

De nombreuses études génomiques ont également indiqué que la majorité des ARN G-

quadruplex était formée au sein de régions non-traduites (en. untranslated region, UTR) des 

ARNm, les régions 5’-UTR85,86, 3’-UTR87,88. Ces régions sont capables de recruter des 

protéines de traduction spécifiques et de réguler l’expression d’un gène. Toutefois, à l’exemple 

de la région 5’ — UTR de l’oncogène NRAS, il a été montré que la formation de structure G-

quadruplex était capable d’engendrer l’inhibition de l’expression des gènes89,90. D’autres 

études ont également montré que les séquences G-quadruplex étaient retrouvées au sein de 

sites d’épissages alternatifs (en. alternative splincing (AS) sites) et qu’elles étaient capables 

de réguler des processus post-transcriptionnel91. Des études concernant le sixième intron du 

gène hTERT (en. human Telomerase reverse transcriptase) ont notamment montré la 

réduction des phénomènes d’épissage par formation de structure G-quadruplexe92. Les exons 

peuvent également présenter des G-quadruplex et participer à la régulation de processus 

d’épissage alternatif, à l’exemple de l’étude sur le gène FMR1 (syndrome de l’X fragile) où la 

formation de deux ARN G-quadruplex induit une augmentation de l’activité d’épissage93.  

Des séquences ARN G-quadruplex ont également été retrouvées au sein des télomères. En 

effet, l’ARN long non codant (en. long non-coding RNA, lncRNA) de la séquence télomérique 

appelée TERRA (en. Telomeric Repeat-containing RNAs) est issue de la transcription du brin 

télomérique riche en C et adopte une topologie parallèle94–96. TERRA contribue à 

l’homéostasie télomérique par interaction dépendante avec l’ADN G-quadruplex et la protéine 

télomérique TRF297. Également présent au sein de la télomérase humaine, le lncARN G-

quadruplex appelé TERC (en. Telomerase RNA Component)98 a montré in vivo son implication 

dans le recrutement de l’hélice RHAU99. Cette étude a ainsi montré l’implication de l’ARN 

TERC au sein de l’activité télomérique de l’enzyme100.  

Paragraphe 1.3.3.e) Séquences génomiques non humaines. 

Au-delà des études réalisées sur le génome humain, les structures G-quadruplex ont 

également été retrouvées dans les génomes de protozoaires, de bactéries ou encore de virus.  

Chez les protozoaires, de nombreuses séquences G-quadruplex ont été détectées et étudiées. 

C’est notamment le cas de Plasmodium Falciparum101 ou les édifices G-quadruplex ont été 

retrouvées au sein de séquences (sub)télomériques, impliqués dans des processus de 

variation antigénique et de pathogenèse, ainsi qu’au sein du gène COX1 (génome organellaire 

mitochondrial), impliqué notamment dans des processus de biosynthèse d’hème. Des études 

ont également été effectuées chez Stylonychia lemnae102 avec la production de deux 

anticorps, Sty3 ciblant les G-quadruplex parallèles et antiparallèles et Sty49 présentant une 

spécificité pour les G-quadruplex antiparallèles. Les G-quadruplex bactériens ont 

principalement été recensés au niveau des ARN de transfert ainsi que de l’ARN ribosomal103. 

Dans les cas d’Escherichia coli et Trypanosoma brucei, des études ont montré l’implication 

des séquences G-quadruplex en tant qu’agent anticancéreux104 et en tant qu’agent 

antiparasitaire105, respectivement. Les virus possèdent également des génomes capables de 
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proposer des séquences G-quadruplex. Au sein des virus à ADN il est possible de citer le virus 

de l’Herpes106 ou encore le papillomavirus107 et dans le transcriptome, les virus ARN des 

flavivirus (virus Zika108) ou encore du SARS coronavirus (SARS-CoV-2109). Les tétraplexes de 

guanines peuvent également être retrouvés au sein de certains rétrovirus comme le virus de 

l’immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1110,111). 

L’emploi de ligands de structures G-quadruplex connus, ou dans certains cas d’anticorps 

spécifiques, a fourni des informations intéressantes sur la régulation de nombreux processus 

biologiques. La présence établie de structures G-quadruplex au sein de cellules vivantes39 

ainsi que leurs implications au sein de multiples fonctions biologiques font de ces édifices des 

cibles intéressantes justifiant l’élaboration de stratégies de synthèses de composés chimiques 

(ligands) capables de cibler spécifiquement ces structures60,112.  

Sous-partie 1.4 : Ligands de structures G-quadruplex. 

Au cours des vingt dernières années, de nombreuses molécules interagissant avec les 

ADN (ou ARN) G-quadruplex ont été rapportées et, à ce jour, plus de 3000 ligands ont été 

déposés dans la base de données « G4 Ligands Database 2.2113 » (http://www.g4ldb.com/). 

Certaines de ces structures sont mises en évidence dans la Figure 18 ci-dessous.  

 

Figure 18 : Ligands de structures G-quadruplex tirés de la review de T.Santos114.  

http://www.g4ldb.com/
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La conception rationnelle de ligands sélectifs aux structures G-quadruplex nécessite une 

connaissance accrue des modes d’interactions entre les ligands et la structure G-

quadruplex115. Ainsi, les liaisons principales entre un ligand et sa cible se font, généralement, 

par i) empilement sur les tétrades externes supérieure ou inférieure, ii) par interactions 

hydrophobes ou électrostatiques au niveau des boucles ou des sillons116,117, iii) par 

intercalation au sein de la structure quadruplex ou enfin iv) par combinaison de ces modes de 

liaisons118. En accord avec ces modes de liaisons, la plupart des ligands de structure G-

quadruplex partagent certaines caractéristiques communes. En effet, les ligands présentes 

principalement des systèmes aromatiques plan capables de s’empiler sur les tétrades de 

guanines par interaction π-π. Ces unités aromatiques peuvent être fusionnées avec d’autres 

surfaces rigides, ou conjuguées avec des fragments aromatiques flexibles par le biais de 

liaisons rotatives. Dans un deuxième temps, afin de pouvoir proposer des interactions 

électrostatiques additionnelles avec les sillons ou les boucles des structures G-quadruplex, 

des chaines latérales cationiques sont couramment ajoutées aux ligands. En effet, ces entités 

chimiques chargées positivement permettent d’exploiter des interactions électrostatiques avec 

les groupements phosphates des boucles et/ou sillons des structures ADN (ou ARN) G-

quadruplex119.  

La structure des ligands doit également répondre à certains paramètres biophysiques 

essentiels. La constante de dissociation (Kd) est un paramètre d’affinité primordiale 

caractérisant l’interaction entre le ligand et le G-quadruplex. Généralement, les Kd des ligands 

observés vis-à-vis des structures G-quadruplex sont inférieurs à 10-6 mol.L-1 (µM). De plus, en 

supplément des paramètres d’affinité ou de stabilisation, les ligands de structures G-

quadruplex doivent présenter une certaine sélectivité vis-à-vis d’ADN duplex largement 

majoritaire au sein des cellules. Toutefois, parmi les ligands largement étudiés et utilisés dans 

la littérature, certains ne présentent qu’une faible sélectivité vis-à-vis des duplexes d’ADN 

(BRACO-19120, TMPyP4121). Des méthodes d’optimisations de propriétés physicochimiques 

de ligands dans le but d’équilibrer le rapport affinité/sélectivité122 ainsi que des méthodes de 

développement de ligands spécifiques et sélectifs n’altérant pas l’affinité123 des molécules ont 

été largement documentées.  

La comparaison directe des effets des ligands en fonction des cibles ADN (ou ARN) G-

quadruplex est complexe tant les résultats obtenus dépendent des séquences exactes 

utilisées, des conditions expérimentales (concentration en ions par exemple) ou des méthodes 

utilisées. L’objectif de cette sous-partie est de faire mention des différentes classes de ligands 

de structures quadruplex, catégorisés en fonction de la structure des ligands, en présentant 

notamment ceux utilisés dans la cadre du projet de thèse.  

Section 1.4.1 : Systèmes polycycliques/aromatiques fusionnés. 

Ces dernières années, plusieurs classes de composés présentant de larges surfaces 

aromatiques ont été synthétisées et certains d’entre eux sont devenus des candidats 

prometteurs pour des applications thérapeutiques (Figure 19, A/).  
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Les dérivés quinolines/quinolones sont des hétérocycliques azotés grandement utilisés dans 

la littérature pour leurs propriétés antiparasitaires et antibactériennes, respectivement. Des 

études réalisées sur le dérivé fluoroquinolone ont montré leurs capacités à se lier à la fois à la 

topoisomérase(II) mais également à des édifices G-quadruplex124. Ces recherches ont conduit 

le groupe pharmaceutique Cylene à breveter le CX-3543, ou Quarfloxine, en tant que premier 

dérivé fluoroquinolone capable d’interagir avec les structures G-quadruplex afin de générer 

des activités anticancéreuses. A noter que ce composé a atteint des essais cliniques de phase 

II (NCT00780663) pour le traitement des carcinomes neuroendocriniens125. Les dérivés 

quinolines ont également été considérés en tant que ligand de structure quadruplexe après 

des études réalisées sur la cryptolepine, un dérivé indolo[3,2-b]quinoline, pour ces capacités 

d’inhibiteur de la télomérase et suppresseur d’expression d’oncogènes126–128. À l’exemple du 

composé MePIQ publié par A. Funke129, le groupe a pu montrer par FRET-Melting que le 

composé présentait un effet stabilisateur de plus de 30°C contre la cible Myc et une bonne 

sélectivité vis-à-vis du duplex ADN ds28. D’autre part, ce composé présente une bonne affinité 

pour les séquences G-quadruplex avec une constante d’affinité de 1-2 µM (titration UV/Vis).  

La famille des acridines, composés pyridine entourés par deux noyaux benzènes sur le plan 

horizontal, présente des molécules aromatiques planes généralement symbolisées par le 

ligand BRACO-19 ou encore RHPS4. BRACO-19 est une acridine polydérivatisée présentant 

trois groupements amines capables d’effectuer des interactions avec les boucles ou les sillons 

des structures G-quadruplex. Le plan large formé par le noyau acridine permet également 

d’associer des interactions par empilement π avec les tétrades de guanines des édifices. Des 

études d’affinités de BRACO-19 sur la cible ADN télomérique humaine a permis de quantifier 

un Kd de 62 nM130 avec des activités inhibitrices de croissance tumorale par entrave de 

l’interaction télomérase/télomere131. Le groupe de Z. Huang132 a synthétisé une librairie de sels 

de quinoacridium dans laquelle le composé RHSP4 est apparu comme le plus sélectif de 

cellules tumorales avec une activité inhibitrice de télomérase de 330 nM (IC50). 

D’autres châssis moléculaires ont également été utilisés afin de cibler les structures G-

quadruplex, à savoir les naphtalènes diimides (NDI), les carbazoles (Z) ou encore les 

Furopyridazinone (FP). Les naphtalènes diimides sont spécialement connus pour leurs 

propriétés optiques. Toutefois, leurs plateaux étendus électroniquement pauvres en électron 

ainsi que leurs surfaces planaires ont fait de ces structures des composés intéressants pour 

des interactions avec les cibles d’acides nucléiques, notamment les G-quadruplex. Le premier 

exemple, décrit par le groupe de S. Neidle, montre la possibilité d’un NDI tétrasubstitué 

(éthylpyrrolidine) de présenter des valeurs de stabilisation de 29°C contre la cible Kit1 avec 

une bonne spécificité vis-à-vis d’ADN duplex133. Plus récemment le même groupe a synthétisé 

un dérivé NDI trisubstitué, nommé CM03, capable d’inhiber la croissance de cellules 

pancréatiques cancéreuses (GI50 = 11 nM) par interaction avec les structures G-quadruplex 

formés au sein du gène PDAC (en. Human pancreatic ductal adenocarcinoma)134. 
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A/ Systèmes polycycliques/aromatiques fusionnés B/ Systèmes aromatiques non fusionnés 

C/ Systèmes non aromatiques D/ Systèmes Macrocycliques E/ Systèmes organométalliques F/ Biomolécules et dérivés 

Figure 19 : Illustration de certaines classes de ligands ciblant les tétraplexes de guanines.  
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Les composés carbazoles en tant que ligand de structure G-quadruplex ont été introduits pour 

la première fois par Chang et al. en 2003 135,136. Les carbazoles (CZ) sont des motifs 

hétérocycliques riches en électrons, composés d’un noyau pyrrolidine, décorés de deux 

noyaux benzène et possédant des propriétés stabilisatrices de structures G-quadruplex ainsi 

que des propriétés de biosenseurs d’acides nucléiques. En effet, des études in vitro ont montré 

que le ligand BMVC était capable de stabiliser le G-quadruplex issu de la séquence 

télomérique humaine à plus de 13°C136. De plus, BMVC est capable d’augmenter ces 

propriétés intrinsèques de fluorescence de plus de 90 fois lorsqu’il est en interaction avec une 

structure G-quadruplex135. Parmi les autres variétés de ligands de structure G-quadruplex, il 

est possible de considérer les Furopyridazinones (FP). Ces motifs générés par réactions 

multicomposants, sont présents dans un bon nombre de ligands biologiquement actifs 

(antihypertenseur, antithrombotique, anti-inflammatoire, anticancéreux). Le groupe de B. 

Pagano a mis au point la synthèse de furo[2,3-d]pyridazin-4(5H)-one137,138 par réaction 

multicomposant monotope (en. one pot) et a adapté la synthèse a la recherche de composé 

ciblant les G-quadruplex139. Le composé FP2 décrit présente de faibles valeurs de 

stabilisations (ΔTm ~4°C) mais montre néanmoins une spécificité préférentielle pour la 

séquence G-quadruplex BCL2 vis-à-vis des proto-oncogènes (Myc et Kit1) ainsi que la 

séquence télomérique (Tel24). Le groupe a également pu montrer que FP2 permettait de 

réguler la transcription et l’expression de BCL-2 au sein de cellules cancéreuses (Jukats).  

Parmi les ligands fréquemment décrit et couramment utilisé dans la littérature pour l’étude de 

structures G-quadruplex, il est nécessaire de mentionner le composé issu de la famille des 

phénanthrolines, le PDC3. Les phénanthrolines possèdent de larges motifs aromatiques et 

plans dont les dérivés assurent une bonne affinité pour les G-quadruplex, spécialement par 

interaction par empilements π. Décrit en 2007 par A. De Cian140, le PDC3 (ou PhenDC3) est 

issu de la réaction de l’acide 1,10-phénanthroline-2,9-dicarbonique avec deux motifs amino-

méthylquinolinium. Les interactions hydrogènes des paires libres des atomes d’azotes 

(phénanthroline) avec les protons des deux amides formés permettent de bloquer la 

conformation de la structure et ainsi de couvrir une large surface riche en électrons. Ces 

propriétés ont notamment permis d’obtenir de grandes valeurs de stabilisation contre la 

séquence G-quadruplex télomérique (F21T, ΔTm = 29.7°C) avec une haute spécificité pour le 

duplex d’ADN. D’autres équipes ont fait la synthèse de dérivés de PDC3 capables de 

discriminer les séquences G-quadruplex présentent au niveau des régions promotrices 

d’oncogènes (telle que Myc ou Kit) par rapport à celles issues des séquences télomériques. 

Parmi ces composés, le dérivé phénanthroline Phen-Pr présente une stabilisation d’environ 

20°C pour les séquences promotrices d’oncogènes, une stabilisation de 1°C pour l’ADN G-

quadruplex télomérique, et une affinité de l’ordre de la dizaine de micromolaire141. 

Section 1.4.2 : Systèmes aromatiques non fusionnés. 

Les ligands de structures G-quadruplex les plus utilisés comportent en leur centre des 

systèmes aromatiques polycycliques capables d’apporter une surface d’empilement π très 

large. Toutefois, plusieurs ligands décrits dans la littérature disposent d’un châssis principal 
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monocyclique aromatique (Benzène, Pyridine, Triazine, etc). L’empilement hydrophobe 

recherché avec ce genre de composé passe donc par une dérivatisation riche en systèmes 

aromatiques mono- ou polycycliques (Figure 19, B/).     

Les cycles phényle et pyridine, dans un modèle de substitution (1,3), sont les éléments les 

plus courants pour le noyau central, avec une préférence marquée pour la pyridine car elle 

peut fournir une stabilisation supplémentaire via des interactions dipôles-cations. Les modèles 

(1,4) — pyridine/benzène ont également été explorés mais se sont avérés inefficaces en 

termes d’interaction avec les G-quadruplex (voire les ADN duplex)142. La dérivatisation de ces 

motifs centraux se fait généralement par liaison sp2-sp2 afin d’induire une géométrie 

particulière à la molécule. Dans le cadre des motifs pyridines, les structures les plus 

couramment retrouvées sont les composés pyridine-2, 6-carboxiamide, ou 

pyridocarboxamide. La dérivation des motifs pyridines par des groupements amides permet 

non seulement de former une liaison sp2-sp2, et ainsi fixer la géométrie, mais permet 

également d’introduire deux fonctions acceptrices et donneuses de liaisons hydrogène. De 

manière similaire à PDC3, les dérivés pyridocarboxamides exploitent la formation de liaisons 

hydrogène entre les fonctions NH(R) de l’amide, la paire libre du motif pyridine et une molécule 

d’eau afin d’empêcher la libre rotation de la liaison sp2-sp2. Dans l’optique d’obtenir des ligands 

de structures quadruplex, les pyridocarboxamides sont régulièrement accompagnés de motifs 

quinolines/quinoliniums afin d’apporter de la densité électronique et donc des propriétés 

d’empilement π. Le ligand 360A (ou PDC), développé en 2005 par G. Pennarun et al143, est 

un composé pyridocarboxamide bisquinolinium capable d’inhiber l’accès de la séquence 

télomérique à la télomérase par stabilisation de la structure G-quadruplex et ainsi d’induire 

l’apoptose des cellules. L’introduction de chaines latérales chargées sur les motifs quinolines 

ou sur la pyridine centrale permet d’augmenter les interactions électrostatiques et les liaisons 

hydrogène avec les structures G-quadruplex. Ce rationnel a conduit à la synthèse du composé 

PDC, un pyridocarboxamide bisquinoline trisubstitué par des motifs éthanolamines144. Outre 

les dérivés pyridocarboxmide bis-quinoline/quinolinium, les motifs pyridines ont également été 

fonctionnalisés par des chaines hétérocycliques en série, à l’exemple du TOxaPy décrit par le 

groupe de M.P. Teulade-Fichou145. La formation de liaison sp2-sp2 entre la pyridine et les 

séquences « oxazole-pyridine-oxazole » présente un composé heptacyclique capable non 

seulement d’être sélectif des édifices G-quadruplex mais également de discriminer certaines 

topologies de structures G-quadruplex. En effet, des études sur la séquence télomérique F21T 

ont montré que TOxaPy était capable de stabiliser la structure G-quadruplex formée en 

présence d’ions Na+ (ΔTm = 10.8°C) et non celle formée en présence d’ions K+ (ΔTm < 1°C). 

Des isomères de l’heptacycles ont également été analysés et des constantes de dissociations 

de 60 nM ont été mesurées sur la séquence télomérique 22AG (Na+) et 200 nM sur le proto-

oncogène Myc22 (K+)146.  

Dans la série à cœur benzénique, il est possible de retrouver des composés portant des 

chaines latérales quinoliniums à l’image du composé DTBQ (en. 1,3-DiTriazolylBenzene 

Quinolinium). Illustré par E. Mendes et al.147 lors de l’étude de nouveaux composés ciblant les 

G-quadruplex, DTBQ rassemble les motifs DTB (Ditriazolylbenzène) capables d’interagir avec 
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la tétrade externe de la séquence télomérique humaine de structure parallèle148 ainsi que le 

motif méthylquinolinium retrouvé un bon nombre de fois au sein de ligands de structures G-

quadruplex afin d’apporter des interactions hydrophobes et électrostatiques149. Ce composé 

aux propriétés très « drug-like » a montré des capacités de stabilisation d’environ 15°C vis-à-

vis des cibles Telo21 et Myc19 ainsi qu’une bonne sélectivité pour le duplex d’ADN. Le motif 

hétérocyclique triazine a également fait l’objet d’attention particulière pour la synthèse de 

composé ciblant les édifices G-quadruplex. La triazine 12459 portant une nouvelle fois les 

motifs méthylquinoliniums comme chaines latérales, a montré i) sa capacité d’inhibition de 

l’activité télomérasique par stabilisation d’édifices G-quadruplex télomériques et ii) son moyen 

d’altérer sélectivement le phénomène d’épissage au sein de hTERT92 par stabilisation de 

structures G-quadruplex au sein de l’intron 6. 

Section 1.4.3 : Systèmes non aromatiques. 

La description des ligands de structures G-quadruplex fait généralement intervenir de 

larges composés aromatiques tels que ceux décrits précédemment. Dans des cas plus rares, 

des structures ignorants les empilements π (ou tout au moins présentant des empilements π 

moins importants) peuvent reconnaitre les édifices G-quadruplex (Figure 19, C/). La 

reconnaissance est principalement effectuée au sein des sillons et est principalement décrite 

par des interactions de types donneuses/acceptrices de liaisons hydrogène, des interactions 

électrostatiques ou encore des forces de Van der Waals. En titre d’exemple, des dérivés 

Peimine et Peiminine ont été décrits et brevetés par Tang et al. en 2009 150. Il a été montré 

que ces composés étaient capables de stabiliser la structure G-quadruplex télomérique 

[d(TTAGGGT)4], appelée Telo7 par les auteurs, de 13 et 14°C respectivement. Des études 

cellulaires sur cellules cancéreuses HepG-2 ont également montré que ces composés étaient 

capables d’inhiber 50 à 80% de leur prolifération à une concentration de 50 µg/mL118.  

Section 1.4.4 : Systèmes macrocycliques. 

Certains ligands prometteurs de structures G-quadruplex sont des macrocycles plans 

dont la taille représente approximativement celle d’une tétrade de guanines. Ces ligands 

peuvent être classés en trois catégories principales (Figure 19, D/), i) la telomestatin, ces 

dérivés et des macrocyles formés par formation de liens amides, ii) les porphyrines et ces 

analogues et enfin iii) les dérivés de phénanthroline.  

La telomestatine est un composé naturel cyclique isolé de Streptomyces anulatus (3533-

SV4)151. Ce macrocycle de 24 chaînons possède 7 motifs oxazoles ainsi qu’un motif 

dihydrothiazole et fait partie des inhibiteurs les plus puissants de la télomérase152 par 

stabilisation de la séquence G-quadruplex télomérique153. De nombreux analogues ont été 

synthétisés parmi lesquels des liaisons amides ont été insérées afin de conférer une plus 

grosse flexibilité au système (HXDV/L2G2-6OTD154, L1H1-7OTD155). Ces changements ont 

notamment permis d’augmenter l’hydrophobicité des molécules et d’améliorer les propriétés 

d’interactions des ligands154 pour leurs cibles G-quadruplex.  
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Les porphyrines, et plus généralement les structures comportant des polymotifs pyrroles, sont 

caractérisées par une haute hydrophilicité ainsi qu’une grande capacité d’empilement π. Le 

composé de référence dans cette famille est la porphyrine TMPyP4, capable à la fois 

d’interagir avec l’ADN G-quadruplex télomérique avec un IC50 de 6 µM et de réguler à la baisse 

l’expression de plusieurs oncogènes (Myc61, Kit1133, RET156, KRAS61). Toutefois, des études 

ont montré que ce ligand présentait une faible sélectivité pour les structures G-quadruplex vis-

à-vis de l’ADN duplex157. De nombreux dérivés ont par la suite été synthétisés afin d’améliorer 

les caractéristiques de la porphyrine. En ce sens, la tetrapyridinoporphyrazines (TMPyPz) est 

un analogue phthalocyanine non symétrique présentant une affinité 100 fois supérieure que 

TMPyP4 pour la séquence télomérique G-quadruplex (170 ± 20 nM) et une meilleure sélectivité 

pour la séquence G-quadruplex par rapport au duplex d’ADN (facteur 30)158.  

Section 1.4.5 : Systèmes organométalliques. 

Au sein de la famille de ligands de structures G-quadruplex, il est nécessaire de 

mentionner les complexes métalliques (Figure 19, E/). Ceux-ci présentent généralement de 

larges surfaces planaires coordinées avec des métaux cationiques permettant d’améliorer les 

propriétés d’association, mais également la délivrance des composés159. Suivant la nature des 

métaux coordinés aux ligands, les modes d’interactions peuvent être i) directs, par co-

coordination du métal au ligand mais également à la structure G-quadruplex, ou ii) indirects, 

par interactions du ligand coordiné à son métal avec les différentes régions des structures G-

quadruplex (tétrades, sillons, boucles). Ayant mentionnée les ligands porphyrines et plus 

particulièrement le ligand TMPyP4, celui-ci peut également coordiner des métaux tels que le 

cuivre, l’or ou le manganèse afin de présenter des constantes d’associations biens meilleures 

que son composé parent. En effet, le remplacement des quatre groupements méthylpyridinium 

du TMPyP4 par des groupements cationiques flexibles (Figure 19, E/ Mn (III) complexe) en 

présence du Manganèse (Mn3+) a permis d’augmenter la sélectivité relative de TMPyP4 d’un 

facteur 10000 avec une constante d’affinité de l’ordre de 10 nM160. De manière similaire, le 

dérivé de la porphyrine coordinée par de l’or (Au3+ ; Figure 19, E/ Au (III) complexe) présente 

un ΔTm de 32,4°C avec une IC50 de 40 nM (réalisée par une méthode de TRAP-G4).161 

D’autres complexes métalliques ne faisant pas intervenir des macrocyles ont également été 

recensés. Ainsi, des ligands polydentates à l’exemple du salophène et des bipyridines ont été 

décrits comme ligands de structures G-quadruplex. Le salophène de platine (Pt2+) a montré 

une capacité stabilisatrice de 25°C vis-à-vis de la séquence télomérique F21T et la bipyridine 

de Nickel (Ni2+) a montré une certaine sélectivité pour les G-quadruplex présentant une 

topologie parallèle ou hybride (EC50 = 0,9 µM)162. 

Section 1.4.6 : Biomolécules et dérivés. 

Outre les composés organiques, ou organométalliques, présentés précédemment, la 

spécificité et la sélectivité des G-quadruplex peuvent être adressées en incorporant des motifs 

additionnels tels que des peptides, des nucléotides, des glycosides ou encore des structures 

originales telles que des acides nucléiques peptidiques (Figure 19, F/). 
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Paragraphe 1.4.6.a) Conjugués peptidiques, nucléotidiques et glycosidiques. 

Les conjugués peptidiques, nucléotidiques ou glycosidiques ont été décrits afin de 

pouvoir essayer de mieux discriminer les différentes conformations de structures G-

quadruplex163. Des conjugués peptidiques d’acridines164,165 ou d’hémicyanine166 ont 

montré des valeurs de stabilisation à l’échelle du micromolaire avec des sélectivités pour les 

séquences G-quadruplex (hTelo et/ou Kit1, Kit2, N-RAS) supérieures d’un facteur 40 par 

rapport au duplex d’ADN (Figure 19, F/). Les acridines ont également été utilisées afin de 

synthétiser une librairie de conjugués oligonucléotidiques capables d’interagir avec les édifices 

G-quadruplex de la séquence télomérique humaine. L’étude réalisée par J. Casals et al. vise 

à faire hybrider les séquences oligonucléotidiques complémentaires des conjugués à la 

séquence riche en guanines des télomères afin d’apporter le ligand stabilisateur, l’acridine, 

près de la séquence G-quadruplex167. Le groupe a ainsi montré que l’oligonucléotide 

CTAACCCT, lié par un espaceur bis (ethylene glycol), à une acridine fonctionnalisée (acide 

isonipecotique et une pyrrolidine) était capable de stabiliser à hauteur de 5°C des séquences 

G-quadruplex. Enfin, les G-quadruplex peuvent également interagir avec des dérivés 

glycosidiques à l’exemple du composé NCQ, une quinacridine fonctionnalisée par la 

néomycine168. Le groupe de M. Kaiser et al. a montré que ce composé était préférentiellement 

capable de se lier à des structures G-quadruplex exhibant des boucles avec des valeurs de 

stabilisation d’environ 14°C vis-à-vis de la séquence télomérique F21T.  

Paragraphe 1.4.6.b) « Peptide-nucleic acids ». 

Afin de proposer des ligands apportant une meilleure reconnaissance pour sa cible G-

quadruplex, les dérivés acides nucléiques peptidiques (en. peptid nucleic acid, PNA) ont 

également été discutés dans la littérature. Dans le cas des acridones, le groupe de S. Ladame 

a montré que la conjugaison du polyhétérocycle avec une structure PNA de guanines 

permettait leur interaction avec le fragment télomérique d’ADN simple brin (topologie hybride 

type 3+1) par formation d’un hybride PNA/ADN169. Dans le cas de cette étude, le site 

d’interaction du PNA-acridone est effectué au niveau des deux tétrades externes de la 

structure hybride G-quadruplex. Ce mode d’interaction a permis de mesurer une bonne 

stabilisation (ΔTm = 13°C) dans des conditions faiblement salines.  

Les familles non exhaustives de composés décrites précédemment ont grandement contribué 

à la compréhension des fonctions biologiques des structures G-quadruplex. Les différentes 

familles de ligands, ainsi que les ligands eux-mêmes, présentent différents niveaux de 

sélectivité. Il est en effet possible de discuter de sélectivité d’un ligand pour une structure G-

quadruplex par rapport à d’autres formes d’ADN (notamment l’ADN duplex) ou, de la sélectivité 

d’un ligand par rapport aux différentes topologies (parallèle, antiparallèle, hybride) de G-

quadruplex. La prise en compte de la sélectivité, l’amélioration des propriétés de stabilisation 

et l’affinité du ligand pour les G-quadruplex sont autant de paramètres à prendre en compte 

afin de synthétiser de nouveaux composés ciblant les G-quadruplex. Les méthodes de 

synthèses classiques se heurtent parfois à la difficulté de prendre en compte tous ces 

paramètres afin de faire émerger de nouveaux ligands possédant toutes les propriétés 
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souhaitées. Dans ce contexte, les méthodes combinatoires permettant de cribler de vastes 

diversités chimiques à plus grande échelle et à plus haut débit suscitent un intérêt croissant.    

Sous-partie 1.5 : Méthodes combinatoires pour l’identification de ligands de structures G-

quadruplex. 

Traditionnellement, le développement de ligands passe par la synthèse et l’évaluation 

individuelle de plusieurs composés vis-à-vis d’une cible biologique donnée. Ce processus est 

non seulement couteux et chronophage mais il ne peut être effectué que pour un nombre de 

composés raisonnable, restreignant l’espace chimique exploré. Le criblage biologique de 

composés permet d’identifier rapidement des entités chimiques intéressantes. Toutefois, cela 

nécessite des tests biologiques fiables et rapides ainsi qu’une librairie de composé. En ce 

sens, la « chimie combinatoire » tend à assembler des librairies de composés en mélange afin 

d’être criblé à haut débit sur des cibles biologiques pour identifier de nouveaux 

pharmacophores. Les méthodes des criblages à haut-débit et de chimie combinatoire décrites 

ci-après récapitulent les différentes approches utilisées afin d’identifier de nouveaux ligands 

des cibles ADN (ou ARN) G-quadruplex.     

Section 1.5.1 : Criblage en parallèle et approche in silico. 

La découverte de nouvelles molécules capables d’interagir avec les structures ADN (ou 

ARN) G-quadruplex peut être effectuée par le criblage intensif (haut-débit) de molécules 

connues. Celles-ci proviennent généralement de librairies nationales, de librairies 

commercialisées par différents groupes industriels ou de librairies « in-house » propres à des 

unités de recherches. Ces criblages à haut-débit peuvent être réalisés de différentes manières 

suivant la taille de la librairie considérée. Il est ainsi possible d’explorer des interactions 

ligands/G-quadruplex en utilisant par exemple de la RMN, la MS, la SPR, ou encore l’ITC. 

Toutefois, les techniques les plus utilisées reposent sur les méthodes utilisant de la 

fluorescence à l’exemple du FRET ou d’étude sur microarray. En 2019, K. Wang et al.170 ont 

criblé pas moins de 50k molécules en utilisant une méthode de FRET à haut-débit. Ces 

composés (10µM) dérivants de deux librairies existantes (Diversity-oriented small molecule 

library et know drugs, bioactive and natural products library170) ont ainsi été testés pour leurs 

propriétés stabilisatrices en plaque 384-puits contre la cible G-quadruplex doublement marqué 

Bpu28F (0.5µM, 5’-BHQ1-TGGGGAGGGTGGGGAG GGTGGGGAAGGTT-FAM-3’). Après 

analyse des résultats de fluorescences de plus de 150 plaques 384-puits, 329 composés sont 

apparus comme étant capables de stabiliser l’édifice G-quadruplex formé par Bpu28F. Pas 

plus d’informations ont été transmises sur l’identité des ligands trouvée. 

La recherche des propriétés de ligands vis-à-vis d’une cible quadruplex par méthodes de 

fluorescences ou par des méthodes nécessitant l’immobilisation des cibles sur surfaces peut 

entrainer un biais à la caractérisation tant les modifications engendrées peuvent altérer ou 

masquer certains sites d’interactions. Une manière de dépasser ces limitations est d’utiliser la 

spectroscopie de masse pour du criblage de haut-débit. Le groupe de S.-N. Richter171 a mis 

au point une méthode d’analyse directe leur permettant de cribler 40k composés contre deux 
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séquences issues du promoteur LTR du VIH-1 (LTR-III et LTR-IV). Ces études ont montré que 

le composé J20 (Figure 20) était non seulement capable de reconnaitre spécifiquement le G-

quadruplex du promoteur LTR-III (ΔTm=3.9°C, Kd=11µM) mais qu’il était également capable 

d’induire une activité anti-VIH-1. 

 

Figure 20 : Criblage conventionnel à haut-débit. Découverte du ligand J20 ciblant le G-quadruplex VIH-1 au niveau 

du promoteur LTR-III171. 

Parallèlement au criblage conventionnel réalisé in vitro sur les cibles biologiques d’intérêts, du 

criblage virtuel (en. virtual screening, VS) est également une technique de choix pour 

l’identification de nouveaux ligands. Historiquement utilisée dans le cas de la recherche de 

molécules ciblant les protéines, le VS converge ces efforts depuis une vingtaine d’années vers 

le ciblage de petites molécules interagissant avec des structures d’acides nucléiques dont les 

structures G-quadruplex.  

L’utilisation de librairies dans des campagnes de criblages conventionnels à haut-débit 

engendre nécessairement des couts de productions élevées ainsi que l’utilisation de procédés 

techniques onéreux. Dans le cas du VS in silico, le criblage à haut débit s’affranchit des couts 

précédemment cités tout en explorant une diversité chimique encore plus complète pour 

l’identification de composés d’intérêts. Cette méthode nécessite néanmoins quelques 

prérequis primordiaux tels que la structure hautement résolue de la cible (RMN, 

cristallographie aux rayons X, etc.) et/ou des informations structurelles de(s) ligand(s), 

endogène(s) ou non, biologiquement actif(s) pour la cible. Lorsque le VS est réalisé à partir 

d’informations connues sur une cible, on parlera d’une approche structurale. A l’inverse, 

lorsque le VS se base sur l’identité du ligand connu pour sa cible, on parlera de VS par 

approche pharmacophore.  

Le VS par approche structurale peut être réalisée à partir des données recueillies en ligne 

(PDB, NDB). Cette méthode a conduit D.L. Ma et al.172 à s’intéresser à des ligands ciblant la 

structure ADN G-quadruplex télomérique (PDB id : 1KF1). Plus de 100k ligands dérivant d’une 

librairie drug-like (suivant les règles de Lipinski) ont été scannés sur l’édifice G-quadruplex. 

Parmi les composés interagissant avec la structure G-quadruplex, le composé 1 h-pyrazole-3 

— carboxy-4 — methyl-5 — phényl-(1H-indol-3-ylmethylene) hydrazide (Figure 21, gauche) a 

obtenu le meilleur score. L’étude in vitro de ce composé par FRET-Melting a pu confirmer qu’il 

était capable de stabiliser la structure télomérique avec un ΔTm de +18°C tout en adressant 

une excellente sélectivité vis-à-vis de l’ADN duplex.  
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Figure 21 : Criblage in silico. Découverte des ligands Indolhydrazide (gauche) et TSIZ01 (droite) ciblant le G-

quadruplex de la séquence télomérique humaine F21T. 

La technique de VS par approche structurale souffre de limitation dès lors que la cible étudiée 

peut adopter plusieurs conformations, à l’exemple de la séquence ADN G-quadruplex du 

télomère humain (topologie parallèle, PDB ID: 1KF1 ; antiparallèle, PDB ID : 143D ; hybride, 

PDB ID : 2HY9). Afin de contrecarrer cette limitation, le VS est réalisé par l’approche 

pharmacophore. En effet, alors que l’approche structurale nécessite une connaissance 

poussée de la structure de la cible, l’approche pharmacophore nécessite des connaissances 

précises du ligand. En se basant sur les travaux de M.J. Moore et al. axés sur la synthèse 

d’acridines trisubstitués130 ciblant les G-quadruplex télomériques, l’équipe de S.-B. Chen et 

al.173 a scanné 5000 composés d’origines naturels ainsi que leurs dérivés. Parmi cette librairie, 

31 molécules possèdent les mêmes types d’interactions que peuvent exhiber les acridines 

trisubstituées (empilement π, liaisons hydrogène, etc.). Une nouvelle classe de composé a 

alors émergé avec la découverte du composé triaryl-imidazole, TSIZ01 (Figure 21, droite). Des 

expériences complémentaires de caractérisations biophysiques (CD, SPR) ont été réalisées. 

TSIZ01 montre une capacité de stabilisation de 23,5°C contre la cible F21T, une très bonne 

sélectivité pour le duplex d’ADN, et une constante d’association mesurée de 463 nM.  

Section 1.5.2 : Chimie combinatoire. 

 Outre les méthodes de criblages conventionnelles, réalisées à partir de librairies 

disponibles, ou de criblages in silico, nécessitant de solides compétences en 

chémoinformatique, d’autres techniques combinatoires peuvent être utilisées afin de 

synthétiser et cribler à haut débit des libraires de composés sur les G-quadruplex.  

Parmi les techniques de synthèse combinatoire il est possible de mentionner la méthode one-

bead-one-compound (OBOC)174. Ce concept est basé sur de la synthèse en phase solide, telle 

que décrite par Merrifield en 1963. En effet, des composés uniques vont être individuellement 

synthétisés sur support solide (généralement des billes) via l’utilisation de synthèse 

fractionnée appelée split & mix synthesis (Furka, 1995)175. L’originalité de cette méthode est 

que l’identification des propriétés de chaque ligand de la librairie peut être interrogée 

individuellement par mesure biochimique ou spectroscopique. 

La technique OBOC a notamment été utilisée par J.E. Redman176 pour la synthèse de 

polyamides non naturels ciblant la structure ADN G-quadruplex télomérique (hTelo). Dans 

cette étude, trois librairies de 36 séquences peptidiques non naturelles immobilisées sur billes 

ont été criblées et les expériences de titration ELISA ont permis de caractériser de fortes 

affinités pour 8 composés distincts. Des études complémentaires d’affinités ont permis 
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d’obtenir par SPR des Kd de 2 µM pour le composé 8 (WKKR) et 4µM pour 4 (Y-Im-Py-R ; 

Figure 22). L’effet stabilisateur, mesuré par FRET-Melting, a montré que le composé 8 

(ΔTm=21,6°C) stabilisait plus fortement hTelo que le dérivé peptidique non naturel 4 

(ΔTm=15,1°C). Néanmoins, malgré de bonnes caractéristiques vis-à-vis des G-quadruplex, 

les composés 8 et 4 ne présentent pas de grande sélectivité vis-à-vis de l’ADN duplex.  

 

Figure 22 : Chimie combinatoire / stratégie One-bead-one-compound. Découverte de peptides (modifiés) ciblant la 

structure télomérique G-quadruplex — hTelo. 

Grandement utilisée dans le cadre de la recherche de ligands à hautes affinités ciblant les 

sites actifs des protéines ou l’interface protéine-protéine, le criblage par fragment (en. 

Fragment-based, FB) ciblant les acides nucléiques reste une technique largement sous-

exploité177.  

Cette méthode repose, au préalable, sur la sélection de différents fragments chimiques (masse 

moléculaire généralement <300Da, logP≤3, accepteur/donneur de liaisons H≤3) par criblage 

haut-débit d’une librairie de composé sur la cible d’intérêt. Après identification des fragments 

les plus affins (RMN, SPR, ITC, etc.), ceux-ci peuvent être étendus et/ou combinés afin de 

générer des molécules avec de plus hautes propriétés d’associations (affinité et/ou spécificité). 

Une connaissance structurelle précise de la cible étudiée peut dans certains cas orienter la 

combinaison des fragments.  

Après adaptation de la méthode de criblage par fragment contre la cible G-quadruplex ADN 

du promoteur d’oncogène Myc177, plusieurs groupes se sont intéressés à cette technique afin 

d’isoler de nouveaux composés intéressants. Les travaux de M. Tassinari et al.178 ont 

notamment permis de trouver deux dérivés pyridines-amidoximes-oxadiazole (PAO1 et PAO2, 

respectivement ; Figure 23) ciblant le G-quadruplex formé au niveau du promoteur LTR-III du 

virus VIH-1 (Figure X).  

 

Figure 23 : Chimie combinatoire / stratégie Fragment-based. Synthèse de séquences pluri-aromatiques ciblant le 

promoteur LTR-III du virus VIH-1. 
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En effet, la première partie de ces travaux a nécessité la mesure des propriétés de stabilisation 

d’une librairie de 150 fragments, d’origines commerciales ou obtenues par synthèse, par 

expérience de fluorescence (FRET-Melting). Compte tenu des entités chimiques criblées, 

seules 5 d’entre elles ont été retenues. Des valeurs de stabilisation variant de 1 à 6°C ont ainsi 

pu être mesurées tout en exhibant une bonne sélectivité pour l’ADN duplex. Les motifs retenus 

présentent des cycles mono (hétéro) aromatiques (pyridine ou benzène) bi- ou trisubstitués 

par un acide carboxylique, ou son bioisostère amidoxime, un alcyne ou encore un dérivé 

pyrrolidine. À partir de la combinaison des 5 fragments identifiés, 17 composés uniques ont 

pu être synthétisés dont deux présentant une stabilisation respectivement de 10,8 et 12,8°C 

(4000 éq.) vis-à-vis de la séquence G-quadruplex LTR-III (0,25µM). Une dernière étape 

d’optimisations structurales a conduit aux composés PAO1 et PAO2 présentant 

respectivement des ΔTm de 9 et 14,1°C (100 éq.). Des études biochimiques complémentaires 

ont été réalisées sur le composé PAO1 et ont montré sa capacité à inhiber la Taq polymérase 

lors d’une étude de Taq Polymerase stop assay. Cette dernière information conforte la forte 

capacité de PAO1 à stabiliser l’édifice G-quadruplex de LTR-III.  

Un nombre important de groupes de recherche, industrielle ou académique, ont exploré la 

synthèse chimique ciblée (en. Target-guided synthesis, TGS) afin d’identifier de nouveaux 

composés intéressants. Complémentaire aux outils traditionnels de drug discovery, cette 

approche vise également à réduire le nombre de composés inactifs au sein de campagne de 

criblage tout en compensant le manque de prédictibilité d’un criblage in silico. Au sein de cette 

approche, deux catégories peuvent être discutées. La première catégorie permet à la cible de 

déplacer l’équilibre chimique des motifs d’une librairie en mélange afin de ne former 

thermodynamiquement que les composés les plus affins pour cible étudiée. Cette méthode est 

connue sous le nom de chimie combinatoire dynamique (en. dynamic combinatorial chemistry, 

DCC). Dans un deuxième temps, la cible peut être utilisée en tant que catalyseur cinétique de 

composés en mélange. Cette méthode connait le nom de synthèse cinétique par la cible ou 

Kinetic target-directed synthesis (KTDS).  

La DCC est une approche de chimie combinatoire permettant la génération de librairies de 

composés (en. Dynamic combinatorial libraries, DCL) par la réaction réversible d’entités 

chimiques et réalisées sous contrôle thermodynamique. Cette méthode a été adaptée 

plusieurs fois pour la recherche de ligands de structures G-quadruplex, à l’exemple des 

travaux réalisés il y a près de 15 ans par A. Bugaut et al.179 ou plus récemment par O. 

Reznichenko et al.180.  

Dans cette première étude, un peptide macrocyclique hétéroaromatique portant une fonction 

thiol a été utilisé afin de cibler spécifiquement deux séquences G-quadruplex intramoléculaires 

(c-Kit21 et c-Myc22). Considéré seul, le macrocycle exhibe des constantes d’affinités (SPR) 

respectives de 67,5 et 82,5 µM. L’approche par DCC a eu pour intérêt de former les meilleurs 

équilibres entre le macrocycle et différents dérivés benzylmercaptan afin d’améliorer les 

propriétés d’affinités du ligand. Le macrocycle, les dérivés benzylmercaptan ainsi que la 

structure G-quadruplex ont été incubés en présence d’un tampon permettant les échanges de 

ponts disulfures. La composition de la DCL a été analysé par UV-HPLS-MS et les ligands les 
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plus prometteurs ont été resynthétisés et caractérisés par SPR. Ainsi, l’édifice G-quadruplex 

de la cible c-Myc22 a permis de caractériser par DCC la formation du composé M1 avec une 

affinité de 6,8 µM. une baisse d’affinité de plus d’un facteur 12 a ainsi été obtenue par formation 

d’un pont disulfure entre le motif 1 — (4-(mercaptomethyl)benzyl) guanidine et le macrocycle 

de départ (Figure 24, gauche). A contrario, la cible c-Kit21 a présenté la meilleure interaction 

avec le macrocycle M2 exhibant le motif N-carbamimidoyl-4 — (mercaptomethyl) benzamide 

(Kd=6.6 µM ; Figure 24, droite). 

 

Figure 24 : Chimie combinatoire / Méthode par librairie combinatoire dynamique. Synthèse de macrocyles 

polyoxazoles ciblant le promoteur d’oncogène Myc (Myc22). 

La méthode de synthèse chimique ciblée par contrôle cinétique, ou KTDS, utilise la cible afin 

de pouvoir faire réagir de manière irréversible deux entités chimiques en mélange. Dans cette 

approche, les réactifs s’associent au sein d’un site spécifique de la cible et la réaction 

irréversible est permise par proximité spatiale des deux entités. La réaction irréversible la plus 

utilisée au sein de la méthode KTDS est la réaction in situ de cycloaddition click entre un 

azoture et un alcyne. Cette méthode a été illustrée dans les travaux de M. Di Antonio et al181. 

Au cours de cette étude, le groupe a utilisé deux dérivés Pyridostatine-alcynes (le dérivé 

Amino-PDS (alk) et le dérivé Pyrrolidine-PDS (alk), noté PDS1 et PDS2 respectivement) et 6 

dérivés azotures possédant les motifs éthylamine, propylamine, glucopyrannose, 

éthylpyrrolidine, acide éthanoïque et acide benzoïque. Dans les conditions classiques de 

cycloaddition 1,3 — dipolaire, la réaction est catalysée par le Cu (I) afin de ne former que 

l’isomère 1,4. Toutefois dans cette expérience, la catalyse est effectuée par l’édifice 

télomérique G-quadruplex via le rapprochement spatial des deux réactifs. Ainsi, 24 molécules 

distinctes sont susceptibles d’être obtenues (PDS1/PDS2, 6 azotures et la formation des deux 

régioisomères 1,4 et 1,5 dus à l’absence de cuivre dans la réaction). Après incubation de tous 

les partenaires dans les conditions décrites précédemment, seul un dérivé a été 

spécifiquement formé par catalyse de l’ADN G-quadruplex télomérique, le glucopyrannose-

PDS1. L’ajout de cuivre au milieu réactionnel a parmi d’observer la formation des 24 ligands. 

Les propriétés du ligand glucopyrannose-PDS1 ont été évaluées par FRET-Melting et une 

valeur de stabilisation de 28°C a été mesurée avec une sélectivité totale vis-à-vis de l’ADN 

duplex.  
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Figure 25 : Chimie combinatoire / Méthode de Kinetic target-directed synthesis. Synthèse d’un dérivé glycosidique 

de la Pyridostatine (PDS) afin de cibler l’ADN G-quadruplex télomérique (hTelo). 

Des études complémentaires de ce ligand ont montré qu’il était capable de réduire le nombre 

de foci TRF1 (IC50 = 1,3 µM) permettant ainsi d’affirmer l’interaction du Glycopyrannose-PDS1 

avec l’ADN G-quadruplex télomérique (Figure 25).  

Section 1.5.3 : « Display technologies ». 

Les technologies display englobent une collection de techniques permettant la production de 

librairies macromoléculaires complexes incluant des peptides, des anticorps monoclonaux ou 

encore des aptamères182–184. Ces méthodes reposent sur l’évolution dirigée (en. directed 

evolution) des membres de la librairie par criblage itératif ainsi que sur la mise en relation d’un 

phénotype à un génotype. Indépendamment de sa nature, les composés distincts d’une 

librairie en mélange porteront une entité génomique unique. Celle-ci est de nature variée à 

l’exemple de phage, de ribosome, d’ADN ou d’ARN. Ci-après sont représentées des 

techniques display permettant l’identification de composés ciblant les structures G-quadruplex.  

Le phage display est une technologie cellulaire permettant de produire des librairies de 

peptides ou des protéines à la surface de bactériophages. Ces derniers sont des virus 

génétiquement modifiés capables d’infecter des bactéries et de contenir le matériel génétique 

nécessaire à la production de librairie de peptides (ou protéines). Dans le cas du phage 

display, les protéines de l’enveloppe du phage sont génétiquement modifiées pour exprimer 

de manière hétérologue des peptides à la surface de la cellule virale tout en contenant 

l’information génétique qui code pour ces protéines à l’intérieur de la capside du virus, reliant 

ainsi le phénotype au génotype. 

En 2013, G. Biffi et al.30 a utilisé une librairie issue de l’institut Sanger185 contenant 2.3E+10 

phages afin de cibler des ADN G-quadruplex humains intra- et intermoléculaires. Ces phages, 

exhibant à leur surface une variété d’anticorps à chaine unique (en. single-chain antibody), ont 

été sujets à deux tours successifs de sélection contre des structures G-quadruplex immobilisés 

sur billes magnétiques. Parmi les milliards de composés, le meilleur anticorps appelé BG4 a 

été isolé. Des méthodes de caractérisations par test ELISA ont montré de bonnes affinités 

pour les G-quadruplex intra- et intermoléculaires (0.5-1.6 et 2 nM, respectivement). De plus, 

aucune affinité n’a pu être mesurée contre des hairpins d’ARN, des ADN simples-brins ou 

encore l’ADN duplexe. Démontrant une sélectivité indiscutable vis-à-vis des autres structures 
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d’acides nucléiques, la sélectivité de BG4 a été évaluée pour les différentes confirmations de 

structures G-quadruplex. Les cibles parallèles des proto-oncogènes Myc et Kit ainsi que la 

cible antiparallèle TBA ou encore la structure hybride G-quadruplex télomérique ont été 

utilisés. Néanmoins, avec des constantes d’affinités similairement proches pour toutes les 

topologies de structures G-quadruplex, BG4 ne semble pas capable d’interagir de manière 

sélective avec les G-quadruplex de topologies variés. Après les études réalisées sur BG4, H. 

— Y. Liu et al.186 a criblé 1.37E+08 phages contre les antigènes G-quadruplex parallèles Myc 

et BCL-2, la cible antiparallèle TBA et la séquence hybride télomérique humaine. Trois étapes 

de sélections d’anticorps successives ont été réalisées sur chaque cible et au total 14 anticorps 

à chaine unique ont pu être identifiés par test ELISA. Parmi ceux-ci, l’anticorps D1 était capable 

de reconnaitre spécifiquement les G-quadruplex parallèles au détriment des autres topologies 

de G-quadruplex avec une constante de dissociation de 17 nM. En complément, une 

excellente spécificité vis-à-vis des autres structures secondaires de l’ADN (ADN duplexe, 

Hairpin, ADN simple brin) a pu être observée. Les deux exemples de sélection d’anticorps par 

phage display a montré qu’il était possible de distinguer d’intéressantes molécules (Kd au nM) 

au sein de la famille des biomolécules et qu’il a été possible d’apporter de la sélectivité entre 

les différentes topologies que peuvent adopter les structures G-quadruplex.  

Dans le cadre de la recherche de molécules ciblant les structures G-quadruplex, l’évolution 

dirigée peut être adressée en utilisant une technique de ribosome display. Contraire au phage 

display, le ribosome display lie les phénotypes à un complexe ribosomique composé d’ARNm 

et du ribosome. Simplement, une librairie d’ADN codant pour différentes séquences 

d’anticorps est transcrite in vitro en ARNm. Ceux-ci vont être traduits en protéines (i. e 

anticorps) par l’activité enzymatique du ribosome. Toutefois, les ARNm traduits sont démunis 

de codon-stop, impliquant ainsi la liaison du complexe ternaire ARNm-ribosome-anticorps. Ce 

complexe va ainsi être utilisé afin de réaliser du criblage à haut-débit sur la cible d’intérêt.  

L’équipe de A. Plückthun187 a utilisé cette technique pour générer des anticorps spécifiques 

des ADN G-quadruplex télomériques chez les ciliés (Stylonychia lemnae). À partir de 2E +09 

séquences codant pour différents anticorps à chaine unique et six sélections successives 

contre la cible parallèle télomérique dT (T4G4) 4 le groupe a pu caractériser deux anticorps, 

nommé Sty3 et Sty49, hautement spécifique des séquences G-quadruplex. La mesure des Kd 

par BIAcore a permis d’obtenir des valeurs d’affinités de 126 pM et 2,96 nM contre la cible 

parallèle télomérique décrite précédemment. Néanmoins, les deux anticorps ont également 

présenté des affinités de l’ordre du nM contre la cible télomérique antiparallèle d (G4T4) 4G4 

montrant ainsi un manque de spécificité entre topologies de structures G-quadruplex.  

Les technologies display permettent la synthèse de biomolécules avec un criblage à grande 

échelle pour l’identification in vitro rapide de composés d’intérêts. Cependant, les approches 

décrites ci-dessus ne sont pas compatibles avec l’assemblage de librairies de petites 

molécules. Une technologie émergente et qui permettant d’associer synthèse organique et 

encodage génotypique est la technologie connue sous le nom de chimie encodée par l’ADN 

(en. DNA Encoded chemistry). Imaginée au début des années 90, cette technique est 

aujourd’hui largement utilisée dans le processus de découverte de composés actifs. Ciblant  
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 essentiellement les protéines, certaines librairies chimiques encodées (en. DNA-Encoded 

chemical Library, DEL) ont été utilisé afin de cibler les acides nucléiques, notamment les cibles 

G-quadruplex.  

A ce jour, seul X -Chem Pharmaceuticals a rapporté l’utilisation de chimie encodée par l’ADN 

afin de cibler les structures G-quadruplexes188. Dans cette étude, le groupe a réutilisé 2 des 

33 DEL déjà confectionnées afin de cibler des protéines telles que des tyrosines kinases ou 

encore des récepteurs couplés aux protéines G. La première librairie, appelée librairie A, est 

une librairie linéaire de trisynthons dotée de 217.6 millions de membres. La deuxième librairie, 

appelée librairie B, est une librairie d’imidazopyrimidine dérivatisé en deux points et composés 

de 1.275 millions de molécules uniques (Figure 26).  

 

Figure 26 : Représentation des librairies combinatoires encodées A et B ciblant les structures G-quadruplex. Figure 

issue des travaux de Litovchick et al.188.  

 Les librairies ont ensuite été criblées, de manière indépendante, contre différentes cibles G-

quadruplex issues de la séquence télomérique humaine ou encore des promoteurs 

d’oncogènes Myc et Kit. Deux tours de sélections successifs ont ainsi permis de sélectionner 

les composés les plus affins vis-à-vis des différentes cibles. L’identité des composés 

sélectionnés a ensuite pu être déterminée par amplification des code-barres ADN et 

séquençage à haut-débit selon un processus que nous décrirons plus loin. 

Dans chaque librairie, un composé unique portant les meilleures caractéristiques a été 

resynthétisé en large quantité (DEL (A)-1 et DEL (B)-1 respectivement ; Figure 27) afin de 

pouvoir évaluer les constantes d’affinités par SPR.  

Tableau 1 : Mesure des interactions G-quadruplex/ligands DEL188 par SPR.  

 

Cibles DEL (A)-

1 

DEL (B)-

1 

C-myc G4 Pu-27 1.05 µM 328 nM 

C-myc G4 1234 338 nM 59 nM 

C-myc G4 2345 308 nM 197 nM 

C-kit1 G4 1.1 µM 807 nM 

C-kit2 G4 1.7 µM 1.4 µM 

Télomère G4 8.4 µM 5.25 µM 

HP006 nd nd 

Pu27rev nd nd  
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Figure 27 : Chimie combinatoire / Technologie display de librairie encodée par l’ADN. Synthèse d’un dérivé linéaire 

trifonctionnalisé ainsi qu’un composé imidazopyrimidine bifonctionnel ciblant le proto-oncogène Myc (Myc 1234). 

DEL (A)-1 exhibe un Kd de l’ordre de 300 nM pour les cibles G-quadruplex Myc comportant les 

tétrades 1234 ou 2345 (Pu27 : 5’ — TGGGG (1)AGGG (2)TGGGG (3)AGGG (4)TGGGG (5) 

AAGG-3’) alors qu’une affinité au micromolaire a été observée pour la cible putative G-

quadruplex Pu27. Cette différence d’affinité peut être expliquée par la présence de 

conformation multiple au sein de la séquence G-quadruplex Pu27. De manière similaire, le 

composé DEL (B)-1 présent une meilleure affinité pour les G-quadruplex a 4 plateaux de 

guanines. De plus, une variation d’affinité est observable suivant la séquence à 4 plateaux 

considérés. En effet, un Kd de 59 nm a été mesuré pour la séquence 1234 alors qu’une affinité 

de 197 nM a été retrouvée vis-à-vis de la séquence 2345. En comparant les résultats obtenus 

sur les autres topologies de structures G-quadruplex il est possible de constater que les 

ligands DEL (A/B)-1 semblent présenter une certaine sélectivité pour la cible Myc.  

Cette étude, réalisée en parallèle de ces travaux de thèse, a démontré l’efficacité de l’approche 

DEL appliquée aux structures nucléiques et plus spécifiquement aux structures G-quadruplex. 

Dans la cadre de ce projet de thèse, cette approche associant synthèse organique et 

encodage unique par l’ADN a été utilisée afin d’adresser la synthèse de ligand spécifique de 

structures G-quadruplex. La partie 2 de ce chapitre introductif fait l’évaluation exhaustive de 

toutes les techniques sous-jacentes à cette technologie d’encodage par l’ADN.  

Partie 2 : De la librairie encodée de polypeptides aux librairies encodées par l’ADN. 

L’identification de nouveaux ligands organiques ciblant les protéines est généralement 

la première réflexion lors d’un processus de découverte de médicaments (en. drug discovery). 

Malheureusement, certain manque d’informations structurales de cibles biologiques génère 

couramment l’impossibilité de prédire les modes de liaisons d’un ligand et ceux malgré un 

avancement important des méthodes et moyens informatiques.  Ainsi, depuis de nombreuses 

années, le processus de criblage à haut débit (en. High-throughput screening – HTS) est utilisé 

afin de cribler un très grand ensemble de molécules, couramment appelé librairie chimique. 

Cette technique de criblage permet de construire, stocker et tester chaque individualité d’une  

librairie vis-à-vis d’une cible souhaitée en utilisant des méthodes informatiques et 

automatiques189–192. Il est également bon de rappeler que la technique de criblage à haut débit 

n’a évidemment pas supplanté les campagnes de criblages conventionnelles193.   

Le criblage à haut débit est une technique onéreuse, principalement utilisée par les 

compagnies pharmaceutiques depuis plusieurs décennies, permettant de cribler des librairies 

chimiques de plusieurs millions de molécules organiques les unes après les autres. En effet, 

il n’est pas envisageable de mixer tous les composés avec la cible d’intérêt puisqu’il serait 

impossible de déconvoluer spécifiquement les ligands attachés à leur cible sans s’emparer 

des individualités non souhaitées. En 2014, l’étude de R.A. Goodnow a montré que la 

confection de vastes librairies chimiques ainsi que leur criblage individuel coutait 

approximativement 0,4 à 2 milliards de dollars, soit près de 1 000€ par composé194.  
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En accord avec ces précédentes considérations, les chercheurs ont consacré des efforts 

considérables dans la découverte et le développement de méthodes facilitant l’identification 

de molécules ciblant les protéines. En ce sens, les librairies chimiques encodées par l’ADN 

permettent la construction et le criblage de librairie de taille sans précédent et permettent, par 

conséquent, la découverte de nouveaux ligands organiques pour un coût fortement réduit. 

L’accroissement successif des membres de la librairie encodée engendre un effondrement 

des concentrations de chacune des molécules jusqu’à un certain point ou les techniques 

d’analyse modernes ne seraient même plus capables de les détecter. En revanche, les code-

barres ADN indexés à chacune des molécules de la librairie vont permettre leur amplification, 

leur identification et leur quantification195.  

Comme discuté au précédent chapitre, la technique de phage display développé en 1985 est 

un outil important pour l’identification des interactions protéines-protéines puisqu’un criblage 

simultané de tous les phages peut être effectué en incubant la librairie avec une cible d’intérêt 

afin d’extraire, par sélection d’affinité, les ligands les plus affins (Figure 28, gauche). 

Contrairement au HTS classique, les ligands sélectionnés peuvent être caractérisés par 

amplification et séquençage des code-barres ADN correspondant. De cette technique mêlant 

phénotype et génotype, respectivement anticorps de fragment variable à chaine unique (en. 

single chain variable fragment – scFv – antibodies) et plasmides, a découlé la première 

expérience de chimie combinatoire encodée en 1 992 196. Les professeurs S.A. Brenner et R. 

A. Lerner ont eu l’idée de combiner de la diversité chimique avec la puissance de l’encodage 

génétique pour outrepasser les limitations du criblage à haut débit et assurer une méthode 

versatile et puissante pour la découverte de drogues (Figure 28, droite).  

 

Figure 28 : Représentation schématique d’une librairie obtenue par phage display et une librairie obtenue par 

chimie combinatoire encodée par l’ADN. A gauche :  interaction d’un phage filamenteux, présentant un anticorps à 

sa surface, avec une cible protéique. A droite : interaction d’une molécule organique encodée par un fragment 

d’ADN sur une cible d’intérêt.  
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Lors de ce premier pas vers la chimie encodée, les auteurs ont envisagé la synthèse 

simultanée de séquences polypeptidiques distinctes et d’oligonucléotides sur billes en utilisant 

des procédés de chimie orthogonale et des savoirs de chimie combinatoire (notamment la 

stratégie « split-and-pool »). Il a alors rapidement été imaginé la possibilité de remplacer les 

billes par un lien (en. linker) chimique robuste capable de connecter et préserver le phénotype 

et le génotype. Ainsi dans cette stratégie, il est possible d’associer à divers fragments (en. 

building block) peptidiques une séquence d’oligonucléotide qui, après itérations successives, 

va définir un brin d’ADN. Une fois formé, ce brin d’ADN va uniquement servir de séquence 

identifiant la chaine peptidique associée et ne va en aucun cas servir de phénotype contre la 

cible étudiée. De ce fait, après sélection par affinité sur une cible de choix, les ligands les plus 

affins pourront être identifiés grâce à leur code-barre ADN par amplification puis séquençage.  

L’année suivante, l’équipe de Needels197 met en pratique le postulat de librairie encodée 

proposé par S.A. Brenner et R. A. Lerner en préparant, par synthèse parallèle de chimie 

combinatoire, une librairie supportée sur billes de 8,2 x 105 séquences peptidiques. La 

collection de billes portant les séquences heptapeptidiques a ensuite été criblée contre un 

anticorps anti-peptide fluorescent et les meilleurs ligands ont été identifiés par cytométrie en 

flux (en. fluorescence activated cell sorting, FACS). La même année, l’équipe de Janda198 a 

publié un papier dans lequel une librairie de polypeptides contenant l’épitope β-endorphine a 

pu être couplés à des billes CPG (en. control pore glass) au travers d’un linker chimique 

bifonctionnel et lier successivement par les code-barres ADN. Malgré une preuve de concept 

dument démontré dans les années 1990, il a fallu attendre le début des années 2000 pour 

enfin voir arriver un nombre important de publications utilisant cette technique. En 2004, 

plusieurs groupes ont reportés la construction de petites librairies de molécules encodées par 

l’ADN en utilisant non plus des supports solides mais un linker chimique afin d’associer 

phénotype et génotype199–201.  

À partir de 2004, de réels progrès et innovations ont été effectués autour du développement 

de librairies combinatoires encodées avec notamment l’essor de techniques inédites pour allier 

un fragment amplifiable à un motif organique.  

Sous-partie 2.1 : Méthode alternative pour la formation de librairies encodées.  

Les librairies combinatoires encodées par l’ADN peuvent être arrangées en deux 

catégories structurellement différentes195. Tout d’abord, on distingue les librairies ou le motif 

pharmacophore est couplé de manière covalente à une ou deux séquences 

oligonucléotidiques (Figure 29, gauche). Ces librairies sont connues sous le nom de single-

pharmacophore library. A noter qu’en 2009, le groupe de M.A. Clarck à GlaxoSmithKline a 

développé un précurseur bifonctionnel sur lequel il est possible de lier enzymatiquement les 

code-barres double brin d’ADN et de coupler les synthons organiques afin d’amplifier la 

diversité de la librairie202. Ce précurseur appelé Headpiece en anglais sera plus amplement 

discuté en partie 6 de ce rapport.  

Par opposition au single-pharmacophore, la méthode de librairie dual-pharmacophore repose 

sur le fait que chaque brin d’ADN va porter en partie terminale un fragment unique de la 
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librairie. L’appariement des brins d’ADN (Figure 29, droite) va permettre de former un couple 

de fragments interagissant conjointement sur la cible mise en présence.  

  

Figure 29 : Représentation schématique des librairies encodées à single-pharmacophore (gauche) ou dual-

pharmacophore (droite). 

Section 2.1.1 : Librairie délivrant un pharmacophore unique (en. single-pharmacophore library) 

Paragraphe 2.1.1.a) ADN encodé (en. DNA encoded)  

Le cas le plus généralement utilisé en chimie combinatoire encodée est la construction 

d’une librairie dite encodée (en. DNA encoded) encore connue sous le nom de librairie d’ADN 

par enregistrement, ou DNA recorded library en anglais. Conceptuellement, la confection de 

cette librairie est celle-là plus proche des suggestions faites par S.A. Brenner et R. A. Lerner 

au début des années 1990. En effet, la librairie est simplement construite par ligation 

enzymatique séquentielle de code-barres ADN référant l’identité des composés organiques 

associés au corps du pharmacophore. Afin d’exemplifier cette technique, il est bon de 

considérer195 deux librairies, L1 et L2, contenant chacune α entités organo-génomiques 

différentes. La libraire L1 voit ces structures organiques (A) liées au corps génomique (code 

A) par l’intermédiaire d’un seul brin d’ADN (Figure 30, A/) alors qu’ils seront couplés aux deux 

brins d’ADN au sein de la librairie L2 par l’usage d’un espaceur (en. linker) bidirectionnel 

(Figure 30, B/).  
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Figure 30 : Illustration d’une librairie « recorded » où A/ le fragment chimique est directement lié à l’oligonucléotide 

B/ lié à l’oligonucléotide par l’intermédiaire d’un espaceur bifonctionnel.  

Dans les deux cas, comme chacun des composés chimiques (A1, A2, … Aα) est couplés à un 

code-barre ADN unique (code A1, A2, …, Aα), les α composés organiques encodés par l’ADN 

peuvent être mixés sans ambiguïté. Une fois rassemblé, chacune des librairies peuvent être 

subdivisée en β lots différents afin d’y incorporer de nouveaux composés organiques notés B 

(B1, B2, …, Bβ). S’en suit la ligation d’un nouveau code-barre d’ADN double-brin distinct, noté 

code B (code B1, B2, …, Bβ). Ainsi, en utilisant α x β composés organiques uniques (A et B) et 

α x β code-barres ADN distincts (code A et code B), les librairies L1 et L2 vont être composées 

de α x β entités organiques encodées. Évidemment cette méthode peut être réitérée plusieurs 

fois afin d’atteindre le nombre souhaité de composés au sein d’une librairie (α x β x γ pour 3 

tours de DNA-recorded etc…).  

En considérant la synthèse d’une telle librairie, il est intéressant de se rendre compte que pour 

n produits organiques au sein de la librairie, il est nécessaire de 2n séquences 

oligonucléotidiques à cause de la structure hétérodimérique de l’ADN. Afin d’outrepasser la 

notion de code-barres ADN double brin et d’alléger le coût total de production d’une telle 

librairie, le groupe de D. Neri a décrit une procédure d’encodage à n oligonucléotides203–208.   

Dans cette nouvelle méthode, il est à considérer une nouvelle librairie L3 portant α fragments 

organiques A différents. Chacun des buildings blocks (A1, A2, …., Aα) est attaché du côté 5’ à 

un code-barre ADN simple brin par l’intermédiaire d’un linker présentant un groupement amine 

primaire libre (Figure 31, C/).   

 

Figure 31 : Illustration d’une librairie « recorded » encodée par de l’ADN simple brin via l’utilisation de la 

polymérisation de Klenow.  

Les séquences oligonucléotidiques utilisées sont spécialement conçues pour avoir une 

séquence globale commune dont seules les bases centrales diffèrent, permettant ainsi 

d’encoder individuellement les composés organiques associés. Ainsi, après unification de tous 
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les membres de la librairie suivie de division équivalente en β lots, un nouvel ensemble de 

composés organiques est couplé (B1, B2, …, Bβ). L’identité de chacun des couplages B est 

enregistrée (en. recorded) par appariement de nouvelles séquences code-barres B (code B1, 

B2, …, Bβ). Chacune de ces nouvelles séquences présente une partie partiellement 

complémentaire à l’ADN simple brin A. Cet appariement est effectué par utilisation du fragment 

dit «  de Klenow » provenant du clivage enzymatique de l’ADN polymérase I par la subtilisine. 

En effet, le traitement de l’ADN Poly I (103 KDa) par cette protéase à Sérine engendre la 

formation de deux fragments, dont le fragment de Klenow (68 KDa) qui maintient l’activité 

polymérase de 5’ → 3’ et l’activité d’exonucléase et de relecture (en. exonucleases and 

proofreading activities) de 3’ → 5’ au même titre que l’ADN poly I. En revanche, contrairement 

à cette polymérase, le fragment de Klenow perd l’activité exonucléasique de 5’ → 3’. C’est 

bien cette dernière propriété ôtée qui permet la formation de l’encodage à double brin à partir 

de code-barres (code A et B) simples brins.  

Paragraphe 2.1.1.b) ADN matriciel (en. DNA templated)  

Une méthode alternative à la formation de librairie à pharmacophore unique est 

l’utilisation de l’ADN matriciel (en. DNA templated) inventé par le groupe de David Liu au début 

des années 2000209. Dans cette approche, la formation d’ADN sous forme d’hétéroduplex par 

appariement de bases est utilisée afin d’accélérer la réaction entre deux entités chimiques 

présentes en parties terminales de chacune des séquences d’oligonucléotides (Figure 32, A/).  

 

Figure 32 : Illustration d’une librairie « templated » où A/ l’enrichissement de la librairie se fait, après appariement 

de code-barres ADN complémentaires, par réaction chimique dû à la proximité des fragments.  

En effet, la méthode de DNA templated synthesis débute par la synthèse de conjugués 

oligonucléotidiques préalablement fonctionnalisés en partie terminale par un fragment A ; la 

séquence d’oligonucléotide associée comportant autant de régions codantes (codon) qu’il n’y 

a de diversité structurale à introduire. En d’autres termes, pour une librairie composée de 2 

entités A et B, la séquence d’oligonucléotide matricielle comprendra 2 régions codantes, code 

A et code B. Evidemment, si l’entité A comporte un ensemble de α buildings blocks et que 

l’entité B comporte un ensemble de β buildings blocks, il sera nécessaire de partir d’une 

combinatoire de α x β conjugués oligonucléotidiques préalablement fonctionnalisés par les α 

buildings blocks de l’entité A. Une fois préparé, l’ADN matriciel est apparié à une séquence 

complémentaire du code-barre B (anticodon) préalablement fonctionnalisée par l’entité B. La 

proximité spatiale des entités chimiques due à l’appariement de l’anticodon B permet la 

réaction entre A et B afin d’enrichir la diversité structurale de la librairie.  

Le schéma ci-après représente un exemple de chemin réactionnel dérivé d’un des travaux de 

D. Liu199 pour la synthèse d’une librairie à trois diversités fonctionnelles (Figure 33). La 

stratégie de synthèse de DNA templated utilise ici deux espaceurs chimiques, un espaceur dit 
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auto-immolable (en. autocleaving linker) en vert ainsi qu’un espaceur non cicatriciel (en. 

scarless linker) en bleu, permettant l’incorporation de diversités fonctionnelles R2 et R3, 

respectivement, sur un ancrage moléculaire comportant déjà une fonctionnalisation R1. Une 

représentation plus exhaustive de toutes les stratégies utilisables pour contrôler la réactivité 

chimique après appariement de séquences d’ADN est discutée en détail par X. Li et D. Liu 

dans une publication de fonctionnalisation de molécules synthétiques210. 

 

Figure 33 : Exemple d’une librairie « templated ». Enrichissement de la librairie permise par proximité spatiale de 

building blocks contrôlés par appariements de code-barres ADN complémentaires.  

Le transfert de fragments sur une structure moléculaire naissante doit être convenablement 

suivi par une étape de clivage contrôlée afin de permettre une continuité de synthèse. Pour ce 

faire, les petites séquences oligonucléotidiques complémentaires sont généralement 

biotinylées en partie terminale opposée au fragment. Ainsi, l’utilisation de billes 

fonctionnalisées par une (strept) avidine permet de purifier efficacement le système (Figure 

32, A/) afin d’obtenir une entité finale simple brin et déprivatisée par l’ajout de divers buildings 

blocks.  

Cette approche de synthèse de librairie DNA templated à particulièrement prouvée son 

efficacité pour la synthèse de complexe macrocyclique199,211. En revanche, la principale 

limitation d’un tel système est la reconnaissance hautement spécifique de l’appariement de la 

séquence matricielle aux oligonucléotides complémentaires.  

Afin de pallier cette limitation, le groupe de X. Li212 a proposé une optimisation du système 

d’encodage, associant au sein de la séquence matricielle non plus des régions codantes 

complémentaires aux code-barres ADN mais des régions dites universelles formées par des 

séquences poly-désoxyinosines (Poly-I, Figure 34, B/). En effet, les désoxyinosines 

monophosphates (dIMP) sont des nucléosides à base purique généralement obtenue par 

désamination de la désoxyadénosine monophosphate (dAMP) capable d’indifférencier les 

quatre bases de l’ADN. Cela permet ainsi une hybridation avec de multiples séquences 

d’oligonucléotides.

 

Figure 34 : Illustration d’une librairie « templated » à séquence poly-désoxyinosines. Encodage et 

fonctionnalisation de la librairie par appariement, ligation enzymatique et couplage.  
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Initialement, la synthèse DNA templated utilise des composés chimiques pré-encodés par des 

code-barres ADN connus qui, par appariement de leurs séquences complémentaires au brin 

matriciel, vont délivrer leurs fragments chimiques avant d’être dénaturé. Ceci permet ainsi 

l’obtention de conjugués oligonucléotidiques simple brin et chimiquement fonctionnalisé. Dans 

ce système d’oligonucléotidique poly-inosinylé, les code-barres ADN préfonctionnalisés vont 

être liés enzymatiquement à la séquence Poly-I avant de délivrer leur fragment chimique par 

l’intermédiaire d’un espaceur clivable (Figure 35).  

 

Figure 35 : Exemple d’une librairie « templated » à séquence poly-désoxyinosines présentant un monophosphate 

en 5’ et une séquence connue amino-terminale (vert) en 3’. La fonction chimique pré-encodée par le code-barre 

ADN (rouge, A) est liée de manière enzymatique à la séquence poly-I en 5’. L’utilisation d’un espaceur photo-

clivable présentant une séquence complémentaire à la séquence Poly-I en 3’ permet l’introduction du fragment par 

couplage peptidique. Après clivage du linker la molécule obtenue est prête pour le deuxième tour de la librairie 

encodée.  

Une autre méthode de librairie templated appelée YoctoReactorTM a été proposée par la 

compagnie danoise Vipergen en 2 009 213. En biologie, les jonctions à trois (ou quatre) brins 

d’ADN représentent des états transitoires importants notamment dans les mécanismes de 

réplications et de recombinaison214. La capacité de l’ADN à former de telles jonctions forme 

au centre de l’édifice un espace d’une capacité volumique de 10-24 L, soit un yoctolitre. 

L’équipe danoise a alors utilisé la capacité de l’ADN double brin à former de telles jonctions 

tridimensionnelles afin de générer des librairies combinatoires de composés organiques.  

La formation de jonctions triples est possible grâce à l’interaction spécifique d’oligonucléotides 

spécialement conçus pour spontanément s’autoassembler en de tel édifice. Chacun des bras 

du YoctoReactor est composé : i) d’une séquence ADN stabilisée sous forme de double brin 

(éliminant ainsi les problèmes d’association et d’appariement de l’ADN simple brin) et codant 

spécifiquement pour les divers buildings blocks insérés dans la librairie, et ii) une région non 

variable qui régis l’autoassemblage du YoctoReactor. Les buildings blocks permettant 

l’enrichissement de la librairie sont reliés au bras du YoctoReactor par l’intermédiaire 

d’espaceurs clivables ou covalents et spécifiquement positionnés le long du bras de la jonction 

triple. En effet, afin d’engendrer l’interaction la plus efficace possible, les buildings blocks se 

doivent d’interagir au centre du YoctoReactor. La capacité volumique centrale d’une jonction 

triple étant particulièrement petite, un yoctolitre, les concentrations locales avoisine ainsi le 

millimolaire ce qui permet de générer une réaction chimique efficace.  

La première étape de formation d’une telle librairie nécessite la mise en présence de deux 

séquences d’ADN préfonctionnalisées (séquences rouge et bleu fonctionnalisées par le 



66 
 

building block A et B respectivement ; Figure 36, C/) ainsi qu’une petite séquence 

d’oligonucléotide dite « d’appui » afin de former une structure à 3 membres.  

 

Figure 36 : Illustration d’une librairie « templated » obtenue par YoctoReactorTM.  

L’appariement spécifique de ce nouvel édifice va permettre d’installer spatialement les 

fragments et donc de les faire réagir entre eux. Une fois l’édifice formé et purifié, les deux bras 

du YoctoReactor sont liés enzymatiquement et les espaceurs sont clivés afin d’obtenir une 

séquence d’ADN encodée et enrichie structurellement. Notons que la seconde étape 

d’enrichissement ne nécessite plus la présence de l’oligonucléotique d’appui puisque la 

formation de la jonction triple sera effectuée par la séquence précédemment obtenue, 

présentant déjà deux bras du YoctoReactor, ainsi que le dernier bras fonctionnalisé (séquence 

verte fonctionnalisée par le building block C).  

 

Figure 37 : Exemple d’une librairie « templated » obtenue par technologie YoctoReactorTM. L’appariement de 

séquence double brin d’ADN pré-fonctionnalisé par un building block permet le couplage de ceux-ci dû à leur 

proximité spatiale. Le clivage final des linkers permettent d’obtenir un composé exprimé à la surface de l’ADN.  

La dernière méthodologie utilisant l’encodage par DNA templated est une technologie 

développée en 2004 par le groupe de P.Harbury connue sous le nom de DNA routing201. 

Utilisant également la propriété d’appariement de séquences complémentaires, cette méthode 

permet l’alternance d’étapes d’hybridations et de couplages chimiques afin de former in fine 

une librairie combinatoire enrichie par divers fragments organiques.  

De manière analogue aux travaux de D. Liu sur la technologie DNA templated, le DNA routing 

utilise de longues séquences d’ADN simple brin formé par l’alternance successive de régions 

codantes (code A, B et C, Figure 38, D/) et de régions non codantes (non illustrées) d’environs 
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une vingtaine de bases chacune. A une des extrémités de ces séquences matricielles est 

incorporé un espaceur chimique (généralement des hydrocarbures saturés ou des chaines 

polyéthylène glycol) portant une amine primaire terminale libre dans le but d’avoir un ancrage 

chimique disponible afin d’enrichir la librairie par divers motifs moléculaires.  

 La fonctionnalisation de la librairie par les fragments la composant se fait par méthode de 

chimie combinatoire split and mix dirigé par l’hybridation de l’ADN. En effet, l’incubation 

d’anticodon complémentaire lié de manière covalente à une résine de diéthylaminoethyl-

sépharose (DEAE, code B figure _ D/) permet l’appariement spécifique d’une des régions 

codantes de la séquence matricielle et ainsi la fonctionnalisation indexée du building block (B) 

par réaction chimique, généralement par l’utilisation de la chimie des peptides215–217.   

 

Figure 38 : Illustration d’une librairie obtenue par DNA routing.  

Section 2.1.2 : Librairie délivrant une paire de pharmacophore (en. dual pharmacophore library) 

À l’instar des conceptions de librairies à pharmacophore unique, les librairies à dual 

pharmacophore portent un building block à l’extrémité de chacun des simples brins d’ADN. 

Chaque oligonucléotide simple brin possède ainsi une région variable, distincte pour chacun 

fragment chimique, ainsi qu’une région plus conservatrice, essentielle à l’autoassemblage par 

appariement de séquences complémentaires. Basé sur assemblage automatique des brins 

conservateurs, cette technique d’encodage est née sous le nom de librairie encodée par 

autoassemble de l’ADN, soit encoded self-assembling chemical library en anglais — ou ESAC. 

Paragraphe 2.1.2.a) Librairie encodée par auto-assemblage de l’ADN (en. Encoded self-

assembling chemical library- ESAC)  

 La conception d’une librairie ESAC a initialement été conçue pour être compatible avec 

des techniques de séquençage de l’ADN comme le microarray200 et repose sur le simple 

appariement de séquences d’ADN complémentaires individuellement indexées (code A et 

code B ; Figure 39, A/). L’Hybridation des séquences complémentaires va ainsi permettre à 

deux fragments d’être spatialement proche, sans interagir, afin de stabiliser à elles seules une 

cible donnée d’origine protéique voire oligonucléotidique.   

 

Figure 39 : Représentation schématique de la conception de librairie ESAC à l’aide de deux séquences 

oligonucléotidiques chimiquement encodées. 
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Le point négatif de cette approche est le décodage des séquences d’ADN. En effet, le 

séquençage de ce genre de dual-motif oligonucléotidiques n’apporte malheureusement 

aucune indication sur leurs facteurs d’enrichissement. Étant donné qu’un même codon peut 

être retrouvé plusieurs fois au sein d’une paire de conjugué oligonucléotidique, il est impossible 

de quantifier l’enrichissement d’une paire de motifs donnée.  

Ainsi, afin de pallier ce manquement d’informations, le groupe de D. Neri a breveté une 

nouvelle procédure de synthèse de librairie à autoassemblage utilisant le séquençage à haut-

débit comme moyen de lecture des brins d’ADN (Figure 40, B/).  

 

Figure 40 : Méthode d’autoassemblage de librairies encodées. 

Dans cette configuration, une séquence nucléotidique doublement indexée par un codon A 

(code A) et une séquence abasique est individuellement couplée en 3’ à différentes entités 

chimiques composant le fragment A (A). En parallèle, une autre séquence nucléotidique est 

doublement indexée, premièrement par un des codons B (code B) et deuxièmement par un 

anticodon de A (code A), et présente une extrémité 5’ fonctionnalisée par un nouveau jeu de 

fragments (B). La présence simultanée du codon/anticodon A va permettre un appariement 

sélectif des deux séquences complémentaires. Le codon B sera quant-à-lui apparié en face 

de la séquence abasique permettant ainsi la formation d’un conjugué ADN double brin indexé 

et présentant un enrichissement chimique A et B. 

Un dérivé de cette dernière technique a également été décrit dans la littérature et propose 

l’utilisation de la polymérisation de Klenow comme expliqué en point 2.01.a). En effet, la 

librairie ESAC va être synthétisée à partir d’une séquence oligonucléotidique fonctionnalisée 

en 3’ par les fragments A (A) et composé d’une séquence abasique. Au conjugué 

oligonucléotidique fonctionnalisé va être liée en 5’ une petite séquence simple brin contenant 

l’index du fragment A par l’intermédiaire d’une amorce. Le nouvel oligonucléotide doublement 

indexé, ressemblant fortement à la séquence décrite dans le paragraphe précédent, va 

constituer un élément d’une première sous-librairie. En effet, la synthèse en parallèle de 

séquences indexées portant le fragment B et regrouper sous le terme de sous-librairie « 2 » 

va ensuite pouvoir être mise en présence d’un des membres de la sous-libraire 1 et, par la 

polymérisation de Klenow, il est possible d’obtenir une séquence ADN double brin doublement 

fonctionnalisé (Figure 41, C/).   

 

Figure 41 : Assemblage de librairie d’oligonucléotidique chimiquement encodée par polymérisation de Klenow. 
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Paragraphe 2.1.2.b) Librairie encodée par assemblage d’ADN et d’acide nucléiques peptidiques.  

L’assemblage de structures multimériques peut également être généré en combinant 

des séquences ADN et des acides nucléiques d’origine peptidique (en. Peptide nucleic acids, 

PNA). En effet, plusieurs équipes218 ont utilisé la synthèse encodée par PNA (en. PNA-

encoded synthesis, PES) afin d’isoler divers ligands ciblant des protéines (lectines, intégrines, 

etc.). Dans ce type de librairie, les diversités chimiques sont couplées à l’extrémité du PNA 

(Figure 42, D/) et les conditions dans lesquels sont effectuées ces réactions peuvent suivre 

des conditions de chimie organique classique. En effet, au sein des stratégies d’encodage de 

librairie par l’ADN les réactions applicables sont celles compatibles avec la présence d’ADN 

(milieu aqueux, nucléobases non protégées, etc.) et limite parfois la diversité de réactions 

possibles. En revanche, contrairement aux librairies ADN, les librairies de PNA ne peuvent 

pas suivre des procédures d’amplification classique (i. e PCR). Ainsi, l’utilisation d’une librairie 

d’ADN simple brin portant la combinaison de deux séquences complémentaires aux PNA 

permet à la fois l’assemblage de diversités chimiques et l’amplification par PCR des meilleures 

touches après tests de sélections par affinité sur une cible donnée.  

 

Figure 42 : Formation de librairie combinatoire encodée via l’utilisation d’acides nucléiques d’origines peptidiques. 

Section 2.1.3 : Les chimies compatibles 

Le développement de librairies combinatoires encodées sollicite des conditions de 

synthèses particulières. En effet, celles-ci doivent être effectuées en présence d’un co-solvant 

aqueux, au sein d’un milieu fortement dilué, en préservant l’intégrité de l’information génétique 

des séquences ADN. Pour ces raisons, les librairies encodées ont longtemps été synthétisées 

à partir de la chimie des carbonyles, de substitutions nucléophiles aromatiques ou par la 

formation de lien amides202,204,219. Depuis 2015, le nombre de publications sur des méthodes 

de synthèses appliquées à la DEL ne cesse de progresser à l’exemple de la publication de P. 

R. Fitzgerald et al.220 et de K. Götte et al.221. Parmi les réactions prépondérantes et 

couramment utilisées lors de campagne de DEL, il est possible de retrouver la chimie des 

amides, les substitutions nucléophiles, les aminations réductrices, des couplages pallado-

catalysés de type Suzuki-Miyaura ou Buchwald-Hartwig ou encore la CuAAC.   

Sous-partie 2.2 : Sélection, déconvolution et validation.  

Les méthodes présentées plus tôt dans ce manuscrit permettent l’obtention de librairies 

chimiques encodées comprenant plusieurs milliers voire millions ou milliards de molécules 

distinctes. L’intérêt d’une telle prouesse est de pouvoir mettre en compétition les molécules 

d’une librairie avec une cible d’intérêt biologique par simple incubation. L’incubation in vitro de 

ligands sur une cible permet de ne sélectionner que les composés les plus affins au détriment 
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de ceux ne présentant aucune reconnaissance pour la cible. Les molécules sélectionnées par 

ce processus peuvent alors être identifiées grâce aux code-barres ADN unique à chacune des 

molécules. Il est nécessaire de garder à l’esprit que les entités chimiques d’une librairie ne 

sont individuellement présentes qu’à l’échelle de la femtomole. Ainsi, l’identification des code-

barres ADN par séquençage à haut-débit ne sera possible qu’après un apport suffisant en 

matériel biologique. Une étape d’amplification des séquences ADN est donc préalablement 

nécessaire. Une fois amplifiées, les séquences pourront alors être quantitativement identifiées 

par séquençage à haut-débit et les composés associés aux séquences identifiées comme 

prépondérantes pourront alors être resynthétisés sans code-barres et évalués par des 

approches biophysiques, biochimiques et cellulaires classiques.  

Section 2.2.1 : Sélection sur cible par affinité. 

De manière analogue aux technologies « d’exposition de protéines », ou protein-display 

en anglais, telles que le phage-display222–226 et le ribosome-display227, les librairies chimiques 

encodées sont criblées au travers de processus de sélection par affinité. En comparaison avec 

les méthodes traditionnelles de criblage à haut débit, la technologie d’encodage par l’ADN 

offre la possibilité de cribler plusieurs millions de composés en une simple et unique 

expérimentation. Différentes méthodes de criblage ont été mises en œuvres afin de pouvoir 

sélectionner et identifier les meilleures touches contre une cible donnée. Il est usuel de voir 

des cibles d’intérêt immobilisées sur support solide mais des sélections en solution ont 

également été décrites228.  

Les sélections par affinité sur phase solide repose sur l’immobilisation d’une cible sur un 

support solide, support qui est ensuite incubé avec la librairie combinatoire encodée229–234. Les 

ligands préférentiellement enrichis contre une cible seront séparés des autres membres de la 

librairie après capture par affinité, par application de lavages plus ou moins stringents. Parmi 

les supports utilisables dans les processus de sélection par affinité on peut retrouver les billes 

magnétiques204,208 ou des embouts chargés de résines (en. Resin-filled tips). L’immobilisation 

des cibles, d’origine protéique ou d’acide nucléique, peut être effectuée de manière covalente 

ou par l’intermédiaire de méthode de capture non covalente telle que l’utilisation de biotine, de 

tag polyhistidine, etc. Dans le cadre de sélection sur support solide, l’utilisation de différentes 

conditions expérimentales peut drastiquement influencer les résultats de sélection208,235. En 

effet, les conditions de lavages (composition des tampons, stringence des lavages) ainsi que 

l’utilisation de détergent peuvent jouer un rôle non négligeable dans les résultats obtenus.  

Les supports solides et les groupes moléculaires d’accrochage utilisés peuvent également 

amener de l’interaction non spécifique avec d’éventuels ligands, augmentant le niveau du 

signal-sur-bruit de la sélection et entravant la discrimination entre les artefacts et les vraies 

touches236. Afin de prévenir de tels artefacts il est routinier d’utiliser des agents de blocage des 

interactions non-spécifiques tel que l’ADN génomique (sperme de Saumon), du sérum 

d’albumine bovin, de la biotine ou encore de l’imidazole.  
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Malgré les désavantages mentionnés auparavant, les sélections par affinité sur phase solide 

restent une méthode de choix, dans leur simplicité méthodologique, pour l’identification de 

touches obtenues dans le cadre de campagne de criblage de librairie combinatoire encodée.  

Idéalement, les expériences d’affinité sur support solide devraient laisser leur place à des 

expériences de sélections en solution afin d’éviter bon nombre d’effets indésirables et 

potentiellement non contrôlés. L’équipe de D. Liu décrit en 2010 une méthode d’identification 

de ligands encodés par l’ADN via l’utilisation de protéines marquées par une séquence 

oligonucléotidique de référence. Cette technique est connue sous le nom de PCR par 

interaction dépendante (en. interaction-dependent PCR, IDPCR)237. Dans cette technique, la 

librairie combinatoire est encodée par un ADN simple brin capable de reconnaitre par 

complémentarité une séquence oligonucléotidique couplée de manière covalente à la protéine 

d’intérêt. Ce marquage protéique à un double intérêt, le premier étant de stabiliser l’interaction 

protéine-ligand et le second étant de servir d’amorce à l’amplification par PCR des meilleurs 

ligands présents au sein de la librairie238 (Figure 43, C.). Quelques années après l’apparition 

de cette première technique de sélection en solution, le même groupe a mis au point une 

méthodologie appelée détermination d’interaction par utilisation de protéines non purifiées (en. 

Interaction determination using unpurified proteins, IDUP)239 qui est une extension de la 

technique IDPCR. Cette nouvelle technique a permis l’identification de ligands issus de 

librairies encodée au sein d’un mélange complexe de protéines, dans un lysat cellulaire. En 

effet, au lieu d’attacher un oligonucléotide à une protéine d’intérêt afin d’affiner l’interaction 

protéine-ligand, le groupe de D. Liu a couplé de manière covalente la librairie d’ADN à un 

anticorps ou une protéine de fusion portant le marquage SNAP (en. SNAP-tag) permettant 

ainsi de cibler spécifiquement certaines protéines d’intérêts au sein du lysat cellulaire. Une 

autre méthodologie du groupe de D. Liu a également date puisqu’elle ne nécessite ni 

préimmobilisation de la cible ni prémarquage, c’est le marquage par photoaffinité d’ADN 

programmé (en. DNA-programmed photoaffinity labeling, DPAL)240–242 (Figure 43, D.). Dans 

cette méthode, une librairie de molécules encodée par de l’ADN simple brin est appariée avec 

une séquence d’oligonucléotide préalablement couplée à un groupement photo-réactif afin de 

former un hétéroduplexe d’ADN stable. En présence de la protéine d’intérêt et après 

irradiation, les ligands les plus affins seront capturés sur la cible par une réaction de photo-

réticulation (en. photo-crosslinking).  

 

Figure 43 : Méthodes de DEL dont les expériences in vitro de sélections peuvent être effectuées en solution — 

IDPCR (C.), IDUP, DPAL (D.). Figure issue de la review de A. Gironda-Martinez228. 
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De nombreuses approches de sélections sur support solide ou en solution ont été décrites à 

ce jour permettant l’isolation de nombreuses molécules d’intérêts contre différentes cibles 

principales d’origines protéiques. En revanche, certaines limitations concernant ces cibles sont 

à considérer. En effet, dans les conditions d’expérimentations, il est parfois compliqué d’isoler 

une cible dans sa conformation d’origine voire même de la stabiliser. De plus, certaines cibles 

peuvent perdre les activités biologiques en dehors de leurs conditions cellulaires. Compte tenu 

de ces considérations, plusieurs groupes se sont intéressés à l’exécution de sélection de 

librairies encodées au sein d’environnement naturel. En 2015, les scientifiques de 

GlaxoSmithKline (GSK) ont décrit la première campagne de criblage de près de 15 milliards 

de molécules encodées contre des cellules surexprimant le récepteur de la tachykinine 

(neurokinin-3 ou NK3) au niveau de leur membrane243. Des optimisations de sélections, 

permettant notamment d’éviter des interactions non spécifiques et l’internalisation des 

molécules, ont ainsi permis l’identification de différents agonistes, comparable en terme 

d’efficacité et de spécificité à des ligands connus de la littérature. D’autres groupes, dont celui 

de C. Krusemark, ont reporté des sélections de librairies encodées en milieu cellulaire. Dans 

son travail de 2 019 244, le groupe de C. Krusemark a criblé une librairie encodée de 96 peptides 

(cycliques) de pénétration cellulaire (en. cell-penetrating peptide, CPP)245 capable d’interagir 

avec des protéines membranaires et des protéines cytosoliques. L’interaction spécifique entre 

les CPP et les cibles d’intérêts a été fixée par une réaction chimique de photo-réticulation, 

comme exposé en (Figure 43, D.).  

En 2021, le groupe de X. Li a améliorer les performances de la sélection de librairies encodées 

en milieu cellulaire en utilisant les travaux de sélection en solution décrite par D. Liu237. En 

effet, ce groupe à montrer la possibilité de fonctionnaliser des protéines membranaires par 

une séquence ADN simple brin. Ce marquage, servant également de guide, a permis 

l’hybridation spécifique des membres de la librairie encodée et l’augmentation de la 

concentration locale de librairie encodée à proximité de la cellule. Le groupe a ainsi pu mettre 

en évidence des ligands spécifiques après plusieurs étapes de lavages, récupération des 

ligands encodée, amplification de l’ADN code-barre et séquençage.  

Encore plus récemment, la société Vipergen a décrit une nouvelle technologie de criblage à 

haut-débit en milieu cellulaire. Cette nouvelle méthodologie de criblage utilise des oocytes de 

grenouilles afin d’exprimer de manière spécifique les protéines d’intérêts dans le cytosol de la 

cellule. Largement plus grand qu’une cellule somatique normale (100 000 fois), l’utilisation 

d’oocytes (présentant un volume approximant les 1µL) permet l’injection directe d’une librairie 

encodée de 194 millions de membres en s’affranchissant des problèmes liés à la pénétration 

des composés de la librairie au sein de criblage in vivo246. L’injection de composés encodés 

au sein de ce système cellulaire entraine la liaison des membres de la librairie sur la protéine 

d’intérêt, spécialement exprimée au sein de l’oocyte, mais également des liaisons non 

souhaitées aux protéines endogènes de la cellule. Afin de dépasser cette limitation, le groupe 

a fusionné à la protéine d’intérêt une petite protéine nommée prey. L’avantage de prey est de 

reconnaitre spécifiquement une molécule appelée bait [3-(cyclooctylamino)-2,5,6-trifluoro-4-

((2-hydroxyethyl)sulfonyl)benzenesul fonamide] installée sur une séquence ADN. L’objectif du 
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complexe bait – prey est d’assurer uniquement l’amplification de ligands de la librairie 

interagissant avec la cible d’intérêt.  

Quelles que soient les méthodes de sélections utilisées, la détermination des performances 

de sélection par affinité peut être quantifiée. En effet, les éluats obtenus post-sélection sont 

composés des entités chimiques les plus affines pour la cible ainsi que des code-barres ADN 

propre à chaque molécule éluée. Il est alors possible d’utiliser une méthodologie 

d’amplification d’ADN afin de quantifier la performance individuelle des méthodes de 

sélections.  

Section 2.2.2 : Amplification des code-barres ADN. 

L’amplification de fragments d’ADN in vitro est réalisée par une méthode dite de 

polymérisation en chaîne (en. Polymerase Chain Reaction, PCR). Cette technique permet 

d’obtenir une quantité importante d’ADN spécifiques et repose sur la réplication d’une matrice 

d’ADN double brin. On peut décomposer l’amplification d’une séquence d’ADN sous forme de 

trois phases (Figure 44) : 

• La première phase est une étape de dénaturation de l’ADN double brin en un couple 

de séquence simple brin. Cette étape de séparation est généralement effectuée à 

haute température (95°C) afin d’obtenir une dissociation complète des deux brins.  

• Après séparation, deux amorces de quelques nucléotides de long sont ajoutées en 

large excès au milieu. En effet, la première amorce va être spécifiquement 

complémentaire d’une séquence présente sur le brin direct (5’ vers 3’) de l’ADN 

dénaturé alors que la seconde va reconnaitre le brin indirect (3’ vers 5’). Cette phase 

de fixation du couple d’amorces est appelée la phase d’hybridation.  

La température d’hybridation des amorces dépendra directement de la composition en 

bases des amorces. Pour des amorces inférieures à 30 nucléotides, il est possible 

d’utiliser la formule suivante pour calculer leur température d’hybridation :  

T° hybridation (°C) = 2 (A+T) + 4 (G+C), où A, T, G et C représentent respectivement le 

nombre de chacune des bases au sein de la séquence de l’amorce.  

• Après hybridation des amorces, le processus d’amplification continue par une phase 

dite d’élongation. Durant cette phase d’extension des amorces, les brins 

complémentaires aux deux séquences d’ADN simple brin vont être synthétisés. 

L’allongement des séquences d’ADN simple brin est permise par l’intervention d’une 

enzyme qui catalyse l’incorporation des nucléotides lors de la synthèse, la Taq 

polymérase (à noter que d’autres types de polymérase peuvent être utilisés et ne 

seront pas détaillés ici). Extraite de la bactérie Thermus aquaticus, un microorganisme 

thermophile à Gram négatif, cette ADN polymérase thermostable présente une activité 

polymérase de 5’ vers 3’ ainsi qu’une activité exonucléase de 5’ vers 3’. En revanche, 

aucune activité exonucléase n’est possible de 3’ vers 5’. Ceci implique que la correction 

d’erreur liée à de mauvais appariements n’est pas possible. Malgré tout, le Taq 
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polymérase présente un faible taux de mauvaise incorporation puisque cette valeur est 

estimée à 1 pour 10 000 bases. Afin que l’activité polymérase puisse être à sa capacité 

maximale, une température de 68 à 72°C doit être appliquée, permettant ainsi un taux 

d’incorporation de 2 à 4 kilobases par minute.   

 

Figure 44 : Principe général de l’amplification de fragment d’ADN par la méthode de Polymerase Chain Reaction. 

Une réalisation d’un cycle complet de PCR le milieu est en présence de deux copies du 

fragment d’ADN de départ. Ainsi, par itération successive de cycle d’amplification, le nombre 

de copies d’ADN est directement égal à 2n, ou « n » est le nombre de cycles d’amplification 

effectué.  

L’aboutissement d’un cycle de PCR nécessite des variations ponctuelles et précises de 

températures. Le thermocycleur est un appareil classique de PCR capable d’être programmé 

afin de délivrer une température donnée pendant une durée déterminée par l’expérimentateur. 

Une expérimentation sur thermocycleur est généralement rapide puisqu’il ne faut que 

quelques heures (2 à 3 heures) pour réaliser une PCR avec 30 cycles d’amplification (soit 

l’obtention de 230 molécules d’ADN).  

L’augmentation de la quantité d’ADN lors d’une amplification par un thermocycleur peut 

également être scindée en trois phases : une phase exponentielle, une phase transitoire et 

une phase stationnaire (Figure 45). Lors de la phase exponentielle, les nucléotides sont 

rapidement consommés pour faire face à une augmentation croissante de la quantité d’ADN. 

Lors de la phase transitoire, l’efficacité de l’amplification diminue fortement due à l’épuisement 

relatif du milieu réactionnel. Enfin, lorsque tout le milieu réactionnel est consommé et que 

l’ADN n’est plus amplifiable on atteint la phase dite stationnaire.  
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Figure 45 : Phases discernées lors de l’amplification d’ADN par Polymerase Chain Reaction. 

L’analyse des résultats d’amplification et la quantification des échantillons sont généralement 

effectuées à la fin du processus d’amplification, c’est-à-dire lorsque les échantillons se 

trouvent en phase stationnaire. L’analyse en point final présente néanmoins l’inconvénient de 

ne pas être quantitative. En effet, la détermination de la quantité d’ADN obtenue au sein de 

plusieurs échantillons sera sensiblement la même à partir du moment où chaque échantillon 

a atteint sa phase stationnaire. Par conséquent, s’il est admis que l’efficacité de l’amplification 

est la même quelques soit l’échantillon considéré, il ne sera pas possible de distinguer les 

échantillons ou l’ADN matrice au début de l’expérience était présente en plus grosse ou plus 

faible quantité. L’analyse en point final n’est ainsi nullement appropriée pour la détermination 

d’ADN dans un échantillon.  

Néanmoins, si l’on souhaite utiliser la PCR comme méthode de choix pour la quantification 

d’ADN dans un échantillon, il est nécessaire d’analyser l’amplification de l’ADN lorsqu’il se 

trouve dans la première phase de l’amplification, c’est-à-dire dans sa phase exponentielle. 

Pour ce faire, il est souhaitable de déterminer la quantité d’ADN produite par la réaction de 

PCR après chaque cycle d’amplification. Une possibilité est d’ajouter au milieu réactionnel un 

agent fluorescent intercalant de l’ADN. Cet agent doit avoir des propriétés de fluorescence 

différente suivant s’il est en interaction avec un ADN double brin ou libre dans la solution. Un 

de ces agents grandement utilisés en PCR est une cyanine asymétrique connue sous le nom 

de SYBR Green. La quantité de SYBR Green intercalée dans le double brin d’ADN est 

directement proportionnelle à la quantité et la longueur de la double hélice présente dans la 

solution. Ainsi, la mesure de la fluorescence permet de rendre compte de la quantité d’ADN 

présents en solution à chaque moment.  
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Figure 46 : Visualisation de la progression de l’amplification à l’aide du marqueur fluorescent, le SYBR Green. 

Image tirée du site de l’institut Agro de Montpellier. 

Les appareils capables de faire de la PCR dite quantitative en temps réel sont des 

thermocycleurs possèdent la capacité de quantifier la fluorescence in situ des échantillons à 

la fin de chaque cycle d’amplification. Il est alors possible de tracer des courbes d’amplification 

afin de définir les phases d’exponentielles, transitoires et stationnaires (Figure 46).  

Section 2.2.3 : Séquençage des code-barres ADN. 

Une fois les code-barres ADN amplifiés par PCR, l’objectif est de connaitre la séquence 

précise des nucléotides composant l’ADN afin d’en déduire l’identité des composés chimiques 

sélectionnés ainsi que la valeur d’enrichissement de ces molécules après un processus de 

sélection. Cette étape de séquençage des ADN code-barres est une étape cruciale dans la 

technologie d’encodage de librairie chimique par l’ADN.  

Les premières librairies chimiques encodées par l’ADN étaient composées de quelques 

centaines de composés et les code-barres étaient décodés par des technologies de puces à 

ADN (en. DNA-microarray), par amplification bactérienne ou par séquençage classique selon 

la méthode de Sanger200,203,206,247. Avec l’apparition et la génération de nouvelles méthodes de 

séquençage à haut-débit, telles que la technologie 454 ou le séquençage Illumina, de librairies 

plus imposantes ont pu être synthétisées au vu d’être séquencées.  

La technologie Roche/454, développée par la société Roche Diagnostics et introduit 

commercialement en 2004, est une technologie mêlant une première étape de PCR en 

émulsion puis une deuxième étape de pyroséquençage.  

Dans cette approche, la librairie d’ADN simple brin est préparée en incorporant deux 

adaptateurs 454 aux fragments d’ADN, un en 3’ et l’autre en 5’. La librairie est ensuite incubée 

avec des billes d’agarose préalablement fonctionnalisées par les séquences complémentaires 

des adaptateurs 454. Chaque bille est ainsi associée à un fragment d’ADN unique. Les 

complexes fragments-billes sont ensuite isolés individuellement dans des micelles 

(microréacteurs) contenant les réactifs de PCR par émulsion en milieu hétérogène huile : eau. 

Le cyclage thermique des micelles (i. e la PCR en émulsion) produit ainsi plusieurs millions de 

copies de chaque fragment d’ADN à la surface de chaque bille. Les molécules uniques 

amplifiées sont ensuite séquencées en masse. Pour ce faire, les billes sont déposées sur une 

plaque PTP (en. Pico Titer Plate). Chacun bille prise séparément est alors insérée dans un 

des milliers de puits présents sur la plaque, permettant ainsi de fournir un emplacement fixe 

au suivi de chaque séquençage.  
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Les enzymes catalysant les étapes de réaction de pyroséquençage sont ensuite ajoutées au 

PTP. Les nucléotides, eux, vont être ajoutés les uns après les autres dans chaque 

microréacteur. L’incorporation du nucléotide va envoyer un signal chimie luminescent qui va 

différer suivant la nature du nucléotide (A, T, G ou C). Une caméra positionnée en face du 

PTP enregistre l’émission de luminescence de chaque puits, permettant ainsi, après traitement 

des données, de remonter à la séquence de l’ADN amplifié.   

Cette technologie a été utilisée à plusieurs reprise lors de séquençage de code-barre ADN 

issus de librairies encodée204,205,248. En revanche, alors qu’il est nécessaire d’utiliser une 

plaque PTP entière pour une librairie de plus d’un million de séquences à code-barre 

unique205,248,249, l’utilisation de la technologie 454 pour des librairies présentant plus grande 

s’avère couteuse et peut ainsi devenir un facteur limitant à l’utilisation de cette méthode de 

séquençage202,213.  

La technologie de séquençage Illumina (Figure 47) utilise l’approche de séquençage par 

synthèse (en. sequencing-by-synthesis) où les nucléotides (dNTP) ainsi que l’ADN 

polymérase sont ajoutés simultanément sur les lignes fluidiques afin d’être incorporés.  

De manière similaire à la méthode Roche/454, la librairie d’ADN double brin utilisée doit être 

encodé par des adaptateurs Illumina de chaque côté. Après dénaturation, les ADN simples 

brins sont hybridés aléatoirement sur une surface solide, également appelée Flow-cell, 

composés de lamelles de verre comportant des lignes fluidiques ou s’effectue la chimie du 

séquençage. Une fois hybridé avec un des adaptateurs présents sur la flow-cell, le brin 

complémentaire de l’ADN simple brin va être synthétisé.  

La synthèse de ce brin complémentaire va se faire en plusieurs étapes successives. En effet, 

les dNTP utilisés porte un marquage fluorescence unique a chaque base ainsi qu’un 

groupement 3’ — OH chimiquement inerte, c’est-à-dire protégé. Cette protection permet ainsi 

d’enregistrer une incorporation unique à chacune des séquences présentes sur la flow-cell. 

Les dNTP n’ayant pas réagi ainsi que l’ADN polymérase en excès sont retirés de la flow-cell 

par des lavages successifs. L’ajout d’un tampon d’analyse (en. scan buffer) est ensuite ajouté 

afin que le système optique de détection de fluorescence puisse enregistrer l’incorporation du 

nucléotide à chaque position de la flow-cell. Après imagerie complète de la plaque, des entités 

chimiques capables de cliver les marqueurs fluorescents ainsi que de déprotéger le 

groupement hydroxyle en 3’ sont ajoutées sur la flow-cell. Après dernier lavage, la plaque ainsi 

prête pour l’ajout de nouveaux dNTP ainsi que de l’ADN polymérase pour l’incorporation 

fluorescente du nucléotide suivant250.  

Par ce processus itératif d’incorporation de nucléotide et d’imagerie, il est possible de suivre 

la synthèse du brin complémentaire à l’ADN matrice simple brin. Celui-ci est ensuite dénaturé 

afin que l’extrémité du brin complémentaire néo-synthétisé puisse former un pont (en. bridge 

amplification) avec le deuxième adaptateur présent sur la flow-cell. La synthèse du brin 

matriciel va alors permettre l’obtention de deux brins attachés de façon covalente à la cellule 

de flux. Cette série d’étapes va être perpétuée selon convenance de l’utilisateur afin de 
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générer des clusters de fragments identiques. Le séquençage est alors effectué à chaque 

amplification d’ADN simple brin.  

 

Figure 47 : Schéma explicatif de la technologie de séquençage Illumina. Image tirée du livre « Next generation 

Sequencing – Advances, Applications and Challenges » - Chapitre 2251. 

Le séquençage Illumina de librairie encodée par l’ADN a également été grandement décrit 

dans la littérature204,205,252. La comparaison entre les deux méthodes de séquençage à haut-

débit a finalement été réalisée par le groupe de D. Neri en 2 010 252. L’étude, menée sur une 

librairie encodée de 4000 composés, montre que les profils d’enrichissement obtenus sont 

similaires, quelle que soit la méthodologie considérée. Il est néanmoins à noter que l’utilisation 

du séquençage Illumina permet le décodage de librairie de plus d’un million de composés, 

permettant l’application générale de ce séquençage à des librairies de tailles variables.  

Le traitement informatique des événements enregistrés lors du séquençage permet ainsi 

d’identifier la fréquence (i. e, le nombre de fois que la séquence d’ADN code-barre est lu lors 

d’une expérience de séquençage à haut-débit) d’un membre de la librairie au sein même de 

celle-ci, avant ou après l’application de processus de sélections par affinité. L’application de 

filtres aux fréquences enregistrées permet la visualisation des meilleures molécules au sein 

d’une expérimentation (i. e, les composés les plus enrichis après une procédure de sélection). 

In fine, le volume considérable d’information structure-activité obtenue permet, au-delà de la 

molécule unique, d’identifier des groupes moléculaires favorables à l’interaction ainsi que des 

familles de ligands. Parallèlement, la spécificité des composés identifiée peut être identifiée 

grâce à de multiples sélections contrôles. 
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Section 2.2.4 : Resynthèse des touches et études d’interactions. 

L’ADN est un précieux marquage pour l’encodage et le décodage de librairies chimiques. 

Toutefois, il est désirable de caractériser les ligands identifiés par sélections de DEL en 

l’absence de leur code-barre ADN.  

Dans la plupart des cas, la confirmation des touches sélectionnées lors d’un processus de 

sélection passe par la resynthèse des composés les plus enrichies sans leur code-barre ADN. 

Après resynthèse, la caractérisation des propriétés d’association contre une, ou plusieurs, 

cible d’intérêt est effectuée par l’intermédiaire d’essais biochimiques et/ou biophysiques. La 

synthèse et la purification de molécules organiques peuvent parfois s’avérer compliquées 

suivant la structure des composés et le nombre de molécules sélectionnées à resynthétiser.  

Les cibles étudiées peuvent elles aussi être un problème lors de mesure, par exemple, de 

constante d’affinité. En effet, si la structure de la cible n’est pas maintenue lors de l’analyse, si 

l’activité de la cible est perdue suite à l’immobilisation sur un support solide, alors les 

caractérisations biophysiques peuvent présenter des difficultés. Dans ce genre de cas, il est 

souvent recommandé de synthétiser les molécules sélectionnées en fonctionnalisant non plus 

la molécule par un ADN code-barre mais bien par un marqueur fluorescent. Ceci permet ainsi 

l’utilisation de la molécule au sein d’expériences de polarisation de fluorescence par 

exemple204.  

Dans certain cas, il est pratique faire la synthèse d’une molécule sélectionnée en présence de 

son code-barre ADN253,254. En effet, l’équipe de G. Zimmermann a décrit des méthodes de 

resynthèse de molécules basées sur l’hybridation de conjugués oligonucléotidiques avec des 

brins fonctionnalisés par un fluorophore ou encore une autre diversité chimique (Figure 48).   

 

Figure 48 : Méthodes de resynthèses de composés issus de DEL en fonction de la stratégie Single — ou Dual-

pharmacophore195. 

L’avantage de la resynthèse en présence d’ADN (code-barre) est que les étapes de synthèses 

sont connues et découlent des étapes de construction de la librairie chimiquement encodée. 

De plus, la présence de séquences oligonucléotidiques facilite la purification des conjugués 

ainsi que leur caractérisation par spectrométrie de masse notamment.  
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Sous-partie 2.3 : De la touche au candidat médicament 

L’utilisation de différentes méthodologies d’encodage par l’ADN couplé aux concepts de 

sélection, d’amplification et de séquençage décrits plus haut dans ce manuscrit ont permis à 

de nombreux groupes de faire émerger des molécules à haute affinité pour de larges gammes 

de protéines d’intérêts pharmaceutiques208,243,255–257,257–268,268,269 ainsi que des cibles 

nucléiques188,270.  

En considérant la synthèse des librairies combinatoires encodées de ces vingt dernières 

années, il est possible de noter deux tendances générales concernant la diversité des ligands 

encodés. La première tendance est la synthèse de composés drug-like respectant les règles 

de Lipinski (en. Lipinski’s rule of five¸ RO5271,272). De manière générale, les librairies décrites 

dans la littérature présentent deux ou trois diversités chimiques. Parmi celles-ci, seule une 

voire deux entités chimiques contribue à la reconnaissance par la cible. Ainsi, même si la 

somme de toutes les entités chimiques présentes sur une molécule dépasse les 500 Da, les 

entités chimiques prises indépendamment ne dépassent pas les RO5. En effet, les ligands 

possédant généralement deux fragments présentent une masse moyenne par fragment 

légèrement supérieur à 200 Da, alors que les ligands présentant trois fragments présentent 

une masse moyenne en dessous de 160 Da par fragment chimique255,273,274.  

La deuxième tendance générale dans la synthèse de ligands encodés est bien évidemment la 

synthèse de ligands ne respectant pas les RO5 décrites par Lipinski. Parmi les molécules 

décrites on retrouve notamment la synthèse de macrocycle (d’origine peptidique ou de 

produits naturels) capable de facilité les évènements de reconnaissance avec certaines cibles 

dus à large surface généralement plane268,269,275,276.  

Dans le tableau 2, une liste non-exhaustive de ligands identifiés contre des cibles protéiques 

(Kinases, Aminotransferases, Phosphatases, récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), 

facteurs de transcription, interaction protéine-protéine) et acides nucléiques est présentée. À 

ce jour, 5 composés issus des technologies de sélection DEL sont en phases cliniques.  

  

https://www.biopharmatrend.com/post/126-a-market-review-of-dna-encoded-libraries-technology-in-drug-discovery/


81 
 

Tableau 2 : Tableau illustratif des composés marquants ciblant des protéines ou des acides nucléiques issus de 

campagnes de librairies combinatoires encodées. 

Cible Famille Nom/Molécule Caractéristiques 

Protéique 
Kinase 

(p38 MAPK 
inhibitor)  

VPC00628 

Vipergen258 
DEL 

: YoctoReactor/ 12.6 M 
IC50 = 7 nM 

Protéique 
Kinase 

(p38 MAPK 
inhibitor) 

 

Praecis Pharmaceuticals 
(GSK)202 

DEL: DNA recorded/ 800 M 
IC50 ≤ 7 nM 

Protéique 
Kinase  

(BKT inhibitor) 

 

X-Chem277 
DEL: DNA recorded / 110 M 

IC50 = 0.55 nM 

Protéique 
Aminotransferase 
(BCAT inhibitor) 

 

GSK278 
DEL: DNA recorded/ 117 M 

IC50 = 251 nM 

Protéique 
Phosphatase 

(Wip1 inhibitor) 
 

GSK202 
DEL: DNA recorded/ 800 M 

IC50 = 13 nM 

Protéique 

RCPG 
(β2-adrenergic 

allosteric 
inhibitor)  

Lefkowitz group 
/Nuevolution279 

DEL: DNA recorded/ 190 M 
Kd = 1.7 µM 

Protéique 
RCPG 

(PAR2 antagonist) 
 

X-Chem/AstraZeneca280,281 
DEL: DNA recorded/ 7.1 M 

IC50 = 90 nM 

Protéique 

Interaction 
protéine/protéine 

(PPI) 
(XIAP antogonist) 

 

Ensemble/Bristol-Myers 
Squibb282 

DEL: DNA directed 
chemistry/ 160 K 

IC50 = 24 nM 

Protéique 

Facteur de 
transcription  

(Bromodomain 
ATAD2 inhibitor)  

Optimized hit from DEL campaign 

Bayer/X-Chem/Edelris283 
DEL: DNA recorded / 110 M 

IC50 = 157 nM 
Kd = 115 nM 

Nucléique 
G-quadruplexe  

(c-Myc G4) 
 

 

X- Chem188 
DEL: DNA recorded / 218 M 

Kd = 1 µM 
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Partie 3 : Projet de thèse. 

 Près de trois décénnies après sa conceptualisation en 1992, la synthèse de 

bibliothèques chimiques encodées par l’ADN (DEL) est devenue une technologie de choix 

pour l’identification de pharmacophores d’intérêts dans la découverte de candidats 

médicaments. Cette technique innovante permet la synthèse, le criblage et l’analyse rapide et 

économique de collections de composés encodés contre des cibles biologiques via l’utilisation 

de techniques de chimie combinatoire, de biologie moléculaire et de séquençage à haut-débit. 

Depuis une vingtaine d’années, le nombre de publications scientifiques illustrant l’utilisation 

efficace de DEL au sein de campagnes d’identifications de hits n’a cessé d’augmenter. Cette 

technique de drug discovery, largement répandue au sein de groupe pharmaceutique (GSK, 

Sanofi, etc.) mais également au cœur des laboratoires de recherches publiques, est 

aujourd’hui principalement utilisée et largement documentée pour le ciblage de protéines 

d’intérêts. À la date d’écriture de ce manuscrit, le ciblage de structures d’acides nucléiques 

par la technologie DEL reste très largement inexploré. Seule, la compagnie X-Chem 

Pharmaceuticals188 (2019) a montré qu’il était possible de réutiliser des DELs préalablement 

conçues (i.e synthétisées dans le cadre de campagnes d’identification contre diverses cibles 

protéiques) afin d’identifier de petites molécules capables de cibler des structures G-

quadruplex.  

Ainsi, ce projet de thèse a pour objectif d’initier la conception de librairies de ligands 

chimiques encodées par l’ADN spécialement dédiées à la reconnaissance spécifique de 

structures d’acides nucléiques et en particulier d’ADN G-quadruplex. Cette réalisation 

sans précédent a donc également pour but de démontrer que la technologie DEL peut être 

étendue à un champ nouveau de cibles d’intérêts biologiques et thérapeutiques.   

Au cours de cette thèse deux librairies spécifiques aux structures G-quadruplex, appelées 

DEL1 et DEL2, ont été synthétisées. Ces librairies ont été choisies à la fois pour leur pertinence 

vis-à-vis des cibles G4, mais également pour la faisabilité de leur assemblage. La librairie 

DEL1 a notamment était conçue afin de contenir des molécules présentant une forte 

probabilité d’affinité pour les structures G-quadruplex et ceux afin d’augmenter les chances de 

succès lors des premières campagnes de sélection. Cette première librairie a ainsi été conçue 

à partir de certains motifs (poly)hétéroaromatiques déjà connus dans la littérature pour leurs 

propriétés d’associations avec les séquences G-quadruplex. Parmi ces motifs il est possible 

de citer la Phénanthroline (PDC3) ou encore la Pyridostatine (PDS). Afin d’améliorer leurs 

propriétés de reconnaissance des structures G-quadruplex, ces motifs (BB3 ; Figure 49) ont 

été associés à des éléments de reconnaissances d’origine peptidique (BB1 et BB4 ; Figure 

49) dont l’objectif attendu est d’effectuer des interactions complémentaires avec les boucles 

et/ou les sillons des structures G-quadruplex. L’association des trois entités chimiques (BB1, 

BB3 et BB4) est réalisée par l’intermédiaire d’un cœur trifonctionnel (BB2 ; Figure 49) et 

permet ainsi d’obtenir une librairie de 190 440 composés distincts (Figure 49).  
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Figure 49 : Mode de construction de la DEL1 – Formation de 190 440 composés uniques. 

Dans un deuxième temps, une seconde librairie encodée (DEL2) a été assemblée. Cette 

librairie est également composée de fragments susceptibles d’interagir avec les G-quadruplex 

mais ne contient pas les motifs hétéroaromatiques π-stacker de plus haute affinité pour les 

tétrades de guanine, et ce afin d’explorer d’autres modes possibles d’interactions. Cette 

librairie est alors formée par l’assemblage itératif de séquences pentapeptidiques (BB1 et 

BB4 ; Figure 50), de motifs poly- et macrocycliques trifonctionnels (BB2 ; Figure 50) et de 

motifs chimiques additionnels (BB3 ; Figure 50) d’une grande variété. La DEL2, composé de 

696 200 ligands encodés uniques, dispose de toutes les fonctions pouvant permettre la 

reconnaissance de structures G-quadruplex (Figure 50).  

 

Figure 50 : Mode de construction de la DEL2 – Formation de 696 200 composés uniques. 

À partir des librairies DEL1 et DEL2, le projet a consisté à mettre en place des processus de 

sélection in vitro par affinité afin de sélectionner les composés les plus affins et les plus 

spécifiques des structures G-quadruplex. Parmi les cibles majoritaires, on retrouve les ADN 

G-quadruplex des séquences promotrices d’oncogènes (Myc, Kit) et des séquences 

télomériques humaines (wtTel26, 22CTA). La technologie DEL et la mise en place de sélection 

en parallèle pourraient également permettre de partir à la recherche de ligands présentant une 

certaine spécificité pour un G-quadruplex en particulier, ce qui consiste un des objectifs 

d’actualité dans le domaine. Ainsi, en parallèle des sélections par affinités, des expériences 

de compétitions entre différentes structures G-quadruplex ont également été réalisées. 
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L’identité des ligands isolés par ces processus de sélections par affinité a ensuite été élucidée 

par séquençage à haut-débit. Au-delà d’un simple classement, les données considérables 

obtenues par séquençage nous ont permis de définir des tendances et des profils communs à 

certaines familles de ligands reconnaissant particulièrement certaines structures G-

quadruplex.  

Enfin, une fois resynthétisés sans codes-barres ADN, les ligands les plus prometteurs et des 

molécules contrôles ont pu être évalué en s’appuyant sur des méthodes biophysiques 

largement décrites dans la littérature afin de décrire l’interaction entre les G-quadruplex et 

leurs ligands.  

Les résultats obtenus au cours de ces différents processus se sont montrés robustes, 

répétables et permettent de confirmer la validité de l’approche DEL pour le ciblage des G4. 

Ces travaux sont décrits en détail au sein des trois chapitres qui poursuivent ce manuscrit.  
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Chapitre 2 — Assemblage de librairies combinatoires encodées par l’ADN ciblant l’ADN G-

quadruplex.  

Partie 1 : Conception et synthèse de la première génération de ligands encodés par l’ADN. 

 Préambule. 

 Au cours de cette thèse, les librairies combinatoires ciblant les G-quadruplex ont été 

construites suivant la méthode de synthèse par enregistrement, aussi connu sous le nom de 

DNA encoded (voir Chapitre 1, partie 2, section 2.1.1, p65). Pour rappel, cette technique 

permet la synthèse d’une librairie chimique encodée où la partie chimique est attachée à la 

partie duplex d’ADN soit par l’intermédiaire d’un brin d’ADN, soit par l’intermédiaire de deux 

brins d’ADN. L’utilisation d’un ADN double brin au détriment de code-barres ADN simple brin 

s’explique par la nature plus inerte de l’hélice formée par l’ADN. En effet, les bases engagées 

par des liaisons hydrogène au sein de l’hélice sont moins susceptibles de subir des lésions 

potentiellement induites par la synthèse de la bibliothèque de composés chimiques. Il est 

également possible de postuler que l’ADN double brin sera moins susceptible de jouer un rôle, 

ou d’interférer, dans la liaison avec la cible lors des étapes de sélections.   

Dans le cas des deux librairies combinatoires DEL1 et DEL2 présentées dans ce manuscrit, 

respectivement pour la librairie de première et de deuxième génération, le précurseur utilisé 

afin de lier la partie chimique de la partie code-barre ADN est un espaceur bidirectionnel connu 

sous le nom d’Headpiece202,284,285. Ce précurseur est composé de deux simples brins d’ADN 

attachés de manière covalente par l’intermédiaire d’un espaceur chimique présentant une 

fonction amine primaire libre (Schéma 51). Les deux séquences simples brins, de 17 et 19 

bases respectivement, forment un duplex d’ADN dont l’extrémité 3’ du brin supérieur possède 

deux bases supplémentaires. La fonction amine libre permet d’étendre les diversités 

chimiques alors que l’extrémité non cohésive de l’ADN permet d’étiqueter chaque diversité via 

un code-barre ADN unique par ligation enzymatique.  

 

Figure 51 : Structure de l’espaceur bidirectionnel, l’Headpiece.  

Non seulement les nucléobases sont protégées des modifications chimiques au sein d’une 

structure duplex, mais l’apport réel de cet espaceur est de maintenir covalent les deux 

séquences simples brins. En effet, si les deux brins se dénaturent sous applications de 

conditions de synthèses dures, chaque brin unique peut se réhybrider avec son brin 

complémentaire dans des conditions favorables grâce à leur lien covalent. Ceci permet de 
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limiter des hybridations non contrôlées avec des brins étrangers et d’empêcher la perte de 

code-barres ADN.  

La volonté de former une bibliothèque de molécules encodées est corrélée au fait de pouvoir 

cribler la librairie contre une cible immobilisée. Il est donc important que l’ADN codant 

n’interfère pas dans l’interaction avec la cible. De plus, dans l’intérêt de fournir une plus grande 

distance entre la molécule et le code ADN, l’amine de l’Headpiece est étendue par une N-

Fmoc-N″-succinyl-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine arbitrairement appelée Extended (Ext) 

(Schéma 1).   

 

Schéma 1 : Distanciation de la partie chimie de l’ADN codant par couplage d’un espaceur N-Fmoc polyéthylène 

glycol (PEG) nommé N-Fmoc-Ext.  

L’incorporation du N-Fmoc-Ext sur l’Headpiece a été réalisée par couplage peptidique en 

présence de l’agent de couplage EDC, de l’agent d’activation HOAt et de la base NMM. S’en 

suit une étape d’élimination du groupement protecteur Fmoc en milieu aqueux contenant 10% 

de pipéridine. Après précipitation à l’éthanol et purification sur cartouche de purification en 

phase inverse (Glen-PakTM), l’Headpiece-Ext-NH2 a été aliquoté en grosse quantité et 

maintenu sec à -20°C.  

La stratégie d’encodage utilisée dans la stratégie DNA recorded est basée sur la ligation 

successive de petites séquences d’ADN double brin de 7 paires de bases (Figure 52). Ces 

séquences code-barres ont la particularité de présenter deux bases supplémentaires du côté 

3’ de chaque simple brin. Ces extrémités non-cohésives permettent la ligation itérative de 

code-barres utilisés pour chaque cycle de la librairie. Il est à noter que des exemples 

d’utilisation d’ADN double brin de longueur supérieure à 7 paires de bases ont également été 

documentées dans la littérature. L’avantage d’utiliser des séquences plus courtes est de 

pouvoir plus facilement séparer les code-barres de la librairie lors de processus de purification, 

par exemple, par HPLC.  

De manière générale, les code-barres ADN utilisés à chaque cycle de la librairie ont été 

achetés sous forme de simple brin chez un revendeur (Integrated DNA Technologies, IDT). 

Les séquences simples brins obtenues sous forme de solides lyophilisés en plaque 96-puits 

ont dû être hybridées avec les partenaires afin de former les code-barres ADN doubles brins 

souhaités. Chaque brin a été dissous à une concentration de 2 mM avant d’être combiné dans 

un ratio 1:1 au sein d’une plaque 96-puits. Ces plaques sont alors utilisées comme source 

d’ADN code-barre pour chaque cycle de ligation. Entre ces cycles, les plaques peuvent être 

stockées à -80°C. 
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Dans le processus d’encodage, l’ADN code-barre est ajouté à hauteur de 2 équivalents afin 

de s’assurer d’une ligation complète. Toutefois, l’utilisation de code-barres en excès dans le 

mélange réactionnel implique la présence d’ADN supplémentaires en fin de cycle. Leurs 

présences peuvent être problématiques dans la mesure où ils peuvent participer au processus 

de ligation du cycle suivant. Si cela était le cas, une chaine ADN dépourvu de diversité 

chimique grandirait par itération des processus de ligations. Plus la séquence ADN formée est 

grande, plus il est compliqué de la séparer des composants de la librairie combinatoire 

encodée d’intérêt. Diverses méthodes de purifications peuvent être appliquées pour pallier ce 

problème.  

Comme indiqué plus haut, la première molécule utilisée dans la formation de librairie encodée 

est l’Headpiece fonctionnalisée par l’extension Ext (Headpiece-Ext-NH2). Au-delà de ces 

particularités de maintien de l’ADN sous forme de duplex, l’Headpiece a également été conçue 

pour être point d’initiation des réactions de PCR, utilisées plus tard afin d’amplifier les touches 

obtenues de la librairie combinatoire après un processus de sélection. De manière similaire, 

une séquence terminatrice (en. closing primer, CP) commune à chaque membre de la librairie 

est attachée aux séquences code-barres à la toute fin du dernier cycle itératif de la librairie. 

Due à ces 27 paires de bases, la séquence terminatrice est utilisée afin d’encoder des 

informations supplémentaires, ce qui permet notamment de distinguer deux librairies 

combinatoires distinctes. Ces informations sont retrouvées au sein d’une région variable du 

CP désignée par X et plus globalement tout le schéma d’encodage des librairies DEL1 et DEL2 

présenté en Figure 52.  

 

Figure 52 : Stratégie d’encodage appliquée à la DEL1. Chaque segment d’ADN (T1 à T4) va être enzymatiquement 

lié à l’Headpiece de départ par l’intermédiaire des leurs extrémités non-cohésives en 3’. Les extrémités 5’, elles, 

exhibent un groupement phosphate libre. La région X des code-barres T1 à T4 représente des oligonucléotides 

non définis qui coderont pour les entités chimiques utilisées dans chaque cycle de synthèse. La séquence 

terminatrice (CP) contient une plus longue séquence parmi laquelle on retrouve les variables identifiables par le 

symbole X souligné (X).  

Même si un nombre important de ligases ont été documentées dans la littérature (Taq DNA 

ligase, T7 DNA ligase, E.coli DNA ligase), celle qui est préférentiellement utilisée par les 
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acteurs de l’approche DEL est l’ADN T4 ligase202. Cette ligase est référencée pour être 

particulièrement efficace dans l’incorporation de séquences portant des extrémités non-

cohésives286.  

Les expériences de ligations enzymatique ont été effectuées en parallèle dans un tube de 

microcentrifugation (1,5mL) par ajout successif d’Headpiece, d’un code-barre ADN, de l’ADN 

T4 ligase ainsi que du tampon de ligation. Après réaction sur la nuit à 16°C, la ligation 

enzymatique est généralement quantitative. Toutefois, il est important d’analyser chaque 

ligation afin d’évaluer son succès. Le meilleur moyen d’analyser une ligation d’ADN est de 

faire de l’électrophorèse en utilisant soit un gel de polyacrylamide soit un gel d’agarose. Dans 

le cadre de ce projet, l’analyse des ligations a été effectuée par gel d’agarose. En effet, les 

gels d’agarose sont globalement plus simples et plus rapides à mettre en œuvre.  

Avant d’initier l’assemblage des librairies DEL1 et DEL2, nous avons souhaité vérifier 

l’efficacité du schéma d’encodage proposé. La Figure 53 ci-dessous montre l’évolution de la 

taille de l’ADN duplex au fur et à mesure de l’incorporation des code-barres ADN, de 

l’Headpiece jusqu’au Closing primer.  

 

Figure 53 : Assemblage d’un code-barre ADN complet après quatre cycles de ligation (T1 à T4) et ajout du closing 

primer (CP). Augmentation croissante des masses moléculaires de la librairie après ligation enzymatique. Gel à 

5% d’agarose UltraPure (disponible commercialement) précoulé avec du GelRedTM.   

Migration à 90V pendant 2 h puis exposition à une lampe UV (GelDoc) pour caractérisation.   

Des purifications HPLC ou des filtrations sur membrane à exclusion de taille peuvent être 

utilisées pour éliminer l’excès de code-barres après chaque ligation comme nous verrons pour 

l’assemblage des DEL1 et DEL2. Cet assemblage de code-barres test a été séquencé avec 

succès, selon une procédure que nous verrons également plus loin dans ce manuscrit, validant 

l’approche globale d’encodage.  
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Après vérification de l’insertion individuelle des code-barres ADN par gel d’agarose à chaque 

cycle, c’est au tour des entités chimiques d’être insérées. Un des aspects remarquables à 

l’utilisation de librairie encodée est que la synthèse chimique peut être effectuée à partir 

d’entités disponibles commercialement. De plus, seuls quelques milligrammes de chaque 

produit suffisent à étendre la diversité chimique d’une librairie. Bien que le prix et la quantité 

disponible de toutes les entités chimiques puissent varier considérablement, une collection 

diversifiée de blocs de construction peut rapidement être collectée en achetant des quantités 

minimes à divers fournisseurs. 

Lors de la mise en place des stratégies de synthèses appliquées à une librairie combinatoire 

encodée, il est essentiel de considérer des réactions compatibles avec la présence d’ADN. 

Comme discuté précédemment, cette macromolécule est par nature soluble dans l’eau mais 

également sujette à dégradation en présence de conditions acides ou par application de 

températures extrêmes. Pour des réactions chimiques sur molécules d’ADN, il est ainsi 

nécessaire d’utiliser des conditions adaptées, généralement en milieu aqueux, ou tout au 

moins au sein de conditions hétérogènes organiques/aqueuses (DMSO, DMF ou DMA/H2O 

par exemple).  

Lorsque les entités chimiques sont à disposition et que les stratégies de synthèse en présence 

d’ADN sont en place, il est nécessaire de cribler un à un les blocs de construction afin 

d’optimiser leurs incorporations dans la librairie. Cette étape va permettre de mesurer 

individuellement l’efficacité de chaque réaction sur un système modèle. Dans le cas de la 

DEL1, les entités chimiques ont été testées sur l’espaceur bidirectionnel, l’Headpiece-Ext-NH2 

ou sur un analogue fonctionnalisé de manière adéquate. L’efficacité des synthèses a ensuite 

été déterminée par analyse UPLC-MS. Les entités présentant des rendements de synthèse 

satisfaisants (>60%) peuvent alors être utilisées au sein de la librairie combinatoire de 

molécules. Ces étapes de validation de blocs de construction sont chronophages mais 

néanmoins importantes et nécessaires au bon déroulement de la synthèse de la librairie.  

Sous-partie 1.1 : Composition, conception et validation des buildings blocks de la DEL1.  

 Comme indiqué précédemment, l’assemblage de la première librairie combinatoire 

encodée, DEL1, a été effectué par une stratégie DNA recorded. Cet assemblage itératif de 

code-barres ADN et d’entités chimiques à parmi l’obtention d’une librairie de près de 200 000 

composés uniques.  

La conception rationnelle de molécules capables d’interagir avec les tétrades externes (Figure 

54, A), les boucles (Figure 54, B) et les sillons (Figure 54, C) d’une structure G-quadruplex est 

particulièrement complexe. La plupart des ligands synthétisés jusqu’à présent sont 

principalement des ligands de tétrades ou des ligands de sillons. La DEL1 ambitionne de 

proposer des ligands peptido-organiques capable de pouvoir interagir avec les trois 

composantes des structures G-quadruplex dans le but d’augmenter l’affinité du ligand pour sa 

cible et pourquoi pas, d’augmenter la spécificité des ligands pour des structures G-quadruplex 

particulières.  
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Figure 54 : Représentation schématique des zones distinctes composant les structures G-quadruplex. A- Tétrades 

de guanines ou G-quartets. B-Boucles et C-Sillons des structures G-quadruplex. 

Les ligands décrits dans la cadre de la DEL1 portent en leur centre des motifs trifonctionnels 

d’origine peptidique (Figure 55, BB2) capable de relier en deux points des éléments de 

reconnaissances des acides nucléiques, à savoir des séquences peptidiques (Figure 55, BB1 

et BB4), ainsi que divers motifs hétérocycliques sélectionnés pour leurs affinités avec les 

motifs G-quadruplex (Figure 55, BB3).   

 

Figure 55 : Structure des ligands de la DEL1 par association de quatre buildings blocks.  

Les blocs de construction (en. building block, BB) utilisés lors du premier cycle de librairie 

encodée [Cycle 1] sont des séquences peptidiques de cinq acides aminés (Figure 56) dont la 

structure générale se présente sous la forme Fmoc-NH-GXXXG, ou X correspond à 6 des 20 

acides aminés protéinogéniques.  

 

Figure 56 : Structure générale des séquences pentapeptidiques DEL1 — [Cycle 1/4] retenues. 

X= R, G, P, A, L, F, W

BB1 & BB4
50 Fmoc-GXXXG-OH

Fmoc-GFRPG Fmoc-GLRPG Fmoc-GWRAG
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En effet, introduit dans la librairie afin d’interagir au sein des boucles et/ou avec les sillons des 

motifs G-quadruplex, il est nécessaire de considérer une séquence peptidique suffisamment 

étendue dans l’espace. L’introduction de glycine (G) de part et d’autre des séquences 

peptidiques permet à la fois de se prémunir de toutes formes de racémisations lors des 

couplages peptidiques mais également d’homogénéiser les réactions de couplages puisque 

celles-ci se feront toutes sur le même acide aminé. 

Initialement, le choix des acides aminés présents au sein de la séquence tripeptidique située 

entre les glycines s’est fait suivant plusieurs rationnels. Le premier a été de sélectionner les 

acides aminés les plus représentés dans l’interaction protéines/G-quadruplex, à savoir 

l’Arginine (R), le Tryptophane (W) ou encore la Phénylalanine (F). Dans un deuxième temps il 

était nécessaire de mettre de côté tous les acides aminés dont les chaines latérales sont 

susceptibles d’interférer avec la stratégie de synthèse sans protection choisie, à savoir la 

Lysine (K), l’acide Aspartique (D), l’acide Glutamique (E), la Sérine (S), la Thréonine (T), 

l’Asparagine (N), la Glutamine (Q), la Cystéine (C), la Méthionine (M) et enfin la Tyrosine (Y). 

Un équilibre entre hydrophilie et lipophilie et dans le choix des AA a été considéré. Enfin, afin 

de limiter les achats et les coûts, une limite de redondance des acides aminés hydrophobes a 

été considérée et ainsi la Valine (V) et l’Isoleucine (I) ont été exclues. Compte tenu de ces 

considérations, les séquences pentapeptidiques initialement étudiées étaient alors 

composées de 7 acides aminés distincts comprenant deux acides aminés chargés 

positivement, Arginine (R) – Histidine (H), quatre acides aminés hydrophobes, Alanine (A) – 

Leucine (L) – Phénylalanine (F) – Tryptophane (W) et l’unique acide aminé protéinogène 

cyclique, la proline (P). 

Un travail méthodologique de couplage des BB peptidiques a été réalisé sur l’Headpiece-Ext-

NH2 par le Dr. Yang SI, postdoctorante au laboratoire (2017-2018) à partir de 114 séquences 

pentapeptidiques acheté auprès de GenScript et comprenant les 7 acides aminés retenus. La 

stratégie de couplage utilisée a suivi celle mise au point pour l’élongation de l’Headpiece par 

l’espaceur N-Fmoc-Ext à savoir l’utilisation d’EDC en tant qu’agent de couplage, d’HOAt en 

tant qu’agent activateur et la NMM en tant que base. Les tests de validation sur 2 nmol 

d’Headpiece-Ext-NH2 ont montré que seuls 30% des séquences testées présentaient des 

rendements supérieurs à 30%. Un changement de base a alors été effectué et l’utilisation de 

DIPEA a permis de faire passer 44% des séquences à un rendement supérieur à 60%, soit 50 

séquences pentapeptidiques distinctes.   

Il est intéressant de noter que parmi les 114 pentapeptides testés, 36 d’entre elles contenaient 

l’acide aminé histidine (H). Lors de l’étape de validation des BB, nous avons pu nous rendre 

compte que, quelles que soient les conditions de couplage utilisées, l’avancement de la 

réaction était inférieur à 15% pour ces séquences. Ainsi, parmi les 50 séquences retenues, 

aucune ne comporte l’acide aminé histidine, faisant ainsi passer à 6 le nombre d’acides aminés 

protéinogènes distinct au sein des séquences sélectionnées. De plus, une grande majorité 

des 50 séquences portent au moins une arginine, les peptides possédant le plus d’arginine 

étant généralement couplés avec les meilleurs rendements, certain à la faveur des meilleures 
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solubilisations lors des couplages. La liste des séquences sélectionnées ainsi que les 

rendements d’incorporation sont disponibles dans la section expérimentale (Tableau S4). 

Les blocs de construction (BB) utilisés lors du deuxième cycle de librairie encodée [Cycle 2] 

sont des fragments trifonctionnels de types peptidiques (Figure 57) présentant une fonction 

amine (— NH-Fmoc), une fonction acide carboxylique (— COOH) ainsi qu’une fonction azoture 

(— N3). La fonction acide carboxylique permet le greffage sur les BB1-amine, la fonction 

azoture permet le greffage des BB3-alcyne et la fonction NH-Fmoc, une fois déprotégée, 

permet l’incorporation des BB4-COOH. L’incorporation des BB2 a suivi la stratégie de 

couplage EDC/HOAt/NMM.  

 

Figure 57 : Structure corps trifonctionnels DEL1 — [Cycle 2]. 

 Au nombre de 9, ces BB2 peuvent être présentés sous forme de trois catégories 

distinctes (Figure 57). La première catégorie fait intervenir des motifs à longues chaines 

latérales. On y retrouve la N-Fmoc-azido-norleucine (i. e, une lysine portant un azoture en ε 

de sa chaine latérale) noté K, mais également des dérivés glycines à savoir la N-Fmoc-K-G 

(KG) ainsi que la N-Fmoc-G-K-G (GKG). La deuxième catégorie, opposée à la première, 

comprend des dérivés trifonctionnels à chaine courte. L’utilisation de l’acide aminé non-naturel 

DAP (noté D ; à ne pas confondre avec l’acide Aspartique non présent au sein de la librairie) 

et de ces dérivés N-Fmoc-D-G (DG) ainsi que le N-Fmoc-G-D-G (GDG) permettent ainsi de 

déployer des diversités chimiques (BB3) structurellement plus rapprochées. Enfin, la dernière 

catégorie est composée de motifs trifonctionnels variés. En effet, l’utilisation du composé Tren 

(T) permet d’apporter de la flexibilité à l’édifice. De plus, une proline (P) trifonctionnelle a été 

utilisée dans le but d’induire de la rigidé au système ainsi qu’une structuration particulière au 

sein de la séquence peptidique et donc au sein du ligand. Enfin, une lysine fonctionnalisée par 

un acide azidoacétique (Ke) a été utilisé afin d’augmenter la longueur de la chaine latérale.  

Il est a noter que la présence de l’acide aminé glycine en position C-term et N-term des dérivés 

K et D offre divers niveaux de flexibilité aux chaines peptidiques latérales pour engager des 

interactions à distance avec les différents sites d’interactions des G-quadruplex. Ces buildings 

blocks ont été préparés en parallèle de ces travaux de thèse par C. Van Wesemael 

(technicienne, 2018).  

BB2
9 dérivés trifonctionnels

(-N3, -COOH, -NH-Fmoc)
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 La validation des BB2 a été effectuée sur 2 nmol d’Headpiece-Ext-GAWRG (Figure 58) 

utilisé comme produit de départ modèle, dans les conditions EDC/HOAt/NMM. L’analyse des 

composés formés a été effectuée par UPLC-MS et des rendements d’incorporations 

quantitatifs ont été obtenus. Aucune optimisation supplémentaire n’a alors été réalisée.  

 

Figure 58 : Structure de l’HP-Ext-GAWRG utilisé pour la validation des 9 cœurs trifonctionnels du [Cycle 2]. 

 Les blocs de construction (BB) utilisés lors du troisième cycle de librairie encodée 

[Cycle 3] sont des fragments (hétéro)aromatiques porteurs de fonctions alcyne. Ces fragments 

sont couplés par cycloaddition 1,3 — dipolaire catalysée par le cuivre (ou réaction de click-

CuII).  

 

Figure 59 :  Représentation exhaustive des fragments hétéroatomatiques alcynes utilisés dans le cadre de la 

librairie DEL1. 

 Les 10 fragments utilisés au Cycle 3 de la DEL1 sont pour la plupart des dérivés de 

molécules connus de la littérature pour leurs reconnaissances des motifs G-quadruplex. De 

nature hydrophobe, ces ligands fonctionnalisés alcyne atteignent très généralement les 

tétrades externes des structures G-quadruplex. Les ligands utilisés peuvent être classés en 

deux catégories (Figure 59) en commençant par celle des systèmes aromatiques fusionnés. 

Dans cette classe on peut retrouver 6 composés distincts, dont le naphtalène diimide (NDI), 

les quinolines (Q-s et Q-l), le carbazole (CZ), le furopyridazinone (FP) et la phénanthroline 

(PDC3). Dans un deuxième temps on peut retrouver la catégorie des systèmes aromatiques 

non fusionnés faisant intervenir 3 composés, dont la pyridostatine (PDP) et les 

pyridocarboxamides (360A-s et 360A-l). Une seule molécule n’a pas de précédent dans 

A

B

360A-S-ALK PDC3-ALK

NDI-ALK

BB 1 & 4 (46)

46 Fmoc-GXXXG-OH

with X= R, P, A, L, F, W 

Ex.

Fmoc-GFRPG

BB 2 (9) BB 3 (10)

Fmoc-GRWPG

PDP-ALK 360A-L-ALK

P-ALKQ-S-ALK Q-L-ALKFP-ALKCZ-ALK
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l’interaction G-quadruplex, c’est le composé phénylpropyne (P). Cette molécule a été ajoutée 

à la librairie en guise de contrôle de la réaction de Click-CuII, également en tant que contrôle 

négatif à l’interaction avec les G-quadruplex ou encore l’identification d’éventuels ligands 

exclusivement peptidiques. Certains de ces fragments ont été synthétisés par C. Van 

Wesemael au cours de son contrat et la majorité a été obtenue par collaboration avec les 

groupes ayant découvert les composés parents. Leurs synthèses ne sont donc pas détaillées 

dans ce manuscrit mais plus de détails sont fournis en partie expérimentale.   

 L’étape de validation des BB3 a été réalisée par réaction de chimie click catalysée par 

le cuivre sur un composé modèle, l’Headpiece-Ext-GAWRG-Ke (Figure 60). Les conditions de 

cette réaction dérivent de conditions connues et établies au laboratoire afin d’être compatibles 

avec les ADN (et/ou les ARN). Ainsi, le groupement azoture de la lysine étendue (Ke) a été 

mis en réaction avec les groupements alcynes de chaque BB3 en présence de sulfate de 

cuivre (CuIISO4, catalyseur de la réaction), d’ascorbate de sodium (agent réducteur du CuII en 

CuI), de THPTA (stabilisateur du CuI) et d’aminoguanidine dans un milieu hétérogène 

DMF/tampon HEPES. L’aminoguanidine est utilisée pour piéger la forme réactive oxydée de 

l’ascorbate de sodium afin d’éviter que cette dernière ne réagisse sur les arginines des 

peptides (Schéma 15, p198). La conversion complète de chacune des 10 réactions de chimie 

click a pu être confirmée par UPLC-MS dans les conditions employées.  

 

Figure 60 : Synthèse de l’HP-Ext-GAWRG-Ke utilisé pour la validation des 10 ligands-alcynes de structures G-

quadruplex [Cycle 3]. 

 Les blocs de construction (BB) utilisés lors du quatrième cycle de librairie encodée 

[Cycle 4] sont les mêmes pentapeptides que ceux utilisés lors du Cycle 1. Cependant, un 

travail d’optimisation des conditions d’acylations s’est poursuivi en parallèle de la mise au point 

et de l’assemblage de la librairie DEL1 conduisant à l’identification du DMT-MM comme agent 

de couplage efficace en milieu hétérogène DMA/borate de sodium. Les optimisations ont 

montré une incorporation plus efficace pour une majorité de séquences pentapeptidiques. 

Ainsi, ces conditions ont principalement été utilisées au cycle 4 (voir Tableau S4, p293). Il est 

à noter que ces nouvelles conditions n’ont toujours pas permis l’incorporation de séquences 

portant un acide aminé histidine (H).  

Sous-partie 1.2 : Assemblage de la DEL1. 

Section 1.1.1 : DEL1-Cycle 1. 

 Dans le cadre du premier cycle de la librairie combinatoire, 50 code-barres ADN T1 ont 

été individuellement liés à 10 nmol d’Headpiece-Ext-NH2. En présence de l’ADN T4 ligase, de 
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son buffer, de 2 équivalents de code-barre T1 et de l’Headpiece de départ il a été possible de 

lier enzymatiquement les séquences complémentaires des fragments d’ADN après une nuit à 

16°C. Tous les échantillons liés ont ensuite été précipité dans l’éthanol, et la validation des 

ligations a été effectuée sur gel d’Agarose.  

 

Figure 61 : Augmentation croissante des masses moléculaires de la librairie après ligation enzymatique des code-

barres ADN T1 sur l’HP. Exemple de ligation partiellement complète au centre du gel. Gel 4% (Agarose), précoulé 

au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

Parmi les 50 ligations effectuées, certaines d’entre elles ont due être relancées, à l’exemple 

du gel en figure 61. Après validation de toutes les ligations par électrophorèse sur gel 

d’Agarose (4% dans un tampon TAE), chaque ADN étiqueté a pu être engagé dans la réaction 

d’acylation avec la séquence pentapeptidique correspondante (Schéma 2).  

 

Schéma 2 : DEL1 — [Cycle 1] — Incorporation des motifs pentapeptidiques et de leurs code-barres sur 

l’Headpiece-NH2. DEL1 — [Cycle 1] = 46 composés. 

La réaction d’acylation a été effectuée entre l’amine primaire libre de HPT1-Ext-NH2 (250  µM ; 

correspondance code-barres-BB1 : tableau S9, p309) et l’acide carboxylique portée par la 

séquence pentapeptidique (100mM) en présence d’un mélange EDC/HOAt/NMM (50-10-50 

mM) ou DIPEA (30-6-30 mM) dans des conditions hétérogènes DMSO/tampon MOPS. Une 

étape de précipitation de l’ADN dans l’éthanol a ensuite été effectuée afin de retirer tout 

excédent chimique au milieu puis chacune des réactions a été analysée en UPLC-MS. A cette 

étape, le rendement individuel d’acylation a pu être à nouveau déterminé variant de 30 à >95%. 

En effet, 4 pentapeptides préalablement validés ont été exclus de la librairie pour rendement 

insuffisant. 
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Les rendements n’étant pour la plupart pas quantitatifs, nous avons fait face à la présence 

résiduelle d’HPT1 non fonctionnalisé dans le milieu de synthèse. Afin de s’en affranchir, une 

étape de purification a été nécessaire. 

Afin de purifier un système complexe comme celui-ci, une option est de faire réagir les amines 

primaires libres de l’HPT1 avec une molécule de biotine activée par un groupement NHS 

(biotine-NHS). Cette technique dans le cadre de purification de librairie encodée par l’ADN a 

été décrite par le groupe de D. Neri287.  

 

Schéma 3 : Purification DEL1 — [Cycle 1] — Méthode Cap&Catch287. « Cap » des H2N-HP-T1 non fonctionnalisés 

par de la biotin-NHS puis « catch » des composés biotinylés sur colonne Streptavidine.  

 Après avoir fusionné les produits des 46 réactions précipitées, la fonctionnalisation des 

amines primaires libres avec la biotine-NHS a été réalisée dans un milieu hétérogène 

DMSO/tampon TEA.HCl sous agitation pendant 4 heures (Schéma 3). L’efficacité de la 

réaction est analysée par UPLC-MS après une étape de précipitation de l’ADN dans l’éthanol. 

Une fois les amines primaires libres converties par une fonction biotine, la librairie a été 

déposée sur une colonne Spin-X (tube de microcentrifugation de 1,5mL pourvu d’une 

membrane à filtration en polypropylène ; CorningTM) contenant une matrice de sépharose 

fonctionnalisée par de la streptavidine (Streptavidin SepharoseTM ;GE Healthcare life 

Sciences). Après incubation de plusieurs heures sous agitation, la librairie a été filtrée puis 

précipitée dans l’éthanol avant analyse UPLC-MS. Le chromatogramme Figure 62 montre bien 

la disparition du H2N-Headpiece-T1 résiduel γ après purification (chromatogramme bleu).  
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Figure 62 : Chromatogramme UPLC du mélange DEL1 — [Cycle 1] avant (gris) et après (bleu) purification suivant 

la méthode Cap&Catch. Disparition significative de la fraction γ (H2N-HP-T1 non fonctionnalisés) après purification. 

La quantification de la DEL1 purifiée a été effectuée par dosage spectrométrique. En effet, la 

radiation UV absorbée par les bases de l’ADN permet de mesurer la concentration de l’ADN 

double brin à 260nm. Cette concentration molaire peut être calculée à partir de la loi de Beer-

Lambert : A260nm = ε . c . l, où A représente l’absorbance mesurée, ε le coefficient d’extinction 

molaire du duplex d’ADN considéré en L.mol-1.cm-1, c la concentration de l’ADN en solution en 

mol.L-1, et l la longueur du trajet parcouru par le rayonnement dans la solution en cm.  

Finalement, 180 nmoles de librairie au Cycle 1 ont pu être obtenues après purification selon 

la méthode « Cap&Catch », soit un rendement de 39%. L’étape finalisant ce premier cycle est 

la déprotection des amines primaires portant le groupement protecteur Fmoc présent sur 

chaque pentapeptide encodé par l’ADN. Cette étape est réalisée rapidement par ajout d’une 

solution de pipéridine à 10% dans l’eau. Le suivi UPLC-MS de cette étape de déprotection a 

montré une réaction totale (Figure 63) et quantitative par mesure de l’absorbance. En 

définitive, 180 nmoles de librairie finale comprenant 46 molécules distinctes ont pu être 

engagées dans le [Cycle 2] de la DEL1. Il est à noté qu’a ce stade de l’assemblage de la 

librairie, les analyses de masses permettent facilement de rendre compte du succès des 

réactions mises en en jeu et de la pureté de la librairie en croissance. Ces analyses, associées 

aux profils UPLC présentés ici, sont présentés en partie expérimentale du manuscrit.  

 

Figure 63 : Chromatogramme UPLC de DEL1 — [Cycle 1] (46 composés en mélange) après purification et 

déprotection des amines primaires de leur groupement protecteur Fmoc. 

UPLC: 0-50% solvant B en 12,5min. 
Solvant B: MeOH, 0,5% HFIP, 0,2% TEA 

α = single brin d’ADN T1 (4.2-4.6 min) 
γ = DEL1 [cycle 1] (5.5-6.3 min) 

UPLC: 0-50% solvant B en 12,5min. 
Solvant B: MeOH, 0,5% HFIP, 0,2% TEA 
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Section 1.1.2 : DEL1-Cycle 2. 

 Le deuxième cycle de librairie combinatoire vise à installer 9 cœurs trifonctionnels au 

centre de la librairie DEL1. Les 180 nmoles obtenues à l’issue du premier cycle ont été 

partagées en neuf lots de 20 nmoles afin d’effectuer les ligations des code-barres ADN T2. 

L’efficacité de ligation des code-barres ADN T2 a été évaluée par électrophorèse sur gel 

d’agarose. A ce stade de la librairie, le duplex d’ADN à une longueur de 35 paires de bases 

(17 (Headpiece) + 9 (ADN T1) +9 (ADN T2)). L’étape de couplage a ensuite été conduite 

individuellement dans des conditions EDC/HOAt/NMM (50-10-50 mM) telles que décrites 

précédemment (Schéma 4).  

 

Schéma 4 : DEL1 — [Cycle 2] — Incorporation des cœurs trifonctionnels et de leurs code-barres sur les 46 

composés encodés du [Cycle 1].  DEL1 — [Cycle 2] = 414 composés. 

Après précipitation dans l’éthanol, les réactions ont ensuite été analysées par UPLC-MS. 

Comme pour la validation des BB2, les rendements obtenus ont été quantitatifs. En revanche, 

il a été possible de distinguer trois populations au sein du milieu réactionnel (Figure 64).  

 

Figure 64 : Chromatogramme UPLC du mélange DEL1 — [Cycle 2]. Présence d’ADN code-barres T1, T2 (α) et 

T1-T2 (β). 

En effet, au-delà de la formation des composés encodés souhaités, nous observons les 

séquences d’ADN code-barres résiduels (Figure 64, α et β). Ces deux séquences d’ADN sont, 

respectivement, les ADN code-barres T2 mise en excès lors du processus de ligation 

enzymatique du [Cycle 2] et de l’ADN code-barres T1 lié à des code-barres T2. Comme le 

montre la figure 62 représentant l’analyse du milieu réactionnel avant et après purification, il 

est possible de constater la présence de code-barre T1 résiduel (Figure 64, α). L’ajout en 

excès des code-barres T2 a donc ainsi pu encoder les code-barres ADN T1 encore présent 

α = single brin d’ADN T1 & T2 (3.8-4.6 min) 
β = double brin d’ADN T1-T2 (4.6-5.0 min) 
γ = N-Fmoc-DEL1 [cycle 2] (4.9-7.8 min) 

UPLC: 0-50% solvant B en 12,5min. 
Solvant B: MeOH, 0.5% HFIP, 0.2% TEA 
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dans le mélange. Afin d’éliminer ces séquences ADN parasitant la bibliothèque de composés 

encodés, le choix a été fait de purifier la librairie par HPLC phase inverse en suivant un gradient 

linéaire (0 à 80% de solvant B en 32min, débit de 4 mL.min-1) avec solvant A (5% MeCN et 

2,5% TEAA dans H2O, v/v) et solvant B (5% H2O dans MeCN, v/v). La séparation des code-

barres T1 et T2 en excès suivi d’une étape de déprotection des cœurs trifonctionnels des 

groupements protecteurs Fmoc en milieu basique a permis l’obtention de 65 nmol de DEL1 

(Figure 65), soit un rendement cumulé de 36%. A cette étape de la librairie combinatoire, le 

nombre de molécules présentes atteints 414 composés (46 BB1 x 9 BB2).  

 

Figure 65 : Chromatogramme UPLC de DEL1 — [Cycle 2] (414 composés en mélange) après purification HPLC et 

déprotection du groupement protecteur Fmoc. 

Section 1.1.3 : DEL1-Cycle 3. 

 Le troisième cycle de librairie combinatoire permet d’assembler 10 motifs 

hétéroaromatique pour la plupart intrinsiquement affins des motifs G-quadruplex par 

cycloaddition 1,3 — dipolaire catalysée par le cuivre.  Les 65 nmoles obtenues au [Cycle 2] 

permettent la ligation enzymatique de chaque code-barre ADN T3 sur des échantillons de 6,5 

nmol. La précipitation dans l’éthanol suivi de l’électrophorèse sur gel d’agarose a permis de 

confirmer l’efficacité de la ligation enzymatique. L’ajout des 9 paires de bases du code-barre 

T3 fait passer l’ADN duplex à une longueur de 44 paires de bases (Schéma 5).  

L’incorporation par chimie click-CuII des ligands de structures G-quadruplex a été menée 

conjointement avec le Dr. SI lors de ma première année de doctorat. Pour ce faire, la librairie 

DEL1 — [Cycle 2] a été préincubée dans une solution hétérogène DMF/tampon HEPES et 

mise en présence des ligands fonctionnalisés alcynes (13,3mM), de CuSO4 pentahydratée 

(6.67mM), d’ascorbate de sodium (20mM) et d’aminoguanidine (66.67mM). Après deux ajouts 

successifs et une réaction globale de 4 heures, une solution d’EDTA (0,5 M) a été ajoutée au 

milieu afin de chélater le cuivre résiduel et ainsi de stopper la réaction.  

γ = DEL1 [cycle 2] (4.5-6.5 min) UPLC: 0-50% solvant B en 12,5min. 
Slvt B: MeOH 0.5% HFIP 0.2% TEA 
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Schéma 5 : DEL1 — [Cycle 3] — Incorporation des ligands G-quadruplex alcynes et de leurs code-barres sur les 

414 composés encodés du [Cycle 2].  DEL1 — [Cycle 3] = 4140 composés.  

L’analyse UPLC-MS de chaque réaction après précipitation dans l’éthanol n’a pas permis de 

conclure de manière convaincante sur l’état d’avancement des réactions, la librairie étant à ce 

stade constituée de 4 140 composés. En effet, la déconvolution UPLC-MS d’un tel mélange 

est particulièrement difficile. Afin de parer à d’éventuels défauts de conversion, une deuxième 

réaction de click-CuII a été réalisé dans les mêmes conditions.  

Afin de confirmer l’efficacité des couplages, nous avons souhaité vérifier l’absence de 

groupement azoture libre dans le milieu réactionnel via une technique de biologie moléculaire 

connue sous le nom de retard sur gel (en. electrophoretic mobility shift assay, EMSA). En effet, 

cette technique permet de détecter par électrophorèse une interaction entre de l’ADN et une 

protéine. Une bande contenant de l’ADN fixé sur une protéine sera retardée par comparaison 

à la même bande sans la présence de cette même protéine.  

 Dans le cas de la DEL1 — [Cycle 3], 2 nmoles d’un mélange de chaque brut réactionnel 

précipité ont été engagées dans une réaction de chimie click-CuII (même condition que 

décrites précédemment) en présence d’une alcyne-PEG4-biotine. L’intérêt de cette réaction 

est de faire réagir les éventuels groupements azotures résiduels libres des cœurs 

trifonctionnels avec un composer biotinylé capable d’être retenu par une protéine 

(streptavidine) sur un gel d’agarose. En parallèle de cette réaction, l’alcyne-PEG4-biotine a 

également été couplée sur une version azoture de l’Headpiece (acide acétique azoture couplé 

à l’HP-Ext-NH2) afin de s’assurer de la bonne incorporation du motif biotinylé. L’analyse UPLC-

MS a pu confirmer la conversion totale de l’HP-azoture en HP-biotine (Tableau 3). La DEL1 

— [Cycle 3] biotinylée ainsi que l’HP-biotine ont alors été incubés pendant 15 min dans un 

milieu aqueux contenant la protéine Streptavidine.  

Tableau 3 : Tableau associé à l’expérience de gel retard (EMSA) réalisé sur la DEL1 — [Cycle 3] et sur l’Headpiece. 
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Figure 66 : Gel retard (EMSA) effectué après incorporation d’un alcyne-PEG4-biotine sur i) l’Headpiece-NH2 et ii) 

la DEL1 — [Cycle 3]. L’incubation en présence de streptavidine montre un retard de gel sur le contrôle Headpice-

biotine (ligne 3). Aucun retard observé sur l’échantillon DEL-1 — [Cycle 3] en présence de streptavidine (ligne 5). 

Gel 4% (Agarose), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

La méthode EMSA a été effectué sur un gel d’Agarose à 4% (Figure 66) et seul le motif HP-

biotine a montré une bande supérieure, témoignant de l’effet retard par interaction de la biotine 

avec la Streptavidine. Cet effet n’a cependant pas été observé sur l’échantillon biotinylé de la 

DEL1 — [Cycle 3], suggérant ainsi l’absence de fonctions azotures résiduelles au sein de la 

librairie et donc une conversion totale obtenue lors de la chimie click de la DEL1 en présence 

des motifs hétéroaromatiques utilisés.   

De la même façon que pour les deux cycles précédents, l’utilisation d’un excès de code-barre 

T3 lors de la ligation enzymatique entraine la présence résiduelle de ces séquences au sein 

du milieu réactionnel. A ce stade d’avancement, la différence de masse moléculaire entre la 

librairie et l’ADN code-barre est marquante puisqu’elle est de 29 488 g/mol et 5596 g/mol 

respectivement. Il est ainsi possible d’utiliser des membranes de filtration (Amicon® ; Merck-

Millipore) à diamètre de pores variables dans le but de purifier et de concentrer la librairie en 

mélange. Les membranes de filtration à diamètre de pores de 10 KDa ont d’abord été utilisées 

puisqu’elles sont théoriquement en mesure de laisser passer les structures (globulaires) 

inférieures à 10 kDa, donc potentiellement les ADN code-barres.  Toutefois, l’ADN étant 

structuré différemment des protéines servant de référence à ce système de filtration, des pores 

de 10 kDa ne permettent que très peu la séparation des code-barres de la librairie. En 

revanche l’utilisation de l’Amicon 30 kDa a montré son efficacité pour la séparation des code-

barres ADN (Figure 67). Ainsi, après purification sur Amicon 30 kDa, 32 nmoles de la DEL1 

— [Cycle 3] ont été obtenues, représentant un mélange de 4 140 composés distincts (46 BB1 

x 9 BB2 x 10 BB3).  
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Figure 67 : Filtration sur membranes Ø 30 KDa. Séparation de la DEL1 — [Cycle 3] (MWmoy=29.487,99 g/mol) des 

code-barres ADN T3 résiduels. 

Section 1.1.4 : DEL1-Cycle 4. 

 Au même titre que le [Cycle 1], le quatrième et dernier cycle de cette DEL1 a permis 

l’incorporation de séquences pentapeptidiques susceptibles d’interagir avec les G-quadruplex.  

Ainsi, le mélange de 32 nmoles de librairies au Cycle 3 a été fractionné en mélange 

équimolaire de 0,695 nmoles afin de lier de manière enzymatique les code-barres ADN T4, 

équivalent aux code-barres T1. Comme explicité lors de la validation des buildings blocks, le 

couplage via l’activation par le DMT-MM a été principalement utilisé lors de cette étape. 

46 pentapeptides ont été insérés dans ces nouvelles conditions, dont 44 peptides communs 

avec le cycle 1. Travaillant sur petite quantité de librairies, il n’a pas été possible d’analyser 

individuellement les conversions des couplages peptidiques réalisés en parallèle. En 

revanche, après avoir rassemblé environ 43 pmoles de chacun des bruts de couplage (43pmol 

x 46 = 1,98 nmol), une quantité suffisamment élevée a été obtenue afin d’analyser le mélange 

réactionnel par UPLC-MS. Malheureusement, le recouvrement des multicharges ainsi que la 

déconvolution des 190 440 molécules sur un spectre de masse ne permettent pas de conclure 

de manière exacte sur les rendements de couplage obtenus. Il est à noter que l’analyse de la 

réaction de couplage peptidique contrôle sur l’Headpiece-Ext-NH2 de départ effectué en 

parallèle des réactions d’acylation du [Cycle 4] ont tous révélés les rendements attendus. 

De ce fait, et de manière similaire au [Cycle 1] de la DEL1, il a été postulé que l’amine primaire 

résiduelle des cœurs trifonctionnels n’ayant pas réagi pourrait être fonctionnalisée par une 

biotine afin de les éliminer et/ou de quantifier leurs présences. Ainsi, la librairie a été purifiée 

par la méthode « Cap&Catch » décrite précédemment, en utilisant la biotine-NHS comme 

DEL1 [cycle 3]  

Code-barre T3 

Code-barre T3 

DEL1 [cycle 3]  

Filtration sur  

membrane Ø 30 KDa 
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agent de coiffage des amines libres. Après 4 h de réaction à 37°C, la librairie a été précipitée 

puis purifiée sur matrice de sépharose fonctionnalisée par de la streptavidine. Afin de confirmer 

l’absence de composés portant une biotine résiduelle, la librairie a été placée sur gel 

d’électrophorèse, avec le contrôle HP-biotine, en présence de streptavidine (Tableau 4, Figure 

68). 

Une nouvelle fois, le gel a montré que le contrôle positif avec la streptavidine génère un retard 

du complexe Streptavidine-ADN en haut du gel alors que la librairie, elle, n’est pas retardée. 

Ceci témoigne de l’absence d’amine biotinylée résiduelle et donc la purification efficace de la 

DEL1 — [Cycle 4]. 

Tableau 4 : Tableau associé à l’expérience de gel retard (EMSA) réalisé sur la DEL1 — [Cycle 4] et sur l’Headpiece. 

 

Figure 68 : Gel retard (EMSA) effectué après incorporation d’une biotine-NHS sur i) l’Headpiece-NH2 et ii) la DEL1 

— [Cycle 4]. L’incubation en présence de streptavidine montre un retard de gel sur le contrôle Headpice-biotine 

(ligne 3). Aucun retard observé sur l’échantillon DEL-1 — [Cycle 4] en présence de streptavidine (ligne 5).   

Gel 4% (Agarose), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

L’excédent de code-barres ADN T4 a une nouvelle fois été retiré de la librairie à l’aide de 

membrane de filtration (Amicon® ; Merck-Millipore) possédant un diamètre de pores de 30 

kDa (MWmoy = 36 147,51 g/mol). La purification de ce dernier cycle de DEL1 a permis 

l’obtention de 7,75 nmoles d’un mélange de 190 440 composés (46 BB1 x 9 BB2 x 10 BB3 x 

46 BB4). 

L’Headpiece sert à la fois de châssis moléculaire mais également de brin matriciel pour 

l’amplification des étiquettes ADN par PCR. Afin de pouvoir amplifier un signal PCR, il est 

nécessaire d’avoir, au sein du milieu, deux amorces distinctes capables de reconnaitre deux 

séquences propres, et ceux, dans le but de dédoubler l’ADN à chaque cycle d’amplification (« 

2n » copies par cycles, ou n représente le nombre de cycles d’amplification). De ce fait une 

deuxième séquence d’ADN matricielle, commune à chaque molécule de la librairie, doit être 

liée de manière enzymatique afin de pouvoir amplifier convenablement la DEL1. Cette dernière 

étiquette est appelée le closing primer (CP). La ligation enzymatique de cette séquence 

terminatrice sur les 7.75 nmoles obtenues lors du [Cycle 4] de la DEL1 a été réalisée selon la 

méthodologie décrite précédemment (2 éq. CP, T4 DNA ligase, tampon de ligation). L’excès 

de closing primer, de masse molaire de 16 077 g/mol doit être retiré du milieu réactionnel après 

précipitation des produits de ligation dans de l’éthanol. La filtration sur membrane à pores de 

not show DNA retention, concluding efficient streptavidin catch experiment.  

 

Lane Sample Streptavidin 

1 
GeneRuler Ultra Low Range 

DNA Ladder (10 to 300 bp) 
 

2   

3 
Biotinylated Headpiece 

- 

4 + 

5 
Purified DEL-1 S5 

- 

6 + 
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30 KDa a donc été utilisée. Or, après 3 cycles de filtration, seule la moitié du closing primer a 

pu être séparé de la librairie. Ainsi, l’utilisation d’une membrane à diamètre de pores de 50 

kDa a été nécessaire. En effet, seuls 2 cycles supplémentaires ont suffi pour séparer la totalité 

de la librairie du closing primer.   

In fine, la quantification par dosage spectrométrique a permis d’obtenir 5,32 nmoles de librairie 

finale. Cette librairie comporte donc 190 440 molécules, une masse moléculaire moyenne 

d’environ 52 225 g/mol et une longueur d’ADN duplex de 80 paires de bases (Figure 69).  

Tableau 5 : Tableau associé au gel d’électrophorèse final de la DEL1. Caractérisation de tous les intermédiaires 

encodés par l’ADN dans le cadre de la première librairie combinatoire. 

 

 

Figure 69 : Gel d’électrophorèse illustrant les 6 tailles d’ADN, de l’Headpiece à la séquence encodée complète (T1 

à T4) liée au closing primer (CP). Gel 5% (Agarose UltraPure), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

Partie 2 : Conception et synthèse de la deuxième génération de ligands encodés par l’ADN. 

Sous-partie 2.1 : Composition, conception et validation des buildings blocks de la DEL2. 

 Au même titre que la DEL1, l’assemblage de la deuxième librairie combinatoire 

encodée, DEL2, a été effectué suivant la stratégie DNA recorded. L’assemblage itératif 

d’étiquette ADN et de blocs de construction chimique sur plusieurs cycles a permis l’obtention 

d’une nouvelle librairie de près de 700 000 composés distincts.  

La librairie combinatoire DEL2 possède des points communs avec la librairie de première 

génération. En effet, les molécules chimiques générées lors de la confection de cette librairie 

encodée ont pour objectif d’interagir le plus vastement possible sur les structures G-

quadruplex par l’intermédiaire d’interactions électrostatiques avec les boucles ou les sillons ou 

par interactions hydrophobes avec les tétrades externes du G-quadruplex. Néanmoins, cette 

librairie diffère par la nature et le positionnement des éléments hétéroaromatiques et 

for completion using agarose gel electrophoresis (5% in TBE buffer, gel red precasted).  

 

 

Lane Sample 

1 GeneRuler Ultra Low Range 

DNA Ladder (10 to 300 bp) 

2 DEL S1 – HP 

3 DEL S2 – HP-T1 

4 DEL S3 – HP-T1-T2 

5 DEL S4 – HP-T1-T2-T3 

6 DEL S5 – HP-T1-T2-T3-T4 

7 DEL S5 – HP-T1-T2-T3-T4-CP 
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polycycliques incorporés, ce qui devrait induire un mode de reconnaissance distinct des 

composés issus de la DEL1.  

Une nouvelle fois, fort de notre première expérience en synthèse de DEL, une librairie de 

composés peptido-organique a été générée à partir de 4 cycles de chimie combinatoire. Le 

premier et le dernier cycle vont à nouveau permettre l’incorporation de séquences peptidiques 

visant à générer des interactions électrostatiques avec les boucles ou les sillons des structures 

quadruplexes (Figure 70, BB1 et BB4). La différence principale entre les deux librairies réside 

donc dans le positionnement des structures hydrophobes hétéroaromatiques susceptibles 

d’interagir avec les G-quadruplex. En effet, alors que des fragments aromatiques connus pour 

interagir avec les G-quadruplex ont été insérés dans la DEL1 au travers des chaines latérales 

des cœurs trifonctionnels, ce sont des structures hydrophobes, aliphatiques, aromatiques ou 

hétéroaromatiques qui sont cette fois-ci au cœur de la DEL2 (Figure 70, BB2). Le 

positionnement de ces composés au centre de la librairie chimique a donc nécessité la 

synthèse de cœurs complexes trifonctionnalisés. Leurs synthèses sont un des objectifs de la 

thèse et un travail collaboratif local. Enfin, l’incorporation de ces cœurs au centre même de la 

librairie a permis l’incorporation d’un troisième groupe de différenciation. Basé sur des motifs 

semblables à ceux trouvés sur les chaines latérales de ligands de G-quadruplex issues de la 

littérature mais également via des motifs moléculaires variés, ce troisième groupe permettra 

d’établir des interactions supplémentaires avec les tétrades externes, les boucles voire les 

sillons des différentes structures (Figure 70, BB3). 

 

Figure 70 :  Structure des ligands de la DEL2 par association de quatre buildings blocks. 

L’assemblage itératif de la DEL2 s’effectue selon le même schéma que pour la DEL1.  

Les BB utilisés lors du premier cycle de librairie encodée DEL2-[Cycle 1] sont les mêmes blocs 

de construction que ceux utilisés au sein de la DEL1 (Figure 71). Grâce au protocole de 

couplage par activation en présence de DMT-MM ce sont 59 pentapeptides qui ont été 

incorporés au cours du premier cycle. 
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Figure 71 : DEL2 — [Cycle 1] — Structure des 59 motifs pentapeptidiques. 

Les BB utilisés lors du deuxième cycle de librairie encodée DEL2-[Cycle 2] sont donc des 

fragments trifonctionnels associant une fonction amine (NH-Fmoc), une fonction acide 

carboxylique (— COOH) et enfin un groupement alcyne (—≡). Initialement, 5 fragments ont 

été envisagés.  

Premièrement, on retrouve un composé contrôle de structure aliphatique dérivé du DAP. Ce 

composé trifonctionnel a été préparé par C. Van Wesemael (technicienne, UGA, Figure 72, 

A/).  

Dans un second temps on retrouve les motifs trioxazole, indolizine et naphtalène diimide 

connus et choisis pour interagir avec les cibles G-quadruplex avec une affinité de l’ordre du 

µM288,289. Le trioxazole, motif ayant été étudié pour la reconnaissance des G4, a été synthétisé 

par le Dr. Rémy Lartia au laboratoire (Figure 72, B/).  L’indolizine, composé versatile et 

modulable possédant une structure hétéroaromatique et des propriétés de fluorescence, a été 

sélectionnée dans le cadre d’une collaboration avec le Département de Pharmacochimie 

Moléculaire de Grenoble (Dr. Baussanne et Dr. Demeunynck). Il est à noter que deux 

indolizines respectivement porteuses d’une chaine latérale courte (Indolizine-s, Figure 72, C/) 

et d’une chaine latérale longue (Indolizine-l, Figure 72, D/) ont été synthétisées. Enfin, le dérivé 

naphtalène diimide (NDI) trifonctionnel préalablement choisi n’a malheureusement pas pu être 

synthétisé malgré les efforts de nos collaborateurs italiens (Dr. Freccero et Dr. Doria) impliqués 

sur le projet. 

Dans un dernier temps, on retrouve un dérivé pyridostatine (PDS) trifonctionnel. Largement 

documenté dans la littérature pour ces capacités d’interactions avec les cibles G-quadruplex, 

ce composé trifonctionnel a été synthétisé avec succès par C. Van Wesemael (Figure 72, E/). 

En s’appuyant sur les analyses obtenues lors du séquencage et des études d’intéractions des 

ligands issus de la DEL1 (discutées au Chapitre 3 et 4) il a été décidé ne pas inclure ce cœur 

dans cette deuxième librairie et ce afin de ne pas biaiser les sélections in vitro par affinité vers 

l’enrichissement de ligands portant exclusivement ce cœur particulièrement afin pour les 

structures G-quadruplex.  

Ainsi, seuls les composés trifonctionnels DAP, Trioxazole, Indolizine-s et Indolizine-l ont été 

retenus en tant que BB de la DEL2-[Cycle 2].  

X= R, G, P, A, L, F, W

BB1 & BB4
59 Fmoc-GXXXG-OH

Fmoc-GWARG Fmoc-GRFWG Fmoc-GWWRG
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Figure 72 : Série de ligands trifonctionnels (— NH-Fmoc, — COOH, — Alcyne) synthétisés au laboratoire (A/, B/ 

et E/) et en collaboration (C/ et D/). 

Dans le cadre du soutien financier de mon projet de thèse par le Laboratoire d’Excellence 

(LABEX) Arcane, j’ai donc eu l’occasion de participer à la synthèse d’hétérocycles indolizines 

en collaboration avec le Département de Pharmacochimie Moléculaire (DPM) de Grenoble. La 

synthèse d’une indolizine à chaine alcyne courte (Indolisine-s, Figure 72, C/) ainsi qu’une 

indolizine à chaine longue (Indolisine-l, Figure 72, D/) a été effectuée avec et sous la direction 

d’Isabelle BAUSSANNE (CR, CNRS) et Martine DEMEUNYNCK (DR, CNRS).  

L’obtention des deux indolizines repose sur l’assemblage successif de 3 synthons (notés 

synthon A à C) tel qu’illustré en Figure 73. La synthèse passe par la formation d’un 

intermédiaire ylure par réaction du N-(3-aminopropyl)-2-bromoacetamide protégé par un 

groupement Boc (synthon A) avec le N-[alkyn]ylisonicotinamide (synthon B ; n=1 [méthyn] ou 

n=3 [propyn]). L’ylure formé peut ensuite être cyclisé avec l’acide (propiolamido)propanoïque 

protégé par le groupement tert-butyle (synthon C) afin de former les cycles hétéroaromatiques 

souhaités.   

A/ B/

C/ D/ E/
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Figure 73 : Synthèses des indolizine-s et -l à partir de trois synthons (A, B et C). 

L’évaluation de l’incorporation par couplage peptidique des 5 motifs du [Cycle 2] a été 

effectuée par réaction des BB2 sur l’Headpice-Ext-NH2. Les mêmes conditions de couplages 

utilisées pour le premier cycle de la DEL2 ont été appliquées et la conversion de la réaction a 

été évaluée par UPLC-MS. Les rendements obtenus ont varié de 5 à 85%, nécessitant ainsi 

l’optimisation des conditions de couplages. Ces optimisations ont été réalisées en faisant 

varier les agents de couplage et/ou la température de réalisation de l’expérience. Ainsi 

l’utilisation des conditions EDC/HOAt/NMM décrites en DEL1, non plus à température 

ambiante mais à 37°C, a permis d’obtenir des conversions complètes pour l’Indolizine-s et le 

DAP. Dans ces mêmes conditions, l’indolizine-l a été obtenu avec un rendement satisfaisant 

de 65%. Le couplage efficace du dérivé trioxazole a été réalisé dans les conditions décrites 

en 2021 par J.Hunter290 au sein d’une publication dédiée à la formation de lien amide pour la 

synthèse de librairie encodée. Ainsi l’utilisation à 37°C de l’agent de couplage HATU et de la 

2,6-lutidine en tant que base a permis d’observer un rendement de réaction de 85%.  

Les buildings blocks utilisés lors du troisième cycle de librairie encodée [Cycle 3] sont des 

dérivés azotures de motifs moléculaires variés incluant des cycles (hétéro)aromatiques, des 

chaines aliphatiques et protéogéniques sans idées préconçues de leurs possibles interactions 

avec les cibles G-quadruplex (Figure 74, Tableau exhaustif S8, p306). 

Une bibliothèque de 72 composés d’origine commerciale et portant une fonction amine 

primaire libre a été achetée (Tableau S8, p310). À partir de ces homologues aminés, une 

réaction de diazo-transfert a été réalisée en présence d’ISAHC (2eq) et de NaHCO3 (9eq) sous 

catalyse CuII afin de convertir les amines libres en fonction azotures.  
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Figure 74 : DEL2 — [Cycle 3] — Structures générales et liste non-exhaustive des azotures (protéogéniques, non-

protéogéniques) utilisés dans le cadre du Cycle 3 de la DEL2. 

Chacune des réactions de diazotransfert a été analysée par UPLC-MS et les bruts des 

molécules synthétisées ont été engagés en Click-CuII sur 2 nmol d’Headpiece-Ext-NH2 

préalablement couplé avec un acide Pentinoïque. Ces travaux de synthèses organiques et de 

réactions bio-organiques ont été réalisés par Alicia HOUDANT et Mattéo GARCIA, stagiaires 

au laboratoire lors de l’été 2019. La caractérisation des réactions de chimie click évalué par 

UPLC-MS a permis de classer les molécules suivant les avancements de reactions obtenus. 

Ainsi, parmi les 72 composés, 50 d’entres-eux ont montré des rendements de click supérieurs 

(ou égaux) à 80% (Graphique 1).  

 

Graphique 1 : Représentation du taux d’incorporation des 72 composés azotures par chimie Click (CuII) sur un 

Headpiece modifié alcyne. Rendement ≥ 80% observé pour 50 composés distincts. 

Les buildings blocks utilisés lors du quatrième cycle de librairie encodée [Cycle 4] sont les 

mêmes 59 séquences peptidiques que celles utilisées lors du Cycle 1 (Figure 75). 

 

Figure 75 : DEL2 — [Cycle 4] — Structure des 59 motifs pentapeptidiques utilisées lors du Cycle 4 de la DEL2. 

X= R, G, P, A, L, F, W

BB1 & BB4
59 Fmoc-GXXXG-OH

Fmoc-GWARG Fmoc-GRFWG Fmoc-GWWRG



111 
 

Sous-partie 2.2 : Assemblage de la DEL2. 

Section 1.2.1 : DEL2-Cycle 1. 

 Dans le cadre du premier cycle de la deuxième librairie combinatoire, 59 code-barres 

ADN T1 ont été individuellement engagés avec 10 nmol d’Headpiece-Ext-NH2 dans le 

processus de ligation enzymatique tel que décrit précédemment (ADN T4 ligase et son buffer 

ainsi que 2 équivalents d’ADN code-barre). Après ligation à 16°C sur la nuit, chacune des 

réactions a été précipitée dans l’éthanol et analysée pour complétion par électrophorèse sur 

gel d’agarose.  

Les pentapeptides ont été couplés à leur séquence d’ADN étiqueté respective en suivant le 

protocole de couplage optimisé en condition DMT-MM (Schéma 6). En effet, ce couplage 

s’étant montré suffisamment efficace, et afin de simplifier la réalisation de réactions en 

parallèle, seul ce protocole a été utilisé au cours de ce premier cycle. Après précipitation dans 

l’éthanol et analyse UPLC-MS il a été observé des rendements encore supérieurs à ceux 

obtenus lors des précédentes expériences de validation. Aucune étape de purification n’a donc 

été nécessaire à ce stade de l’assemblage de la librairie. Les membres de la librairie ont 

ensuite été assemblés avant d’être soumis à une réaction de déprotection de l’amine primaire 

de son groupement protecteur Fmoc dans un milieu aqueux contenant 10% de pipéridine. 

 

Schéma 6 : DEL2 — [Cycle 1] — Incorporation des motifs pentapeptidiques et de leurs code-barres sur 

l’Headpiece-NH2. DEL1 — [Cycle 1] = 59 composés. 

La quantification spectroscopique du mélange des 59 molécules encodées (Figure 76) a 

indiqué un rendement final de 69,5%, soit une quantité de DEL2-[Cycle 1] équivalente à 410 

nmoles. Le milieu réactionnel a été utilisé en l’état pour le cycle prochain.  

 

Figure 76 : Chromatogramme UPLC du mélange DEL2 — [Cycle 1] après déprotection du groupement protecteur 

Fmoc.    

α

γ

A
U

α = T1 DNA tags 

g = S1 
UPLC: 0-50% solvent B in 12.5min

Solvent B: MeOH, 0.5 % HFIP, 0.2 % TEA
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Section 1.2.2 : DEL2-Cycle 2. 

 Le deuxième cycle de la deuxième librairie combinatoire a été effectué d’introduire les 

4 cœurs trifonctionnels. À partir des 410 nmoles de DEL1-[Cycle 1], 320 nmoles ont été 

engagée dans les processus de ligation enzymatique du code-barres ADN T2. Ainsi 80 nmoles 

ont été utilisées dans chacune des ligations enzymatiques à effectuer. Pour un souci de 

reproductibilité efficace, les ligations enzymatiques ont été effectuées dans les mêmes 

conditions que le [Cycle 2] de la DEL1, c’est-à-dire à partir de 20 nmoles de librairie. Chaque 

portion de 80 nmoles a ainsi été liée à leur code-barre ADN T2 respectif sous forme de 4 

réactions de 20 nmoles en présence de l’ADN T4 ligase et de son buffer.  

Sans avoir rassemblé les aliquots après ligation enzymatique, les 4 cœurs trifonctionnels ont 

été couplés à leur coeurs respectif. Les indolizines, le DAP ainsi que le trioxazole ont été 

couplés, à 37°C, dans un milieu hétérogène DMA/H2O contenant l’agent de couplage EDC 

(125eq), l’activateur HOAt (25eq) et la NMM (125eq) pour base. Conjointement avec les 

optimisations effectuées en amont, le trioxazole a été introduit par couplage peptidique dans 

un milieu hétérogène DMA/H2O contenant l’agent de couplage HATU (125eq) et la 2,6 — 

Lutidine (625eq). Quel que soit les conditions utilisées, les cœurs ont été couplés une première 

fois pendant 2 heures et une nouvelle solution fraîche de réactifs a été rajoutée aux solutions 

pour une deuxième activation sur la nuit (Schéma 7). 

 

Schéma 7 : DEL2 — [Cycle 2] — Incorporation des cœurs trifonctionnels et de leurs code-barres sur les 59 

composés encodés du [Cycle 1].   

Le rassemblement des aliquots, la précipitation dans l’éthanol et la purification des échantillons 

des code-barres ADN T2 en excès par filtration sur membrane (Amicon®, membrane de 30 

kDa) ont permis leur analyse par UPLC-MS. L’évaluation de l’incorporation par cette méthode 

s’est avérée complexe puisque la librairie est très étalée sur le chromatogramme.  

Afin d’évaluer les degrés d’incorporation des cœurs, chacun des bruts réactionnels ont été 

couplés à la biotine-NHS (300eq) afin de quantifier sur gel retard les amines libres résiduelles. 

Après couplage, les échantillons ont été déposés sur gel d’agarose en présence ou non de 

Streptavidine afin de percevoir les différences de mobilités sur gel, et donc d’informer sur la 

présence d’amine libre au sein de l’échantillon de librairie testé (Figure 77).  

Tableau 6 : Tableau associé à l’expérience de gel retard (EMSA) réalisée sur les cœurs de la DEL2 — [Cycle 2]. 
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Figure 77 : Gel retard (EMSA) effectué après Cap&Catch287 et réalisé indépendamment sur les cœurs 

trifonctionnels de la DEL2-[Cycle 2]. Quel que soit le cœur considéré, un retard est observable (lignes 2, 4, 6 et 8). 

Gel 4% (Agarose), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

Le gel retard fait apparaitre des bandes en partie supérieures de chaque ligne ayant migrée 

en présence de streptavidine. Cette observation démontre la présence d’amine primaire 

résiduelle libre au sein de chaque échantillon, permettant ainsi de conclure sur une complétion 

partielle des couplages des cœurs trifonctionnels, en accord avec les études menées lors de 

l’évaluation de BB2. Afin de purifier l’ensemble de la librairie, chaque échantillon a été mis en 

réaction avec la biotine-NHS tel que présenté précédemment. Dans un second temps, les 

échantillons partiellement fonctionnalisés par de la biotine ont été déposés sur une colonne 

de séparation contenant une matrice sépharose fonctionnalisée par de la streptavidine. 

L’incubation de 2 heures avec la matrice a permis d’obtenir environ 60 nmoles de chacun des 

échantillons purifiés. Toutefois, l’analyse sur gel retard des échantillons purifiés a tout de 

même montré la présence résiduelle de composés biotinylés dans le mélange réactionnel 

(Figure 78). Un deuxième tour de purification sur matrice fonctionnalisée streptavidine a 

permis une purification complète des échantillons de la librairie (Figure 78). En revanche, le 

dosage spectrométrique a montré une perte importante de quantité de matière par échantillon 

(rdt=25%-Trioxazole ; 30%-Indolizine-s ; 70%-Indolizine-l et 65%-Dap), indiquant la difficulté 

de coupler les différents cœurs sur des échantillons de librairie à quantité initiale élevée.  

Tableau 7 : Tableau associé à l’expérience de gel retard (EMSA) après deux expériences de catch-streptavidine 

successives (exemple du cœur trioxazole — DEL2 — [Cycle 2]). 

 

Figure 78 : Gel retard (EMSA) effectué après deuxième expérience de catch (exemple du cœur trifonctionnel 

trioxazole). Aucun effet retard observé après réalisation de 2 catch successifs (catch 2).  

Gel 4% (Agarose), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 
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DEL2 [Cycle 2] - Trioxazole 
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Finalement, les produits réactionnels ainsi purifiés ont été mélangés et les 150 nmoles de 

DEL2 — [Cycle 2] obtenus ont été soumises à déprotection dans un milieu aqueux contenant 

10% de pipéridine afin de déprotéger l’amine primaire portant le groupement protecteur Fmoc. 

Après précipitation du milieu de déprotection dans l’éthanol et concentration des 236 

composés (59 BB1 x 4 BB2) constituant le mélange (Figure 79), le dosage indique que 145 

nmoles de mélange peuvent être engagés dans le pénultième cycle de la librairie combinatoire.  

 

Figure 79 : Structure générale des ligands de la DEL2 en fin de [Cycle 2]. DEL2 — [Cycle 2] = 236 composés.  

Section 1.2.3 : DEL2-Cycle 3. 

 50 motifs moléculaires ont pu être intégrés au sein de la DEL2 par chimie click-CuII. 

Les 145 nmoles obtenues au [Cycle 2] permettent la ligation enzymatique de chaque code-

barre ADN T3 sur des échantillons de 2,9 nmoles. La visualisation de l’incorporation des code-

barres ADN T3 après précipitation dans l’éthanol a permis de confirmer la mauvaise ligation 

de 2 des 50 code-barres ADN T3. La réalisation d’une seconde ligation et la validation par gel 

d’agarose de toutes les incorporations ont conduit à des étiquettes ADN d’une longueur de 44 

paires de bases (Schéma 8).  

L’incorporation par chimie click-CuII de cycles (hétéro) aromatiques, de chaines aliphatiques 

et/ou de motifs protéogéniques a été effectuée dans les conditions classiques de chimie click 

décrites dans le cadre de la DEL1. En effet, la librairie DEL2 — [Cycle 2] a été préincubée 

dans une solution hétérogène DMF/tampon HEPES et mise en présence des composés 

azotures (13,3mM), de CuSO4 pentahydraté (6.67mM), d’ascorbate de sodium (20mM) et 

d’aminoguanidine (66.67mM). Après deux ajouts successifs et une réaction globale de 4 

heures, une solution d’EDTA (0,5 M) est ajoutée au milieu dans le but de chélater le cuivre 

résiduel et ainsi stopper la réaction.  

 

Schéma 8 : DEL2-[Cycle 3] — Incorporation des 50 ligands G-quadruplex azotures et de leurs code-barres ADN.  

Tous les milieux réactionnels ont ensuite été rassemblés, précipités dans l’éthanol et filtrés sur 

membrane d’exclusion de taille (Amicon®, membrane de 30 KDa) afin que la librairie (MWmoy 

= 29 931 g/mol) soit séparée des ADN code-barres T3 (MWmoy = 5596 g/mol) en excès. Le 

dosage spectrométrique à ce stade d’avancement a permis de quantifier 94 nmoles de librairie.  
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La DEL2-[Cycle 3] possède 11 800 molécules (59 BB1 x 4 BB2 x 50 BB3) en mélange. 

L’analyse UPLC-MS de ce mélange ne permet pas de différencier les composés résultant des 

réactions de cycloaddition des composés de départs. Ainsi, de manière similaire au 

« Cap&Catch » réalisé lors du [Cycle 2] de la librairie, il est possible d’incorporer un dérivé 

azoture biotinylé afin de séparer les composés d’intérêts des tronqués de réaction. En effet, 

les 4 cœurs trifonctionnels possèdent une fonction alcyne qui, lors du [Cycle 3] n’a peut-être 

pu réagir que partiellement avec les motifs azotures. Le composé biotinylé commercial, le N3-

PEG3-biotine, a alors été couplé dans les conditions de cycloaddition décrite précédemment 

afin de fonctionnaliser les dérivés de la librairie chimiquement tronqués. Après biotinylation, la 

librairie a subi deux processus complets de purification sur matrice fonctionnalisée par de la 

streptavidine. En effet, il a été possible de visualiser sur gel retard la présence résiduelle de 

composés biotinylés au sein de la librairie après le premier tour de « Catch » sur résine 

streptavidine (Figure 80).   

Tableau 8 : Tableau associé à l’expérience de gel retard (EMSA) réalisé sur la DEL2 — [Cycle 3]. 

 

Figure 80 : Gel retard (EMSA) effectué avant biotinylation et après Cap&Catch sur la librairie en mélange DEL2 — 

[Cycle 3]. L’effet retard observé sur une partie de la DEL2 (ligne 5 ; « apr biot »). Disparition de la bande après 

Catch en présence de streptativinde. Gel 4% (Agarose), précoulé au GelRedTM ; migration à 90V/2 h. 

Après purification du mélange réactionnel et précipitation dans l’éthanol, 47,2 nmoles de 

librairie combinatoire encodée par l’ADN ont pu être obtenues (Figure 81) et engagées dans 

le dernier cycle appliqué à la DEL2.  

 

Figure 81 : Structure générale des ligands de la DEL2 en fin de [Cycle 3]. DEL2 — [Cycle 3] = 11 800 composés. 
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Section 1.2.4 : DEL2-Cycle 4. 

 De manière analogue à l’incorporation des pentapeptides du [Cycle 1], le [Cycle 4] a 

été permis l’incorporation de 59 pentapeptides distincts. À partir des 47,2 nmoles de DEL2-

[Cycle 3] obtenues, 0,8 nmoles ont été engagées dans des processus de ligation enzymatique 

avec les code-barres ADN T4 (équivalent à ceux du T1). Les 59 ligations enzymatiques ont 

été effectuées en présence de 2 eq. de code-barres T4 mais également en présence de l’ADN 

T4 ligase et de son tampon de travail. Après précipitation dans l’éthanol, chaque pentapeptide 

(250eq) a été couplé individuellement en présence de son homologue encodée dans des 

conditions de couplages peptidiques présentant le DMT-MM (250eq) en solution dans un 

milieu hétérogène DMA/tampon sodium borate. Toutefois, les réactions d’optimisation de 

couplage ont toutes été réalisées à partir de 2 nmoles d’ADN de départ. Ainsi, pour les 59 

réactions de couplages peptidiques, les conditions appliquées ont été celles mimant le 

couplage sur 2 nmoles. Ainsi, ce ne sont pas réellement 250eq de pentapeptides ou de DMT-

MM qui ont été utilisés mais bien 625 eq. de chacun des réactifs.  

Après couplage et précipitation, la librairie combinatoire est composée 696 400 membres (59 

BB1 x 4 BB2 x 50 BB3 x 59 BB4). Bien évidemment, l’analyse UPLC-MS ne permet pas 

d’évaluer les rendements de couplages obtenus. En revanche, le dosage spectroscopique de 

la librairie après filtration sur membrane (Amicon®, membrane de 30 KDa) a permis d’obtenir 

16,3 nmoles de DEL2-[Cycle 4]. Une nouvelle fois, afin de s’affranchir des tronqués de 

réaction, la technique de « Cap&Catch » a été appliquée et réalisée par couplage d’une 

biotine-NHS suivi d’un passage sur colonne de streptavidine. Cette étape a permis de purifier 

le mélange réactionnel et d’obtenir 5.05 nmoles d’une librairie finale après déprotection de 

l’amine primaire de son groupement protecteur Fmoc (solution aqueuse contenant 10% 

pipéridine, Figure 82).    

 

Figure 82 : Structure générale des ligands de la DEL2 en fin de [Cycle 4]. DEL2 — [Cycle 4] = 696 200 composés. 

La ligation finale de la séquence terminatrice a été réalisé directement après la fin du [Cycle 

4]. Cet ADN code-barre a été lié à la DEL2 par processus classique de ligation enzymatique 

avec l’ADN T4 ligase en présence de 2 équivalents d’ADN code-barre. L’incorporation du 

closing primer fait ainsi passer l’ADN à une longueur de 80 paires de passes et la librairie à 

une masse moyenne de 52 067 g/mol. Le closing primer présent en large excès a été soustrait 

de la librairie en mélange en utilisant des filtres sur membranes à diamètre de pores de 50 

kDa.  

La quantification finale par dosage spectrométrique a ainsi permis d’obtenir 3 nmoles de 

librairie finale (Figure 83).  
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Figure 83 : Encodage (Headpiece, code-barres T1 à T4 et Closing primer) et BB utilisé afin de former la DEL2 

composée de 696 200 composés en mélange. 

Partie 3 : Conclusion des synthèses de librairies chimiques encodées ciblant les G-quadruplex. 

 L’assemblage d’une première librairie combinatoire de ligands potentiels de structure 

G-quadruplex a permis l’obtention d’une bibliothèque de 190 440 composés distincts. La 

ligation enzymatique des code-barres ADN (T1 à T4) ainsi que du Closing Primer est un 

processus simple, robuste et reproductible pour étiqueter les building blocks chimiques. Il est 

à noter que lors des processus de ligation, différentes quantités de départ d’ADN ont été 

utilisées. Hormis la nécessité ponctuelle de réitérer le processus de ligation, ce processus est 

applicable sans risque, quelle que soit l’échelle sur laquelle la réaction est initiée. Dans 

l’exemple de la DEL1, des ligations ont été effectuées sur des échantillons composés de 2 

nmoles à 20 nmoles.  

Les processus itératifs utilisés au sein de la DEL1 afin d’obtenir une bibliothèque de composés 

chimiques en mélange sont des réactions essentiellement basées sur des réactions de 

couplage peptidique mais également sur de la cycloaddition 1,3-dipolaire cuprocatalysée 

(Schéma 9).   

 

Schéma 9 : Synthèse complète de la première librairie combinatoire encodée DEL1 (190 440 composés). 

Représentation des cycles 1 à 4 jusqu’à l’incorporation du ClosingPrimer-1. Quantification finale de 5,32 nmoles. 

L’incorporation des BB1 et BB2 dans les conditions EDC/HOAt/DIPEA ou NMM ont été 

optimisées par le Dr. SI. Néanmoins, les réactions n’ont pas permis d’atteindre des 

rendements complets de conversion pour les BB1. La présence en mélange de 46 composés 

Librairie DEL2 de 696 200 composés

BB2

5959
4

50

59 594 50
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en fin du [Cycle 1] et de 414 composés au terme du [Cycle 2] peut encore être analysé afin de 

distinguer l’avancement des réactions. En revanche dès le [Cycle 3], plus de 4140 molécules 

en mélange ont été obtenues. Ce nombre important de molécules en mélange ne permet plus 

à la librairie d’être analysé par UPLC-MS. Des techniques de purification comme la technique 

de « Cap&Catch » ou d’analyse par électrophorèse retard ont permis d’évaluer les 

conversions mais également de purifier nos milieux réactionnels. Enfin, les BB4 ont été 

introduits, après une nouvelle campagne d’optimisation, en utilisant le DMT-MM comme agent 

de couplage.  

Il est important de noter que les expériences de purification de la librairie suivant la méthode 

générale « (Biotine —) Cap & (Streptavidine —) Catch » se sont avérées particulièrement 

efficaces pour des systèmes aussi complexes. En parallèle, l’utilisation de l’électrophorèse sur 

gel d’agarose a permis de comparer les échantillons présentant un effet retard suite à la 

migration de la librairie en présence, ou non, de streptavidine. En revanche, il n’est nullement 

possible de s’assurer pleinement que les molécules biotinylées nécessaires à la purification 

de la librairie ont été introduites sur tous les composés tronqués de la librairie. Il est donc 

nécessaire de garder à l’esprit que la présence de molécules encodées dépourvues de 

certains motifs chimiques n’est pas à exclure. Lors de l’évaluation des composés obtenue 

après les études de sélections in vitro par affinité, il sera alors judicieux de considérer la 

synthèse de dérivés tronqués contrôles des touches obtenues.   

La seconde librairie combinatoire de ligands de structure G-quadruplex a permis d’obtenir une 

librairie encodée de 696 200 molécules en mélange. La ligation enzymatique, au même titre 

que la DEL1, est une méthode d’étiquetage établie et optimisée permettant d’être réalisée 

dans des conditions optimales. 

Par homologie avec la DEL1, les composés de la DEL2 ont été introduits en utilisant des 

réactions de couplage peptidique ainsi que des réactions de chimie click cuprocatalysé 

(Schéma 10).  

 

Schéma 10 : Synthèse complète de la deuxième librairie combinatoire encodée DEL2 (696 200 composés). 

Représentation des cycles 1 à 4 jusqu’à l’incorporation du ClosingPrimer-2. Quantification finale de 3 nmoles. 
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Contrairement à la première librairie, l’incorporation des BB1 et BB4 a été effectuée via 

l’utilisation de DMT-MM en tant qu’agent de couplage. L’incorporation des cœurs 

trifonctionnels (BB2) a été effectuée après essais de plusieurs méthodes de couplage. 

Finalement se sont l’EDC/HOAt/NMM qui a été utilisé pour coupler les BB2 à l’exception du 

trioxazole qui a été assemblé en utilisant un protocole particulièrement récent, l’HATU ainsi 

que la 2,6 — Lutidine et qui méritait d’être testé sur tous les substrats amines et acides à notre 

disposition. Enfin, l’incorporation des motifs azotures des BB3 a été réalisée par chimie click-

CuII. Une nouvelle fois, je souhaite noter le travail considérable effectué par Alicia HOUDANT 

et Mattéo GARCIA pour la synthèse et la validation des motifs azotures à partir d’une librairie 

de composés présentant une fonction amine libre.  

 L’intérêt de faire la synthèse de touches tronquées s’applique également lors de la 

resynthèse en grande quantité des ligands identifiés comme prometteurs lors de sélections 

impliquant la DEL2. En effet, l’unique méthode de purification utilisée lors de l’assemblage 

itératif de la librairie a été la méthode de « Cap&Catch », laissant possiblement dans le milieu 

des composés chimiques privés d’un ou l’autre motif chimique.  
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Chapitre 3 — Sélections et analyses bioinformatiques des librairies encodées par l’ADN ciblant 

les G-quadruplex.  

Partie 1 : Processus de sélection in vitro par affinité. 

 Préambule. 

Parmi l’ensemble des méthodes de sélections in vitro discutées dans ce manuscrit 

(Chapitre 1, Section 2.2.1, p74) deux principales catégories peuvent être distinguées : i) les 

sélections au cours desquelles les cibles d’intérêts sont immobilisées sur un support solide et 

ii) les sélections en solutions.  

Dans le cadre de ce projet de thèse, le choix s’est porté vers l’utilisation de cibles immobilisées 

sur support solide due à la simplicité méthodologique et à la rapidité du processus. 

Historiquement, les sélections par affinité étaient effectuées en utilisant des billes de 

sépharose205,203,252,207,253. Les cibles protéiques étaient soit couplées de manière covalente sur 

des billes de sépharose activé par du bromure de cyanogène (en. CNBr-activated Sepharose 

beads) ou liées à de la sépharose fonctionnalisée par de la streptavidine après biotinylation. 

Plus tard, des billes magnétiques ont été introduites permettant la transition des sélections 

réalisées manuellement à des sélections automatiques208,218,256,291,292. Au-delà des 

fonctionnalisations covalentes ou des immobilisations via biotinylation, les billes magnétiques 

peuvent également utiliser d’autres stratégies de greffage comme des His-tag, Flag-tag, strep-

tag par exemple293–296. L’utilisation de billes magnétiques porteuses de streptavidine pour 

l’immobilisation de séquences cibles fonctionnalisées par une biotine a été retenue dans le 

cadre du projet de thèse.  

Dans les processus de sélections par affinité utilisant des supports solides pour attacher les 

cibles protéiques ou nucléiques, les billes utilisées disposent d’une capacité de chargement 

maximale. Cette capacité va déterminer la quantité de cibles maximales pouvant alors être 

accrochée sur les billes. Les sélections peuvent ainsi être effectuées à deux (ou plusieurs) 

concentrations de cibles : une première concentration permettant de saturer les billes avec la 

cible donnée, et une deuxième, bien plus faible, permettant d’appliquer des conditions de 

sélections plus stringentes. Enfin, la stringence peut être adressée en faisant varier la 

composition du tampon, le temps d’incubation et le nombre de lavages effectués297 lors des 

sélections. Enfin, pour récupérer les ligands sélectionés après lavages, l’application de 

conditions d’élutions par dénaturation de la cible ou par rupture des interactions ligands/cibles 

peut être variée. Ces paramètres ont été évalués dans la cadre de cette thèse.   

Au cours de cette thèse, les sélections ont été effectuées sur des cibles d’acides nucléiques 

disponibles commercialement et portant une fonction biotine en 3’ de leur séquence (Tableau 

9, p129). Corollairement, des billes magnétiques fonctionnalisées par de la streptavidine, et 

disponibles commercialement, ont donc été utilisées afin d’immobiliser les oligonucléotides 

biotinylés sur support.  
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Différents types de billes magnétiques-streptavidine (en. SA beads) sont disponibles 

commercialement chez ThermoFisher Scientific. On y retrouve les Dynabeads M-270 SA, les 

Dynabeads M-280 SA, les Dynabeads MyOne SA C1 et enfin les Dynabeads MyOne SA T1. 

Ces 4 types de billes SA diffèrent au niveau du diamètre des billes mais également au niveau 

de leur composition puisque certaines d’entre elles sont préalablement incubées et bloquées 

par de l’albumine de sérum bovin (en. Bovine Serum Albumine, BSA). Dans la littérature, les 

Dynabeads SA T1 restent les billes magnétiques les plus documentées pour la sélection de 

librairies combinatoire218,292 et ont été celles utilisées lors de ce projet de thèse. Suivant les 

groupes et les cibles considérées, les Dynabeads M-270 SA sont également largement 

documentées256,291,292 .  

En termes de caractéristiques, les billes Dynabeads MyOne SA T1 possèdent un diamètre de 

1,05μm298. Elles sont composées de chaines de polystyrènes adoptant une forme cylindrique 

sur laquelle est successivement ajoutée une couche de polymères poreux chargée par de 

l’oxyde de Fer, donnant les propriétés magnétiques aux matériaux. Enfin, on retrouve une 

dernière couche externe de polymères électroniquement inerte sur laquelle est ajoutée la 

fonctionnalisation souhaitée, comme ici, la streptavidine. En terme de chargement, les 

Dynabeads MyOne SA T1 ont la capacité théorique d’immobiliser 400 pmoles 

d’oligonucléotides (i. e de G-quadruplex) par 1 mg de billes.  

Au début de la procédure de sélection, les oligonucléotides biotinylés ont été immobilisés sur 

des billes magnétiques dans un tampon B/W (en. Binding and Washing buffer : 10mM Tris.HCl 

pH 7.5, 1mM Na2EDTA et 2M NaCl) tel que préconisé par le fournisseur. Généralement, une 

expérience de sélection est réalisée à partir de 25 pmoles de G-quadruplex immobilisé (soit 

6,25µL de billes). Ainsi, 125 pmoles de G-quadruplex-biotine (5 eq) sont incubées en présence 

de 6,25µL de billes SA à une concentration finale de 2,5µg billes/µL. 

 

Figure 84 :  Représentation schématique du système de billes magnétiques (DynabeadsTM MyOneTM T1) 

streptavidines. Fonctionnalisation des billes par des séquences oligonucléotidiques biotinylées et coiffage des sites 

de la streptavidine par de la biotine libre en solution. L’ADN génomique est également rajouté au système pour 

prévenir des interactions non-spécifiques.  

La streptavidine est une protéine homotétramériques de 52,8 kDa obtenue par purification de 

la bactérie Streptomyces avidinii. Chaque unité monomérique de cette protéine est composée 

de 8 feuillets bêta antiparallèles qui se replient afin de former un tonneau bêta antiparallèle 

dans laquelle la biotine peut se lier avec une constante de dissociation de l’ordre de 10-14 



123 
 

mol/L. Finalement, la biotine est une molécule capable de reconnaitre chaque tonneau bêta 

de la streptavidine permettant ainsi à 4 molécules de biotine d’interagir avec l’homotétramère. 

Lors de l’immobilisation des cibles biotinylées, distribuées statistiquement sur les billes 

magnétiques fonctionnalisées SA, de nombreuses unités monomériques seront vacantes. Il 

est alors important de bloquer ces sites d’interactions. En effet, l’éventualité qu’une librairie 

combinatoire de plusieurs milliers de composés puisse détenir des molécules capables 

d’interagir avec les unités monomériques de la streptavidine n’est pas à négliger. Ainsi, après 

la fonctionnalisation des billes avec les oligonucléotides (5eq), une étape de coiffage des sites 

SA est réalisée par incubation de la biotine libre en large excès (100 eq) avec les billes 

magnétiques (25 pmoles G4-immobilisés, 6,25µL de billes, [c]= 2,5µg billes/µL).  

Une fois les billes magnétiques fonctionnalisées par les cibles d’intérêts et saturées avec de 

la biotine en solution (Figure 84), l’incubation de la librairie dans le tampon de sélection peut 

être réalisée.  

Les tampons de sélection utilisés pour les expériences in vitro varient en fonction de la cible 

considérée. Dans le cas du projet de thèse, les cibles considérées sont des cibles nucléiques 

capables de former des structures G-quadruplex sous conditions stabilisantes. En effet, la 

plupart des cibles protéiques ou nucléiques peuvent être criblées en présence de tampon PBS 

voire de tampon HEPES. Dans le cas des cibles quadruplex, le tampon utilisé est le PBS 

auquel est ajouté 100mM d’ions K+ (KCl) afin de stabiliser la structure G-quadruplex. Au sein 

de ce tampon, il n’est pas rare de retrouver la présence d’un tensioactif non ionique comme le 

Tween-20 (ou T-20). En effet, l’utilisation de ce détergent permet de réduire l’agglomérat de 

billes magnétiques ainsi que leur adhésion aux plastiques, des tubes à microcentrifugation 

jusqu’aux pointes de pipettes. Le T-20 est également utilisé dans le but de diminuer le bruit de 

fond des résultats faux-positifs, c’est-à-dire diminuer les possibles interactions électrostatiques 

ou hydrophobes non-spécifiques des ligands sur la cible G-quadruplexe235 ou les plastiques. 

L’incubation de la DEL sur un volume de billes de 6,25µL, soit 25 pmoles de G-quadruplex, a 

été réalisée principalement avec 5 pmoles de librairie combinatoire. En effet, les conditions 

standards de travail utilisées rendent compte d’un système où les G4-quadruplexes sont 

théoriquement dans un excès de cinq par rapport à la librairie en solution, le ratio « G4-

immobilisé:DEL » est donc de 5:1. Ces conditions standards ont été choisies au regard des 

précédents dans la littérature pour la sélection de DEL, et confortées par les résultats 

empiriques obtenus lors des premières optimisations de sélection. Il sera évidemment discuté 

plus tard de l’intérêt de travailler en condition plus stringentes par défaut de cible par rapport 

aux quantités de librairies appliquées. Avant même que la librairie soit mise en présence de la 

cible, 100 eq. d’un ADN génomique d’hareng (en. Herring Sperm DNA) est ajouté au milieu 

réactionnel. L’intérêt d’ajouter de l’ADN génomique (de tailles moyennes de 200 paires de 

bases) dès le début de l’incubation est de pouvoir favoriser la diminution des interactions non-

spécifiques des composants de la librairie avec la cible d’intérêt, la protéine streptavidine mais 

également avec les billes magnétiques elles-mêmes. Par ailleurs, ce large excès de double 

brin d’ADN en solution doit également permettre de piéger en solution les potentiels composés 

de la librairie combinatoire ayant une affinité exclusive pour l’ADN double brin ou même 
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partagée avec la cible G-quadruplex. Les incubations standards ont durée 45 min à 25°C dans 

le tampon de sélection, la concentration finale des billes est alors de 0,85µg billes/µL, celle en 

G-quadruplex de 338 nM et celle de la libraire combinatoire encodée de 67,6 nM. 

Une fois la période d’incubation terminée, les billes magnétiques sont physiquement séparées 

du surnageant d’incubation (en. Flow-through) à l’aide d’aimants montés sur support. Les 

ligands présentant une affinité pour la cible sont alors susceptibles d’être retenus sur les billes. 

Afin de discriminer (séparer) les ligands de haute affinité des ligands de plus modeste affinité, 

des étapes de lavage peuvent être réalisées. Le nombre de lavages successifs, réalisés avec 

le tampon de sélection, peut être ajusté suivant la composition de la librairie. Dans un contexte 

de ligands présentant une haute affinité pour la cible, la stringence des lavages peut être 

augmentée. Sont compris dans la stringence des lavages la possibilité de jouer sur le nombre 

de lavages successifs, sur la température de réalisation des lavages mais également sur le 

temps appliqué aux lavages. A l’opposé, si la librairie n’est composée que de ligands à 

modeste affinité pour la cible, des conditions de lavages moins stringentes seront appliquées. 

Le compromis souvent décrit dans la littérature est l’utilisation de cinq étapes de lavages 

successives avec une durée moyenne de quelques secondes (à minutes) par 

lavage218,256,291,292.  

Une fois sélectionnés après 5 lavages successifs, les composés présentant la plus forte 

interaction avec la cible seront élués en présence de conditions dénaturantes. Ces conditions 

peuvent être appliquées par variation de température de solutions aqueuses, tamponnées, 

voire organiques.  

Le schéma ci-dessous récapitule les principales étapes (1 à 5) d’un processus de sélection 

standard par affinité (Figure 85). Chacune de ces étapes a été étudiée afin de quantifier 

l’impact d’une ou plusieurs variations des conditions standards.  
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Figure 85 : Expérience de sélection in vitro par affinité réalisée de manière séquentielle : 1) immobilisation des 

cibles, 2) incubation de la DEL, 3) lavages et applications de stringences et 4) élution des composés les plus affins 

pour la cible. Dans certains cas, une dernière étape de double — ou contre-sélection 5) peut être effectuée. 

Sous-partie 1.1 : DEL1 : première campagne de sélections.  

 Section 1.1.1 : Processus de sélection in vitro.  

Une première campagne de sélections a été réalisée à partir de la DEL1, vis-à-vis de 

cibles G-quadruplex adoptant différentes topologies ainsi que différents contrôles. La liste des 

séquences formant des structures G-quadruplex ainsi que les séquences contrôles est 

reportée dans la Tableau 9. Pour cette première campagne de sélection nous avons choisi 

des G-quadruplex cibles d’intérêts thérapeutiques décrits dans le premier chapitre adoptant 

des topologies variées.   

 Effet de l’immobilisation des cibles G-quadruplex sur les Dynabeads MyOne T1 SA — ① 

Les cibles adoptant une topologie parallèle sont les deux séquences promotrices d’oncogènes, 

Myc et Kit1. Un variant monomorphique plus stable de la séquence Myc, appelée Myc22, a 

également été utilisé. La séquence de topologie antiparallèle utilisée est le mutant de la 

séquence télomérique humaine, 22CTA. Enfin, le modèle polymorphique de la séquence 

télomérique humaine, wt-Tel26, a été utilisé en tant que G-quadruplex à topologie 

majoritairement hybride. Au-delà des cibles G-quadruplex, nous avons testé la librairie en 

présence de différentes cibles contrôles permettant ainsi de repérer les ligands non-spécifique 

aux structures G-quadruplex. Ainsi, la séquence riche en guanine appelée scramble-26 (scr26) 

structurellement incapable de former une structure G4 ainsi qu’un ADN double brin en épingle 

(en. Hairpin ou hp1) ont été des contrôles négatifs de choix. 
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Tableau 9 : Séquences oligonucléotidiques (3’ — biotine) utilisées dans le cadre de la première campagne de 

sélection in vitro par affinité à partir de la DEL1.  

Nom Sequence  Description 
Myc-3'biot GGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA 

A/3BioTEG/ 
G4 (parallèle), promoteur c-myc 

Myc22-3’biot TTG AGG GTG GGT AGG GTG GGT 
AA/3BioTEG/ 

G4 (parallèle), promoteur c-myc avec 
substitution de G en T, PDB: 1XAV 

22CTA-3'biot AGG GCT AGG GCT AGG GCT AGG 
GTT/3BioTEG/ 

G4 (antiparallèle), ADN télomérique 
humain (variant), PDB: 2KM3 

Kit1-3'biot AGG GAG GGC GCT GGG AGG AGG 
GTT/3BioTEG/ 

G4 (parallèle avec G isolé), promoteur 
c-kit1, PDB: 2O3M 

wtTel26-3'biot TTA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG 
TT/3BioTEG/ 

G4 (hybride), ADN télomérique humain, 
PDB: 2JPZ 

scr26-3’biot AAG TGT GTG TGT GTG TGT GTG TGA 
AG/3BioTEG/ 

Séquence riche en guanines 

hp1-3'biot ATA GCA TAC GTT TTC GTA TGC TAT 
T/3BioTEG/ 

ADN en épingle à cheveux de 25 bases 

 

Dans les conditions standards décrites ci-dessus, un ratio oligonucléotide cible/libraire (O/L) 

de 5:1 a été utilisé pour l’immobilisation des différentes cibles sur les billes magnétiques. Afin 

d’évaluer l’effet de conditions moins stringentes, un ratio de 10:1 en faveur d’un excès de cible 

a également été étudié.  

A contrario, l’application de systèmes O/L avec défaut de cibles a également été réalisé avec 

des rapports O/L de 0.5:1 et 0.05:1. Dans ce cas, les sélections sont orientées vers des 

systèmes plus compétitifs ou les ligands présentant les meilleures cinétiques d’association ou 

constantes d’association sont capables de fixer les cibles G-quadruplex présentes en défaut.  

L’évaluation de l’impact du rapport O/L sur le processus de sélection a été déterminée sur la 

cible Myc. Le paramètre pris en compte a été la quantification de la librairie encodée, 

théoriquement enrichie en ligands affins, après sélection et amplification en qPCR. Les 

procédures d’incubation, de lavage et d’élutions utilisées sont les conditions standards telles 

que décrites en détail plus loin dans le manuscrit et récapitulé dans le tableau 12, p139. La 

quantification par qPCR réalisée en plaque 96-puits est également détaillée plus loin dans 

cette section. Elles s’appuient sur les travaux de Dr. Neri et permettent de calculer un nombre 

de copies obtenues après élution des meilleurs ligands dans une sélection donnée et ainsi de 

déterminer la stringence des conditions utilisées.  

La quantification est ainsi effectuée à partir d’une gamme étalon d’amplification de la librairie  

à des concentrations connues. En effet, cette gamme varie de 1E+12 à 1E+05 copies 

(molécules) comme indiquées sur la Figure 86 ci-dessous. Conjointement à la gamme étalon, 

un contrôle sans matrice (en. Non-templated control, NTC) contenant tout le nécessaire à 

l’amplification (amorces, polymérases, dNTPs, etc…) ainsi qu’un contrôle en présence seule 

du tampon d’amplification (en. Buffer) ont également été effectués. 
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Figure 86 : Courbes d’amplifications obtenues par qPCR. Représentation de l’intensité de fluorescence en fonction 

du nombre de cycles d’amplifications. Analyse effectuée pour chaque concentration (1012 à 105 copies) de librairie 

DEL1 non sélectionée ainsi que pour les contrôles NTC et buffer. 

Initialement 5 pmoles de DEL1 sont incubées à chaque condition de sélection, correspondant 

à 3E +12 copies. Le nombre de copies post-sélection reflète donc la stringence du processus 

de sélection. Celui-ci n’est bien sûr pas le seul indicateur de la pertinence d’une condition de 

sélection puisqu’à nombre de copies identiques la population des ligands encodés peut 

largement varier. Néanmoins il est possible de postuler qu’un nombre de copies post-sélection 

trop élevé témoigne d’une stringence trop faible. Ceci ne permettant pas de discriminer entre 

les bons ligands et les ligands d’affinité plus modeste. Au contraire, un nombre de copies trop 

bas doit alerter quant à la présence de biais potentiel lors de l’amplification et donc d’un 

processus de sélection trop stringent.  

Plusieurs observations importantes quant aux profils d’amplification des gammes et des 

contrôles sont à prendre en considération. Premièrement, la gamme étalon complète est 

observable en effectuant une amplification de 30 cycles successifs. Notons que pour cette 

raison, ces conditions seront celles maintenues pour chacun des profils de sélections 

présentés. Deuxièmement, il est visualisable qu’en présence d’une quantité d’ADN supérieure 

à 1E+11 copies, l’intensité de fluorescence initiale est très élevée. Enfin, lorsque le plateau 

d’amplification des quantités d’ADN inférieures à 1E+06 copies ont été atteints, la fluorescence 

du contrôle NTC n’est plus négligeable. En effet, à partir de 21 cycles d’amplifications, une 

composante NTC ne cesse de croître. La présence unique des amorces de qPCR (adaptateurs 

Multiplexing et TrueSeq) au sein du NTC laisse entendre qu’il y a formation de dimères 

d’amorces (en. Primer dimers). Cette hypothèse a d’ailleurs été confirmée sur gel d’agarose. 

La formation de ces amplicons non pertinents au bout d’un certain nombre de cycles de PCR 

impose donc un nombre de copies post-sélection suffisamment important pour ne pas avoir à 

amplifier au point d’amplifier ce bruit de fond.  
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Quel que soit le système O/L utilisé, 5 pmoles de DEL1 ont été incubées en présence de 50, 

25, 2,5 ou 0,25 pmoles de G-quadruplex, représentant respectivement les ratios O/L de 10:1, 

5:1, 0.5:1 ou 0,05:1. L’évaluation du nombre de copies après application des différents ratios 

O/L se retrouve en Tableau 10.   

Tableau 10 : Quantification du nombre de copies obtenues après sélection contre la séquence du proto-oncogène 

Myc en fonction du ratio O/L (oligonucléotide:librairie). 

Ratio Copies Cible 

0,05:1 3.3E+06 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

0,5:1 2.1E+07 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

5:1 6.8E+09 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

10:1 8.8E+09 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

 

De manière prévisible, le rapport O/L impact incontestablement le nombre de copies obtenues 

après élution (en. output copies) des meilleurs ligands. En effet, en défaut d’oligonucléotides, 

les éluats de sélections décroissent proportionnellement au ratio O/L considéré jusqu’à 

atteindre des valeurs avoisinant 1E +06 copies. À l’inverse, les différents excès 

d’oligonucléotides n’influencent que très peu les output copies et paraissent même plafonner 

aux alentours de 1E +10 copies. 

Alors qu’il est aisé de quantifier de hautes valeurs d’éluats de sélections, il en est 

expérimentalement plus compliqué de quantifier de faibles valeurs comme celles obtenues en 

présence d’un ratio 0.05:1. Lors de la quantification du contrôle NTC, une valeur d’amplicon 

variant de 1E +05 à 1E +06 copies a été obtenue. Autrement dit, à des valeurs suffisamment 

basses comme la valeur obtenue en présence d’un ratio O/L de 0,05:1, la quantification exacte 

de l’éluat de sélection est impossible due à ces valeurs de NTC trop proches. 

Ainsi pour cette première campagne de sélection, le choix s’est porté vers l’évaluation de 

sélections à un ratio de 5:1 ainsi qu’à 0.5:1 dans le cadre d’application de stringences. 

 Incubation de la DEL1 sur les billes post-fonctionnalisées par les cibles d’intérêts - ② 

Une fois les séquences G-quadruplex immobilisées sur billes magnétiques et coiffées par de 

la biotine en solution, les 5 pmoles de la librairie encodée peuvent être incubées en présence 

de la cible. L’incubation classique a été réalisée dans le tampon d’incubation et en présence 

d’ADN de sperme de hareng.  

Des expériences de sélections ont également été menées en l’absence d’ADN de sperme de 

hareng afin d’étudier l’évolution du nombre de copies en sortie de sélection et d’informer sur 

l’éventuelle formation de complexe ligands encodés/ADN duplex. Dans le système standard, 

la quantité de molécules obtenue après élution demeure sensiblement la même en présence 

ou en absence d’ADN de sperme de hareng. Ainsi, afin de limiter les faux-positifs, l’ADN 

génomique a été jugé nécessaire à toutes les expériences et reste constamment présent dans 

les expériences à une quantité fixée de 500 pmoles (soit 100 équivalents par rapport à la DEL). 
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À l’exception des sélections réalisées contre l’hairpin (mime de l’ADN double brin) et ceux pour 

permettre l’identification des « meilleurs » ligands d’hairpin qui serait, en présence d’ADN de 

sperme de hareng, probablement piégé en solution.  

Le tampon de sélection contient 100mM de Chlorure de potassium (KCl), 1X de tampon 

phosphate salin (en. Phosphate buffered saline ou PBS) à pH 7,4 et une concentration variable 

de Tween-20 (T-20). La concentration en T-20 a également fait l’objet d’expérimentation.  

L’impact de la concentration de T-20 dans le processus de sélection a été évalué par 

application de concentration pouvant varier de 0,1% à 0,01% (du volume de travail). Comme 

le montre le tableau 11 ci-dessous, l’augmentation de la concentration volumique de Tween-

20 n’affecte que très peu le nombre de copies après élutions. Lors de cette première 

campagne de sélection, nous avons donc retenu des protocoles impliquant 0,1% et 0,01% de 

T-20. Néanmoins, la concentration de 0,01% étant plus largement utilisée dans des sélections 

similaires, cette condition a été retenue comme standard et utilisée dans la plupart des 

sélections.  

Tableau 11 : Quantification du nombre de copies obtenues après sélection contre la séquence du proto-oncogène 

Myc en fonction du pourcentage de détergent (Tween-20) utilisé. 

[Tween-20] Copies Cible 

0,01% 2E +07 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

0,05% 3.1E+07 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

0,1% 3.3E+07 G4 (parallèle), promoteur c-myc 

 

 Lavages après incubation de la DEL1 - ③ 

Après incubation de 5 pmoles de DEL1 (1 h à 25°C) sur une quantité définie 

d’oligonucléotide immobilisé, le surnageant de la sélection (en. Flow-through) est séparé des 

billes magnétiques à l’aide d’aimants placés sur support. A ce stade d’avancement du 

processus de sélection, le surnageant est composé des ligands de la librairie non liés à la cible 

G-quadruplex (en. non-binders) en solution dans le tampon de sélection (100 mM KCl, 1X PBS 

(pH 7.4), 0.01% Tween-20).  

Dans l’intérêt d’éliminer les ligands les plus faiblement affins pour la cible en présence (en. 

weak-binders), nous avons utilisé plusieurs lavages successifs. L’effet de ces lavages sur le 

nombre de copies élué est directement lié aux conditions de lavages. En effet, la stringence 

peut être dictée par l’application de conditions douces de lavage, comme par exemple 

l’application de cinq lavages successifs avec le tampon de sélection, ou endurcis par i) des 

conditions de hautes températures, ii) des conditions de concentration faible en ion K+ ou iii) 

des conditions de concentration en Tween-20 plus élevée. 

Le graphique 2 montre un exemple de quantification de toutes les solutions obtenues, du Flow-

through à l’élution. Dans cet exemple, la DEL1 (5pmol — 3.01E+12copies ; input sur le 

Graphique 2) a été incubée en présence de la cible Myc dans un ratio O/L de 5:1. Tout d’abord, 
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les non-binders présents dans Flow-through (FW) sont récupérés et présentent un 

pourcentage de relargage très important estimé à plus de 95%. Les lavages successifs en 

conditions douces (tampon de sélection : 100mM KCl, 1X PBS pH 7.4, 0.01% Tween-20) 

relarguent une quantité décroissante de 1% à 1‰ en fonction du cycle de lavage et permet 

ainsi d’obtenir une quantité d’éluats (E) équivalent à 4.08E+10 copies soit 1,4% de la quantité 

initialement incubée (élution dans l’H2O à 95°C comme explicité plus loin dans le manuscrit, 

Tableau 12, p139). 

 

Graphique 2 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction des étapes du processus de sélection. 1) 

Input copies, 2) Flow-through, 3) W1 à W5 : lavages successifs, 4) Output copies.  

Comme explicité auparavant, la stringence des sélections peut être appliquée sous différentes 

formes en commençant par la variation de la température. En effet, au cours des cinq cycles 

de lavages, nous avons exploré l’utilisation de températures de déstabilisation du complexe 

ligands/cibles allant de 50 à 80°C (Graphique 3). 
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Graphique 3 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction de la stringence des lavages (W1 à W5) 

appliquée et de la cible G-quadruplex considérée. Sans mention contraire, les lavages ont été réalisés à 

température ambiante (25°C) et sous agitation pendant 15 min. 

Comme le montre le graphique ci-dessus, le nombre de copies après élution contre la cible 

Myc décroit largement en fonction de la température appliquée lors des lavages. En condition 

douce, c’est-à-dire en appliquant 5 lavages successifs avec le tampon de sélection (« Myc », 

Graphique 3), l’élution relargue 6.77E+09 copies, soit 2,3‰ de la quantité injectée dans la 

sélection (en. input copies). Lorsque les mêmes conditions sont appliquées mais que le lavage 

4 (W4) est chauffé à 50°C, on observe une élution de 3.2E+09 copies, correspondant à 1,1‰. 

Dans le nouveau cas où le lavage 4 et le lavage 5 (W4+W5) sont effectués à 50°C, seul 0,3‰ 

des copies sont maintenus, correspondant à un output de 7.62E+08 copies. Enfin, lorsque le 

lavage 4 (W4) est appliqué à une température de 70°C, l’élution permet un relargage de 

2.47E+08 copies, soit 0,08‰ de l’input copies. 

Afin de montrer que cette stringence n’est pas corrélée à une séquence d’oligonucléotide et in 

fine à la topologie adoptée par le G-quadruplex, il a également été montré que le même effet 

de décroissance du nombre de copies des éluats de sélection est observable sur la séquence 

polymorphique wtTel26, la séquence de topologie antiparallèle 22CTA ou encore la séquence 

promotrice d’oncogène kit1 (Graphique 3). 

La stringence peut également être contrôlée par un manque d’ions K+ en solution puisque l’ion 

potassium est un stabilisateur de structure G-quadruplex. Ainsi, lorsqu’un des cycles de 

lavages est appliqué en l’absence de l’ion K+, c’est-à-dire dans un tampon contenant 

uniquement 1X PBS pH 7.4 et 0.01 % T-20, on observe une baisse de copies d’élution passant 

de 4.08E+10 à 1.46E+10, soit une décroissance de 65%. En revanche, lorsqu’on compare 

l’effet de la présence de l’ion K+ au sein d’une sélection où le quatrième lavage est effectué à 

50°C, aucune diminution du nombre de copies n’est observable. Ainsi, l’absence de l’ion K+ 
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semble influencer les copies éluées dès lors que les stringences de températures ne sont pas 

appliquées.  

 Finalement, malgré une très faible influence de la concentration de Tween-20 dans les 

expériences réalisée à un ratio de 0.5:1 (cf. section ② Tableau 11, p132), il a été jugé opportun 

de comparer cette fois-ci la concentration de détergent sur un ratio O/L présentant un excès 

d’oligonucléotides à hauteur de cinq équivalents (ratio O/L=5:1). Ainsi, l’expérimentation 

conduite sur le promoteur Myc montre une baisse d’un facteur 5 sur l’output copies en 

comparant cinq lavages successifs en présence de 0,01% de Tween-20 ou en présence de 

0,1% de Tween-20. 

En conclusion, parmi toutes les pistes explorées afin d’augmenter la stringence des lavages, 

il apparait clairement que la réduction de concentration en KCl ou l’augmentation de la 

concentration de détergent n’influence que très peu les output copies (facteur 3 à 5). En 

revanche, l’effet de la température sur certain des cycles de lavages permet d’avoir davantage 

de disparité puisqu’il est possible de faire diminuer les output copies d’un facteur 30 à un 

facteur 600 en fonction des séquences G-quadruplex considérées. 

 Conditions d’élution de sélections - ④ 

Une fois les lavages effectués en présence ou non de conditions stringentes, les 

meilleurs ligands encodés doivent être élués afin de pouvoir les quantifier et les identifier. Pour 

ce faire, nous avons exploré différents milieux aussi bien aqueux qu’organique. 

Les trois premières conditions à avoir été expérimentées ont été : i) une élution en milieu 

purement organique (DMSO) à une température de 65°C, puis ii) de l’eau ultrapure chauffée 

à 95°C et enfin iii) un tampon salin composé de Chlorure de Lithium à 1M chauffé à 65°C 

(Graphique 4). En effet, ce dernier a pour objectif de déstabiliser les structures quadruplex 

d’une part grâce à la température mais également par la présence d’une grande concentration 

d’ions Li+. À l’instar du cation potassium, l’ion lithium ne stabilise pas la structure G-quadruplex 

due à son faible rayon atomique rendant impossible la coordination des oxygènes O6 des 

guanines formant les quartets. 

 

Graphique 4 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction des conditions d’élutions utilisées. Exemple 

sur la cible Myc. 
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De ces premières conditions, il apparait que le milieu organique et le milieu aqueux relarguent 

le même nombre de copies alors que la condition saline ne permet d’éluer que la moitié des 

ligands. A également noter que l’élution en milieu organique est suivie par un bref lavage en 

milieu aqueux car certains ligands présents dans la librairie sont des ligands fortement polaires 

et chargés qui pourraient être relargués en présence de DMSO mais non soluble au milieu 

organique. 

Après ce premier jeu de conditions, d’autres méthodes d’élutions ont été testées. Parmi celles-

ci on retrouve une solution aqueuse de dodécylsulfate de sodium (SDS) à 2%, ou encore une 

solution d’acide chlorhydrique à pH 3 (Graphique 4). En comparaison au milieu aqueux, la 

solution acide ne permet pas d’éluer de grosse quantité de ligands, ou bien ce milieu conduit 

à la dégradation du code-barres ADN ne permettant une amplification quantitative. Le milieu 

détergent est quant à lui capable d’éluer une quantité raisonnable de molécules mais reste 

néanmoins inférieur à l’élution en milieu aqueux à 95°C. 

Pour conclure, la méthode d’élution de choix utilisée pour les tests de sélection a été l’eau 

ultrapure (milliQ water) chauffée à 95°C. Toutefois la condition en milieu organique (DMSO à 

65°C) suivi d’un lavage aqueux, a également été utilisée afin de comparer la population des 

ligands élués. 

 Double sélection et contre-sélection — ⑤ 

Après une sélection par affinité vis-à-vis d’une cible G-quadruplex, les ligands 

sélectionnés peuvent être identifiés grâce à leur code-barre ADN en utilisant une technique de 

séquençage à haut débit. Néanmoins, dans l’objectif d’identifier les ligands les plus affins ou 

des ligands spécifiques d’une structure en particulier, il est intéressant d’effectuer plusieurs 

sélections ou contre-sélections successives. 

Afin d’augmenter la stringence par sélections successives, l’incorporation d’éluats de 

sélections au sein de cycles de sélections supplémentaires nécessite certaines conditions 

particulières. Dans un premier temps, il est indispensable de considérer le rapport output/input 

copies quantifiable en fin de sélection puisque celui-ci est directement fonction de l’absence 

ou de la présence de conditions stringentes. Dans notre cas il a été montré (Graphique 3) que 

ce rapport pouvait varier de 0,25% (7.5E+9copies) en présence de conditions douces à 4E-

04% (1.2E+07copies) après application de conditions plus drastiques. Dans un deuxième 

temps il nécessaire de se rappeler que la quantification des éluats de sélections n’est possible 

qu’à des valeurs supérieures à 1E +05 et 1E +06 copies, valeur représentant la quantification 

de l’échantillon NTC (en. Non-template control). 

Ainsi, la somme des « n » sélections successives doivent être engagées de manière à ce que 

les output copies n’atteignent jamais des valeurs inférieures au seuil minimum mesurable, soit 

les valeurs de NTC. En ce sens, le choix effectué s’est porté vers l’application de maximum 

deux tests de sélections successifs en conditions standards. Étant donné que les inputs copies 

d’un test de sélection sont fixées à 3.01E+12 et qu’il a été montré que le ratio output/input en 

condition standard permettait d’éluer 0,25% de la quantité soumise à sélection, il est 
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théoriquement possible d’obtenir une valeur d’output copies proche de 2E +07 copies après 

deux sélections successives. Il est alors évident que l’application d’un troisième test de 

sélection, même appliqué dans les conditions les plus douces, ne permettrait pas de 

véritablement quantifier les outputs copies (<105 copies théorique). 

Dans l’intérêt d’un gain d’affinité ou de spécificité, ces sélections successives peuvent être de 

deux types. Premièrement, on peut incuber la librairie sur une cible donnée A, et réinjecter 

l’éluât de sélection contre cette même cible. L’intérêt de cette double-sélection est d’identifier 

les composés les plus affins capables de persister après deux tours de sélections. 

Deuxièmement, il est possible d’incuber la librairie sur une cible A puis d’injecter le surnageant, 

c’est-à-dire les ligands les moins affins pour la cible A, sur une nouvelle cible B. Cette approche 

est une des possibilités de « contre-sélection », cette technique permettant dans un premier 

temps d’éliminer les meilleurs ligands de A, puis, parmi l’ensemble des ligands moins affins 

pour A, de sélectionner les meilleurs ligands de B (Figure 85). 

Une double-sélection a été effectuée en présence de la cible unique Myc dans un ratio de 

départ O/L de 5:1. L’application des conditions standards aux deux sélections successives ont 

permis d’obtenir un nombre de copies finales d’environ 1E +07 copies, en accord avec ce qui 

a été discuté plus haut dans cette section.  

En parallèle, deux contre-sélections distinctes ont été expérimentées en conditions standards. 

D’abord, les ligands de la librairie combinatoire ont été sélectionnés vis-à-vis du promoteur 

d’oncogène Kit (Kit1, G4 parallèle) ou de la séquence télomérique humaine (wtTel26, G4 

hybride) avec un ratio O/L de 10:1. Il a été pensé que, malgré un très faible écart d’output 

copies entre le ratio 10:1 et 5:1 une plus grande diversité de ligands pourrait être obtenue. 

Ensuite, les surnageants respectifs ont été réinjectés dans une procédure de sélection contre 

la séquence oligonucléotidique Myc (G4 parallèle) dans un ratio O/L de 5:1 (Graphique 5). 

Le nombre de copies obtenu selon le processus de contre-sélection décrit ci-dessus est élevé. 

Il témoigne de la grande quantité de ligands encodés présents dans les solutions d’incubation 

(flow-through) après la première incubation. Il apparait probable au regard de ces chiffres que 

cette approche de contre-sélection n’est pas prometteuse, un trop grand nombre de bons 

ligands potentiels des « non-cibles » persistant dans les flow-through après la première 

sélection. 
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Graphique 5 : Quantification du nombre de copies obtenues après sélection classique, double-sélection ou contre-

sélection sur la cible principale Myc. 

Au regard des optimisations décrites ci-dessus, une liste de premières sélections à séquencer 

a été déterminée.  

Concernant les cibles (① ), sept séquences distinctes ont été prises en compte pour la 

sélection comprenant trois séquences G-quadruplex de topologies parallèles (Myc, Myc22 et 

Kit1), une séquence de topologie antiparallèle (22CTA) et une séquence de topologie hybride 

(wt-tel26). A cela ont été ajoutés les contrôles négatifs que sont la séquence riche en guanines 

scr26 et le duplex d’ADN (hp1). De plus, il est nécessaire de considérer des sélections sur 

billes magnétiques « nues » c’est-à-dire des sélections en l’absence d’oligonucléotides (ou 

d’ADN) afin de pouvoir quantifier et identifier les ligands présentant des interactions non-

spécifiques avec les billes SA. 

L’incubation (② ) de la librairie sur les billes magnétiques a également été sujette à 

expérimentation et le buffer d’incubation en présence de 0,01% de détergent (Tween-20) s’est 

montré suffisamment efficace pour décrocher les ligands les moins affins. Également discuté 

en point ③ , il est intéressant d’effectuer une manipulation en présence d’une concentration 

de détergent plus élevé afin de comparer, non pas l’output copies puisqu’ils amènent à une 

quantification similaire, mais les populations de ligands sélections. 

Les différents types de lavages (③ ) permettent d’appliquer une stringence sur les tests de 

sélections. Il a été montré que des cycles de lavages à différentes températures (température 

ambiante, 50°C ou 70°C) permettent de faire varier les outputs copies au même titre que la 

présence ou non d’ions K+ au sein du tampon de sélection. Démultipliant les expérimentations, 

il a été décidé de maintenir stable la concentration en K+ tout au long des expérimentations et 

de ne faire varier que la température dans le but d’imposer des conditions drastiques au 

processus. 

Les élutions (④ ) expérimentées au cours du travail méthodologique ont été d’origines variées 

puisqu’il est possible de retrouver des élutions en milieu organique (DMSO @ 65°C) ou aqueux 

(milliQ water @ 95°C), ainsi que des élutions en milieu détergent, salin ou tamponné à pH 

acide. L’expérimentation a montré que l’utilisation d’eau ultrapure à haute température 

permettait d’obtenir le meilleur taux de relargage et est donc la condition principale d’élution. 
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Comme discuté auparavant, le milieu organique apparait également un milieu adéquat pour le 

relargage de ligand à condition de perpétuer un lavage aqueux postérieurement. Il est donc 

intéressant de pouvoir différentier les populations de ligands relarguer par des éluants 

diamétralement opposés. 

Enfin, différentes techniques de sélection successives (⑤ ) ont pu être effectuées afin de 

gagner en spécificité de ligands. La comparaison de populations issues de double-sélection 

et celles issues de contre-sélections peuvent apporter de véritables informations sur une 

éventuelle spécificité structurale des ligands présents au sein de la librairie. 

À partir des données acquises lors de l’étude méthodologique des conditions de sélections, 

29 sélections distinctes ont été menées et sont listées dans le tableau 12 ci-dessous :  

Tableau 12 : Première campagne de sélections réalisées à partir de la DEL1.  

Conditions de lavages décrites sous le tableau. 

Nom Duplicate Cible ratio O/L Détails expérimentaux 
Output copies 

(quantif. qPCR) 

Sel01 Sel02 Myc 5:1 WASH1 5.91E+09/7.62E+09 

Sel03  Myc 5:1 
WASH1  

@ [T-20]=0,1% v/v 
1.29E+09 

Sel04  Myc 5:1 WASH2 7.92E+08 
Sel05  Myc 5:1 WASH3 3.16E+09 

Sel06 Sel07 Myc 5:1 WASH4 1.41E+08/3.53E+08 

Sel08  Myc 5:1 
WASH4  

@ Élution: DMSO 65°C 
6.45E+07 

Sel09  Myc 5:1 WASH5 1.42E+8* 

Sel10 Sel11 Myc/Myc 5:1 
WASH1  

@ double sélection 
9.18E+06/1.55E+07 

Sel12  Myc/Myc 5:1 
WASH4  

@ double sélection 
2.86E+08* 

Sel13 Sel14 Myc 0,5:1 WASH1 2.92E+06/3.79E+07 
 

Sel15 Sel16 Streptavidine 5:1 WASH1 1.06E+08/2.44E+08 
Sel17  scr26 5:1 WASH1 3.99E+07 
Sel18  hp1 5:1 WASH1 2.4E+07 

Sel19  hp1 5:1 
WASH1  

@ sans ADN génomique 
6.55E+07 

 

Sel20  Myc22 5:1 WASH4 1.03E+09 
Sel21  Kit1 5:1 WASH1 8.01E+09 
Sel22  Kit1 5:1 WASH3 1.19E+07 
Sel23  22CTA 5:1 WASH1 2.62E+08 
Sel24  22CTA 5:1 WASH3 1.78E+07 
Sel25  wtTel26 5:1 WASH1 1.27E+09 
Sel26  wtTel26 5:1 WASH3 1.08E+08 

 

Sel27  Kit1/Myc 5:1 WASH1 3.05E+09 
Sel28  wtTel26/Myc 5:1 WASH1 6.73E+09 
Sel29 DEL1 (Librairie naïve) @ 1E+08 
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WASH1 
5 lavages (tampon de 
sélection : 100mM KCl, 
1X PBS pH 7.4, 0.01% 

v/v Tween-20) @ 
température 

ambiante.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  

WASH2 
5 lavages (tampon de 

sélection) dont le 
4ième lavage a été 

effectué à 50°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  
 

WASH3 
5 lavages (tampon de 

sélection) dont le 
3ième et le 4ième 

lavage ont été 
effectués à 50°C.  

Élution : 95°C dans 
l’eau ultrapure.  

 

WASH4 
5 lavages (tampon de 

sélection) dont le 
4ième lavage a été 

effectué à 70°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  
 

WASH5 
5 lavages (tampon de 

sélection) dont le 
3ième lavage a été 

effectué à 70°C et le 
4ième lavage à 80°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure. 

 

Comme il peut être constaté, l’impact des conditions de sélections a majoritairement été étudié 

sur la cible parallèle Myc. Cette cible G-quadruplex est un bon modèle dans le cas de la DEL1 

puisque dans les conditions standards d’expérimentation le nombre de copies en sortie 

avoisine les 1E +10 copies.  

Section 1.1.2 : Génération d’amplicons par PCR. 

Après chaque sélection in vitro, les quantités de ligands présents au sein des éluats ont 

été mesurées grâce à la méthode de polymérisation quantitative en chaîne (en. Quantitative 

Polymerase Chain Reactions ou qPCR) telle que décrite au Chapitre 1 — Section 2.2.2, p77. 

La conception de la DEL1 a été rationalisée de telle sorte que chaque ligand encodé de la 

librairie combinatoire ait la possibilité d’être amplifié simultanément. En effet, chacune des 

molécules de la librairie possède deux séquences code-barres communes que sont 

l’Headpiece et le Closing Primer. La présence de ces séquences communes permet ainsi 

l’utilisation d’amorce de PCR similaire pour l’amplification de chacune des séquences ADN 

(Figure 87). Pour rappel, la séquence terminatrice (CP) possède une séquence unique parmi 

laquelle 7 nucléobases (Figure 87, bases soulignées) informent sur l’identité de la librairie 

combinatoire. Dans le cadre de la DEL1, le Closing Primer associé est appelé Closing Primer 

1 ou CP1. 

Parmi ces amorces, la première est une séquence oligonucléotidique appelée «Multiplexing 

Adapters » de 83 nucléotides de long. La particularité de cette amorce est qu’elle comporte 

deux parties distinctes : une partie complémentaire à l’Headpiece de chacune des molécules, 

et une partie comportant une séquence Illumina nécessaire à l’adhésion des amplicons sur la 

puce Illumina (sujet discuté en partie 2 de ce chapitre). La deuxième amorce utilisée est une 

amorce de 73 nucléotides appelée « TrueSeq1 Universal Adapter » qui comporte, 

similairement à la première amorce, une séquence complémentaire au Closing Primer de 

chacune des molécules de la librairie, et une partie adapteur Illumina. 
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Multiplexing Adapters 

5’ CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT XXX XXX GTG ACT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC 

T TGA CTG CC AA ATC GAT GTG 3’ 

TrueSeq Universal Adapter 
5’ A ATG ATA CGG CGA CCA CCG AGA TCT CAC TTT CCC TAC ACG ACG CTC TTC CGA TCT G CAG GTG 

AAG CTT GTC TG 3’ 

 
Figure 87 : Représentation générale de la séquence complète des code-barres ADN des membres de la DEL1 : 

de l’Headpiece au Closing primer-1. Hybridation des amorces Illumina au niveau du brin sens du CP1 et du brin 

anti-sens de l’HP.   

Alors que l’adapteur universel TrueSeq est utilisé de manière systématique pour l’amplification 

de chacun des éluats de sélection, l’adaptateur Multiplexing lui diffère en fonction des 

sélections. En effet, parmi les 83 nucléotides présents au sein de la séquence, un index de six 

nucléotides de long (encadré et grisé en Figure 87) permet de différentier chacune des 

expérimentations effectuées. Cela permet ainsi de mélanger les amplicons de chaque éluat 

de sélection afin d’effectuer le séquençage du mélange d’expérimentations. 

Ainsi, 29 adaptateurs uniques Multiplexing ont été utilisés afin de pouvoir différencier les 29 

conditions de sélections effectuées. L’indexage de chacune des expérimentations est 

représenté dans le tableau 13 ci-dessous.  

Tableau 13 : Indexage unique de l’amorce Illumina Multiplexing en fonction de 29 sélections effectuées.  

Nom Indexage Nom Indexage Nom Indexage Nom Indexage 

Sel01 CGTGAT Sel09 TGCCGA Sel17 ATCGTG Sel25 GCCATG 
Sel02 TACAAG Sel10 CGTACG Sel18 TGAGTG Sel26 ATTCCG 
Sel03 TTGACT Sel11 CCACTC Sel19 TCGGGA Sel27 GTCGTC 
Sel04 GGAACT Sel12 CTTCGA Sel20 GAATGA Sel28 CGATTA 
Sel05 GCGGAC Sel13 ATCAGT Sel21 TGTTGG Sel29 GCTGTA 
Sel06 TTTCAC Sel14 GCTCAT Sel22 GTATAG   
Sel07 GGCCAG Sel15 TAGTTG Sel23 AAAATG   
Sel08 CGAAAC Sel16 CCGGTG Sel24 AGCTAG   

 

La quantification des éluats de sélection a été effectuée séparément au sein d’une plaque 96 

puits (en. 96- well plate, ou 96-WP). Chaque puits comporte alors une faible quantité d’ADN 

éluée après sélection et tous les composants nécessaires à l’amplification par qPCR.  

Les valeurs de quantifications des 28 sélections (ne prenant donc pas en compte la Sel29 qui 

est l’amplification de la DEL1 naïve, c’est-à-dire, sans sélection préalable) ont ainsi été 

calculées et sont reportées dans le Tableau 12, p139. 

Les profils d’amplification des 28 sélections (28 éluats et la Sel29 amplifiée à 1E +08 copies) 

sont représentées en Figure 88 (A/) et montrent une réelle disparité. En effet, trois populations 

distinctes peuvent être identifiées : 
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▪ une population atteignant leur plateau d’amplification au bout de 20 cycles  

(Figure 88, B/) 

   8 sélections / 29 sélections 

▪ une population ou l’amplification maximale est atteinte au bout de 23 cycles  

(Figure 88, C/) 

   12 sélections / 29 sélections 

▪ et enfin, une population nécessitant 27 cycles d’amplification pour atteindre leur début 

de plateau (Figure 88, D/). 

   9 sélections / 29 sélections 

À partir de ce constat, chacune des sélections a été réamplifiée du nombre de cycle permettant 

d’atteindre la phase stationnaire. Aboutir à ce maximum d’amplification garantit une quantité 

suffisante d’amplicons pour les étapes de purification et de séquençage tout en limitant 

l’amplification de séquences parasites. Dans l’intérêt de pouvoir séquencer la librairie naïve 

avec un fort taux de reads (voir Chapitre 3 — partie 2, p158), cinq lots de librairie naïve (Sel29) 

ont été amplifiés en parallèle (soit 5 x 1E +08 copies).  

 

Figure 88 : A/ Amplification des 29 conditions de sélections sur 27 cycles. Classement des sélections en fonction 

du nombre de cycles nécessaires afin d’atteindre le plateau : B/ 20 cycles, C/ 23 cycles et D/ 27 cycles.  

Afin d’obtenir un taux de séquençage similaire pour chacune des sélections, les amplicons de 

chaque condition de sélection sur cible ont été mélangés en quantité équimolaire. Seule la 

sélection 29, représentant la DEL1 naïve, a été ajoutée aux autres conditions de sélection en 

quantité supérieure (plus d’information dans la partie 2, séquençage à haut-débit, p158). Afin 
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d’effectuer un tel mélange, il est nécessaire de quantifier l’ADN présent après chaque 

amplification. Cette quantification est effectuée par électrophorèse sur gel d’Agarose.  

L’évaluation de la quantité d’ADN présente au sein d’un puits de migration a été réalisée sur 

gel d’agarose, par comparaison de l’intensité des bandes observées avec celles d’une échelle 

d’ADN commercial à plage très faible (Figure 89). Également appelée GeneRuler Ultra Low 

Range (Thermofischer), cette échelle permet la quantification d’ADN contenant entre 10 et 300 

paires de bases. 

 

Figure 89 : Quantification massique d’ADN obtenu pour chaque condition de sélection après amplification par 

qPCR. Quantification réalisée sur gel d’agarose (UltraPure) à 5%. Migration à 90V/2 h. 

La quantité massique d’ADN obtenue après amplification de chaque éluat de sélection a varié 

de 246ng pour la sélection présentant le nombre de copies le plus faible à 730ng pour l’éluat 

présentant un output copies élevé. Afin de rester en quantité équimolaire (ou équimassique), 

246ng des 28 sélections (Sel01 à Sel28) ont été rassemblés afin de former un lot unique de 

6400ng. Parallèlement, l’amplification 29 (librairie naive) a également été quantifiée et une 

masse de 2785ng a été obtenue.   

La quantification des bandes par électrophorèse sur gel d’agarose a permis de constater que 

certaines impuretés subsistent en dessus mais surtout au-dessus des bandes d’intérêts 

(Figure 90). La pureté des amplicons est primordiale pour une expérience de séquençage à 

haut débit. Ainsi, afin de s’en affranchir, les amplicons du lot 1 (mélange des sélections 1 à 

28) ainsi que les amplicons du lot 2 (amplicons de la sélection 29, librairie naive) ont été purifiés 

séparément sur gel d’agarose (Figure 90).   
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Figure 90 : Purification sur gel d’Agarose 5% (Ultrapure) du mélange équimassique des deux lots de sélections (lot 

1 : Sel1 à 28 ; lot 2 : Sel29). 

La purification a été réalisée par coupure physique de bandes d’agaroses contenant l’ADN à 

extraire en utilisant un système d’imagerie Gel Doc (Invitrogen). Les bandes d’agaroses ont 

alors été incubées dans une solution tampon (1M de Tris, 0.5M Na2EDTA, 25mM NaCl) et 

misent à l’incubateur 16 h à 30°C afin que l’ADN puisse diffuser au sein du tampon 

d’incubation. Après filtration et concentration des solutions tampons contenant l’ADN diffusé 

par ultrafiltration à membrane (Amicon®, MerckMillipore) l’ADN purifié est récupéré en solution 

dans l’eau. 

La quantité d’ADN obtenue pour les deux lots a une nouvelle fois été determinée sur gel 

d’agarose afin d’obtenir avec précision la quantité finale d’amplicons pour les lots 1 et 2 (Figure 

90). Au total, 1710ng du lot 1 (Sel1-28) et 706ng du lot 2 (Sel29) ont été obtenus. Afin d’obtenir 

le mélange final nécessaire au séquençage à haut débit, 857ng du lot 1 a été mis en mélange 

avec 343ng du lot 2 afin d’obtenir une quantité finale de 1200ng. Cette quantité, alors composé 

à 72% des résultats de sélections et à 28% de la librairie naïve (explication approfondie en 

partie 2, p159) a ensuite été envoyée pour séquençage à haut-débit en collaboration avec le 

Dr. Frédéric Ducongé (CEA, Paris). 

Sous-partie 1.2 : DEL1 : deuxième campagne de sélections. 

 Section 1.2.1 : Processus de sélection in vitro. 

Une deuxième campagne de sélections à partir de la DEL1 a été réalisée 18 mois après 

la première. Cette campagne intègre de nouvelles cibles mais avait également pour but de 

complémenter les données obtenues lors des premiers jeux de sélections. Les choix de 

sélections s’appuient donc sur les résultats de séquençage obtenus dans le cadre de la 

première campagne de sélection. Néanmoins et pour plus de clarté, cette deuxième campagne 

de sélection sera décrite ici et l’analyse de toutes les sélections par HTS sera discutée plus 

loin dans le manuscrit (p162) au sein d’une partie commune.  

28 29 

2
8
 

2
9
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Parmi les cibles G-quadruplex utilisées on peut retrouver certaines déjà présentes lors de la 

première campagne de sélection avec la séquence du promoteur d’oncogène Myc, ainsi que 

son dérivé monomorphique Myc22. Les séquences télomériques 22CTA et wtTel26, 

respectivement de topologie antiparallèle et hybride, ont également été expérimentées une 

seconde fois. Les nouvelles cibles G-quadruplex utilisées proviennent notamment de la 

séquence minisatellite humaine 25CEB, adoptant une topologie parallèle, mais également de 

la séquence G-quadruplex de topologie hybride retrouvée au sein de la séquence terminale 

longue répétée (en. long terminal repeat sequence, ou LTR) du VIH-1 (Virus de 

l’immunodéficience humaine)299, au niveau de la région U3 du provirus300.  

Toutes les cibles G-quadruplex citées jusqu’à présent sont sous forme ADN. Toutefois, nous 

avons également utilisé dans cette campagne de sélection un G-quadruplex provenant du 

transcriptome humain au titre de la séquence répétitive TERRA (en. telomeric repeat-

containing RNA), ARN non codant transcrit à partir de la région sous-télomérique capable de 

former une structure G-quadruplex de topologie parallèle96.  

Outre les structures secondaires capables de former des G-quadruplex, la DEL1 a également 

été incubée en présence d’autres structures d’acides nucléiques. En effet, des structures 

tétraplexes de cytosines, également connues sous le nom d’i-motifs, ont été utilisées comme 

cibles. Parmi celles-ci on retrouve la séquence i-motif MycPy27 formée au sein du promoteur 

d’oncogène Myc, mais également le i-motif de la séquence télomérique humaine hTelo-c. La 

séquence i-motif de la région promotrice de BCL-2 a également été considérée au même titre 

que la séquence i-motif DAP issue de la région promotrice du gène DAP (en. Death-associated 

protein). Enfin, un ADN à jonction triple (en. 3-way junctions) a également été utilisée en tant 

que cible dans les processus de sélection in vitro par affinité. La librairie DEL1 a été 

principalement conçue pour la reconnaissance des G-quadruplex, les sélections réalisées 

contre les cibles i-motifs et TWJ ont donc peut de chance d’aboutir. Néanmoins, certaines 

associations moléculaires non favorables à la reconnaissance des G-quadruplex existent au 

sein du mélange combinatoire permettant d’envisager la découverte fortuite de 

pharmacophores affins de ces structures i-motifs et TWJ alternatives.  

Tableau 14 : Séquences oligonucléotidiques (3’ — biotine) utilisées dans le cadre de la deuxième campagne de 

sélection in vitro par affinité à partir de la DEL1. 

Nom Sequence  Description 
Myc-3'biot GGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA A/3BioTEG/ G4 (parallèle), promoteur c-myc 

Myc-C18-5’biot 
/5Biosg//iSp18/GGA GGG TGG GGA GGG TGG 

GGA-A 
G4 (parallèle), promoteur c-myc 

Myc22-3’biot TTG AGG GTG GGT AGG GTG GGT AA/3BioTEG/ 

G4 (parallèle), promoteur c-myc 
avec substitution de G en T, PDB: 

1XAV 

22CTA-3'biot 
AGG GCT AGG GCT AGG GCT AGG 

GTT/3BioTEG/ 
G4 (antiparallèle), ADN télomérique 

humain (variant), PDB: 2KM3 

wtTel26-3'biot 
TTA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG 

TT/3BioTEG/ 
G4 (hybride), ADN télomérique 

humain, PDB: 2JPZ 
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25CEB-3’biot 
AAG GGT GGG TGT AAG TGT GGG TGG 

GTG/3BioTEG/ 
G4 (parallèle), minisatellite humain, 

PDB: 2LPW 

HIVLTRIII-3’biot 
GGG AGG CGT GGC CTG GGC GGG ACT GGG 

GA/3BioTEG/ 
G4 (hybride), virus de l’immuno 
déficience humaine, PDB: 6 h 1 K 

TERRA-3’biot 
rUrUrA rGrGrG rUrUrA rGrGrG rUrUrA 
rGrGrG rUrUrA rGrGrG rUrU/3BioTEG/ 

G4 ARN (parallèle), séquence 
télomérique répétée, PDB: 2M18 

 

MycPy27-3’biot 
CCT TCC CCA CCC TCC CCA CCC TCC 

CCA/3BioTEG/ 
i-motif, promoteur c-myc 

hTelo c-3’— 
biot 

TAA CCC TAA CCC TAA CCC TAA CCC 
TAA/3BioTEG/ 

i-motif, ADN télomérique humaine 

BCL-2-3’biot 
CAG CCC CGC TCC CGC CCC CTT CCT CCC 

GCG CCC GCC CCT/3BioTEG/ 
i-motif, promoteur BCL-2 

DAP c-3’-biot 
CCC CCG CCC CCG CCC CCG CCC CCG CCC 

CC/3BioTEG/ 
i-motif, région promotrice DAP 

TWJ1-3’biot 
ACT CTT CTC GTT TTT TCG AGA GCG ACT TTT 

TTG TCG CAG AGT/3BioTEG/ 
Jonction triple, Three-way junction 

 

Les conditions standards de sélection in vitro décrites précédemment ont été globalement 

appliquées pour les nouvelles et anciennes cibles G-quadruplex (Tableau 14). Les variations 

apportées sont reportées ci-dessous. D’autre part, de nouvelles conditions standards ont été 

optimisées pour l’application de processus de sélection par affinité sur des cibles i-motifs.  

Paragraphe 1.2.1.a) Nouvelles conditions appliquées au promoteur d’oncogène Myc.   

La cible G-quadruplex du promoteur d’oncogène Myc a particulièrement été utilisée afin 

de faire l’étude méthodologique de nouvelles conditions de stringences. Précédemment, la 

sélection de 5 pmoles de librairie sur 25 pmoles de la cible Myc immobilisée sur billes 

magnétiques permettait d’obtenir en sortie de sélection 7E +09 copies en conditions standards 

et 2E +08 copies en conditions stringentes (5 lavages dont le 4ième appliqué à 70°C).  

Lors de l’application de ces mêmes conditions stringentes de sélection (i. e lavage 4 @ 70°C) 

contre la cible Myc pour la nouvelle étude méthodologique, le nombre de copies obtenu était 

de 5.5E+09. Tous biais lors de la réitération de cette manipulation ont alors été étudiés et des 

valeurs constantes ont été obtenues en triplicatas. Il a alors été supposé que l’achat de 

nouvelles Dynabeads MyOne T1 SA était à l’origine de cette augmentation du nombre de 

copies. En effet, il est possible que le chargement en streptavidine des billes magnétiques 

utilisée lors de la première campagne de sélection était moindre que le nouveau lot utilisé pour 

la nouvelle campagne de sélection. Cet accroissement du nombre d’output copies après 

élution a alors été finement utilisé. En effet, le principal objectif lors d’expériences stringentes 

est de diminuer le nombre de copies d’élution sans jamais descendre en dessous du seuil 

limite de quantification du qPCR, qui est finalement l’amplification contrôle du NTC, d’environ 

5E +06 copies.  

Une gamme de stringence plus poussée a alors été étudiée avec des températures de lavages 

allant de 70 à 90°C (Graphique 6, A/).  
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A/  B/  

Graphique 6 : Quantification du nombre de copies obtenues après renforcement des conditions de stringences. 

Exemples des cibles A/ Myc et B/ Streptavidine.  

L’analyse des données de stringences obtenues montre que l’application d’un ou plusieurs 

lavages à 70°C ne permet pas de baisser le nombre de copies en sortie. Ajouter une condition 

de lavage à 80°C permet d’obtenir la même quantité d’output copies que dans le processus 

de lavages avec application de trois lavages à 70°C. Finalement, c’est en combinant un lavage 

à 70°C et un lavage à 90°C qu’il est possible d’obtenir une quantité de 4E +08 copies.  

De manière similaire à la cible Myc, des expériences de stringences ont été réalisées sur les 

billes magnétiques SA dépourvues de séquence oligonucléotidiques afin d’étudier les ligands 

les plus affins des billes ou de la protéine streptavidine (Graphique 6, B/).  

Il est alors possible de constater que plus les lavages appliqués sont effectués à haute 

température, plus le nombre de copies en sortie décroit. La quantification du nombre de copies 

obtenue pour la condition la plus stringente est néanmoins compromise puisque celle-ci est 

proche de la valeur d’amplification du contrôle NTC. Ainsi, le maximum de stringence permis 

pour une quantification fiable est la condition appliquant un lavage à 70°C. En supplément du 

contrôle streptavidine effectué à température ambiante lors de la première campagne de 

sélection, il est intéressant de comparer l’impact d’une condition stringente sur la population 

de ligands sélectionnés.  

Également décrite dans le cadre de la première campagne de sélection, la stringence peut 

être appliquée par variation du ratio O/L (cf. Tableau 10, p131). Des ratios plus stringents de 

0,5:1 et 0,05:1 avaient été appliqués en réduisant la quantité de billes saturées en cibles lors 

de l’incubation. Cependant cette approche conduisait à la manipulation d’une très faible 

quantité de billes obtenues par dilutions successives qui pouvaient donner lieu à des biais.  

Toutefois, une autre méthode a été envisagée afin de réaliser des ratios de 0,5:1 et 0,05:1. 

Pour un ratio de 5:1, 6,25µL de billes SA sont fonctionnalisés à leur maximum en suivant le 

taux de chargement donné par le fournisseur (ThermoFisher Scientific, 400pmoles/1mLbilles). 
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Pour un ratio de 0,5:1, nous avons alors utilisé la même quantité de billes, mais seuls 10% 

des sites SA ont été fonctionnalisés par des oligonucléotides biotinylés. En suivant le même 

raisonnement, le ratio 0.05:1 a été obtenue en fonctionnalisant 1% des sites dispensés par 

6,25µL de billes. L’évolution du nombre de copies en fonction du taux de fonctionnalisation 

des billes magnétiques par la cible G-quadruplex Myc est illustrée sur le Graphique 7. 

 

Graphique 7 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction du taux de fonctionnalisation des billes 

magnétiques (1, 10 ou 100%). 

Le taux de fonctionnalisation des billes magnétiques a en effet permis d’effectuer des 

expériences de stringences. Il est alors possible d’observer que moins les billes sont 

fonctionnalisées, plus le nombre de copies en sortie de sélection décroit. Toutefois, il est 

important de noter que la condition à ratio O/L 0.05:1 présente un nombre de copies bien 

supérieur à la limite de quantification par qPCR, à contrario de l’expérience réalisée lors de la 

première campagne de sélection.  

Lors de toutes les sélections décrites précédemment, la fonctionnalisation des Dynabeads 

streptavidine a été effectuée par association d’oligonucléotides portant une fonction biotine en 

3’ de leurs séquences (nom commercial de la fonction : /3BioTEG/ ; Figure 91).  

 

Figure 91 : Fonctionnalisation d’oligonucléotides par une biotine en 3’ via l’espaceur triéthylène glycol (/3BioTEG/). 

L’effet de la polarité de fixation de la fonction biotine a alors été questionné. Pour ce faire la 

séquence Myc portant une fonction biotine du côté 5’ de l’oligonucléotide a été acquise. Au-

delà du lieu de fixation de la biotine, la séquence Myc-5’biotine diffère de son homologue 3’ 

par l’espaceur séparant la biotine de l’oligonucléotide. En effet, alors que l’espaceur du côté 

3’ porte un motif triéthylèneglycol, la séquence Myc-5’biotine finalement appelée Myc-C18-
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5’biotin porte 6 motifs éhylèneglycol (Figure 92). La différence de longueur de chaine de 11 

atomes entre le 3’biotine et le C18-5’biotine a également été étudié lors de cette expérience.  

 

Figure 92 : Fonctionnalisation d’oligonucléotides par une biotine en 5’ via l’espaceur hexa-éthylène glycol 

(/5Biosg//iSp18/). 

Les sélections réalisées à partir des deux homologues biotinylées de Myc ont été effectuées 

dans les conditions standards, en appliquant une stringence lors du 4ième lavage (70°C). Alors 

que l’éluât de sélection après sélection sur la cible Myc-3’biotine est de 5.4E+09 copies, 

3.1E+09 copies ont été obtenues à partir de la cible Myc-C18-5’biotin. En termes d’output 

copies, très peu de différences sont donc à noter. Toutefois, il est intéressant de pouvoir 

comparer les deux populations de ligands sélectionnés entre-elles afin d’évaluer un éventuel 

effet de la polarité de la fixation voire de la longueur de l’espaceur.  

Paragraphe 1.2.1.b) Expériences de compétitions.   

Lors de la deuxième campagne de sélection, des études de compétitions plus 

approfondies ont également été mises en place afin de pouvoir 1) sélectionner les ligands les 

plus affins des structures quadruplex vis-à-vis d’ADN duplexes (et/ou du contrôle scr26) et 2) 

sélectionner d’éventuels ligands capables de différencier des structures G-quadruplex 

possédant différentes topologies.     

Parmi les sélections réalisées lors de la première campagne de sélections, on peut retrouver 

des sélections faisant intervenir des cibles « contrôles » tels que la séquence riche en guanine 

incapable de former une structure G-quadruplex, scr26, ainsi que l’hp1 un duplexe d’ADN. 

L’intérêt d’avoir effectué de telles sélections a été de trouver, parmi les membres de la librairie, 

des motifs ou des molécules particulièrement affines pour les cibles contrôles.  

Dans les conditions standards de sélection, 5 pmoles de DEL1 sont incubées avec la cible 

quadruplex en présence de 100eq d’ADN génomique. Dans le cadre d’expérience de 

compétition, il a été postulé qu’ajouter les séquences scr26 et ds26 (duplexe d’ADN ; 100 éq.) 

dans le milieu d’incubation permettraient de trier les composés présents au sein de la librairie.  

Cette expérience de compétition a été réalisée sur la séquence Myc-3’biotine. Le référentiel 

de l’expérience de sélection stringente sur Myc (W4@70 °C) a permis d’obtenir 5.4E+09 

copies après élution. Lorsque cette même expérience a été réalisée en mettant en jeu les 

séquences scr26 et ds26, 5E +09 copies ont été obtenues. La variation quasiment inexistante 

entre les deux processus de sélection laisse sous-entendre que les ligands les plus 

intéressants de la librairie n’ont pas, dans leur majorité, une affinité remarquable pour ces 

cibles contrôles.  

Pour aller plus loin, une autre manière d’isoler une population de ligands ne ciblant que les 

structures quadruplex est de réaliser un processus séquentiel de sélection et contre-sélection. 
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En effet, un premier processus de sélection in vitro standard est réalisé sur une cible G-

quadruplex. L’éluat de cette première sélection, ne présentant que de meilleurs ligands vis-à-

vis de la cible G-quadruplex, est dans un deuxième temps incorporé dans un nouveau cycle 

de sélection contre, cette fois-ci, une des cibles contrôles. Après incubation du mélange de 

ligands sur la cible contrôle, le surnageant est récupéré et rend compte des meilleurs ligands 

de la cible G-quadruplex dépourvus de tous ligands capables d’interagir fortement avec la cible 

contrôle.  

Cette sélection en deux temps a été réalisée dans les conditions classiques de stringence 

(W4@70 °C) et rend compte d’un nombre de copies de 7E +09. Une nouvelle fois, en 

comparaison à la condition stringente sur Myc dont la valeur obtenue est de 5,4E+09, aucun 

écart remarquable en termes d’ouput copies n’a pas été observable. Néanmoins, il n’est pas 

inintéressant de pouvoir comparer les populations sélectionnées par cette méthode de 

compétition.  

Après des études de compétitions de ligands entre des structures G-quadruplex et des 

contrôles, la sélectivité des ligands de la librairie a été mise à l’épreuve en effectuant des 

expériences de compétitions sur support solide ou en solution. En effet, la cinétique 

d’interaction entre un ligand et sa cible peut varier en fonction de la mobilité de la cible.  

Parmi les expériences de compétitions réalisées entre différentes topologies de G-quadruplex 

il est possible de retrouver les couples 22CTA (antiparallèle) /Myc22 (parallèle), TERRA (ARN 

antiparallèle)/ wtTel26 (antiparallèle) et enfin Myc22 (parallèle)/22CTA (antiparallèle).  

Les compétitions sur support solides ont été réalisées similairement aux compétitions avec les 

contrôles, c’est-à-dire en ajoutant au milieu d’incubation une quantité fixe du G-quadruplex 

compétiteur. Dans le cas du couple 22CTA/Myc22, une étude sur la quantité de compétiteurs 

à ajouter a été réalisée (Graphique 8, A/). À partir des conditions standards (5 pmoles DEL1, 

25 pmoles 22CTA-immobilisées) ont été rajoutés 5 à 2500 pmoles de Myc22, correspondant 

de 0,2 à 125 équivalents en compétiteur.  

A/   B/  

Graphique 8 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction de la quantité de compétiteurs. 

Expériences réalisées A/ par immobilisation de la cible sur billes magnétiques ou B/ en solution dans des conditions 

de stringentes (W4@50 °C). 
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Le nombre d’outputs copies est diminué en présence du compétiteur Myc22 suggérant la 

fixation d’une partie des ligands potentiels de 22CTA sur cette cible. Néanmoins, la baisse 

n’est pas directement proportionnelle à la quantité de compétiteurs ajoutée.  

Les mêmes expérimentations ont été effectuées à partir de la séquence 22CTA-3’biotine en 

solution. Dans ces expériences en solution, la cible biotinylée ainsi que le compétiteur non-

biotinylé sont incubés en présence de la librairie combinatoire encodée. Une fois l’incubation 

achevée, le milieu est mis en présence des billes Dynabeads MyOne T1 SA afin d’accrocher 

sur les billes la cible quadruplex biotinylée. Une fois cette étape réalisée, le processus suit les 

conditions classiques de lavages et d’élution.  

Dans le cas du mélange 22CTA-3’biotine/Myc22 en solution, une gamme de compétiteurs 

allant d’un mélange 1:1 à un mélange 1:1000 a été étudiée (Graphique 8, B/). La quantité de 

DEL1 utilisée par condition de sélection a été de 5 pmoles et la quantité de 22CTA-3’biotine 

de 10 pmoles. En effet, afin d’effectuer une gamme jusqu’à 1000eq, baisser la quantité de G-

quadruplex biotinylée de départ a permis d’utiliser moins de quantité de compétiteurs. Comme 

le montre l’expérimentation, les variations des output copies sont du même ordre de grandeur, 

entre 1E+08 et 5E+08 copies. Les conditions de compétitions sur support ou en solution 

entrainent approximativement le même nombre de copies. Il est donc intéressant de vérifier si 

les populations sélectionnées sont les mêmes par séquençage.   

En termes de sélection compétitive, les couples TERRA/wtTel26 et Myc22/22CTA ont 

également été étudiés (Graphique 9). 

 

Graphique 9 : Quantification du nombre de copies obtenues en fonction de la quantité de compétiteurs ajoutés 

pour le couple TERRA/wtTel26 (compétiteur) et Myc22/22CTA (compétiteur). Expériences réalisées en conditions 

stringentes (W4@70 °C). 

De manière similaire aux expériences de compétitions décrites précédemment, l’étude du 

couple TERRA/wtTel26 montre une légère décroissance du nombre de copies en présence 

de 100 équivalents de wtTel26 dans le milieu d’incubation. La compétition entre Myc22 et 
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22CTA montre une plus grande stabilité dans le nombre de copies en sortie, même à un 

nombre d’équivalents très élevé.  

Compte tenu des expériences de compétitions réalisées, il n’a pas été possible d’affirmer sur 

la base des quantifications un quelconque effet remarquable des compétiteurs sur les cibles 

immobilisées sur support ou les cibles biotinylées en solution. Malgré tout, il est intéressant de 

pouvoir comparer l’identité des composés sélectionnés après les différentes étapes de 

sélections en compétitions afin d’évaluer l’enrichissement de certains motifs ou la déplétion 

d’autres.  

Paragraphe 1.2.1.c) Sélection sur i-motif.   

Sans en faire le récit, il a été démontré301 que des séquences corolaires aux G-

quadruplex riches en cytosines étaient capables d’adopter une structure secondaire 

particulière appelée i-motif (Figure 93, A/). Cette structure tétraplexe possède quatre brins 

appariés deux à deux en sens opposés. La structure i-motif est formée par intercalation de 

paires de cytosines appariées grâce à trois liaisons hydrogène (Figure 93, B/). L’une d’entre 

elle n’est possible qu’après protonation du N(3) en milieu acide. Ainsi, les i-motifs sont des 

structures favorisées à pH acide.  

A/  B/  

Figure 93 : A/ Représentation schématique des édifices G-quadruplex (rouge) et i-motif (bleu) — Image tirée de la 

publication de C.E Kaiser302. B/ Formation des structures i-motifs possible en condition acide (dépendant de la 

séquence considérée).  

Compte tenu de la stabilité de la structure tétraplexe i-motif à pH acide, les conditions de 

sélection standard telles que décrites pour les sélections de ligands de structure G-quadruplex 

ne sont pas applicable (100mM KCl, 1X PBS pH 7.4, 0.01% Tween-20). De nouvelles 

conditions pré-établies au laboratoire ont été utilisées. Le nouveau tampon i-motif contient 

50mM de Tris base, 50mM de KCl, 35 mM de NaCl et le pH est ajusté avec de l’acide acétique 

(AcOH). L’étude de la stabilité des séquences i-motifs en fonction du pH du tampon i-motif 

ainsi qu’en fonction de la température a été effectuée par dichroïsme circulaire (CD ; Figure 

94).  
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Figure 94 : Etude de la dissociation thermique des structures i-motif par dichroïsme circulaire en fonction de 

différentes valeurs de pH (5,5 à 7,4). 

Le structure i-motif se distingue en CD par un maximum à 288nm et un minimum entre 255 et 

260nm303. Le signal CD des séquences hTelo-c, BCL2 et MycPy27 ont été obtenus à deux 

valeurs de pH, 5,5 et 6. Dans le cas de la séquence i-motif télomérique un spectre 

caractéristique est observé à pH 5,5 (maximum à 288nm) alors qu’un maximum à 281nm est 

observable à pH 6 (Figure 94, courbes noires - 20 °C). Ce nouveau maximum est 

caractéristique de la formation d’une pelote aléatoire (en. random coil) d’une séquence 

oligonucléotidique304. Au contraire de la séquence i-motif télomérique, les séquences i-motifs 

BCL2 et MycPy27 présentent des longueurs d’onde maximales et minimales caractéristiques 

de la formation de la structure i-motif à pH 5.5 et à pH 6.  

À l’inverse des autres i-motifs discutés jusqu’à présent, la séquence de la région promotrice 

du gène DAP est capable de former une séquence i-motif in vitro sous conditions 

physiologique305. Ainsi, la sensibilité du i-motif à la variation de pH a été étudiée entre 7 et 7,4. 

Dans les conditions à température ambiante, les maximums et minimums observés aux deux 

pH reflètent la formation de la structure i-motif. Ainsi, parmi toutes les séquences i-motifs 

considérées, seul le i-motif télomérique ne forme pas la bonne structuration à pH 6 et 20°C.  

En effet, la séquence télomérique i-motif supporte des températures jusqu’à 30°C à pH 5.5 

alors que les températures supérieures dénaturent la structure secondaire. Les séquences i-

motifs BCL2 et MycPy27 ont des comportements stables jusqu’à 40°C quel que soit le pH 

considéré (Figure 94, courbes noires (20°C), rouges (30°C) et vertes (40°C)). Enfin, la 

séquence i-motif DAP reste stable à pH 7 jusqu’à 40°C, alors qu’elle subit une déstructuration 

dès 30°C à pH 7.4.  

Tenant compte de toutes les expériences de stabilités des structures i-motifs choisies, les 

sélections sur ces différentes cibles ont été effectuées à pH 5.5 pour hTelo-c, BLC2 et 

MycPy27 alors que des sélections à pH 7 ou 7.4 ont été effectuées sur la cible i-motif DAP. 

L’application de stringences au cours des expériences de sélections a été effectuée par 
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variation de température lors des lavages. Ces températures ont été choisies suivant la 

stabilité obtenue dans les expériences de CD.  

Au terme de cette deuxième campagne de sélections des structures G-quadruplex, mais 

également des i-motifs et une jonction triple ont été discutés et utilisés comme cible. Au total, 

117 sélections uniques ont été menées. Dans le tableau ci-après est reportée la liste non-

exhaustive des principales expériences de sélections menées jusqu’au séquençage (Tableau 

15).   

Tableau 15 : Deuxième campagne de sélections réalisées à partir de la DEL1.  

Conditions de lavages décrites sous le tableau. 

Nom Cible ratio O/L Détail expérimentation 
Output copies 

(quantif. qPCR) 

Sel01 Streptavidine 5:1 WASH1 4.76E+08 
Sel02 Streptavidine 5:1 WASH4 9.92E+06 
Sel04 Myc 5:1 WASH4 5.08E+09 
Sel05 Myc 5:1 WASH4 (+ Réincubation hp1-3’biotin) 1.33E+10 

Sel11 Myc 5:1 WASH4 (ratio O/L: 0.5:1 – loading 10%) 1.34E+08 
Sel12 Myc 5:1 WASH4 (ratio O/L: 0.05:1 – loading 1%) 1.71E+07 
Sel15 Myc-C18 5:1 WASH4 8.32E+08 
Sel22 22CTA 5:1 WASH2 (+ 20eq Myc22 / compétition) 7.31E+07 
Sel23 22CTA 5:1 WASH2 (+100eq Myc22 / compétition) 2.71E+08 

Sel24 
22CTA  

(en solution) 
0.5:1 WASH2 (+1000eq Myc22 / compétition) 2.88E+08 

Sel25 
22CTA  

(en solution) 
2:1 WASH2 (+100 eq Myc22 / compétition) 5.91E+08 

Sel26 CEB25 5:1 WASH4 (dont W3@70 °C) 2.55E+08 
Sel27 CEB25 5:1 WASH5 3.35E+10 
Sel28 HIV-LTRIII 5:1 WASH4 (dont W3@70 °C) 2.96E+08 
Sel29 HIV-LTRIII 5:1 WASH5 1.62E+07 
Sel30 TERRA 5:1 WASH4 (dont W3@70 °C) 9.87E+08 
Sel31 TERRA 5:1 WASH5 8.12E+09 
Sel32 TERRA 5:1 WASH4 (+60 eq wtTel26 / compétition) 9.33E+08 
Sel33 TERRA 5:1 WASH4 (+100 eq wtTel26 / compétition) 1.42E+08 
Sel34 Myc22 5:1 WASH4 1.03E+09 
Sel35 Myc22 5:1 WASH4 (+60 eq 22CTA / compétition) 2.81E+09 
Sel36 Myc22 5:1 WASH4 (+100 eq 22CTA / compétition) 2.10E+09 
Sel37 TWJ-1 5:1 WASH2 2.79E+08 
Sel38 TWJ-1 5:1 WASH4 6.57E+06 

Sélections contre i-motifs (tampon i-motif) 
Sel39 hTelo-c 5:1 pH 5.5 _ WASH1 9.27E+06 
Sel40 hTelo-c 5:1 pH 5.5 _ WASH2 6.52E+06 
Sel41 MycPy27 5:1 pH 5.5 _ WASH1 1.66E+07 
Sel42 MycPy27 5:1 pH 5.5 _ WASH2 4.86E+06 
Sel43 BCL-2 5:1 pH 5.5 _ WASH1 6.83E+07 
Sel44 BCL-2 5:1 pH 5.5 _ WASH2 2.62E+06 

Sel45 DAP 5:1 pH 5.5 _ WASH2 1.75E+06 
Sel46 DAP 5:1 pH 7 _ WASH2 1.54E+06 
Sel47 DAP 5:1 pH 7.4 (tampon sélection G4)_ WASH2 2.84E+08 
Sel48 DAP 5:1 pH 7.4 (tampon sélection G4)_ WASH4 3.89E+07 
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Section 1.2.2 : Génération d’amplicons par PCR. 

La quantification et la formation d’amplicons de chacune des sélections ont été 

effectuées grâce à la méthode de polymérisation quantitative en chaine (qPCR) similairement 

aux amplifications réalisées dans le cadre de la première campagne de sélection.  

Les adaptateurs Multiplexing s’hybridant sur le brin anti-sens du code-barre ADN, au niveau 

de l’Headpiece sont les mêmes adaptateurs Illumina® indexés qu’utilisés lors des premières 

sélections sur la librairie DEL1. Contenant plus de sélection unique, plusieurs autres 

séquences indexées ont été utilisées (Tableau 16).  

Tableau 16 : Indexage unique de l’amorce Illumina Multiplexing en fonction des sélections de la deuxième 

campagne. 

 Nom Indexage Nom Indexage Nom Indexage Nom Indexage 

Sel01 CGTGAT Sel24 GCTACC Sel33 CGCCTG Sel42 CGATTA 
Sel02 ACATCG Sel25 ATCAGT Sel34 GCCATG Sel43 GCTGTA 
Sel04 TGGTCA Sel26 GCTCAT Sel35 AAAATG Sel44 ATT ATA 
Sel05 CAGTGT Sel27 AGGAAT Sel36 TGTTGG Sel45 GAATGA 
Sel11 GTAGCC Sel28 CTTTTG Sel37 ATTCCG Sel46 TCGGGA 
Sel12 TACAAG Sel29 TAGTTG Sel38 AGCTAG Sel47 CTTCGA 
Sel15 TGACAT Sel30 CCGGTG Sel39 GTATAG Sel48 TGCCGA 
Sel22 CGTACG Sel31 ATCGTG Sel40 TCTGAG 

 
Sel23 CCACTC Sel32 TGAGTG Sel41 GTCGTC 

 

Comme indiqué dans le Tableau 15, les output copies des sélections effectuées varient de 

1E+06 à 1E+10 copies. Le nombre de cycles d’amplification appliqué aux sélections uniques 

est directement dépendant de la quantification de la sélection. Pour un nombre de copies 

variant entre 1E+06 < X < 8E+07, 29 cycles d’amplifications ont été appliqués. Lorsque le 

nombre de copies était supérieur à 8E +07 et jusqu’à 6E+08 copies, 26 cycles d’amplifications 

ont été effectués. Finalement, pour des valeurs supérieures à 6E+08 copies, 22 cycles 

d’amplifications ont été réalisés. Le nombre de cycles choisit en fonction du nombre de copies 

obtenues et permet d’attendre la phase stationnaire lors de l’amplification.  

Après amplification, la quantité d’amplicons obtenus a été déterminée par électrophorèse sur 

gel d’agarose en comparant l’intensité des bandes obtenue avec une échelle commerciale 

(Figure 95). 

WASH1 
5 lavages (tampon de 
sélection : 100mM KCl, 
1X PBS pH 7.4, 0.01% 

v/v Tween-20) @ 
température 

ambiante.  
Elution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  

WASH2 
5 lavages (tampon de 
sélection) dont le 4ième 
lavage a été effectué 

à 50°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  
 

WASH3 
5 lavages (tampon de 
sélection) dont le 3ième 
et le 4ième lavage ont 
été effectués à 50°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  
 

WASH4 
5 lavages (tampon de 
sélection) dont le 4ième 
lavage a été effectué 

à 70°C.  
Élution : 95°C dans 

l’eau ultrapure.  
 

WASH5 
5 lavages (tampon de 
sélection) dont le 3ième 
lavage a été effectué 

à 70°C et le 4ième 
lavage à 80°C.  

Élution : 95°C dans 
l’eau ultrapure. 
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Figure 95 : Quantification massique d’ADN obtenu pour chaque condition de sélection après amplification par 

qPCR. Quantification réalisée sur gel d’agarose (UltraPure) à 5%. Migration à 90V/2 h. 

L’analyse massique de tous les amplicons de sélections obtenus a montré une valeur minimum 

de 133ng. Ainsi, 133ng de chacune des 48 sélections a été assemblé afin d’obtenir 6384ng 

d’amplicons. La purification mécanique du mélange d’amplicons a alors été réalisée après 

migration par découpe des bandes d’intérêts (Figure 96). 

 

Figure 96 : Migration des quantités équimassiques de sélections (90V/2hrs/5% Agarose UltraPure) suivie de la 

séparation physique des bandes d’intérêts.  

Les amplicons ont été extraits de l’agarose par simple diffusion au sein d’un tampon TE-NaCl 

(1M de Tris, 0.5M Na2EDTA, 25mM NaCl) après incubation à 30°C pendant 16 h. L’ADN 

récupéré a ensuite été filtré sur membrane (Amicon®, MerckMillipore) avant d’être requantifié 

sur gel d’agarose. Au final, 691ng d’amplicons purifiés ont été obtenus et 300ng ont été 

envoyés au Dr. Ducongé pour séquençage.  

Sous-partie 1.3 : DEL2 : campagne de sélections. 

À partir de la librairie combinatoire encodée de deuxième génération et force des 

résultats des deux campagnes de sélections effectuées avec la DEL1 sur différentes cibles 

d’acides nucléiques, la DEL2 a été dans un premier temps sélectionnée vis-à-vis des cibles 

G-quadruplex Myc22 et 22CTA. En effet, ces cibles de topologies variées ont été utilisées 

comme référence pour des expériences de stringences, de doubles sélections, mais 

également de compétitions. En parallèle, des études moins poussées ont été réalisées sur les 

promoteurs d’oncogènes Myc et kit1, la séquence télomérique humaine wtTel26, la séquence 

minisatellite humaine CEB25 et sur la séquence G-quadruplex du promoteur LTR-III du virus 

HIV. Enfin, des sélections ont également été réalisées avec la séquence G-quadruplex ARN 

TERRA et les autres motifs d’acides nucléiques utilisés précédemment à savoir la séquence 
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i-motif DAP et la jonction triple TWJ1 (voir les séquences tableau 14, p145). Le tableau 17 ci-

dessous reprend les sélections qui ont été réalisées.  

Tableau 17 : Première campagne de sélections réalisées à partir de la DEL21.  

Conditions de lavages décrites sous le tableau. 

Nom Duplicate Cible ratio O/L Détails expérimentaux 
Sel01 Sel02 Streptavidine 5:1 WASH2 

Sel03 Sel04 Hairpin 5:1 
WASH2 

@ sans ADN génomique 
Sel05  Hairpin 5:1 WASH4 
Sel06  Myc22 5:1 WASH2 
Sel07  Myc22 5:1 WASH4 
Sel08  Myc22 5:1 WASH5 
Sel09  Myc22/Myc22 5:1 WASH1 
Sel10  Myc22 5:1 WASH2 (+1000pmoles 22CTA / compétition) 
Sel11  Myc22 5:1 WASH4 (+1000pmoles 22CTA / compétition) 
Sel12  22CTA 5:1 WASH2 
Sel13  22CTA 5:1 WASH4 
Sel14  22CTA 5:1 WASH5 
Sel15  22CTA/22CTA 5:1 WASH1 
Sel16  22CTA 5:1 WASH2 (+1000pmoles Myc22 / compétition) 
Sel17  22CTA 5:1 WASH4 (+1000pmoles Myc22 / compétition) 
Sel18  Myc 5:1 WASH2 
Sel19  Myc 5:1 WASH4 

Sel20  Kit1 5:1 WASH2 
Sel21  Kit1 5:1 WASH4 
Sel22  CEB25 5:1 WASH2 
Sel23  CEB25 5:1 WASH4 
Sel24  wtTel26 5:1 WASH2 
Sel25  wtTel26 5:1 WASH4 
Sel26  HIV-LTRIII 5:1 WASH2 
Sel27  HIV-LTRIII 5:1 WASH4 
Sel28  TERRA 5:1 WASH2 
Sel29  TERRA 5:1 WASH4 
Sel30  DAP 5:1 WASH2 

Sel31  DAP 5:1 WASH4 
Sel32  TWJ-1 5:1 WASH2 
Sel33  TWJ-1 5:1 WASH4 
Sel34 Sel35 DEL2 (Librairie naïve) @ 1E+08/1E+06 
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Partie 2 : Analyse des sélections réalisées par séquençage à haut-débit.  

Alors que les technologies de séquençages à haut-débit se sont particulièrement 

améliorées ces dernières années, le coût de séquençage de banques d’ADN a lui grandement 

baissé. Cette baisse a permis à des institutions académiques de pouvoir profiter de nouvelles 

technologies de pyroséquençage (Roche/454) ou de séquençage par synthèse (Illumina) (voir 

Chapitre 1, section 2.2.3, p80). Dans le cadre du séquençage de librairies chimiques 

encodées, le choix de la technologie d’encodage va principalement dépendre de la longueur 

des fragments d’ADN à séquencer ainsi que du nombre d’évènements uniques à séquencer 

(on appellera ces évènements des reads). La comparaison entre les deux méthodes de 

séquençage a été évaluée en 2016 235 et la technologie Illumina semble être une méthode 

universelle de séquençage, quelles que soient les caractéristiques de la librairie (taille de la 

librairie, longueur des fragments, nombre de reads souhaités). 

Sans rentrer une nouvelle fois dans les détails de la technologie Illumina, il est bon de rappeler 

que le séquençage par synthèse est basé sur l’amplification de brins d’ADN groupés sous 

forme de clusters. La formation de ces clusters individuels est réalisée sur la surface d’une 

chambre de réaction, c’est-à-dire la cellule d’écoulement (en. flow cell) à huit voies. Chaque 

groupe d’ADN, provenant d’une séquence ADN individuelle, peut être analysé par 

l’incorporation séquentielle de nucléotides marqués par fluorescence, suivie de procédures de 

balayage itératives (séquençage d’ADN par synthèse). Comme une bonne résolution de 

balayage spatial de clusters ne peut pas être obtenue si tous les clusters incorporent la même 

base à la fois (comme c’est le cas lorsqu’une région constante d’une DEL est séquencée), un 

ADN génomique aléatoire, à l’exemple du PhiX Control v3, doit être ajouté aux amplicons à 

analyser afin d’obtenir des résultats de séquençage optimaux. 

En utilisant le séquenceur Illumina NextSeq 500, 2,1 à 2.5 milliards de reads peut être obtenu 

par flow cell en lecture unique. Étant donné qu’une flow cell contient huit voies distinctes, une 

voie permet de lire environ 280 millions de reads. En raison de l’ajout de 10% d’ADN 

génomiques aléatoires PhiX, 250 millions de reads peut-être alloués, par ligne de flow cell, 

afin de séquencer les amplicons considérés. Tous les séquençages à haut débit effectués 

dans le cadre de cette thèse ont été réalisés sur une voie de cellule d’écoulement, c’est-à-dire 

sur un total d’environ 280 millions de reads.  

Sous-partie 2.1 : Traitement bio-informatique de la première campagne de sélection.  

La compilation des données de séquençage a été effectuée par le Dr. Frédéric Ducongé 

(CEA, DRF, JACOB, MIRCen, UMR CNRS 9199, Université Paris-Saclay, Fontenay-aux-

Roses, France) sur le logiciel PATTERNITY.seq ©. Ce logiciel, développé par la plateforme 

MIRCen de l’institut de biologie François Jacob, a été développé dans le but premier 

d’améliorer la sélection d’aptamères par séquençage à haut débit. Également parfaitement 

adapté au séquençage d’amplicons issu de processus de sélections dans le cadre de DEL, le 

logiciel PATTERNITY.seq © peut analyser des millions de séquences afin d’identifier 

rapidement les composés les plus enrichis.  
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L’échantillon de la première campagne de sélection envoyé en séquençage contient les 

amplicons de librairie naïve (DEL1 sans sélection) ainsi que les amplicons de toutes les 28 

expériences de sélections réalisées. Toutefois, tel que décrit en conclusion de la partie 1.1 

(p144), l’échantillon séquencé a comporté 28% de librairie naïve et 72% d’un mélange 

équimolaire des 28 sélections. Les pourcentages alloués au séquençage de la librairie naïve 

ainsi qu’au séquençage des éluats de sélection correspondent respectivement à ~40 et ~100 

millions de reads.  

En effet, de fait que les 190 440 séquences uniques de la DEL1 aient été séquencés pour la 

première fois, une très grande couverture (en. coverage) d’évènements a été souhaitée. 

L’intérêt d’une telle couverture est de pouvoir déterminer avec un grand indice de confiance la 

quantité de chacun des ADN uniques (et donc molécules) composant la librairie combinatoire. 

Ainsi, les 100 millions de reads alloués aux amplicons des 28 sélections auraient permis 

d’obtenir des paquets d’évènements d’environ 3.5-4 millions. En réalité, l’analyse des données 

de séquençage a montré que le nombre de reads alloués à la librairie naïve était de 60 millions 

et que 150 millions d’évènements ont été recensés pour les amplicons de sélections (soit ~5M 

reads/sélection). Cette évolution du nombre d’évènements attendus dépend de la quantité 

d’ADN génomiques PhiX ajoutés à la banque de données, mais également à la 

fonctionnalisation de la flow cell puisque celle-ci peut avoir une couverture comprise entre 2,1 

à 2.5 milliards, soit de ~260 à 312 millions de reads par voie de cellule d’écoulement.  

Section 2.1.1 : Analyse de la librairie naïve. 

L’analyse des 60 millions d’évènements séquencés dans le cadre de la librairie naïve a 

permis de distinguer deux populations distinctes. La première d’entre elle est une population 

d’évènements connus (en. known) représentant à elle seule 33.15 millions de reads soit 

55,25% des évènements totaux. Dans un deuxième temps, il a été possible de distinguer une 

population d’évènements inconnus (en. unknown) correspondant à 26.85 millions de reads 

(44,75%).  

Les évènements connus sont les séquences d’ADN encodant les molécules chimiques de la 

librairie combinatoire. A contrario, les évènements unknown sont des séquences ADN ou 

l’enchainement des bases ne correspond pas aux étiquettes des composés chimiques de la 

librairie. En effet, l’analyse des évènements est effectuée grâce aux 43 nucléotides (composés 

des code-barres ADN T1, T2, T3 et T4 ainsi que l’index du Closing Primer, Figure 97) présents 

au niveau du brin supérieur des étiquettes d’ADN.  

 

Figure 97 : Structure générale du brin sens des code-barres ADN de la DEL1.  
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Dès lors qu’un code-barre ADN (T1 à T4) séquencé ne correspond pas à l’étiquette d’un BB 

de la DEL1, l’évènement décrit est considéré comme unknown. La possibilité de faire face à 

la présence de séquences unknown lors du séquençage peut être d’origines variées.  

Premièrement, il est possible de faire face à des mutations de séquences d’ADN lors des 

amplifications post-sélection due à l’ADN polymérase Taq. Néanmoins, l’ADN polymérase 

utilisée est reconnue pour avoir un faible taux d’erreurs (1.5E-04 ± 0.2E-04306), n’expliquant 

ainsi pas le nombre élevé d’évènements inconnus. C’est alors posé la question de l’effet des 

agents chimiques utilisés lors de l’assemblage de la librairie (EDC, DMT-MM, CuI) sur 

l’amplification des séquences d’ADN en mélange. Afin de répondre à cette question, plusieurs 

conditions chimiques ont été appliquées sur une séquence nucléotidique commerciale, 

appelée HPtoCP mimant les étiquettes ADN de la DEL1 (Figure 98).  

 

Figure 98 : Séquence « HPtoCP » comportant l’Headpiece et le Closing primer-1 ainsi que les code-barres issus 

de la DEL1 : T1-2, T2-1, T3-1 et T4-2. 

Les HPtoCP ayant subi les conditions chimiques ont alors été amplifiées et séquencées en 

parallèle de la DEL1 naïve. Le séquençage a été effectué sur un appareil de routine permettant 

d’obtenir en peu de temps et sur un faible nombre de reads (~150k) l’analyse de tous les 

évènements. Les résultats de séquençage ont pu montrer que les chimies appliquées dans le 

cadre de l’assemblage de la DEL1 n’avaient aucun impact sur l’amplification de l’ADN. En 

effet, le taux de reads connu lors du séquençage a dépassé les 92% pour chaque condition 

appliquée. Par ailleurs, le taux de read connu obtenu lors de séquençage de la librairie naïve 

sur ce même instrument a été de 80% suggérant une composante instrumentale au fort 

pourcentage d’unknown observé lors de ce premier séquençage illumina. 

Parmi les autres évènements identifiés au sein de la librairie naïve, il a été possible de 

constater la surreprésentation de deux séquences ADN dont le cumul d’évènements uniques 

dépassait à eux seul 1,5% du total de reads (soit environ 900k). Ces deux séquences ADN 

sont issues d’une librairie modèle développée par le Dr. Yang SI au début du projet de librairie 

encodée. Cette contamination n’est pas négligeable et illustre l’importance de la rigueur dans 

le traitement de matériel amplifiable. 

Néanmoins, les 33,2 millions d’évènements connus ont permis d’obtenir un coverage 

largement suffisant pour analyser avec grande confiance toutes les séquences ADN présentes 

au sein de la DEL1. La confiance des données d’une molécule unique va dépendre de deux 

paramètres principaux, sa fréquence (calculé par PATTERNITY.seq ©) et son coefficient de 

variations (ou CV %) calculé à partir de l’Équation 1 ci-dessous :  
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Équation 1 : Coefficient de variation calculé à partir de l’écart-type des fréquences (σ) divisé par la moyenne des 

fréquences (μ). 

Dans des conditions idéales de conception de librairies encodées et de séquençage à haute 

affinité, le nombre de copies (ou la fréquence) de chaque motif chimique devrait être 

équivalent. À l’exemple de la DEL1 contenant 190 440 composés uniques, chaque composé 

est théoriquement représenté 173 fois pour un total de 33.2 millions de reads, soit une 

fréquence de 0.0005%.  

Lorsqu’on représente la répartition des molécules en fonction de leur nombre de copies il est 

possible d’apercevoir la formation d’une courbe de Gauss (Graphique 10). Au maximum 

d’amplitude est représenté le nombre total de molécules ayant une fréquence de 0.00046%, 

soit 155 copies. La valeur moyenne théorique du nombre de copies/composé est ainsi en 

accord avec le maximum de la courbe de Gauss.  
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Graphique 10 : Représentation du nombre de molécules en fonction du nombre de copies obtenues pour chaque 

composé. Valeur moyenne à 173 copies/composés. Amplitude maximale de la sigmoïde à 155 copies/composés. 

Parmi l’analyse de tous les évènements connus de la librairie naïve, 187 766 séquences ADN 

différentes ont pu être identifiées sur les 190 440 motifs possibles, soit 98,6% de 

reconnaissance. Le coverage de 60 millions de reads (dont 55,25% de séquences known) a 

ainsi permis d’analyser individuellement la fréquence de chacune des 187 766 séquences 

ADN présentes ainsi que leurs coefficients de corrélations (CV %). La courbe de Gauss 

présente deux extrêmes dont le minimum atteint un nombre de copies plus de 10 fois inférieur 

à la valeur théorique moyenne. Il a alors été raisonné que les composés à fréquences très 

faibles (< 1E-05) ont pu être obtenus dû à des difficultés chimiques. Leur présence au sein de 

la librairie naïve pourrait avoir un impact lors de l’interprétation des résultats des 28 conditions 

de sélections car l’obtention de résultats d’enrichissement démesurés pourrait subvenir et 

CV(%)=
𝜎

𝜇
 x 100 
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engendrer de faux-positifs. Ainsi, seules les séquences à fréquence ≥ 1E-05 ont été 

considérées. D’autre part, l’évaluation des valeurs de CV est également importante car elle 

reflète la variabilité de la fréquence obtenue pour un motif unique. Pour exemple, si on 

considère une molécule unique avec une fréquence de 0.0002, cela implique que la molécule 

est présente dans le milieu à hauteur de 120 copies. Si la valeur du coefficient de variation 

calculé est de 20%, alors la molécule est présente à 120 ± 24 copies dans le mélange. Il est 

donc évident qu’il est nécessaire de limiter les hautes variations afin d’avoir un intervalle de 

confiance très élevé.  

Si on représente le coefficient de variation en fonction des fréquences de toutes les séquences 

ADN retrouvées dans la librairie naïve (Graphique 11), il est possible de remarquer la grande 

dispersion de tous les membres de la librairie. Néanmoins, plus de 90% des séquences 

uniques se retrouvent au-dessus d’une fréquence de 1E-04 et en dessous d’un CV de 50%. 

Pour l’analyse des relations structures-enrichissements pour chaque fragment (BB) de la 

librairie, la fréquence a été fixée à des valeurs minimums de 1E-05 et un CV a 60%. Sous 

l’application de ces conditions, 180 015 séquences uniques ont été considérées (94,5% des 

séquences de la DEL1).  

Il est également à noter que lors des analyses des composés uniques (en. single molecule), 

pour simplifier le processus individualisé et augmenter l’indice de confiance, seules les 

séquences présentant des fréquences supérieures à 5E-04 et des CV inférieurs à 50% ont été 

considérées.    
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Graphique 11 : Représentation du Coefficient de variation de chaque composé de la DEL1 en fonction de sa 

fréquence dans la librairie naïve. Valeurs bornées pour un CV ≤ 50% et une fréquence ≥ 5E-04 (300 copies). 

Section 2.1.2 : Analyse des motifs après sélections. 

L’échantillon envoyé en séquençage a contenu 72% d’amplicons issus de processus de 

sélections contre différentes cibles. Le nombre de reads alloué au séquençage des 

évènements des 28 sélections est d’environ 150 millions, permettant ainsi d’obtenir une 
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couverture d’environ 5 millions de reads par sélection unique. En moyenne, 64,6% des 

évènements constatés pour chaque selection proviennent de séquences connues au sein de 

la librairie combinatoire ce qui a permis d’obtenir un coverage d’évènements connus d’environ 

3.3 millions de reads par sélection.  

Le Dr. Ducongé a utilisé le logiciel PATTERNITY.seq © pour identifier, à partir du processus 

de séquençage, la fréquence de chaque évènement unique au sein d’une sélection donnée. 

L’objectif a ensuite été de comparer la fréquence d’un évènement au sein de la librairie naïve 

à sa nouvelle fréquence après un processus de sélection afin de déterminer son facteur 

d’enrichissement (en. Enrichment Fold, EF). Ceux-ci ont été effectués sur un tableur (Excel, 

Microsoft Office) en collaboration avec le Dr. Frédérique Ducongé. 

À partir des fréquences obtenues en fonction de chacune des sélections réalisées (libraire 

naïve comprise) il a alors été possible de calculer le ratio normalisé (en. normalized ratio, RN) 

relatif à la librairie naïve (R=0) de chaque composé 𝑛 appartenant à la DEL1 (notée B) après 

un processus de sélection (R=𝑥). Ce RNn, x est ainsi défini par l’Équation 2. 

𝑅𝑁𝑛,𝑥 =
𝑟𝑛,𝑥 0⁄

∑ 𝑟𝑛,𝑥 0⁄𝑛𝜖𝐵

    

Équation 2 : Calcul du Ratio normalisé (RN) relatif à la librairie naïve d’un composé 𝑛 dans une sélection (R= 𝑥). 

Les ratios 𝑟  relatifs à la librairie naïve des 𝑛  composés étant eux calculés à partir des 

fréquences respectives obtenues avant (R=0) et après (R= 𝑥) sélection, voir Équation 3.  

𝑟𝑛,𝑥/0 =
𝑓𝑛,𝑅=𝑥

𝑓𝑛,𝑅=0
 

Équation 3 : Calcul du ratio (r) d’un composé 𝑛 après sélection (R= 𝑥). 𝑓n, R=x décrivant la fréquence du composé 

n après sélection 𝑥 et 𝑓n, R=0 la fréquence du composé n au sein de la librairie naïve. 

La valeur des RNn, x peut d’ores et déjà orienter l’interprétation des résultats. En effet, si le 

résultat trouvé est supérieur à la valeur de 1, le composé 𝑛 dans la sélection 𝑥 est enrichi. A 

contrario, si le résultat est inférieur à la valeur de 1, le composé 𝑛 est déplété lors du processus 

de sélection 𝑥.  

L’enrichissement est caractérisable lorsqu’un évènement est relativement davantage 

représenté après un processus de sélection que dans la librairie naïve. Au contraire, la 

déplétion caractérise un évènement proportionnellement moins représenté après un 

processus de sélection.  

Quel que soit la sélection donnée considérée, la somme des RNn, x est égal à 100(%). Ainsi, le 

calcul de l’enrichissement (en. enrichiment, E, en %) de chaque composé 𝑛 au sein d’une 

sélection (R=𝑥) est calculé à partir du nombre de composés uniques 𝑁 composant la sélection, 

voir Équation 4. 
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𝐸𝑛,𝑥 =
𝑅𝑁𝑛,𝑥 − 1/𝑁

1/𝑁
× 100 

Équation 4 : Enrichissement (E) d’un composé 𝑛 après sélection (R= 𝑥) calculé à partir du RNn,x et du nombre de 

molécules N composant la libraire après sélection. 

Enfin, le facteur d’enrichissement (EF) de chaque composé 𝑛 après processus de sélection 

(R=𝑥) peut être calculé suivant l’ Équation 5 suivante :  

𝐸𝐹𝑛,𝑥 =
𝑅𝑁𝑛,𝑥 × (𝐸𝑛,𝑥 × 𝑅𝑁𝑛,𝑥)

𝑅𝑁𝑛,𝑥
 

Équation 5 : Facteur d’enrichissement (EF) d’un composé 𝑛 après sélection (R= 𝑥) calculé à partir du RNn,x et de 

En,x.  

La série de calcul détaillée précédemment permet de calculer les facteurs d’enrichissements 

de chacun des évènements distincts d’une sélection donnée. De plus, la même méthode de 

calcul a pu être utilisée afin d’obtenir les données d’enrichissements de chacun des BB1, 2, 3 

et 4 représentés au sein de la librairie.  

En effet, l’étude des BB a permis d’avoir un aperçu général des comportements des différents 

motifs contre les cibles quadruplex, mais également vis-à-vis des cibles contrôles. 

Paragraphe 2.1.2.a) Myc versus contrôles.   

L’analyse de la fréquence des blocs de construction du premier cycle de la librairie 

combinatoire, BB1, au sein de la librairie naïve montre des disparités d’incorporation. En effet, 

des fréquences normalisées de 0,99 à 3,40% ont été obtenues pour une valeur théorique 

moyenne de 2,17% par BB1. L’incorporation des premières briques de construction par 

couplage peptidique sur l’HPT1 a été caractérisée par UPLC-MS et a montré des disparités 

dans les rendements de couplages. De manière similaire, ces mêmes disparités ont pu être 

retrouvées par séquençage.  

L’enrichissement (ou la déplétion) des blocs de construction après un processus de sélection 

peut être représenté sous la forme d’un histogramme 3D ou l’axe des abscisses déploie tous 

les BB1, l’axe des ordonnés les différentes conditions de sélections effectuées, et l’axe des 

altitudes l’enrichissement calculé sous forme de pourcentage.  

Le Graphique 12 ci-dessous permet de comparer l’enrichissement des BB1 dans les 

conditions de sélections réalisées contre la cible Myc ainsi que celles réalisées sur les cibles 

contrôles, à savoir la streptavidine (billes nues), le scr26 ainsi que l’hp1. Il est à noter qu’à 

l’exception de la condition scr26, les données représentées sont des données moyennées 

d’un duplicata de sélections.  
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Graphique 12 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 1] en fonction des cibles hp1, scr26, 

Streptavidine et Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=2 (exception de scr26).  

Parmi les 46 séquences pentapeptidiques représentant les BB1, seules 22 séquences sont 

enrichies (valeur > 0%) contre la cible de topologie parallèle Myc. Si l’on regarde de plus près 

les séquences enrichies, il est possible de constater que les motifs doublement arginilées sont 

majoritairement représentées (20/22 séquences) et que ceux-ci sont jusqu’à 30% plus 

représentés après sélection. L’arginine est un acide aminé présentant un point isoélectrique 

de 10,76. Étant donné que les expériences de sélections ont été réalisées dans un tampon à 

pH de 7,4, les arginines sont alors chargées positivement au sein du mélange. Compte tenu 

de la nature des liaisons phosphodiesters de la séquence oligonucléotidique de Myc, il est 

alors intelligible que par attraction de charges les séquences les plus arginilées soient celles 

les plus enrichies dans le mélange.  

Lorsque sont comparés les enrichissements des mêmes BB1 contre les cibles contrôles, il est 

d’ores et déjà possible de remarquer une réelle disparité dans les enrichissements. Contre les 

billes magnétiques dépourvues de cible oligonucléotidique, c’est-à-dire exhibant les protéines 

streptavidines à leurs surfaces, seuls quelques acides aminés ont montré des enrichissements 

supérieurs à 20% à l’exemple de GPWRG, GRWFG ou encore GPFFG. À l’instar de la cible 

G-quadruplex Myc, aucune séquence doublement arginilées n’a été enrichie. Contre la cible 

contrôle scr26, qui est la séquence riche en guanines ne présentant pas la capacité de former 

une structure G-quadruplex, il est possible de remarquer l’enrichissement de pratiquement 

toutes les séquences portant deux arginines mais également de quelques séquences 

hydrophobes ponctuelles comme le GRFFG ou encore le GPRPG enrichi à environ 50%. 

Enfin, contre la cible duplex hp1, les séquences enrichies sont des séquences essentiellement 
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hydrophobes (GPFFG, GAAWG, etc) alors que les séquences les plus polaires sont 

totalement déplétées.  

 

Graphique 13 : Enrichissement (%) des 9 cœurs trifonctionnels DEL1 — [Cycle 2] (gauche) et des 10 ligands de 

structures G-quadruplex DEL1 — [Cycle 3] (droite) en fonction des cibles hp1, scr26, Streptavidine et Myc.  

Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=2 (exception de scr26).  

Les blocs de construction du deuxième et troisième cycle, représentent respectivement les 

cœurs trifonctionnels (BB2) ainsi que les motifs hétéroaromatiques (BB3). La fréquence 

calculée pour chacun des motifs du [Cycle 2] (Graphique 13, gauche) au sein de la librairie 

naïve a oscillé entre 10,35% à 12,68% avec une valeur minimum de 8,86% pour le motif D 

(Fmoc-Dap-OH). En comparaison à la valeur moyenne normalisée de 11,11% par motifs, la 

plupart des cœurs ont été couplés de manière similaire sur les pentapeptides du [Cycle 1].  

Dans le cas des BB3 (Graphique 13, droite), le pourcentage de présence de chaque motif au 

sein de la librairie naïve devrait être de 10%. Le calcul des fréquences normalisées réelles a 

montré des variations de fréquences allant de 8,03% pour le ligand Furopyridazinone (FP) à 

11,85% pour le Naphtalène diimide (NDI). Malgré des difficultés de validation d’incorporation 

des BB3 en UPLC-MS, il semblerait que l’incorporation des BB3 par chimie click sur les cœurs 

du [Cycle 2] aient été réalisées avec des rendements comparables.  

L’analyse des données d’enrichissement des BB2 après sélection sur la cible Myc a montré le 

comportement singulier des trois cœurs lysines (K, KG, GKG). En effet, seuls ces trois BB ont 

été significativement enrichis à hauteur de 15 à 20%. Comparativement aux autres cœurs 

trifonctionnels de la librairie, les dérivés Lysines sont les seuls motifs capables de déployer 

une longue chaine latérale de 5 atomes. Toutefois, le motif Ke (Lysine étendue par un acide 

azidoacétique) présente une chaine latérale de 8 atomes et n’apparait pourtant pas comme 

enrichie contre la cible quadruplex. Une hypothèse préliminaire suggèrerait que la lysine 

déploie une longueur de chaine latérale optimale pour orienter les ligands sur le promoteur 
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Myc G-quadruplex. La comparaison des enrichissements des BB2 sur les sélections contrôles 

ont une nouvelle fois montré des enrichissements ponctuels de certains motifs. Cependant, 

aucune réelle tendance n’a été notable. Parmi les motifs enrichis dans les conditions de 

sélection sur les billes streptavidines, seul le cœur Ke a présenté un enrichissement de l’ordre 

de 20%. Contre la séquence scr26, il est intéressant de noter que tous les dérivés de lysines 

sont enrichis avec un maximum d’enrichissement pour le dérivé GKG à hauteur de 24%. De 

plus, le cœur trifonctionnel P (proline) est 22% plus présent après la sélection contre la 

séquence scr26 que dans la librairie naïve. Cette donnée est intéressante d’autant que la 

proline est un acide aminé naturel capable d’induire une structuration particulière à la 

séquence qui la compose. Enfin, quelques motifs uniques sont enrichis contre l’hp1 à 

l’exemple de KG ou DG mais les taux d’enrichissements ne dépassent guère les 5%. 

 S’en suit l’analyse des données d’enrichissement des 10 motifs hétérocycliques formant les 

BB3. Pour rappel, les BB3 peuvent être classés en deux catégories (Figure 99), i) les motifs à 

systèmes aromatiques fusionnés (NDI, Q-s/Q-l, CZ, FP et PDC3) et ii) les motifs à systèmes 

aromatiques non fusionnés (PDP, 360A-s/360A-l). Ces motifs possèdent des affinités 

inhérentes pour les structures G-quadruplex, mais les constantes d’affinités diffèrent. Parmi 

ces structures, les motifs PDC3, PDP, 360A ont été décrits dans la littérature comme des 

ligands particulièrement affins des G-quadruplex, PDC3 en particulier. Lorsque l’on étudie le 

taux d’enrichissement des BB3 après une sélection contre le promoteur d’oncogène Myc, il est 

possible d’apercevoir que tous les ligands à systèmes aromatiques non fusionnés sont 

enrichis, de 35% pour le dérivé pyridocarboxamide à chaine longue (360A-l) à 122% pour le 

ligand pyridostatine (PDP). De plus, lorsqu’on regarde l’enrichissement individuel de chacun 

des ligands catégorisés à systèmes aromatiques fusionnés, tous ont été déplétés à l’exception 

du ligand phénanthroline (PDC3) enrichi à près de 33%.  

 

Figure 99 : Représentation exhaustive des 10 ligands formant les Building Blocks de la DEL1 — [Cycle 3]. 

A

B

360A-S-ALK PDC3-ALK

NDI-ALK

BB 1 & 4 (46)

46 Fmoc-GXXXG-OH

with X= R, P, A, L, F, W 

Ex.

Fmoc-GFRPG

BB 2 (9) BB 3 (10)

Fmoc-GRWPG

PDP-ALK 360A-L-ALK

P-ALKQ-S-ALK Q-L-ALKFP-ALKCZ-ALK
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L’analyse structurelle des motifs hétéroaromatiques les plus présents après sélection par 

affinité sur la cible Myc montre que l’enrichissement semble être dépendant des motifs 

aromatiques, fusionnés ou non, dérivatisés par un motif quinoline (PDP) ou quinolinium (360A-

s/-l, PDC3). En effet, la présence de ces motifs au sein des structures étend l’envergure et 

l’hydrophobicité du ligand. De plus, les dérivatisations permettent à la molécule d’avoir une 

flexibilité structurale que les ligands plans ne peuvent pas proposer.  

Dans le cadre de la sélection contre la cible streptavidine, aucun réel enrichissement n’est 

notable. Seuls les ligands Furopyridazinone (FP) et Phénylpropyne (PP, contrôle négatif des 

BB3) ont été enrichis à hauteur d’environs de 23% et 12% respectivement.  

À l’inverse de la cible streptavidine ne présentant pas d’enrichissements significatifs, la 

sélection contre le contrôle scr26 engendre un enrichissement des ligands Pyridostatine (PDP) 

et Phénylpropyne (PP) à hauteur de 160% et 62% respectivement. Il est intéressant de 

constater que le ligand PDP soit fortement enrichi contre une séquence riche en G ne formant 

pas des G-quadruplex. Le ligand PDS (ou son dérivé pyrrolidine alors nommé PDP) est un 

ligand connu des structures G-quadruplex. En revanche, l’interaction de ce ligand avec les 

cibles est toujours controversée car ce ligand est capable de se fixer sur la tétrade externe 

des G-quadruplexes307 mais également au niveau des sillons selon des stœchiométries de 

2:1308. Il est alors envisageable que la séquence scr26 forme une structure favorable pour une 

interaction avec le ligand PDS.  

L’évaluation du taux d’enrichissement des BB3 après sélection sur la séquence hp1 fait 

apparaitre des enrichissements faibles de l’ordre de 19% pour le ligand pyridocarboxamide à 

chaîne longue (360A-l) ainsi que la phénanthroline (PDC3).  

La dernière dérivatisation apportée à la DEL1 (BB4) est l’incorporation de la même diversité 

insérée lors de la première étape, c’est-à-dire les 46 séquences pentapeptidiques. Ces 

derniers présentent un taux de présence normalisé au sein de la librairie naïve de 0,8% à 

4,4%, avec une valeur moyenne théorique normalisée de 2,17% par composé. Une nouvelle 

fois, la disparité de taux de présence des motifs est née de la variation de rendements obtenus 

lors des réactions de couplages peptidiques. L’évaluation des données d’enrichissement des 

BB4 après sélection contre la cible Myc montre un enrichissement exacerbé pour les 

pentapeptides composés de 2 acides aminés arginines (Graphique 14). Parmi les 14 

séquences enrichies, 9 d’entre elles adressent le motif RR. A contrario, les motifs les plus 

déplétés sont les séquences peptidiques à caractères hydrophobes.     
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Graphique 14 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 4] en fonction des cibles hp1, scr26, 

Streptavidine et Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=2 (exception de scr26).  

Les motifs peptidiques contre la cible streptavidine ont quasi-exclusivement montré des 

valeurs négatives d’enrichissement, c’est-à-dire des déplétions. Seules trois séquences ont 

été enrichies : GRLLG, GLRLG et GWFRG. Toutefois, il est à noter que l’enrichissement de la 

séquence GWFRG a atteint une valeur de plus de 700% d’enrichissement, reflétant une 

grande affinité de séquence pour la cible streptavidine. Ce résultat surprenant a été répliqué 

dans des conditions de sélections identiques ou présentant des stringences distinctes. Dans 

l’intérêt d’appréhender des ligands de structures G-quadruplex avec le moins d’affinité pour 

les cibles contrôles, il est évident que la séquence GWFRG n’a pas été pris en considération.  

Conjointement aux enrichissements sur cibles streptavidines, les BB4 ont également montré 

des enrichissements vis-à-vis de la cible scr26. En effet, les motifs les plus enrichis sont les 

composés doublement arginilés, avec quelques enrichissements ponctuels de motifs 

hydrophobes. Parmi les grandes valeurs d’enrichissement, il a été possible de retrouver la 

séquence GPRRG avec une valeur supérieure à 160%. Les mêmes conclusions que celles 

émises lors de l’enrichissement des BB2 après sélection sur la cible scr26 peuvent être 

répétées puisqu’une nouvelle fois il est possible de constater que la séquence pentapeptidique 

la plus enrichie contient l’acide aminé naturel proline. Il semble ainsi que l’ajout d’une 

structuration spatiale induite par cet acide aminé ait un effet favorable sur l’affinité pour la 

séquence scr26. Enfin, certains motifs peptidiques ont également été modiquement enrichis 

contre l’hp1. En effet des valeurs à peine supérieures à 30% ont été observables pour des 

séquences telles que GLRLG, GAARG, GWFRG et GFRWG. Toutefois, il est intéressant de 

constater que les motifs enrichis contre la cible hp1 partagent leurs affinités pour le motif scr26.   
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Compte tenu des considérations émises pour l’enrichissement des différents blocs de 

constructions après sélections sur les cibles contrôles, il sera primordial d’évaluer chaque motif 

composant un ligand lors de la sélection des meilleures entités chimiques afin de s’affranchir 

au maximum des effets non-spécifiques envers les contrôles (streptavidine, scr26 et hp1).  

Paragraphe 2.1.2.b) Myc versus les autres topologies de structures G-quadruplex.   

Après l’analyse des blocs de constructions sur les différentes cibles contrôles, il est 

intéressant de comparer leur enrichissement individuel en fonction des cibles G-quadruplex 

adoptant différentes topologies. Pour rappel, les deux promoteurs d’oncogènes Myc et Kit1 

adoptent une topologie parallèle, la séquence télomérique 22CTA adopte une topologie 

antiparallèle alors que la séquence wtTel26 déploie une structure majoritairement hybride.  

Les histogrammes 3D ci-dessous permettent ainsi d’illustrer l’enrichissement des BB (en %) 

dans les conditions de sélections réalisées contre les cibles rappelées plus haut. Les 

conditions de sélections décrites sont équivalentes au WASH1, c’est-à-dire dans des 

conditions de lavages non-stringentes exclusivement réalisées à température ambiante. Au 

contraire des données d’enrichissement contre les cibles contrôles et la cible Myc exposée 

précédemment et issue d’un duplicata (N=2) de sélections, les données obtenues pour les 

différentes topologies de G-quadruplex, donc la cible Myc, sont issues de sélections réalisées 

en monocopie (N=1). À ce titre, l’ordre de présentation des enrichissements croissants des BB 

contre la cible Myc peut ponctuellement varier sans altérer les conclusions acquises 

précédemment.  

L’étude des données d’accroissements des blocs de constructions commence par l’évaluation 

des enrichissements des motifs à topologies parallèles, à savoir les promoteurs d’oncogènes 

Myc et Kit1 (Graphique 15). Conjointement à son homologue Myc, les enrichissements sur 

Kit1 valorisent les pentapeptides doublement arginilés. Malgré des variations dans les valeurs 

d’enrichissement avec un maximum aux alentours de 20%, 13 des 18 pentapeptides enrichis 

portent le motif RR. Ainsi, la topologie de la cible quadruplex semble influencer les motifs 

enrichis puisque le même groupe de peptides sont retenus par la conformation parallèle.   
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Graphique 15 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 1] en fonction des cibles wtTel26, 22CTA, 

Kit1 et Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=1.  

De façon intéressante, l’enrichissement des BB1 contre la topologie antiparallèle n’exhibe pas 

les mêmes groupes de peptides. En effet, ce sont majoritairement les composés hydrophobes 

qui sont enrichis à l’exemple des séquences GAWRG, GAAWG et GPFFG atteignant des taux 

de plus de 20%. Certains pentapeptides doublement arginilés sont également enrichis contre 

la cible 22CTA mais ces enrichissements ne dépassent pas la moyenne de 7%. La cible 

wtTel26 est adopte une structure hybride (3 +1) au sein du milieu de sélection. Cette topologie 

présente des caractéristiques communes aux topologies parallèle et antiparallèle et il semble 

que les enrichissements des BB1 contre wtTel26 cible affichent également des similitudes 

avec les données d’enrichissement obtenues pour les deux autres topologies. En effet, tout 

comme pour les cibles Myc et Kit1, les séquences portant un motif doublement arginilés sont 

enrichies avec une moyenne de 15%. De plus, des séquences hydrophobes similaires à celles 

retrouvées contre la cible 22CTA à savoir GAWRG, GAAWG et GPFFG sont enrichies à plus 

de 13%. Finalement, les caractéristiques des groupes de motifs enrichis au [Cycle 1] de la 

chimie combinatoire montrent une certaine sélectivité pour les structures quadruplex 

considérées.  

L’évaluation des données d’enrichissements des 9 cœurs trifonctionnels du [Cycle 2] ainsi que 

des 10 motifs hétéroaromatiques du [Cycle 3] sont représentés sur le Graphique 16 ci-

dessous.  
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Graphique 16 : Enrichissement (%) des 9 cœurs trifonctionnels DEL1 — [Cycle 2] (gauche) et des 10 motifs 

hétéroaromatiques DEL1 — [Cycle 3] (droite) en fonction des cibles wtTel26, 22CTA, Kit1 et Myc.  

Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=1.  

Les cœurs trifonctionnels (Graphique 16, gauche) ont montré des enrichissements spécifiques 

à hauteur de 20% des dérivés de l’acide aminé Lysine (K, KG, GKG) contre la cible parallèle 

Myc. L’hypothèse formulée plus tôt dans ce rapport, suggérant que la lysine déploie une 

longueur de chaine latérale optimale pour orienter les ligands sur le promoteur Myc G-

quadruplex, peut être étendue à toutes les cibles quadruplex comparées sur cette figure. En 

effet, quelle que soit la topologie de la cible considérée, les dérivés de Lysine sont les plus 

enrichis (enrichissement moyen de 20%) et l’ordre décroissant du podium de tête (GKG > K > 

KG) reste similaire. En addition aux dérivés lysines, il est également possible de noter 

l’enrichissement faible (mais constant, quel que soit les conditions d’expériences) d’environ 

5% du cœur Tren trifonctionnel. A l’inverse, les dérivés à chaines courtes (Dap et dérivés) 

ainsi que l’acide aminé intracyclique (Pro) et même le dérivé Lysine étendue (Ke) ne sont 

qu’exclusivement déplétés après sélections sur les différentes cibles G-quadruplex.  

L’analyse des données d’enrichissements des motifs hétéroaromatiques après sélection sur 

cibles à topologies variées est représentée sur la Graphique 16, à droite. De manière similaire 

aux constatations sur la cible Myc, seuls les ligands PDP, 360A-s, 360A-l et PDC3 sont 

enrichis sur les autres topologies de G-quadruplex. Une nouvelle fois, chacune des molécules 

à système fusionné, à l’exception de PDC3, a été déplétée.  

Malgré l’enrichissement exclusif des 4 ligands cités précédemment, le taux d’enrichissement 

de chaque motif diffère suivant la cible quadruplex. En effet, vis-à-vis de la cible Myc c’est le 

ligand Pyridostatine (PDP) qui obtient une valeur d’enrichissement maximum avec plus de 

120%. L’enrichissement des autres ligands présente des valeurs inférieures d’un facteur 2 à 

5. La deuxième séquence de proto-oncogène utilisée, Kit1, diffère un peu de son homologue 
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Myc. En effet, malgré un maximum d’enrichissement maintenant pour le motif PDP (~130%) 

c’est le composé PDC3 qui atteint la deuxième place avec un taux d’environ 50%. L’ordre 

d’enrichissement des motifs diffère totalement après sélection sur la cible antiparallèle 22CTA. 

En effet, c’est la phénanthroline (PDC3) qui apparait comme étant le composé le plus enrichi 

contre 22CTA avec une valeur de 60%. Le ligand PDP reste néanmoins bien enrichi, atteignant 

une valeur avoisinant les 50% d’enrichissement. Enfin, la cible hybride de la séquence 

télomérique wtTel26 présente un enrichissement nettement supérieur (facteur 5) pour la 

Pyridostatine que pour le deuxième composé le plus enrichi qui est la Phénanthroline.  

Tableau 18 : Ordre d’enrichissement des ligands DEL1 — [Cycle 3] en fonction de la cible G-quadruplex.  

Ordre enrich. 
décroissant 

Myc 
(parallèle) 

Kit1 
(parallèle) 

22CTA 
(antiparallèle) 

wtTel26 
(Hybride) 

1 PDP PDP PDC3 PDP 

2 360A-s PDC3 PDP PDC3 

3 360A-l 360A-s 360A-s 360A-l 

4 PDC3 360A-l 360A-l 360A-s 
 

Finalement, le ligand Pyridostatine PDP semble être un ligand universel des différentes 

topologies de G-quadruplex étudiées au sein du processus de sélection effectué. Toutefois, la 

cible antiparallèle 22CTA présente un meilleur enrichissement pour le ligand Phénanthroline 

que pour le ligand Pyridostatine. Enfin, parmi les deux dérivés Pyridocarboxamide, le 360A-s 

à chaine courte et le 360A-l à chaine longue, il a été possible de constater que c’est le dérivé 

à chaine courte qui est le plus enrichi. En considérant le maximum d’enrichissement des 

dérivés lysines trifonctionnels (K, KG ou GKG) portant déjà une chaine latérale longue de 4 

carbones, il est plausible d’imaginer que l’ajout d’une autre chaine longue sur un ligand de G-

quadruplex allongerait exagérément la molécule et induirait une moins bonne interaction avec 

la cible.     

L’enrichissement des BB4, dont les motifs sont équivalents à ceux utilisés au premier cycle de 

la librairie combinatoire, a également été étudié en fonction de la topologie des cibles G-

quadruplex (Graphique 17).  
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Graphique 17 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 4] en fonction des cibles wtTel26, 22CTA, 

Kit1 et Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1 (25°C). N=1. 

L’évaluation des données d’enrichissement des BB4 contre la cible Myc a permis de détecter 

des enrichissements préférentiels pour les pentapeptides doublement arginilés (Graphique 17) 

à défaut des séquences peptidiques aux propriétés hydrophobes. Après sélection contre la 

cible du promoteur d’oncogène Kit1, les tendances retrouvées sont les mêmes que celles 

obtenues pour le proto-oncogène Myc à savoir un surenrichissement des séquences polaires 

à double arginine. Il est à noter que la séquence GRPRG a été enrichie avec plus de 45% 

contre Kit1 alors que la deuxième séquence la plus enrichie, GWRRG, n’a atteint que les 17%. 

Une analogie dans l’enrichissement des BB4 a été observée lorsque deux cibles de topologies 

similaires ont été comparées. A contrario, il a été possible de constater une variation des 

propriétés des BB4 enrichis dès lors que les autres topologies de G-quadruplex ont été 

évaluées. En effet, l’étude sur la séquence antiparallèle 22CTA a montré l’enrichissement de 

quelques séquences doublement arginilés (GRPRG, GWRRG ou encore GRRWG). 

Néanmoins, l’essentielle des séquences enrichies ont des caractéristiques hydrophobes avec 

la présence des acides aminés Tryptophane, Phénylalanine, Proline et Alanine. Le même 

constat a pu être effectué lorsqu’il s’agissait de s’intéresser de l’enrichissement des BB4 sur 

la séquence télomérique antiparallèle wtTel26. Toutefois, alors que 21 séquences distinctes 

présentent des valeurs enrichies contre la cible 22CTA, seules 12 séquences ont été enrichies 

contre l’hybride télomérique.  

L’étude des données d’enrichissement de chaque motif de la librairie combinatoire a montré 

que les sélections réalisées sur différentes topologies de G-quadruplex exerçaient une 

influence sur les événements identifiés après séquençage. Les enrichissements des BB1 et 

BB4, représentant les 46 séquences pentapeptidiques, ont particulièrement été impactés par 

les différentes topologies étudiées. Il a été possible de constater que les topologies parallèles 

(Myc et Kit1) retenaient préférentiellement les motifs doublement arginilés au détriment des 

séquences hydrophobes. À l’inverse, le G-quadruplex antiparallèle (22CTA) semble interagir 

de manière favorisée avec les peptides hydrophobes en diminuant l’interaction avec les 
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séquences arginilés. Enfin, la séquence G-quadruplex à topologie hybride (wtTel26) semble 

tirer profit de certains peptides polaires et d’autres apolaires afin d’augmenter les propriétés 

d’interactions avec la cible. L’interprétation des résultats d’enrichissements des BB2 a montré 

que la topologie de la structure quadruplex n’influence pas le cœur trifonctionnel enrichi. Il est 

alors envisageable que l’enrichissement des motifs du [Cycle 2] soit directement dicté par la 

nature du motif hétéroaromatique (BB3). Concernant les BB3, seuls les ligands à plateaux 

étendus larges présentant soit une dérivation quinoline ou quinolinium ont été enrichis (PDP, 

360A (— s ou — l) et PDC3). Le ligand Pyridostatine (PDP) présente de fortes affinités pour 

l’ensemble des ligands des structures quadruplex étudiées alors que le taux d’enrichissement 

des ligands Phénanthroline (PDC3) et Pyridocarboxamide (360A) influe suivant la topologie 

adoptée par la structure secondaire.    

Paragraphe 2.1.2.c) Variation d’enrichissement par applications de conditions stringentes (cible 

Myc).  

Parmi les 29 conditions de sélections réalisées, 14 sélections ont été réalisées sur la 

cible du proto-oncogène Myc de topologie parallèle. Au sein de ces 14 sélections, il est 

possible de retrouver des variations au niveau des conditions de lavages (stringences) ou 

encore des doubles sélections. L’évaluation des données d’enrichissement obtenues après 

applications de différentes conditions de stringences est intéressante puisqu’il est alors 

possible de comparer l’évolution des motifs de la librairie combinatoire en fonction de la dureté 

des conditions de sélections.  

Les histogrammes 3D représentés ci-dessous permettent de comparer l’enrichissement de 

tous les motifs de la librairie combinatoire dans des processus de sélections à stringences 

variables contre la cible Myc. Les conditions de sélections comparées sont issues de la Sel01 

(Graphique 18, « w25 °C ») ou les cinq lavages ont été effectués à 25°C, la Sel04 (« w50 °C ») 

ou le 4ième lavage a été effectué à 50°C, la Sel06 (« w70 °C ») ou le 4ième lavage a été effectué 

à 70°C, la Sel09 (« w80 °C ») ou le 4ième lavage a été effectué à 80°C et enfin la Sel12 (« 2nrds-

w70 °C ») ou deux sélections successives ont été réalisées avec l’application de 70°C lors du 

quatrième lavage.    

Les données d’enrichissement des pentapeptides utilisés lors du [Cycle 1] et [Cycle 4] de la 

librairie combinatoire sont représentées sur la figure ci-dessous. Les motifs enrichis sont 

classés dans un ordre croissant en fonction de la condition « w70 °C ». De plus, les valeurs 

d’enrichissements de la condition « w25 °C » sont les celles déjà discutées auparavant lors de 

la comparaison de la séquence Myc parallèle avec les cibles contrôles ou encore avec les 

autres topologies de G-quadruplex.  
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Graphique 18 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 1] (gauche) et DEL1 — [Cycle 4] (droite) 

en fonction de la stringence appliquée sur la cible Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH1, 

WASH2, WASH4, WASH5 et WASH4/WASH4 (double-sélection). N=1.  

Lors de l’identification des tendances d’enrichissement des BB1 ou BB4, il a été possible de 

distinguer que les tendances générales sont maintenues et que seule la valeur du taux 

d’enrichissement des motifs individuels a variée. Lors des sélections sans applications 

stringentes (5 lavages à 25°C) il a été remarqué, et largement discuté précédemment, que les 

motifs peptidiques enrichis sont principalement polaires puisqu’elles portent majoritairement 

des motifs doublement arginilés. L’évolution de la stringence des lavages (cf. du 4ième lavage) 

a permis d’augmenter les valeurs d’enrichissements sans altérer l’identité des motifs enrichis. 

À l’exemple de la série avec application du lavage à 80°C, les motifs les plus enrichis atteignent 

plus de 40% alors que les mêmes motifs en conditions classiques (cf. 25°C) n’atteignent pas 

plus de 25%. De façon intéressante, il est possible de constater que malgré les processus de 

doubles sélections, l’identité des pentapeptides enrichis ainsi que les valeurs d’enrichissement 

n’ont pas varié.  

Les cœurs trifonctionnels, BB2, enrichie sur Myc dans des conditions classiques ont montrés 

un enrichissement préférentiel pour les motifs à chaine longue tel que les dérivés Lysines (K, 

KG et GKG). L’évaluation des conditions stringentes (Graphique 19, gauche) a montré une 

nouvelle fois que l’augmentation des températures de lavages n’a fait qu’amplifier les valeurs 

d’enrichissement. En effet, les dérivés Lysines restent les motifs les plus enrichis, quelles que 

soient les conditions appliquées. Après application d’un processus de double sélection seule, 

les dérivés Lysines apparaissent également toujours enrichis. Dans ce cas de figure, le motif 

Lysine (K) semble se démarquer de ces homologues KG et KGK puisque ce motif atteint les 

60% d’enrichissement. 



174 
 

 

Graphique 19 : Enrichissement (%) des 9 cœurs trifonctionnels DEL1 — [Cycle 2] (gauche) et des 10 motifs 

hétéroaromatiques DEL1 — [Cycle 3] (droite) en fonction de la stringence appliquée sur la cible Myc. Valeurs 

obtenues en condition de sélection WASH1, WASH2, WASH4, WASH5 et WASH4/WASH4 (double-sélection). 

N=1. 

L’analyse de l’enrichissement des motifs de troisième cycle de la librairie combinatoire sur la 

cible Myc et dans des conditions classiques (« w25 °C) a montré que seuls les motifs 

hétéroaromatiques à plateau hydrophobe large et à motif quinoline ou quinolinium ont été 

enrichis, à savoir la Pyridostatine (PDP), les Pyridocarboxamide (360A-s/— l) et la 

Phénanthroline (PDC3). Il a alors été possible de suivre l’évolution de l’enrichissement de ces 

ligands après applications de conditions stringentes (Graphique 19, droite). En pratique, et 

comme pour les motifs BB1, BB2 et BB4, l’application de dureté dans les lavages n’a fait 

qu’amplifier les valeurs d’enrichissement sans pourtant modifier la nature ou l’ordre des 

ligands enrichis. En effet, les données d’enrichissement du ligand PDP augmentent en fonction 

de l’augmentation des conditions de stringence. Le deuxième ligand le plus enrichi, la 

Pyridocarboxamide à chaine courte, a évoluée plus timidement mais reste néanmoins enrichi 

à plus de 100% dans les conditions de lavage à 80°C.  

Après application d’un processus de double sélection, une inversion est à noter. Alors que le 

ligand PDP est enrichi à près de 200% dans les conditions les plus stringentes (80°C), ce 

même ligand atteint une valeur d’enrichissement divisée par deux après une double sélection 

(cf. deux sélections successives à 70°C). Toutefois, alors que le 360A-s est enrichi à 100% à 

80°C, il est enrichi à près de 200% après une série de deux sélections successives. Ces 

résultats pourraient s’expliquer par des différences de cinétiques d’association et/ou de 

dissociation distinctes entres les dérivés PDP et 360A-s, permettant par exemple aux dérivés 

360A-s de mieux persister dans un contexte ou l’incubation a été prolongée lors du premier 

cycle, et qu’elle a été réalisée dans des conditions plus diluées en librairie lors du 2ème cycle 

(le deuxième cycle ayant débuté par l’éluat du 1er à hauteur de 1E +09 copies).  
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Finalement, l’étude de l’impact des conditions stringentes de sélections sur l’enrichissement 

des motifs composant la librairie combinatoire a montré que l’identité des BB1, BB2 et BB4 

enrichis a été maintenue et que seuls les taux d’enrichissements des motifs individuels ont 

varié en fonction de l’intensité de la stringence appliquée. Dans le cadre des ligands de 

structures G-quadruplex utilisés pour dérivatiser la librairie au [Cycle 3] les mêmes 

évènements ont pu être observés. En effet, les 4 ligands enrichis après sélection en condition 

classique contre la cible Myc ont été retrouvés enrichis en condition stringentes (50, 70 et 

80°C) jusqu’à atteindre des valeurs d’enrichissements de 100% à 200%, suivant le ligand 

considéré, après application d’un quatrième lavage à 80°C. Toutefois, l’application de 

plusieurs tours de sélections contre la cible Myc (dans ce cas, deux tours) a généré un 

évènement inattendu. Alors que le ligand PDP a largement dominé les sélections stringentes, 

il a été constaté que c’est le ligand 360A-s qui a dominé la double sélection. Globalement, ces 

résultats confortent fortement ceux obtenus dans les conditions initiales et concordent vers 

l’identification de motifs préférentiels pour la reconnaissance du G-quadruplex Myc.  

Paragraphe 2.1.2.d) Myc versus Myc22.  

La sélection 20 réalisée contre la cible Myc22, un dérivé de la séquence du proto-

oncogène Myc, a été effectuée dans une seule condition, avec application de lavages 

stringents (cf. 4ième lavage) à 70°C. 

Conjointement aux conclusions préalablement émises, seules les séquences peptidiques 

polaires (double arginine ; Graphique 20, [Cycle 1] et [Cycle 4]) ainsi que les cœurs 

trifonctionnels à chaine longue K, KG et GKG (Graphique 20, [Cycle 2]) ont été enrichis contre 

la cible Myc22.  

 

Graphique 20 : Enrichissement (%) des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 1] (gauche), des 9 cœurs trifonctionnels 

DEL1 — [Cycle 2] (milieu) et des 46 pentapeptides DEL1 — [Cycle 4] (droite) en fonction des cibles Myc22 et Myc.  

Valeurs obtenues en condition de sélection WASH4 (70°C). N=2.  

Alors que les données d’enrichissement obtenues contre les deux cibles semblent similaires 

sur 3 des 4 cycles de chimie combinatoire, il a été possible de distinguer des enrichissements 

différents, vis-à-vis des deux cibles, pour certains BB3. En effet, contre la cible parallèle Myc 

dans des conditions de sélections stringentes (70°C), c’est le ligand PDP qui a été le plus 
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enrichi (150%) suivi par le ligand 360A-s (75%). À l’inverse, et dans les mêmes conditions, le 

ligand le plus enrichi contre la cible Myc22 a été identifié comme étant le ligand 360A-s avec 

près de 175% d’enrichissement. Le composé PDP a également été enrichi contre la cible 

Myc22 mais n’a atteint que la deuxième place en terme d’enrichissement avec une valeur de 

110% (Graphique 21).  

 

Graphique 21 : Enrichissement (%) des 10 motifs hétéroaromatiques DEL1 — [Cycle 3] en fonction des cibles 

Myc22 et Myc. Valeurs obtenues en condition de sélection WASH4 (70°C). N=2.  

Comparativement à la double sélection réalisée sur la cible Myc, la cible Myc22 place 

également le dérivé Pyridocarboxamide à chaine courte en première place du classement des 

motifs enrichis. Alors que la Phénanthroline a été enrichie après la double sélection sur Myc, 

ce même composé ne présente pas d’enrichissement significatif contre la cible Myc22.  

En conclusion, si on tient compte de toutes les données d’enrichissement il est possible 

d’affirmer que les séquences doublement arginilées sont surreprésentées contre les cibles 

quadruplex, avec un léger enrichissement des séquences hydrophobes contre les cibles à 

topologies antiparallèle ou hybride. Les expériences de stringences sur les pentapeptides 

n’ont fait qu’affirmer les données obtenues par augmentation des taux d’enrichissement. Parmi 

tous les cœurs trifonctionnels utilisés pour dérivatiser la DEL1, seuls les motifs dérivés de la 

Lysine (K, KG et GKG) sont pertinents et enrichis contre les cibles quadruplex. Enfin, parmi 

les motifs hétéroaromatiques du cycle 3, le ligand Pyridostaine (PDP) est le ligand le plus 

représenté, toutes cibles toutes stringences considérées. Néanmoins, le dérivé 

Phénanthroline (PDC3) reste également intéressant puisque le PDC3 semble être 

préférentiellement enrichi contre la cible antiparallèle. De plus, la Pyridocarboxamide (à chaine 

courte, 360A-s) a montré d’intéressantes propriétés d’affinité après double sélection sur la 

cible Myc mais également après sélection (stringente) contre la cible Myc22. Les motifs, et 

leurs caractéristiques associées, pris indépendamment devraient alors pouvoir être associés 

afin de former des molécules tétra-dérivatisés capable d’interagir avec une haute affinité avec 
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les cibles quadruplex. Il est dès lors intéressant d’étudier l’enrichissement des molécules 

uniques de la librairie contre les différentes cibles.  

Section 2.1.3 : Analyse des molécules uniques après sélections. 

Après l’analyse des motifs de chaque étape de la librairie combinatoire, les molécules 

uniques ont également été analysées. La méthode d’analyse des données d’enrichissements 

des molécules uniques a suivi les mêmes procédés que celles appliquées pour les blocs de 

constructions à savoir le calcul du Ratio Normalisé (Rn) de chaque molécule présente au sein 

d’une sélection donnée, suivi du Ratio ajusté (Ra) et enfin du facteur d’enrichissement.  

Il est tout bonnement impossible de discuter de tous les évènements retrouvés au sein d’une 

condition de sélection donnée. Toutefois, afin d’illustrer les molécules uniques les plus 

enrichies, des « top 100 » ont été réalisés. Ces figures illustratives de la variabilité des motifs 

composants les cent molécules les plus enrichies pour chaque condition ont été réalisées sur 

le logiciel Cytoscape. À l’exemple de la Figure 100 (gauche) ci-dessous, il est possible de 

montrer l’occurrence et le poids des motifs issus des 100 molécules les plus enrichis contre le 

proto-oncogène Myc en condition standard (lavages à 25°C). Les figures sont représentées 

sous forme d’un quadrilatère dont la légende est illustrée en Figure 100 (droite). Sur chaque 

partie du quadrilatère sont respectivement symbolisées les blocs de construction trouvés au 

[Cycle 1-2-3 et 4]. Chaque bloc de construction est symbolisé par un cercle dont la couleur, 

proportionnelle au volume du cercle, évoque le pourcentage d’enrichissement normalisé de 

chaque motif. Plus un motif aura un cercle large et plus la couleur associée tend vers le rouge, 

plus le motif est présent au sein du « top 100 » de la sélection considérée. D’autre part, la 

corrélation entre les motifs a également été représentée. Cette corrélation représente 

l’intensité du lien entre deux blocs de construction. Ces intensités de corrélation ont alors été 

représentées en fonction des liens chimiques retrouvés au sein de la structure des ligands de 

la DEL1. Ainsi, les motifs du [Cycle 2] représentant les cœurs trifonctionnels centraux de la 

DEL1, ont alors été corrélés aux pentapeptides [Cycle 1 et 4] mais également aux ligands de 

structures quadruplex [Cycle 3]. Une nouvelle fois, l’intensité de corrélation entre deux motifs 

est symbolisée par un trait dont l’épaisseur et la couleur varient en fonction des données. Plus 

un trait est épais et rouge, plus les motifs sont représentés au sein du « top 100 ».  
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Figure 100 : Top 100 des composés sélectionnés contre la cible Myc — WASH1 (25°C).  

Représentation i) de l’enrichissement des motifs uniques et ii) leurs corrélations pour chaque molécule du top 100. 

Dans le cas de la représentation du « top 100 » contre la cible Myc en condition standard, il 

est possible de constater que le ligand Pyridostatine est largement majoritaire par rapport au 

ligand Pyridocarboxamide à chaine courte. L’intensité de corrélation entre les motifs du [Cycle 

2] et le ligand PDP montre que ce sont les dérivés Lysines (K, KG, GKG) qui sont les plus 

retrouvés en présence de PDP. De plus, parmi ces lysines trifonctionnelles, c’est l’acide aminé 

K qui a été le plus enrichi.  

Après s’être intéressé aux enrichissements des blocs de constructions présents au [Cycle 2] 

et [Cycle 3] ainsi que le lien entre les deux, il est intéressant de constater que seuls 35 à 45% 

des motifs du [Cycle 1], et [Cycle 4], sont représentés au sein du « top 100 » et qu’environ 

65% de ces séquences sont doublements arginilées. Les séquences portant le motif double 

arginine apparaissent comme étant les plus enrichis et les liens les plus intenses ont été 

retrouvés entre les dérivés Lysines ([Cycle 2]) et les pentapeptides arginilés à l’exemple de 

GRRWG, GRFRG et GWRRG pour le [Cycle 1] et GRRAG, GRPRG et GARRG pour le [Cycle 

4].  

En résumé, les données d’enrichissement et de corrélation des 100 premières séquences 

contre la cible Myc (condition standard) montrent un enrichissement préférentiel pour un ligand 

dont la structure générale est représentée ci-dessous (Figure 101).     

 

Figure 101 : Composition des motifs les plus représentés au sein du top 100 contre la cible Myc — WASH1 (25°C). 
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Le même travail a été effectué sur la cible Myc après sélection stringente à 70°C (cf. 4ième 

lavage à 70°C, Figure 102). En comparaison avec les données obtenues après sélection en 

condition classique, seul le ligand Pyridosatine est enrichi à 70°C contre la cible Myc. Les 

cœurs trifonctionnels retrouvés sont une nouvelle fois les dérivés Lysines et le lien 

connectant les motifs du [Cycle 2] au motif unique du [Cycle 3] apparait le plus intense entre 

le PDP et l’acide aminé K. Les séquences d’acides aminés issues des [Cycle 1] et [Cycle 4] 

ont vu leur nombre diminuer après conditions stringentes de sélection. Néanmoins, toutes les 

séquences présentes au sein du « top 100 » exhibent un motif doublement arginilés. 

L’application de conditions stringentes lors de processus de sélection relargue les composés 

mono-arginilés au profit des composés bis arginilés, montrant une nouvelle fois l’importance 

des deux acides aminés chargés et polaires au sein de la séquence peptidique. Dans ces 

nouvelles conditions, ce sont les séquences GRRWG, GWRRG et GRFRG qui sont les plus 

enrichies au [Cycle 4] de la DEL1 alors que les séquences GARRG, GRARG et GRRAG sont-

elles plus enrichies au [Cycle 1].   

 

Figure 102 : Gauche. Top 100 des composés sélectionnés contre la cible Myc — WASH4 (70°C).  

Représentation i) de l’enrichissement des motifs uniques et ii) leurs corrélations pour chaque molécule du top 100. 

Droite. Composition des motifs les plus représentés au sein du top 100 contre la cible Myc — WASH4 (70°C). 

En continuant l’analyse sur les sélections stringentes il est intéressant d’observer l’évolution 

des molécules issues d’un « top 100 » après un processus de sélections successives. Il a été 

commenté auparavant que le processus de double sélection permettait au ligand 

Pyridocarboxamide (360A-s) de surpasser le ligand Pyridostatine (PDP) en terme 

d’enrichissement. L’illustration de l’enrichissement des 100 premières molécules uniques 

après une double sélection est représentée sur la Figure 103 ci-dessous. Alors que le ligand 

PDS dépassait largement les valeurs d’enrichissement des autres ligands du [Cycle 3] dans 

les conditions de sélections classiques (et stringentes), il est possible de retrouver ce même 

ligand à la deuxième place après double sélection stringente (cf. 4ième lavage à 70°C). En effet, 

ce sont les ligands Pyridocarboxamides qui partagent l’identité des évènements retrouvés, 

avec un maximum d’enrichissement pour le dérivé à chaine courte. De manière intéressante, 

la quantité de séquences peptidiques exhibée dans ce « top 100 » est nettement supérieure 
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aux quantités retrouvées après sélections stringentes et même classiques. La majorité des 

séquences retrouvées avec un fort enrichissement portent le motif « RR » (GWRRG au [Cycle 

4] et GLRRG, GRPRG au [Cycle 1]). Les autres séquences présentent, notamment les 

séquences mono-arginilées, ne semblent être que des évènements à faibles abondances 

puisque leurs valeurs d’enrichissements sont très faibles. Le cœur trifonctionnel 

majoritairement enrichi et exhibant des valeurs de corrélations les plus importantes avec les 

peptides et les ligands de structures quadruplex est l’acide aminé K. Alors que la lysine et ces 

dérivés étaient les plus présentes au sein des sélections standards ou stringentes, il est 

possible de constater que K occupe la majorité des cœurs trifonctionnels au sein du « top 

100 » de double sélection.  

   

 Figure 103 : Gauche. Top 100 des composés sélectionnés après double sélection contre la cible Myc — W4/W4 

(70°C). Représentation i) de l’enrichissement des motifs uniques et ii) leurs corrélations pour chaque molécule du top 100. 

Droite. Composition des motifs les plus représentés au sein du top 100 après double sélection contre Myc. 

Alors que la cible Myc et ces conditions stringentes ont été discutées, il est intéressant de 

s’intéresser aux molécules uniques retrouvées après sélection contre les cibles contrôles, à 

savoir l’Hairpin, hp1, et les billes Streptavidine.  

Contre la Streptavidine, Figure 104 (gauche), il est aisé de constater que les motifs enrichis 

n’ont rien en commun avec ceux discutés jusqu’à présent. En effet, parmi les 10 motifs 

hétéroaromatiques du [Cycle 3], ce sont les dérivés quinolines, le furopyridazinone et la 

phénylpropyne qui sont enrichis. Un lien de corrélation intense est retrouvé entre ces motifs et 

le cœur trifonctionnel Ke (Lysine étendue par un acide acétique azoture) qui s’avère être le 

motif majoritairement enrichi au [Cycle 2]. De manière intéressante, alors que 36 des 46 

séquences de la première étape de la libraire combinatoire sont retrouvées au sein du « top 

100 », une séquence pentapeptidique unique a été retrouvée au [Cycle 4], le GWFRG. Il est 

alors possible d’affirmer qu’au vu des données obtenues, seul le pentapeptide au dernier cycle 

de la DEL1 interagit avec la cible Streptavidine. En effet, trop de variabilités à faible intensité 
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ont été obtenues au [Cycle 1], suggérant que l’interaction entre les molécules et la 

Streptavidine est indépendante de l’identité des motifs du premier cycle.  

 

Figure 104 : Top 100 des composés sélectionnés contre la cible Streptavidine (gauche) et la cible hp1 (droite) — 

WASH1 (25°C). Représentation i) de l’enrichissement des motifs uniques et ii) leurs corrélations pour chaque molécule du 

top 100.  

 

En s’intéressant aux molécules uniques interagissant avec la cible hp1 (Figure 104, droite) il 

a été possible de constater que tous les motifs des [Cycles 2 et 3] de la DEL1 étaient 

représentés. Toutefois, l’intensité relative de ces motifs varie puisque parmi les cœurs 

trifonctionnels les motifs majoritairement enrichis sont les dérivés Lysines (K, KG), la proline 

(P) et le Dap (D). De manière similaire, ce sont les motifs hétéroaromatiques à système 

fusionné (PDP, 360A (— s/— l) ainsi que la Furopyridazinone et le PDC3 qui ont été enrichis. 

L’enrichissement des motifs pentapeptidiques a également présenté de grandes variations. 

Néanmoins, ce sont les motifs GFRWG et GLRLG qui gouvernent l’enrichissement des motifs 

du [Cycle 4] alors que GFFRG, GRWFG et GAWAG n’ont exhibé que des enrichissements 

faibles au [Cycle 1]. 

À titre de comparaison avec les données obtenues contre les cibles contrôles et la cible du 

proto-oncogène Myc, il a été intéressant de voir les molécules les plus enrichies vis-à-vis de 

la cible de topologie parallèle Myc22 ainsi que la cible de topologie antiparallèle 22CTA. Ces 

deux cibles se sont démarquées lors de l’étude des blocs de construction puisqu’elles ont 

présenté des enrichissements pour le ligand 360A-s et PDC3, respectivement. 

Comme constaté lors de l’étude des motifs individuels, le « top 100 » contre la cible Myc22 

(Figure 105, gauche) montre un enrichissement préférentiel pour le ligand Pyridocarboxamide. 

La liaison entre ce ligand et les cœurs trifonctionnels est largement favorisée pour les dérivés 

de Lysines (K, KG, GKG), spécialement pour la Lysine (K) qui exhibe la plus haute valeur de 

présence au sein du « top 100 ». Les pentapeptides retrouvés portent une nouvelle fois en 
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majorité une séquence doublement arginilées, à l’exemple des séquences GWRRG, GRRAG 

ou GPRRG au [Cycle 4] et GRPRG, GRRAG et GRARG au [Cycle 1].  

L’étude du « top 100 » vis-à-vis de la cible de topologie antiparallèle 22CTA est en accord 

avec les observations réalisées sur les motifs individuels. En effet, le ligand Phénanthroline 

gouverne très largement l’identité des 100 premières molécules présentes. Le lien séparant le 

PDC3 aux cœurs trifonctionnels est majoritaire pour les dérivés Lysines à chaines longues (K, 

KG, GKG) avec une légère préférence pour les Lysines fonctionnalisées par une ou deux 

glycines. Les valeurs de corrélation avec les pentapeptides enrichis sont globalement faibles 

puisque près des ⅔ des motifs ont été retrouvés dans le « top 100 ». Néanmoins, le motif 

GFRWG est dominant dans le cas du [Cycle 4].  

Les structures générales des molécules uniques contre la cible Myc22 et 22CTA, issues des 

valeurs d’enrichissement et de corrélation entre les étapes de la librairie combinatoire, sont 

respectivement retrouvées en bas de la Figure 105.  

 

         

Figure 105 : Top 100 des composés sélectionnés après sélection stringente contre la cible Myc22 — WASH4 

(70°C) — ainsi que la composition des motifs les plus représentés (gauche). Top 100 contre la cible 22CTA — 

WASH2 (50°C) — et que la composition des motifs les plus représentés (droite).  

Représentation i) de l’enrichissement des motifs uniques et ii) leurs corrélations pour chaque molécule du top 100. 

L’analyse des « top 100 » contre les différentes cibles est en corrélation directe avec les 

données obtenues par analyse des motifs de la librairie combinatoire DEL1. Le ligand 

Pyridostatine (PDP) est le ligand le plus enrichi, toutes sélections (et conditions) confondues. 
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Toutefois, les ligands Pyridocarboxamide (360A) et Phenanthroline (PDC3) disputent la 

première place sous différentes conditions de stringences et contre des cibles de topologies 

variées. Avec les données de séquençages, il pourrait être pensé que le ligand 360A exhibe 

une préférence pour les G-quadruplex de topologies parallèles, à l’égard du promoteur 

d’oncogène Myc (après double sélection stringentes) et de la séquence Myc22 (après 

sélection stringente). De la même manière, le ligand PDC3 est apparu largement majoritaire 

dans les 100 premières molécules obtenues après sélection contre la cible G-quadruplex 

antiparallèle 22CTA.  

À partir des molécules composant la DEL1 et des données de séquençage discutées 

jusqu’alors, il serait tentant de synthétiser un grand nombre de composés d’intérêt et de 

composés contrôles afin de procéder à des études biophysiques (mesure d’affinité) 

comparatives permettant de confirmer ou d’invalider les hypothèses formulées. Néanmoins, et 

pour des raisons évidentes de faisabilité, un choix plus restreint a du être réalisé dans le cadre 

de cette thèse sur la base des données d’enrichissements et de spécificités suggérées par 

séquençage des composés les plus probants. Ainsi, trois ligands potentiels ont été 

resynthétisés en priorité, dérivant des motifs hétéroaromatiques Pyridostatine (PDP), 

Phénanthroline (PDC3) et Pyridocarboxamide (360A-s). Ces composés sont représentés ci-

dessous (Figure 106) :  
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Figure 106 : Composés identifiés pour leurs enrichissements individuels à l’égard de différentes sélections (dont 

contrôles). A/ Dérivé Pyridostatine 1-PDS. B/ Dérivé Pyridocarboxamide 3-360A-s. C/ Dérivé Phénanthroline 2-

PDC3. 

Tableau 19 : Facteurs d’enrichissements et classement des trois composés retenus en fonction des différentes 

cibles.  

 
Myc 

@w25 °C 
Myc 

@w70 °C 

Myc 
@double

Sel 

Myc22 
@w70 

°C 

wtTel26 
@w25 

°C 

22CTA 
@w25 

°C 

Kit1 
@w25 

°C 

hp1 
@w25 

°C 

scr26 
@w25 

°C 

Strept. 
@w25 °C 

1- PDP 
% enrich. 

605% 1270% 991% 471% 399% 155% 409% -3% 396% -34% 

Classement 11 9 104 517 149 2298 113 74 621 1549 108 787 

2- PDC3 
% enrich. 

99% 359% 73% 247% 141% 389% 210% 146% 347% -4% 

Classement 16 401 2706 31 882 5137 6812 9 3427 1043 2211 52 973 

3-360A-s 
% enrich. 

351% 438% 826% 600% 67% 86% 263% 17% -3% -59% 

Classement 482 1671 289 120 20 147 12 657 1494 43 706 57 156 157 700 

 

Le dérivé Pyridostatine, également appelé 1-PDP, possède un cœur Lysine (K) fonctionnalisée 

par deux séquences pentapeptidiques doublement arginilées, GRRWG et GRRAG. Comme 

2-PDC3

GFRWG-KG-GPRFG

PDC3

1-PDP

GRRWG-K-GRRAG

PDP

3-360A-s

GWRRG-KG-GRRAG

360A-S

A/ B/

C/
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le montre le tableau 19, cette molécule atteint des valeurs d’enrichissements de plus de 600% 

contre la cible parallèle Myc en condition classique et double sa valeur après l’application de 

conditions stringentes (cf. 4ième lavage à 70°C). De plus, cette molécule exhibe des 

enrichissements décents contre la séquence promotrice d’oncogène Kit1 et contre la cible de 

topologie hybride wtTel26. D’autre part, 1-PDP possède une bonne sélectivité pour l’Hairpin 1 

(hp1) et pour la streptavidine, avec des valeurs d’enrichissements négatives (déplétions). Il est 

toutefois à noter qu’une valeur d’enrichissement non négligeable a été trouvée contre la 

séquence scramble 26 (scr26) avec un enrichissement de près de 400%. Néanmoins cette 

dernière expérience n’a pas été réalisée en duplicata. 

Le dérivé Phénanthroline, également appelé 2-PDC3, est un composé possédant un KG 

trifonctionnel en son centre permettant d’être dérivatisé en deux points par une séquence 

GFRWG et GPRFG.  Comparativement au 1-PDP, cette molécule est moins enrichie contre 

les cibles de topologies parallèle et hybride. En revanche, une valeur d’enrichissement de près 

de 400% a été observée pour la cible de topologie antiparallèle 22CTA. Enfin, et malgré une 

déplétion après sélection contre la cible streptavidine, le 2-PDC3 présente une certaine affinité 

pour les contrôles hp1 et scr26 avec des enrichissements de 150% à 350%, respectivement. 

Avec un comportement vis-à-vis des contrôles nettement inférieurs au 1-PDP, la synthèse du 

dérivé Phénanthroline a tout de même été intéressante pour la capacité supposée de la 

molécule à interagir préférentiellement avec la cible 22CTA, avec un caractère non négligeable 

pour les autres topologies de G-quadruplex.  

Enfin le dérivé Pyridocarboxamide à chaine courte, également appelé 3-360A-s, est une 

molécule structurellement proche du dérivé 1-PDP puisqu’elle exhibe de part et d’autre du 

cœur trifonctionnel des pentapeptides GWRRG et GRRAG. L’association des peptides et du 

360A est réalisée par un cœur Lysine-Glycine (KG). Dans le tableau 19, il est possible de 

remarquer un enrichissement préférentiel du 3-360A-s pour les cibles parallèles, à l’exemple 

des 600% d’enrichissement contre Myc22. D’autre part, le 3-360A-s a présenté une valeur 

d’enrichissement de plus de 800% après une double sélection stringente, soit près de 2 fois la 

valeur obtenue après une sélection stringente unique. Cette valeur doit-être mise en relation 

à la valeur du 1-PDP obtenue puisque, en effet, l’enrichissement du dérivé Pyridostatine baisse 

après double sélection. Enfin, les valeurs d’enrichissements du 3-360A-s vis-à-vis des cibles 

contrôles sont remarquables puisque celles-ci sont extrêmement basses, voire négatives. 

Après validation des composés d’intérêts issus de la première campagne de sélection et 

séquençage, l’objectif a ensuite été de synthétiser le 1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s en quantité 

suffisante pour étudier l’affinité et la capacité stabilisatrice de ces molécules contre différentes 

cibles quadruplex.  

Au-delà de ces 3 composés prometteurs, nous avons également sélectionné des composés 

ayant pour vocation de confirmer les tendances obtenues lors des séquençages. Nous avons 

par exemple sélectionné des molécules composées des motifs PDP et 360A en association 

avec des peptides non-enrichis afin de vérifier la corrélation entre enrichissement et affinité 

réelle. De même nous avons également synthétisé des versions tronquées en Cycle 4 des 
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composés d’intérêt 1-PDP et 3-360A-s, et ceux afin de confirmer l’importance de chaque bras 

peptidique. Le descriptif de ces séquences est fourni dans le chapitre suivant. 

Au cours de ce chapitre, trois campagnes de sélections ont été mentionnées et seule la 

première campagne de sélections réalisée à partir de la DEL1 a été entièrement décrite. En 

effet, alors que la deuxième campagne de sélection a belle et bien été réalisée, certains 

résultats de séquençage n’ont pas été entièrement traité (TERRA, HIV-LTRIII, TWJ, i-motifs) 

au jour de la rédaction du manuscrit. Ainsi, l’analyse des données de séquençages ne figurent 

pas dans le document. De plus, la campagne de sélections réalisée à partir de la deuxième 

librairie encodée (DEL2) a été réalisée en parallèle de l’écriture de ce manuscrit. Le 

séquençage à haut-débit est en cours de réalisation.  
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Chapitre 4 — Synthèse des touches et contrôles identifiés et caractérisations biophysiques.  

Partie 1 : Synthèse des composés peptido-organiques.  

 Les molécules d’intérêts sélectionnées après divers processus de sélections sont des 

composés peptido-organiques issus de l’assemblage combinatoire d’une librairie de ligands 

ciblant les G-quadruplex. Confectionnés par chimie combinatoire Split and mix au sein de la 

DEL1, ces ligands peptido-organiques ont été resynthétisés à l’échelle du milligramme afin de 

pouvoir effectuer plusieurs caractérisations biophysiques de leurs intéractions avec les G4.  

Les premiers ligands sélectionnés, 1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s, possèdent une structure 

générale aux caractéristiques peptido-organiques (Figure 107). De fait, la confection de ces 

ligands a nécessité la synthèse de molécules organiques à système fusionné (Phénanthroline, 

PDC3) ou non-fusionné (Pyridostatine, PDP – Pyridocarboxamide, 360A) mais également la 

synthèse de séquences peptidiques possédant jusqu’à douze acide aminés.  

 

Figure 107 : Composition organo-peptidique des dérivés Pyridostatine 1-PDP et Pyridocarboxamide 3-360A-s. 

Les motifs hétérocycliques fonctionnalisés PDP, 360A et PDC3 ont été synthétisés et obtenus 

par collaboration avec différents partenaires. Le dérivé pyrrolidine de la Pyridostatine (PDP309) 

a été synthétisée au laboratoire par C. Van Wesemael à partir de l’acide chelidamique (acide 

4-hydroxypyridine-2, 6-dicarboxylique). Le ligand Pyridocarboxamide à chaine courte310 

(360A-s) a été synthétisé par l’équipe du professeur J.-F. Riou (MNHN – UMR 7196 – Paris) 

et le dérivé Phénanthroline (PDC3310) ainsi que le ligand Pyridocarboxamide à chaine 

longue311 (360A-l) ont été synthétisés par l’équipe de de M.-P. Teulade-Fichou (Institut Curie 

— UMR 176 — Orsay).  

La synthèse des peptides nécessaire à la formation de composés peptido-organiques a été 

effectuée au laboratoire suivant la stratégie de synthèse supportée en phase solide (en. Solid 

Phase Peptide Synthesis, SPPS). Cette méthode, dérivée de R. B. Merrifield311, est basée sur 

l’addition successive d’acides aminés par formation de liens peptidiques. L’élongation de la 

chaine peptidique est réalisée sur billes de résine par cycles itératifs de déprotection/couplage, 

de la partie Carboxy-terminale (C-term) à la partie Amino-terminale (N-term, Figure 107).  

La stratégie de synthèse supportée suivie est connue sous le nom de stratégie «Fmoc/tBu ». 

Celle-ci consiste en l’incorporation d’acides aminés dont l’amine en α est protégée par le 
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groupement protecteur fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc). Lors de cette synthèse, les étapes 

de couplages sont réalisées en présence d’un agent activateur (HBTU) et d’une base (DIEA). 

L’HBTU, agent de couplage de la famille des Uroniums, joue un double rôle au sein de la 

synthèse (robotisée) de peptide. Premièrement, HBTU est utilisé pour ces propriétés 

limitatrices de racémisation312. D’autre part, HBTU est capable d’activer l’acide carboxylique 

en formant un ester d’hydroxybenzotriazole (HOBt) in situ (Schéma 11, 2. Activation). L’ester 

d’HOBt est un excellent groupe partant capable d’être déplacer par aminolyse afin de former 

le lien amide souhaité313 (Schéma 11, 3. Couplage). Dans l’intérêt d’incorporer l’acide aminé 

suivant (AA [R2]), une étape de déprotection du groupement protecteur Fmoc de l’acide aminé 

AA [R1] est nécessaire. Cette déprotection est réalisée en présence de pipéridine (20%) dans 

la NMP (ou DMF) afin de libérer le dibenzofulvène (DBF) par β-élimination (Schéma 11, 1. 

Déprotection). 

 

Schéma 11 : Synthèse peptidique supportée sur phase solide. 1/ Déprotection. 2/ Activation. 3/ Couplage. Réside 

utilisée dans pour la synthèse de peptides : Rink-Amide.  

Certains des acides aminés naturels utilisés lors des synthèses possèdent des chaines 

latérales capables d’interférer dans le processus d’élongation, à l’exemple du tryptophane (W) 

ou encore de l’arginine (R). Des acides aminés à chaines latérales protégées par un 

groupement acido-labiles ont alors été utilisés (R-NωPbf et W-Nin-Boc) afin de perpétuer 

l’orthogonalité nécessaire à la stratégie « Fmoc/tBu ».  

Comme indiqué précédemment, la synthèse a été effectuée sur des billes de résines 

préfonctionnalisées par un espaceur chimique (en. linkers). Différents types de linkers existent 

sur le marché et leur utilisation va dépendre de la stratégie de synthèse utilisé ainsi que de la 

fonction chimique souhaitée en C-term. Selon la stratégie « Fmoc/tBu », il est possible 

d’utiliser des résines acido-labiles capables d’être déprotéger en présence d’acide 

trifluoroacétique (TFA) comme la résine Wang ou encore la 2 — Chlorotrityl. L’utilisation de 

ces dernières permettent d’obtenir un peptide qui, après clivage, exhibe une fonction acide 

carboxylique libre en partie C-term. Au sein de la DEL1, les molécules peptido-organiques 

possède une partie C-term inerte dû à la présence de l’espaceur bifonctionnel, l’Headpiece. 
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Ainsi, dans le but d’obtenir une fonction chimique inerte en partie C-term du peptide, l’utilisation 

des résines « Amides » a été retenue. Parmi les résines délivrant une fonction amide en partie 

C-term, il est possible de retrouver, par exemple, la résine Rink-Amide ou encore la résine 

Sieber-Amide. Ces deux résines présentent des différences structurales au niveau de leur 

linker et nécessite des conditions de clivage distincte. Alors que la résine Sieber nécessite des 

conditions douces de décrochage (1% TFA dans le dichlorométhane), la résine Rink-Amide 

sollicite une solution de TFA à 95% pour décrocher un peptide de la résine. Compte tenu des 

groupements protecteurs présents sur certains des acides aminés nécessitant également des 

conditions de déprotection à 95% de TFA (R-NωPbf) le choix de résine s’est portée sur 

l’utilisation de la Rink-Amide. Sans rentrer dans d’avantages de considérations, la résine 

utilisée est disponible commercialement chez Iris Biotech sous le nom de résine Fmoc-Rink 

Amide PEG MBHA (Figure 108). L’intérêt de cette Rink-Amide particulière est de porter au 

cœur de l’édifice des motifs polyéthylène glycols (PEG) capable à la fois de limiter les effets 

d’agrégations des peptides en augmentant l’hydrophilicité de l’édifice mais également 

d’augmenter le gonflement de la résine dans les solvants de synthèse. L’augmentation du 

gonflement permet ainsi d’augmenter les rendements de couplages des acides aminés 

puisque les fonctions chimiques sont plus disponibles.  

 

Figure 108 : Résine Rink-Amide Polyéthylène glycol (PEG) 4-mehtylbenzhydrylamine (MBHA) utilisée lors de la 

synthèse supportée sur phase solide des différentes séquences peptidiques. 

Sous-partie 1.1 : Synthèse de séquences peptidiques.  

Après traitement bio-informatique, les séquences peptidiques des ligands retenus pour 

leur enrichissement et/ou spécificité vis-à-vis de la cible quadruplex sont les séquences 1, 2 

et 3 respectives des ligands 1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s :  

▪ 1 : GRRWG-KN3-GRRAG 

▪ 2 : GFRWG-KN3G-GPRFG 

▪ 3 : GWRRG-KN3G-GRRAG 

La synthèse des composés peptido-organiques a pour but d’étudier les propriétés physico-

chimiques des ligands, en effectuant notamment l’étude des constantes de dissociations (Kd) 

ainsi que des propriétés stabilisatrices d’édifices G-quadruplex. L’évaluation de propriétés 

physico-chimiques de ligands nécessite également l’utilisation de contrôles, généralement les 
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ligands « parents » de structures G-quadruplex, à savoir la Pyridostatine tris-amino (PDS), la 

Phénanthroline (PDC3) et le Pyridocarboxamide (360A, Figure 109).  

 

Figure 109 : Structure de ligands parents Pyridostatine, Pyridocarboxamide et Phénanthroline issus de la 

littérature. 

 Toutefois, d’autres molécules issues de la DEL1 ont été choisies en tant que contrôles 

négatifs. En effet, les composés 1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s ont été choisies pour leurs 

valeurs d’enrichissement importantes vis-à-vis d’une, voire plusieurs cibles quadruplex. Le 

même travail a alors été effectué afin de trouver des molécules uniques, dérivants de la famille 

Pyridostatine et Pyridocarboxamide, avec des valeurs d’enrichissements bien inférieures à 

ceux des ligands sélectionnés. Ce travail a permis d’identifier deux ligands particulièrement 

déplété contre les cibles quadruplex, le 4-PDP et le 5-360A-s. À titre d’exemple, alors que le 

ligand 1-PDP est enrichi a plus de 1200% contre la cible quadruplex Myc en condition 

stringente (4ième lavage à 70°C), le ligand 4-PDP présente une déplétion de 41% dans les 

mêmes conditions. De manière similaire, le dérivé 5-360A-s est principalement déplété contre 

les cibles quadruplex et également contre les cibles contrôles.  

Les séquences peptidiques des ligands contrôles issus de la DEL1 sont listés ci-dessous :  

▪ 4 : GLLRG-KN3G-GRFFG 

▪ 5 : GFPRG-KN3G-GRLLG 

Comparativement aux séquences peptidiques 1, 2 et 3, les motifs 4 et 5 comportent des 

pentapeptides du [Cycle 1 et 4] exclusivement mono-arginilées. D’autre part, compte tenu des 

séquences présentées, il est possible de constater la présence d’un acide aminé non-naturel, 

la lysine-azoture, également connue sous son nom formel d’azidonorleucine. Cette molécule 

a été synthétisée au laboratoire à partir de l’acide aminé Fmoc-Lys (NεBoc) — OH dans les 

conditions de diazotransfert314, après déprotection de l’amine primaire par élimination du 

groupement protecteur Boc. La réaction de déprotection du groupement protecteur Boc a été 

réalisée en présence d’acide chlorhydrique puis la réaction de diazotransfert a été réalisée en 

milieu basique en présence du réactif de diazotransfert (imidazole-1-sulfuryl azoture, ISAHC) 

et de sulfate de cuivre. La solution de réaction laissée sous agitation à température ambiante 

est ensuite extraite en milieu acide afin d’obtenir la Fmoc-azidonorleucine avec un rendement 

usuel de 60 à 80% (Schéma 12).  
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Schéma 12 : Synthèse de la Fmoc-azidonorleucine par réaction de diazotransfert catalysée par le cuivre. 

Une fois l’acide aminé non naturel synthétisé, il a été possible d’engager les synthèses 

robotisées des séquences peptidiques 1, 2, 3, 4 et 5. Le Schéma 13 détaille la synthèse des 

différentes séquences peptidiques. Celles-ci ont été réalisées sur la résine Fmoc-Rink Amide 

PEG MBHA suivant la stratégie « Fmoc/tBu ». L’élongation des chaines peptidiques ont été 

opérés sur synthétiseur automatique de peptide tel que présenté précédemment (Schéma 11). 

Il est à noter que contrairement aux séquences 2 à 5, seul 11 acides aminés composent la 

séquence 1, ainsi cette dernière a fait l’objet d’une synthèse en parallèle.  

 

Schéma 13 : Synthèse SPPS des 5 séquences peptidiques. 

En fin du processus d’élongation, les peptides linéaires sont clivés de la résine Rink Amide en 

milieu acide fort, en utilisant une solution de TFA/TIS/H2O à un ratio de 95/2,5/2,5. Le TIS 

(Triisopropylsilane) est utilisé dans ce cas en tant piège à carbocation (en. scavenger). En 

effet, le TIS est une molécule capable d’interagir avec les carbocations formés in situ après 

déprotection des fonctions Pbf et Boc, dans l’intérêt de limiter les réactions secondaires non 

désirables.  Les peptides alors clivés et déprotégés ont été obtenus par précipitation dans 

l’éther, puis purifiés sur colonne greffée C18 semi-préparative en phase inverse avec des 

rendements variants de 40% à 70%.  

La confection de la première librairie combinatoire, DEL1, de molécules a nécessité 

l’assemblage itératif de 4 motifs uniques afin de former une bibliothèque de près de 200k 

composés. L’insertion des deux premiers motifs de la DEL1 a pu être caractérisé par UPLC-

MS et la caractérisation du troisième cycle par la même méthode d’analyse s’est avéré 
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compliqué dû à la présence, en mélange, de plus de 4k composés. Finalement, l’insertion du 

dernier motif, le pentapeptide [Cycle 4], n’a pas pu être réellement caractérisée. Une 

purification a été effectuée par la méthode de « Cap&Catch » et une analyse de la pureté a 

été réalisée par gel retard. Neanmoins, il est possible d’envisager qu’une fraction des ligands, 

n’ayant pas réagit lors du cap&catch, présente une délétion du [Cycle 4]. Si tel était le cas, les 

ligands sélectionnés par la méthode de sélection par affinité sur billes magnétiques pourraient 

être des ligands tronqués. Afin de vérifier que les composés peptido-organiques sélectionnés 

possèdent les motifs des quatre cycles de la chimie combinatoire, il a été proposé de 

synthétiser les dérivés tronqués du 1-PDP ainsi que du 3-360A-s (Figure 110). Si l’étude 

biophysique des composés tronqués montre une affinité supérieure ou égale pour les ligands 

présentant une délétion du [Cycle 4] que pour les composés originaux de la librairie, il serait 

possible de conclure sur la présence de composés tronqués au sein de la librairie 

combinatoire. Les molécules tronquées ont ainsi nécessité la synthèse de nouvelles 

séquences peptidiques appelées t1 et t3, correspondant aux dérivés tronqués des peptides 1 

et 3. Conjointement au processus décrit précédemment, les peptides t1 et t3 de tailles et 

séquences d’acides aminés différentes ont été synthétisé sur support solide à partir de la 

Fmoc-Rink Amide PEG MBHA selon la stratégie « Fmoc/tBu ».  

Il est également à noter que la synthèse des peptides t1 et 4 et des dérivés PDP 

correspondant, à savoir t1-PDP et 4-PDP a fait l’objet d’un stage de L3 et a été réalisée par 

Samantha Nichillo. De façon similaire, les peptides t3 et 5, ainsi que les dérivés 360A-s, t3-

360A-s et 5-360A-s a fait l’objet d’un projet de stage de M1. Ce projet a été réalisé par Rémy 

Gay et complémenté par de la caractérisation biophysique qui sera présentée plus tard dans 

ce chapitre.  

Finalement, 7 séquences peptidiques distinctes ont été synthétisées au cours de cette thèse. 

Parmi celles-ci on retrouve les séquences des composés sélectionnés après séquençage à 

haut débit (1, 2 et 3), ainsi que celles des contrôles négatifs présentant des enrichissements 

faibles voire négatifs (4 et 5). Enfin, des peptides contrôles de l’incorporation des derniers 

motifs du [Cycle 4] de la chimie combinatoire ont été préparé avec les deux dérivés tronqués 

(t1 et t3).  
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Figure 110 : Structures développées des 5 séquences peptidiques et de leurs tronqués (t1 et t3). 

Sous-partie 1.2 : Synthèse des composés peptido-organiques.  

Les composés peptido-organiques retenus pour les études biophysiques sont issus de 

la famille PDS, 360A et PDC3. Au même titre que l’incorporation des ligands de structures 

quadruplex au sein de la chimie combinatoire encodée ([Cycle 3]), ces ligands ont été couplés 

aux séquences peptidiques par ligation chimio-sélection catalysée par le cuivre, la 

cycloaddition 1,3 — dipolaire. Initialement décrite par Huisgen315,316 puis adaptée par Meldal317 

et Sharpless318, la cycloaddition azoture-alcyne cupro-catalysée par le Cuivre (en. Copper(I)-

catalyzed alkyne-azide cycloaddition, CuAAC) est une ligation de choix grandement utilisée 

en chimie, biochimie et biologie. Alors qu’aucune certitude dans le mécanisme de la réaction 

n’ait été acquise jusqu’alors, de nombreux mécanismes ont été proposés dans la littérature. 

Initialement, les études de la cycloaddition [3 +2] ont montré la participation unique d’un ion 

cuivreux. Au début des années 2000, d’autres groupes de recherches ont proposés 

1 t1

3 t3

2

4 5
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l’intervention de deux ions cuivreux dans le mécanisme réactionnel afin d’influencer 

favorablement le profil d’énergie de la réaction319,320. Toutefois, quel que soit les mécanismes 

proposés, la CuAAC nécessite l’utilisation d’une source de cuivre (sous forme d’ion cuivreux) 

afin de conduire exclusivement à la formation d’un triazole 1,4 — disubstituée (Schéma 14).  

 

Schéma 14 : Réaction de cycloaddition 1,3 — dipolaire catalysée par Cu (I). Cycloaddition d’un alcyne et d’un 

azoture afin de former le 1,4 — triazole. 

Les sources de cuivre peuvent varier suivant les conditions expérimentales utilisées. 

Néanmoins, dans l’intérêt de limiter la sensibilité de la réaction face à la présence d’oxygène, 

l’utilisation d’une source d’ions cuivrique est favorisée par rapport à l’utilisation d’une source 

d’ion cuivreux321. 

 Les réactions de cycloaddition alors initiées au laboratoire ont été effectuées à partir de sulfate 

de cuivre (pentahydratée), générant une source d’ions cuivriques. Toutefois, la CuAAC telle 

que décrite par Huisgen fait intervenir un ion cuivre mono-oxydé. Ainsi, les ions Cu(II) 

provenant du sulfate de cuivre ont été réduits in situ par l’ajout d’un agent réducteur, 

l’Ascorbate de sodium (NaAsc), capable de maintenir l’état d’oxydation du cuivre tout au long 

la réaction. Les réactions de click réalisées ont été effectuées au sein d’un un mélange 

hétérogène (eau-solvant organique) pour des questions de solubilité à la fois des peptides 

mais également des ligands de structures G-quadruplex. Dans ces conditions, un ion cuivrique 

non stabilisé serait capable d’être oxydé par son environnement. Ainsi, dans l’intérêt de 

stabiliser le cuivre sous forme Cu(I), un ligand stabilisateur a été utilisé à l’exemple du tris 

(benzyltriazolylmethyl) amine (TBTA) ou le tris (hydroxypropyltriazolyl methyl) amine (THPTA). 

L’avantage du ligand THPTA est d’être plus hydrosoluble que son homologue plus 

hydrophobe, le TBTA.  

Une considération importante est à prendre en compte lorsque l’Ascorbate de sodium est 

utilisé en tant qu’agent réducteur de Cu(II) dans une réaction de chimie click faisant intervenir 

des partenaires contenant un (ou plusieurs) acide aminé Arginine (R). En effet, l’arginine est 

un acide aminé portant une chaine latérale composé d’un motif guanidine capable d’interagir 

avec la forme oxydée de l’Ascorbate de sodium (Schéma 15). La réaction d’oxydation de 

l’Ascorbate de sodium conduit à l’acide déhydroxyascorbique (DHA) capable, dans un milieu 

aqueux, de former l’hémicétal correspondant. La partie γ–lactone de l’hémicétal DHA peut 

ensuite réagir avec un motif guanidine, la chaine latérale de l’arginine, afin de former un adduit 

DHA322. Afin de limiter l’apparition de ce produit secondaire covalent, l’aminoguanidine est 

ajoutée en large excès au milieu réactionnel afin de prévenir la formation de l’adduit DHA sur 

les chaines latérales de l’arginine.  
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Schéma 15 : Réaction secondaire de la forme oxydée de l’Ascorbate de sodium, la DHA, avec les fonctions 

guanidines, par exemple, des arginines.  

 

Comme indiqué auparavant, le ligand Pyridostatine (PDP), les deux ligands 

Pyridocarboxamides (chaine courte — 360A-s — et chaine longue — 360A-l) ainsi que et le 

ligand Phénanthroline (PDC3) ont été obtenus en collaboration. Les réactions de cycloaddition 

[3 +2] entre les peptides (10mg) et les ligands de structures G-quadruplex (0.9eq) ont alors 

été effectuées au laboratoire dans un milieu hétérogène DMSO/H2O (4 :1), tamponné à pH 7.4 

dans l’HEPES, en présence d’Ascorbate de sodium (15 eq.), de Sulfate de cuivre (1.5 eq.), de 

THPTA (3 eq.) et d’Aminoguanidine (15 eq.). Après analyse de la complétion des réactions 

par HPLC, une solution saline de Na2EDTA a été rajouté dans aux milieux réactionnels afin de 

piéger les ions cuivres résiduels. Les produits bruts ont alors été purifiés sur HPLC en phase 

inverse et analysés par HR-MS. 

Les réactions de click cupro-catalysées ont ainsi permis d’obtenir les dérivés Pyridostatines 1-

PDP, t1-PDP et 4-PDP, le dérivé Phénanthroline 2-PDC3 ainsi que les dérivés 

Pyridocarboxamides 3-360A-s, t3-360A-s et 5-360A-s (Figure 111).  
 

 

Figure 111 : Représentation exhaustive de tous les composés synthétisés. Dans le cas des familles Pyridostatine 

et Pyridocarboxamide : synthèse du dérivé enrichi 1-PDP et 3-360A-s respectivement ainsi que leurs tronqués t1-

PDP et t3-360A-s. Synthèses des deux dérivés non-enrichis 4-PDP et 5-360A-s. Dans la famille Phénanthroline : 

synthèse d’un seul composé 2-PDC3.  

A

B
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La Figure 111 décrit une nouvelle molécule appelée 3-360A-l, composé de la séquence 

peptidique 3 et du ligand Pyridocarboxamide à chaine longue, le 360A-l. En effet, l’analyse 

des enrichissements des molécules uniques au sein de la librairie combinatoire a montré que 

la longueur de chaine différentiant le ligand 360A-s du 360A-l avait une importance dans 

l’affinité des édifices pour la cible considérée. En comparant les valeurs d’enrichissement 

(Tableau 20) des deux composé peptido-organiques, il est possible de remarquer que 

l’augmentation de la longueur de chaine entraine une baisse d’enrichissement contre toutes 

les cibles G-quadruplex utilisées (à l’exception de la cible 22CTA). Le composé 3-360A-l a 

donc été synthétisé afin de vérifier, en comparaison avec le 3-360A-s, si les valeurs 

d’enrichissement obtenues par séquençage à haut-débit sont des bons indicateurs de la 

capacité, ou non, d’un ligand à reconnaitre voir à stabiliser le G-quadruplex ciblé.  

Tableau 20 : Enrichissement du dérivé 3-360A à chaine courte (-s) et chaine longue (— l) en fonction des cibles 

utilisés. 

 
 

Myc 
@w25 

°C 

Myc 
@w70 °C 

Myc 
@double

Sel 

Myc22 
@w70 °C 

wtTel26 
@w25 °C 

22CTA 
@w25 °C 

Kit1 
@w25 °C 

hp1 
@w25 °C 

scr26 
@w25 °C 

Strept. 
@w25 °C 

3-360A-s 
% enrich. 

351% 438% 826% 600% 67% 86% 263% 17% -3% -59% 

3-360A-l 
% enrich. 

187% 251% 360% 150% 56% 96% 147% 4% -50% -38% 
 

Finalement, 8 composés peptido-organiques ont donc été obtenus après cycloaddition [3 +2] 

entre l’azidonorleucine des séquences peptidiques et la fonction alcyne portée par les dérivés 

de PDC3, 360A(-s et -l) et PDP. Une fois obtenus, ces ligands ont été soumis à des 

caractérisations biophysiques afin de déterminer leur constante d’affinité pour les différents G-

quadruplex utilisés comme cibles ainsi que leur propriété stabilisatrice de structure G-

quadruplex.  

Partie 2 : Etudes biophysiques : stabilisation et affinité.  

Les propriétés d’interactions entre des cibles G-quadruplex et des ligands peuvent être 

étudiées par de nombreuses méthodes physico-chimiques afin de déterminer de multiples 

paramètres tels que, les valeurs thermodynamiques et cinétiques de la formation du complexe, 

la stoechiométrie d’interactions ou encore les capacités de stabilisation thermique. Parmi les 

nombreuses approches utilisées de manière régulière pour caractériser les interactions 

ligands/G-quadruplex nous avons choisi d’explorer les techniques de FRET-Melting, 

d’extinction de fluorescence par titration et la technique optique de Bio-Layer Interferometry 

(BLI). Ces méthodes et les résultats obtenus sont décrits dans cette partie. 

Sous-partie 2.1 : FRET-Melting.  

L’expérience de FRET (en. Förster Resonance Energy Transfer) est définie par « un 

processus physique distance-dépendant par lequel l’énergie non-radiative est transférée d’une 

molécule fluorescente excitée (le donneur) à un autre composé fluorescente (l’accepteur) au 

moyen d’une interaction dipôle-dipôle intermoléculaire à longue portée »323. Le FRET-Melting 

associe ainsi le principe de FRET avec une variation progressive de la température permettant 
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ainsi de mesurer la température de dénaturation d’une structure G-quadruplex et d’évaluer la 

stabilisation thermique induite par un ligand en interaction avec sa cible. Cette méthode 

d’analyse, largement décrite et développée par l’équipe de Mergny324,325 dans le cadre des G-

quadruplexes, fait ainsi intervenir des séquences oligonucléotidiques doublement 

fonctionnalisées par un fluorophore, dont l’un va servir de donneur de « fluorescence » et 

l’autre d’accepteur de « fluorescence ». Afin que le phénomène physique de transfert 

d’énergie entre le donneur et l’accepteur puisse être réalisée, il est nécessaire que le spectre 

d’émission du donneur puisse recouvrir, partiellement tout au moins, le spectre d’absorption 

de l’accepteur. Ainsi, les paires donneur-accepteur doivent être choisie avec soin afin de 

pouvoir visualiser le phénomène de FRET.  

Plusieurs couples de fluorophores peuvent être utilisés afin de distinguer ce phénomène 

(Alexa488/Cy5, Cy3/Cy5). Toutefois, dans le cadre de l’évaluation du processus physique sur 

les édifices G-quadruplex, c’est la paire fluorescente composée du donneur FAM 

(carboxyfluorescéine, fonctionnalisation 5’) ainsi que de l’accepteur TAMRA 

(carboxytétraméthylrhodamine, fonctionnalisation 3’) qui a été retenue325 (Figure 112). Le 

transfert d’énergie de type Förster entre la Fluorescéine (FAM), excité à 488nm, et la 

Rhodamine (TAMRA), émettant à 588nm, n’est en théorie efficace que si la distance entre les 

deux fluorophores est suffisamment proche (1/R6)326. A température ambiante, lorsque la 

séquence oligonucléotidique forme un G-quadruplex, le donneur et l’accepteur sont 

suffisamment proches pour visualiser l’effet de FRET (Figure 112). En revanche lorsqu’un 

édifice G-quadruplex doublement marqués est dénaturé thermiquement, la distance entre les 

deux fluorophores augmente et l’émission de l’accepteur ne sera plus permise. Dans ce cas, 

la Fluorescéine alors excitée à 488nm va pouvoir émettre sa propre fluorescence à 515nm 

(Figure 112).  

 

Figure 112 : Phénomène de FRET illustré au sein d’une séquence G-quadruplex doublement marquée par une 

Fluorescéine (FAM) et une Rhodamine (TAMRA). Dissipation de l’effet FRET par dénaturation thermique. 

Dans les expériences de FRET-Melting réalisées au laboratoire les données de fluorescences 

enregistrées sont celles observées par émission de la fluorescéine (FAM) en 5’ des séquences 

nucléiques. L’augmentation linéaire de la température va ainsi permettre d’augmenter la 

proportion de séquence simple brin doublement marqué. Le Graphique 22 (gauche) montre 

l’allure typique des courbes obtenues après expérience de FRET-Melting. Cette courbe 

FRET effect

488nm
588nm

∆

G-quadruplex structure Linear form

488nm

515nm

5’-FAM

3’-TAMRA
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exprime la variation de fluorescence normalisée en fonction de l’augmentation graduelle de la 

température (25°C à 95°C). La température de fusion (en. melting temperature, Tm ou T1/2) 

d’une structure quadruplex correspond à la température pour laquelle la moitié de la séquence 

doublement marqué est sous forme linéaire. Elle peut être déterminée pour une valeur de 0,5 

(ou 50%) après normalisation des valeurs de fluorescences.  

  

Graphique 22 : Courbe de fluorescence normalisée en fonction de la température. Expérience réalisée par qPCR 

par mesure de la fluorescence d’émission du FAM. Caractérisation de la température de dénaturation (Tm) de 

l’oligonucléotide en absence (gauche) ou en présence de ligand stabilisateur (droite). Capacité stabilisateur d’un 

ligand mesuré par calcul du ΔTm. 

Lorsqu’une séquence G-quadruplex forme un complexe avec un ligand stabilisateur, la 

séquence nécessite une énergie thermique plus importante afin d’atteindre la valeur du Tm. 

Dans le cas illustratif du Graphique 22 (droite), il est possible de constater que le Tm de la 

séquence G-quadruplex, noté Tm (A), est bien inférieure au Tm obtenue en présence d’un 

ligand, Tm (B). L’effet du ligand sur la stabilisation de l’édifice G-quadruplex (ΔTm) peut alors 

être calculé en soustrayant les deux valeurs de Tm obtenues tel que ΔTmL= Tm (B) — Tm (A). 

Les expériences de FRET-Melting ont été utilisées en routine au laboratoire afin d’évaluer les 

capacités stabilisatrices des composés nouvellement synthétisés. Cette méthode rapide et 

facile à mettre en œuvre a été réalisée sur un appareil de qPCR, permettant de suivre en 

temps réel l’effet de la dénaturation thermique sur l’intensité de la fluorescence. La réalisation 

d’expériences de FRET-Melting sur qPCR a été effectuée à haut débit (plaque 96-puits), 

permettant ainsi de comparer les informations de nombreuses conditions (ligand, 

oligonucléotide, compétiteur) en parallèles.  

Pour une expérience classique de FRET-Melting, la concentration d’oligonucléotide 

doublement marqué a été fixée à 0,2µM dans un tampon Cacodylate de Lithium. 

Conjointement aux expériences de sélections par affinités, les cibles oligonucléotidiques 

doublement marqué utilisées sont issues des séquences promotrices d’oncogènes (Myc, 

Myc22, Kit1), de la séquence télomérique (22CTA, wtTel26) et d’une séquence oligonucléotide 

contrôle capable de former un Hairpin (duplexe) d’ADN (hp2). Les séquences discutées sont 

décrites dans le Tableau 21 ci-dessous.  
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Tableau 21 : Séquences G-quadruplex FAM/TAMRA utilisées lors des expériences de FRET-Melting. 

5’ — F-oligo-T-3’ Séquences Description 

5’ — F-Myc-T-3’ 
5'-/56-FAM/GGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAA/36-

TAMRA/-3' 
G4 (parallèle), promoteur c-myc 

5’ — F-Myc22-T-3’ 
5'-/56-FAM/TTGAGGGTGGGTAGGGTGGGTAA/36-

TAMRA/-3' 

G4 (parallèle), promoteur c-myc 

avec substitution de G en T 

5’ — F-Kit1-T-3’ 

5’-/56-

FAM/AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGGTT/36-

TAMRA/-3’ 

G4 (antiparallèle), ADN 

télomérique humain (variant) 

5’ — F-22CTA-T-3’ 

5’-/56-FAM/AGGGCTAGGGCTAGGGCTAGGGTT/36-

TAMRA/-3’ 

G4 (parallèle avec G isolé), 

promoteur c-kit1 

5’ — F-wtTel26-T-

3’ 

5’-/56-

FAM/TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTT/36-

TAMRA/-3’ 

G4 (Hybride), ADN télomérique 

humain 

5’ — F-hp2-T-3’ 

5’ — /56-FAM/ATAGCATACGTTTTCGTATG 

CTATT/36-TAMRA/-3’ 
Duplexe d’ADN (Hairpin) 

 

Le tampon d’expérimentation (i. e tampon FRET) est composé de Cacodylate de Lithium 

(LiAsO2Me2, 10mM, pH 7.2), de sels de potassium (KCl, X mM) et de sels de lithium (LiCl, 100-

X mM)327. La charge ionique du tampon est fixée à 100 mM et la proportion des deux ions en 

présence dépend de la stabilité de la structure quadruplex cherchée. En effet, les ions K+ sont 

capables de coordiner les tétrades de guanines et donc de stabiliser l’édifice G-quadruplex. 

Au contraire, les ions Li+ disposent d’un rayon atomique ne permettant pas de stabiliser 

l’édifice. Ainsi, plus le tampon dispose d’une concentration élevée en potassium, plus le Tm 

de la structure quadruplex sera élevée. À l’exemple des deux séquences proto-oncogènes 

Myc et Myc22, l’application d’une concentration en KCl à 1 mM permet d’obtenir des Tm 

respectifs de 51,1°C et 59°C. Si la concentration d’ions K+ atteint 10 mM lors de 

l’expérimentation, les Tm augmentent jusqu’à 65,5°C et 70,7°C, respectivement. Les 

conditions de travail, et donc de concentration des deux ions en présence, ont été choisies en 

fonction de la valeur du Tm obtenue pour chaque séquence oligonucléotidique. En effet, il est 

important d’avoir des Tm homogènes entre les séquences quadruplex afin de les comparer. 

De plus, les valeurs ne doivent pas être initialement trop élevées afin de pouvoir mesurer avec 

confiance les valeurs de Tm obtenues après stabilisation par des ligands. Les ratios de 

concentrations en KCl et LiCl ainsi que les valeurs de Tm obtenues ont été recensées dans le 

Tableau 22 ci-dessous.  

Tableau 22 : Mesure de la température de dénaturation des cibles FAM/TAMRA,  en absence ou en présence de 

compétiteurs, à une concentration saline fixé. 

FAM-Oligo-
TAMRA 

[KCl/LiCl] 
mM 

Tm cible 
(°C) 

Tm cible + 
scr26 
(°C) 

Tm cible + ds26 
(°C) 

F-Myc-T 1/99 57,8 60,8 61,3 

F-Myc22-T 1/99 49,2 52,3 51 

F-Kit1-T 1/99 50 52,7 50,2 

F-22CTA-T 1/99 49,8 50,2 49,7 

F-wtTel26-T 100/0 50,5 51,7 51,3 

F-hp2-T 1/99 62,6 - - 
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Les expériences de FRET-Melting ont également permis d’effectuer des expériences de 

compétitions afin de déterminer la sélectivité des ligands vis-à-vis de certaines séquences 

contrôles. Parmi celles-ci, il est possible de retrouver les séquences non-marqués scr26 (5’ — 

AAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGAAG-3’) et ds26 (5’ — 

CAATCGGATCGAATTCGATCCGATT G-3’) duplexe d’ADN. Afin de réaliser ces expériences 

de compétitions, l’oligonucléotide G-quadruplex (0,2µM) a été incubé en présence de 50 eq 

d’une des séquences contrôles (scr26/ ds26, 10µM). L’évaluation des Tm dans ces conditions 

a montré que l’ajout de compétiteur joue un rôle dans l’analyse des valeurs de stabilisation. 

Ainsi, le calcul du ΔTmL des ligands au sein d’expériences de compétitions va devoir prendre 

en compte les nouvelles valeurs de Tm obtenu pour l’oligonucléotide en présence de l’une ou 

l’autre séquence compétitrice.  

Section 2.2.1 : Effet stabilisant de PDS, PDC3, 360A et leurs dérivés peptido-organiques.  

Les expériences de FRET-Melting ont été réalisées au sein de plaques 96-puits. Chaque puits 

est composé d’une des séquences doublement marqué (5’ — F-oligo-T-3’, 0,2µM dans le tampon 

FRET), du ligand à étudier (5eq, 1 µM), et éventuellement du compétiteur (50eq, 10 µM), pour 

un volume final de 25µL. La mesure de fluorescence lié à la dénaturation thermique de 

l’oligonucléotide FAM/TAMRA a été effectuée toutes les minutes, après augmentation de 

0,5°C, de 25°C à 95°C. Les données de fluorescence acquises ont permis de caractériser le 

Tm 1) de l’oligonucléotide en absence de ligand, 2) de l’oligonucléotide en interaction avec un 

ligand et 3) de l’oligonucléotide et d’un compétiteur en interactions avec le ligand. Les valeurs 

reportées sur l’histogramme (Figure X) représentent les ΔTmL calculés à partir des données 

obtenues.  

 

Graphique 23 : Représentation des valeurs de stabilisation (ΔTm °C) de chaque ligands en fonction de la cible 

considérée, en absence ou présence de compétiteurs (ds26 ou scr26). 

L’analyse des données de stabilisation obtenues (Graphique 23) permet de comparer l’effet 

stabilisateur du 1-PDP, du 2-PDC3 ainsi que du 3-360A-s en fonction de leur composé parent 

le PDS, le PDC3 et le 360 A.  
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Paragraphe 2.2.1.a) Stabilisation des composés vis-à-vis des proto-oncogènes Myc et Kit.  

L’étude de la capacité de stabilisation des 6 ligands contre la cible Myc a montré que le ligand 

PDC3 et le ligand 3-360A-s stabilisaient très fortement le G-quadruplex Myc avec une valeur 

ΔTm estimée (symbolisée par un astérisque) à plus de 30°C. Pour ces composés, il n’a pas 

été possible de déterminer précisement une valeur de ΔTm dans la mesure ou le plateau de 

fluorescence maximum n’a pas été atteint à la température maximum, indiquant ainsi la 

coexistence de séquences oligonucléotides dénaturés et sous forme G-quadruplex. Les 

astérisques (*) caractérisent donc les valeurs de stabilisation fixé arbitrairement au maximum 

mesurable et sont donc sous estimées.  

Le dérivé 2-PDC3 (ΔTm2-PDC3/Myc = 9°C) issu de la DEL1 apparait nettement moins stabilisant 

que son dérivé parent, alors que le 360A (ΔTm360A/Myc = 27°C) stabilise moins la séquence Myc 

que le dérivé 3-360A-s. Les ligands Pyridostatines PDS et 1-PDP offrent des propriétés 

stabilisatrices similaires avec des valeurs ΔTmPDS|1- PDP/Myc avoisinant les 7°C.    

De grandes similitudes ont pu être observées pour la séquence Myc22 et la séquence Kit1. 

En effet, les ligands PDC3 et 3-360A-s stabilise une nouvelle fois extrêmement bien ces deux 

séquences (ΔTmPDC3|3-360A-s/Myc22|Kit1 > 35°C), alors que la stabilisation du 2-PDC3 (ΔTm 2-

PDC3/Myc22|Kit1 ~ 13°C) reste bien inférieure à son composé parent. Enfin, malgré des valeurs 

stabilisatrices importantes (ΔTm360A/Myc22 = 35°C, et ΔTm360A/Kit = 20°C) le 360A reste moins 

stabilisateur que son dérivé peptidique 3-360A-s. De manière surprenante, alors que le PDS 

et le 1-PDP présentent les mêmes capacités de stabilisation contre la cible Myc, c’est le 1-

PDP qui a montré la meilleure capacité stabilisatrice contre la cible Myc22 (ΔTm 1-PDP/Myc22 = 

16°C) jusqu’à atteindre une valeur estimée de stabilisation de plus de 35°C contre la cible Kit1 

(ΔTm 1-PDP/Kit1 > 35°C) .  

Toutes les expériences décrites jusqu’alors ont également été effectuées en présence des 

séquences compétitrices non-marquées, le scr26 ou ds26. Dans le cas des composés dont 

les ΔTm ne sont pas estimés, l’effets des compétiteurs sont faibles mais présents. En effet, 

contre les séquences des proto-oncogènes les composés les plus affectés par l’effet des 

compétiteurs sont le 2-PDC3 et le 360A. Il a été possible de constater que le scr26 et le ds26 

engendre des baissent allant de 2 à 4°C en présence de ces composés. Vis-à-vis des ligands 

Pyridostatines, il est possible de constater c’est en présence de la séquence ds26 que le ΔTm 

chute le plus.  

Paragraphe 2.2.1.b) Stabilisation des composés vis-à-vis des séquences télomériques.  

Vis-à-vis de la séquence de topologie antiparallèle 22CTA, seuls les ligands 1-PDP et 

3-360A-s ont montré des valeurs stabilisatrices estimées à plus de 35°C. En revanche, alors 

que les séquences compétitrices n’ont pas induites de baisse de stabilisation importante des 

ligands contre les cibles de topologies parallèles, le 1-PDP lui subit une chute importe de 

stabilisation lorsqu’il a été incubé en présence du F-22CTA-T et des compétiteurs, ds26 ou 

scr26. En effet, en présence de scr26, le ΔTm1-PDP/22CTA+ds26 = 17°C alors que la valeur de 

stabilisation sans présence de compétiteur est sensiblement le double. De façon similaire, le 
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ΔTm1-PDP/22CTA+scr26 chute à 12°C. Ces données sont intéressantes car, malgré un léger effet 

contre les cibles parallèles, les chutes observées en présence du ligand 1-PDP et des 

séquences compétitrices n’ont pas été aussi importantes. D’autre part, les composés PDS et 

360A stabilisent nettement moins bien la structure 22CTA que leur dérivé peptidique respectifs 

(ΔTmPDS/22CTA = 3°C ; ΔTm360A/22CTA = 19°C). À l’inverse, c’est le ligand parent PDC3 

(ΔTmPDC3/22CTA = 27°C) qui présente la meilleure capacité stabilisatrice en comparaison avec 

son dérivé 2-PDC3 (ΔTm2-PDC3/22CTA = 8°C).  

Contre la cible de topologie hybride wtTel26, le 1-PDP exhibe une capacité de stabilisation de 

20°C alors que le PDS ne stabilise la structure qu’à 2°C. Une nouvelle fois, les ligands PDC3 

et 3-360A-s ont atteints des valeurs estimées supérieures à 35°C. Malgré une meilleure 

stabilisation pour le dérivé peptidique Pyridocarboxamide, le 360A montre une excellente 

stabilité pour la séquence wtTel26 avec une valeur approchant les 35°C.  

Dans le cas des séquences télomériques 22CTA (antiparallèle) et wtTel26 (hybride) la 

présence de 50 équivalents des séquences ds26 ou scr26 n’influence que très peu les valeurs 

de stabilisation obtenues pour ces derniers ligands.  

Paragraphe 2.2.1.c) Stabilisation du contrôle Hairpin d’ADN.  

L’évaluation de la capacité de stabilisation des ligands retenues, et de leur parent, sur la 

séquence contrôle hp2 a permis d’étudier la spécificité des molécules vis-à-vis d’un mime de 

duplex d’ADN. Malgré des valeurs faibles, les composés étudiés présentent tous un certain 

effet stabilisant sur la séquence Hairpin hp2. Alors que le composé 1-PDP stabilise de 1,5°C 

le duplex d’ADN, le dérivé 2-PDC3 semble avoir un effet stabilisant moins marqué (ΔTm2-

PDC3/hp2 ~ 0,5°C). Parmi les trois ligands parents étudiés, le ligand présentant la meilleure 

capacité stabilisatrice de duplex d’ADN est le 360A (ΔTm360A/hp2 = 2°C). Enfin, c’est le dérivé 

3-360A-s qui exhibe le meilleur effet stabilisateur de structure hairpin (ΔTm3-360A-s/hp2 = 7°C). 

Malgré une capacité stabilisatrice très important (ΔTm3-360A-s/toutes cibles > 35°C) vis-à-vis de 

toutes les cibles utilisées, la stabilisation de l’hairpin est un point négatif pour le composé 3-

360A-s dans le contexte d’une utilisation en milieu cellulaire. Le composé 3-360A-s porte un 

nombre de charge net total de 7, provenant du motif hétéroaromatique et des bras peptidiques 

riches en arginine. La stabilisation de l’hairpin n’est donc pas innatendu malgré les bons 

résultats de ce ligand en séquençage vis-à-vis de la cible hairpin ou encore de la présence 

d’ADN double brin compétiteur lors des sélections. D’après les données obtenues il est 

effectivement possible de constater que plus globalement les ligands présentant deux 

séquences doublement arginilées (1-PDP et 3-360A-s) présence une stabilisation plus 

importante de hp2 que PDS et 360A respectivement. A contrario, la séquence 2-PDC3 

possédant deux fois moins d’arginines et complémentée par des acides aminés hydrophobes 

stabilise moins l’hp2 tout comme PDC3.  

Section 2.2.2 : Etude de l’effet stabilisant des ligands contrôles (peptides, tronqués, non-enrichis).  

L’étude par FRET-Melting des composés Pyridostatine, Phénanthroline, 

Pyridocarboxamide et leurs dérivés peptidiques, tronqués et non-enrichis a également été 
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menées sur les cibles quadruplex et hairpin décrites précédemment. Les capacités de 

stabilisations de chacune des molécules sont illustrées sur l’histogramme en Graphique 24.   

 

Graphique 24 : Représentation des valeurs de stabilisation (ΔTm °C) de tous les ligands (peptides, composés 

peptido-organiques et tronqués) pour chacune des cibles utilisées. 

Paragraphe 2.2.2.a) Dérivés de la famille Pyridostatine.  

Les conclusions exprimées précédemment ont permis de montrer que le ligand 1-PDP 

exhibait un effet stabilisant plus important que son dérivé parent PDS, notamment contre la 

cible de topologie parallèle Kit1 et antiparallèle 22CTA. Pour rappel, le composé peptido-

organique 1-PDP a été synthétisé à partir de la séquence peptidique 1, soumis à réaction de 

Click cuprocatalysée avec le PDP. La séquence peptidique 1 (GRRWG-KN3-GRRAG) a 

également été étudiée par FRET-Melting afin de visualiser la contribution de l’effet stabilisateur 

engendré par la séquence peptidique seule. De manière générale, l’efficacité de stabilisation 

de 1 est sensiblement la même pour toutes les séquences quadruplex étudiées (ΔTm1/ ~ 7°C) 

à l’exception de la séquence Myc (ΔTm1/Myc = 2°C). Le dérivé tronqué t1-PDP a également été 

étudié. De façon rassurante, le composé tronqué exhibe des valeurs de stabilisations 

nettement inférieures à celles obtenues pour 1-PDP (ΔTmt1-PDP/ = 2 à 5°C). En effet, cette 

valeur est concordante avec les hypothèses émises, à savoir que le motif du [Cycle 4] a 

vraisemblablement contribué au bon enrichissement de 1-PDP. Enfin, le composé 4-PDP, peu 

enrichi lors des camapgnes de sélections, a été étudié. Les valeurs de stabilisation de 4-PDP 

(ΔTm4-PDP/ = 1 à 3°C), en comparaison à celles de 1-PDP, confirment parfaitement le lien entre 

l’enrichissement des motifs individuels (et des composés uniques) et la capacité d’interaction 

des ligands avec les structures G-quadruplex. Même si l’interaction, l’affinité, d’un ligand pour 

une structure quadruplex ne soit pas systématiquement en lien avec la capacité d’une 

molécule à stabiliser un édifice G-quadruplex, il semblerait qu’un lien soit présent dans le cadre 

de l’étude des molécules issues de la DEL1 et présentant des structures comparables.     
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Paragraphe 2.2.2.b) Dérivés de la famille Phénanthroline.  

Bien qu’aucun composé tronqué ou non-enrichi aient été synthétisés dans la famille des 

Phénanthroline, le peptide 2 seul a été étudié. Présentant une stabilisation générale encore 

inférieure à la séquence 1 (ΔTm2/ = 2 à 4°C), la séquence peptidique GFRWG-KN3G-GPRFG 

ne semble pas apporter de contribution particulière à la stabilisation de 2-PDC3 avec les cibles. 

Ceci implique que la fonctionnalisation alcyne de PDC3 et/ou l’ajout de la séquence peptidique 

réduisent la capacité stabilisatrice de la molécule. Il est à garder en tête que la dérivatisation 

de la Phénanthroline PDC3 a été largement étudiée dans la littérature et qu’en général, l’ajout 

d’un motif supplémentaire à la structure de base engendre une baisse de stabilisation en 

comparaison avec le PDC3328. Ainsi, il n’est pas improbable que la dérivatisation même du 

PDC3 avec un bras porteur d’une fonction alcyne joue un rôle négatif dans la stabilisation du 

2-PDC3 pour les cibles quadruplex.  

Paragraphe 2.2.2.c) Dérivés de la famille Pyridocarboxamide.  

De façon similaire à la famille pyridostatine, la famille pyridocarboxamide comprend le 

ligand 360A, son dérivé peptido-organique 3-360A-s ainsi que le peptide 3, le dérivé tronqué 

t3-360A-s et enfin le dérivé non-enrichi 5-360A. Il est à rappeler que le dérivé à chaine longue 

du 3-360A-s, appelé 3-360A-l, a également été synthétisé afin d’étudier l’influence de la 

longueur de chaine sur la capacité de stabilisation d’une structure quadruplex.  

L’étude de stabilisation du dérivé tronqué du 3-360A-s, le t3-360A-s, a montré un 

comportement intéressant vis-à-vis de toutes les séquences quadruplex. En effet, de manière 

similaire au 3-360A-s, le dérivé tronqué stabilise les G-quadruplex à des valeurs dépassant 

les 35°C. S’est alors posé la question de l’incorporation du motif du [Cycle 4] et de son intérêt 

dans l’effet stabilisateur des séquences quadruplex. Dans les conditions classiques 

d’expérimentations, le ligand considéré est présent à hauteur de 5 équivalent (1µM) par 

rapport à la séquence oligonucléotidique (0,2µM). Afin d’essayer de comprendre l’effet 

stabilisateur semblable du 3-360A-s et de son dérivé tronqué t3-360A-s, nous avons évalué 

l’effet de la concentration du ligand sur la stabilisation des cibles quadruplex.  

 

Graphique 25 : Etude des valeurs de stabilisation (ΔTm °C) de 360A (gauche) et 3-360A-s (droite) à différente 

concentration pour toutes les cibles G-quadruplex. 
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Sur le Graphique 25 (gauche) il est possible de constater que l’effet stabilisateur de 360A sur 

les différentes séquences quadruplex est fonction du nombre d’équivalent mis en présence au 

sein de l’expérimentation (0 éq./0 µM à 10 éq./2 µM). La même étude a alors été effectuée à 

partir du dérivé 3-360A-s (Graphique 25, droite). Quel que soit la cible considérée, il est 

possible d’apercevoir une nouvelle fois que l’augmentation des valeurs de stabilisation est 

croissante en fonction du nombre d’équivalent, et ceux jusqu’à l’ajout de 2 équivalents de 

ligand. Néanmoins, à partir de 3 équivalents (0,6 µM) les capacités stabilisatrices des ligands 

plafonnent (à l’exception de Kit1) à des valeurs de stabilisation estimées à plus de 35°C (30°C). 

Le ligand t3-360A-s a alors été étudié à la concentration de 0,6 µM afin d’être comparé au 

dérivé non tronqué (Graphique 24).  

Dans des conditions expérimentales comprenant 3 équivalents de ligand, l’effet stabilisateur 

de 3-360A-s reste inchangé puisque des ΔTmestimé supérieurs à 35°C ont été observés contre 

toutes les cibles quadruplex, à l’exception du proto-oncogène Kit (ΔTm3-360A-s/Kit1 = 28°C). Dans 

les mêmes conditions, les capacités stabilisatrices de t3-360A-s ont drastiquement chutées 

(ΔTmt3-360A-s/ = 4 à 13°C). Toutefois, il est à noter que la baisse de stabilisation est plus 

importante pour les cibles antiparallèles et hybride que pour les cibles parallèles. La 

comparaison des deux dérivés à différentes concentrations suggère à nouveau que la 

présence de la séquence peptidique du [Cycle 4] est favorable à l’augmentation des propriétés 

stabilisatrices de la molécule.  

Pour finir, le 5-360A-s a été analysés pour sa capacité à stabiliser les structures G-quadruplex. 

Pour rappel, ce composé a été choisi pour ces valeurs d’enrichissements négatives lors du 

processus de sélection contre les cibles G-quadruplex. A l’égard des données obtenues après 

expériences de FRET-Melting (ΔTm5-360A-s/ = 0°C), il est une nouvelle fois possible d’exprimer 

une certaine corrélation entre l’enrichissement (reflétant l’affinité de la molécule pour sa cible) 

et la capacité de stabilisation de la molécule considérée, ici le 5-360A-s. Ce qui est également 

intéressant de constater c’est que la séquence peptidique 5, hydrophobe et présentant deux 

arginines GFPRG-KN3G-GRLLG, une fois lié au ligand 360A ne présente aucune affinité pour 

la séquence duplexe d’ADN hp2. Cette constatation renforce le fait qu’il serait alors 

envisageable de trouver dans la combinatoire de ligand 360A présent dans la DEL1, un 

composé présentant des caractéristiques de stabilisation contre les cibles quadruplex et une 

sélectivité pour l’ADN duplexe.  

 En résumé 

L’étude par FRET-Melting des composés sélectionnés après séquençage à haut débit et de 

leurs dérivés a pu montrer que deux des dérivés stabilisés plus fortement les séquences 

quadruplex que leurs composés parents, le 1-PDP et le 3-360A-s. Le 1-PDP stabilise mieux 

les G-quadruplex à topologies parallèles que le ligand PDS, et 1-PDP stabilise grandement la 

séquence antiparallèle 22CTA et hybride wtTel26 avec des valeurs de stabilisations estimées 

à plus de 35°C (Graphique 26). Il a été montré que les études de compétitions n’ont 

pratiquement pas influencées les valeurs obtenues, à l’exception de 1-PDP contre la cible 
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22CTA ou la présence soit de scr26 soit de ds26 a diminué de moitié sa capacité de 

stabilisation.    

 

Graphique 26 : Représentation araignée des différentes familles des ligands en fonction des différentes cibles. 

Le ligand 360A présente déjà des capacités de stabilisation très intéressante vis-à-vis de 

toutes les séquences quadruplex étudiées, quel que soit leur topologie (ΔTm360A/ = 20 à 35°C). 

Toutefois, 3-360A-s a montré des caractéristiques supérieures au 360A. En effet, des valeurs 

des stabilisations estimées à plus de 35°C ont été observées contre toutes les cibles G-

quadruplex (Graphique 23). Cependant, le ligand 3-360A-s exhibe un certain effet stabilisateur 

pour le duplexe d’ADN hp2. L’étude du dérivé tronqué t3-360A-s a également montré que 

l’ajout d’une séquence chargée positivement ([Cycle 4]) sur le dérivé Pyridocarboxamide 

entraine un effet positif sur sa stabilisation.  

Enfin, le seul dérivé issu de la DEL1 ne présentant pas des propriétés stabilisatrices 

supérieures à son parent est le dérivé 2-PDC3 (Graphique 24). En effet, alors que PDC3 

stabilise fortement toutes les cibles G-quadruplex à l’instar de 3-360A-s, le composé 2-PDC3 

exhibe des valeurs d’enrichissements modestes. Bien que ce composé figure ait figuré parmi 

les mieux classés de sa famille lors de l’analyse du séquençage, il est à noté que son 

enrichissement pour la plupart des cibles est modeste. De plus, comme discuté auparavant, il 

est compliqué de travailler avec des dérivés de PDC3 puisque la dérivatisation chimique d’une 

position du PDC3 semble engendrer une perte notable de stabilisation. Il serait néanmoins 

intéressant d’évaluer des conjugués de PDC3 issus de dérivés dont la chaine portant la 

fonction alcyne serait plus courte.  

Au-délà de la capacité de stabilisation des ligands et contrôles synthétisés, nous avons 

également souhaité déterminer les constantes d’affinités de ces différentes molécules. Nous 

avons donc poursuivi ces travaux avec deux approches, des mesures d’affinités par extinction 

de fluorescence (en. Fluorescence Quenching, FQ) ou par réfraction d’ondes lumineuses. 

(BLI, en. BioLayer interferometry).  

Sous-partie 2.2 : Titration de fluorescence. 

La méthode de détermination de Kd
App par titration de fluorescence a été décrit la 

première fois par le groupe de Balasubramanian329 en 2015. Dans cette publication, les 

auteurs ont montré qu’il était possible d’induire une extinction de fluorescence d’une séquence 

oligonucléotidique G-quadruplex, marquée par un fluorophore, par l’interaction d’un ligand à 
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proximité du fluorophore (Figure 113). Des études complémentaires ont été réalisés et il a été 

démontré que la disparition de fluorescence a pu être restaurée par addition de compétiteurs 

G-quadruplex non-marqués.  

 

Figure 113 : Expérience de titration de fluorescence d’une séquence G-quadruplex. Phénomène d’extinction de 

fluorescence d’une Cyanine-5 par ajout croissante d’une concentration de ligands. Figure adaptée de D.D. Le25 . 

Les travaux effectués dans cette publication ont cherché à valider la méthode de 

caractérisation d’affinité par extinction de fluorescence en comparant, notamment, les affinités 

des ligands PDS et PDC3 en interaction avec le G-quadruplex hTelo issu de la séquence 

télomérique humaine (5’ — AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGT-3’, dérivé de la séquence 

wtTel26) ainsi que le proto-oncogène Kit1 (5’ — AGGGAGGGCGCTGGGAGGAGGG-3’) aux 

autres méthodes de caractérisations de la littérature (titration UV-Visible, FRET-quenching, 

SPR, ITC ; informations supplémentaire de la publication329). De façon intéressante, alors que 

le ligand PDS exhibe la même affinité pour la structure Kit1 que la séquence soit 

fonctionnalisée par le fluorophore en 5’ ou en 3’ (Kd = 640 nM et 440 nM, respectivement), il a 

été montré que le ligand PDC3 induit une interaction dont l’affinité est 46 fois plus faible lorsque 

la séquence Kit1 est fonctionnalisée par le fluorophore en 5’ (Kd = 7 nM ; et fluorophore en 3’ : 

Kd = 330 nM). Les données obtenues ont alors été comparées à celles de la littérature et la 

mesure du Kd
App

 tel que décrit par cette méthode permet d’obtenir des valeurs mesurées 

présentant une bonne corrélation (« Pearson correlation analysis : r=0.88 »).   

Parallèlement à cette étude, un autre groupe a montré par deux fois qu’il était possible d’utiliser 

des séquences d’oligonucléotides modifiés, par un 5 — (benzofuran-2-yl) uracil330 ou une 

2’deoxyuridine 5-selenophène331, afin d’estimer les propriétés d’association d’un ligand avec 

des séquences G-quadruplex en suivant le même principe d’extinction de fluorescence. 

Les deux méthodes peuvent ainsi être adaptées pour déterminer les propriétés d’interactions 

d’un ligand avec sa cible. L’avantage de la méthode utilisant des bases modifiés est qu’elle 

n’affecte pas la topologie des séquences quadruplex. En effet, lors d’un travail préparatoire 

consistant à vérifier par CD la formation du G-quadruplex attendu pour les cibles marquées 

par une Cy5 en 5’, il a été possible de constater un changement de conformation d’une 

séquence oligonucléotidique fonctionnalisée (Graphique 27, gauche).  
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Graphique 27 : Dichroïsme circulaire des séquences G-quadruplex cyanines. Expérience réalisée au sein du 

tampon de titration. 

Les 5’ — Cy5-oligonucléotides utilisées dans les expériences de titration de fluorescence sont 

les mêmes que les séquences oligonucléotidiques doublement marqués, utilisées dans les 

expériences de FRET-Melting. Il est ainsi possible de retrouver les trois séquences parallèles 

issues des promoteurs d’oncogènes Myc et Kit (Myc, Myc22 et Kit1) ainsi que les deux 

séquences issues de la séquence télomérique humaine, le 22CTA de topologie antiparallèle 

et le wtTel26 de topologie hybride.  

Sur le Graphique 27 sont représentés les spectres CD des cibles quadruplex cyanines.  En 

comparaison à leurs homologues biotinylés largement décrits dans la littérature, les 

séquences promotrices d’oncogènes Myc, Myc22 et Kit1 adoptent une topologie formellement 

parallèle. La cible 5’Cy5-wtTel26, elle, semble effectivement adopter une structure hybride 

(max 290, épaulement 260-270, min 240) avec une valeur maximale à 260 nm laissant penser 

à une double conformation parallèle/hybride329. Enfin, la cible F-22CTA-T adopte une structure 

particulière. En effet, cette structure présente deux maximums (255 nm et 295 nm) sans 

minimum réellement caractérisable. Cette dernière topologie semble également être un mixte 

entre une topologie antiparallèle et une légère composante hybride (épaulement vers 260nm).   

Le titrage fluorimétrique isotherme a donc été réalisé au laboratoire à partir des séquences G-

quadruplex fonctionnalisées en 5’ par une Cyanine5. Effectuée à température ambiante, cette 

méthode permet de caractériser des ligands dont les valeurs de Kd peuvent attendre le nM. 

De plus, la valeur de la constante de dissociation apparente Kd
App du complexe G4-ligand est 

obtenue directement après traitements mathématiques. 

Les expériences de titration fluorimétrique ont été réalisées dans un tampon de titration (50mM 

Tris.HCl, pH 7.2, 150 mM KCl, 0.05 v/v % Triton X-100) composé de l’oligonucléotide marqué 

([c] finale = 2 nM) et d’une concentration définie du ligand à étudier. En effet, afin de réaliser la 

courbe de titration d’un ligand donné vis-à-vis d’une cible quadruplex, 22 concentrations 

différentes de ligand ont été utilisées (1,8 nM à 10 µM ; Graphique 28, gauche). Afin que les 

réactions puissent être effectuées en parallèle et à haut-débit, les expérimentations ont été 

réalisées en plaques 96 puits. Une fois l’oligonucléotide et le ligand mise en mélange dans le 

tampon de titration, la plaque 96-puits a été laissée pour incubation pendant 2 heures, sous 

agitation. La mesure de l’intensité de fluorescence pour chaque concentration de ligand a 
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permis de décrire une courbe de titration (Graphique 28, milieu) dont l’ajustement par un 

modèle mathématique Dose-Réponse, ou Bidose-Réponse suivant le cas (Origin 2019), 

permet d’obtenir la valeur de Kd
App caractérisant chaque couple ligand/5’Cy5-oligo (Graphique 

28, droite).  

 

Graphique 28 : Courbes caractéristiques des expériences de titrations de fluorescence. A gauche : Représentation 

de la baisse des valeurs de fluorescences (RFU) en fonction de la concentration en ligand (ex : [1-PDP] µM). Au 

centre. Représentation de la baisse de fluorescence (rouge) ou l’augmentation de l’extinction de fluorescence (noir) 

en fonction des différentes concentrations en ligands. A droite : Normalisation et ajustement des valeurs de 

fluorescence en fonction de la concentration en ligand. La valeur de fluorescence à 0,5 permettant de mesurée le 

KD
app du ligand considéré pour sa cible.  

Les valeurs Kd
App (Tableau X) obtenues sont représentées en Tableau 23. 

Tableau 23 : Mesure du KD
app des ligands en fonction des cibles G-quadruplex par extinction de fluorescence. N=3. 

KD
app mesurés suivant un mode d’interaction G4 : ligand 1:1 (a), 2:1 (b) ou valeurs non-déterminés (N.D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Section 2.2.1 : Dérivés de la famille Pyridostatine.  

Plusieurs Kd ont été proposés dans la littérature concernant le ligand PDS. Des valeurs 

comprises entre 200 et 500 nM vis-à-vis des G-quadruplex issus de la séquence télomérique 

humaine ont par exemple été rapportées144,332. Les expériences de titration de fluorescence 
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contre les G-quadruplex télomérique ont permis d’obtenir des valeurs de Kd
App de 398 et 

317nm, respectivement contre la cible de topologie antiparallèle 22CTA et la cible hybride 

wtTel26. Les valeurs obtenues sont en accord avec les données issues de la littérature. 

L’affinité de PDS contre les cibles du proto-oncogènes Myc ont montrés des Kd
App de l’ordre 

de 100 nM et de 200nM contre l’autre proto-oncogène, Kit1.  

Le dérivé peptidique 1-PDP a montré des valeurs de Kd
App près de 4 à 7 fois inférieures à celles 

obtenues pour le ligand PDS. En effet, 1-PDP exhibe des affinités d’environ 20 nM contre les 

cibles de topologies parallèles (Myc, Myc22, Kit1) et des valeurs de 50 à 100 nM pour les 

cibles télomériques (wtTel26, 22CTA). En comparaison direct, le t1-PDP présente des valeurs 

d’affinités qui restent intéressantes (67 à 130 nM), mais néanmoins inférieures à celles 

obtenues pour le 1-PDP. Ces valeurs sont concordantes avec les données de stabilisation 

obtenues en FRET-Melting, dans le sens ou la présence de la séquence pentapeptidique du 

[Cycle 4] permet d’améliorer les caractéristiques intrinsèques d’affinité et de stabilisation du 

composé 1-PDP.  

Le dérivé « non-enrichi » 4-PDP présente également de bonnes affinités de l’ordre de 100 nM 

contre les cibles G-quadruplex parallèles et d’environ 500 nM pour les séquences 

télomériques. Néanmoins, ces valeurs de Kd
App restent près de 4 à 10 fois supérieures aux 

valeurs obtenues pour le 1-PDP.  

Section 2.2.2 : Dérivés de la famille Phénanthroline.  

Le dérivé Phénanthroline PDC3 est un des ligands les plus affins des structures 

quadruplex avec un Kd compris entre 2 et 20 nM selon diverses sources180,329,333. Les 

expériences de titrations de fluorescences ont permis d’obtenir des données similaires à celles 

de la littérature avec des valeurs de Kd
App de 30 à 40 nM contre les cibles de topologies 

parallèles et de 20 à 30 nM contre les cibles télomériques wtTel26 et 22CTA, respectivement. 

De manière surprenante, le dérivé 2-PDC3 exhibe des affinités similaires au PDC3 pour les 

cibles du promoteur d’oncogène Myc et pour la cible télomérique wtTel26 (Kd
App de 15 à 30 

nM). Toutefois, des valeurs biens supérieures ont été observées contre les cibles Kit1 et 

22CTA, avec une augmentation drastique de 27 fois contre cette dernière. Ces résultats 

pourraient indiquer que la capacité de stabilisation et l’affinité inhérente ne sont pas 

systématiquement en lien au sein de notre librairie et semble élucider des résultats honorables 

d’enrichissement de 2-PDC3.  

Section 2.2.3 : Dérivés de la famille Pyridocarboxamide.  

Les expériences de titrations montrent que le ligand 360A présente une très bonne 

affinité pour les séquences télomériques (Kd
App de 50 nM) et des valeurs correctes pour le 

promoteur d’oncogène Myc (Kd
App de 90 et 206 nM, respectivement pour Myc et Myc22). En 

cohérence avec les données de stabilisation, le composé peptido-organique 3-360A-s exhibe 

des valeurs d’environ 10 nM pour toutes les séquences quadruplex, sauf vis-à-vis du proto-

oncogène Kit1 ou le Kd
App, qui reste excellent, est de 50 nM. 3-360A-s apparait ainsi comme 

le ligand le plus affin parmi tous les composés étudiés.  
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Les valeurs de Kd
App du dérivé 3-360A-s a été comparé aux valeurs obtenues pour le ligand 

tronqué, t3-360A-s, et le ligand Pyridocarboxmide à chaine longue, 3-360A-l. 

Comparativement, les deux ligands précédemment cités présentent les mêmes constantes 

d’affinités vis-à-vis des cibles quadruplex (Kd
App de 15 à 92 nM). Ces valeurs montrent que ces 

deux ligands contrôles sont globalement deux fois moins affins que le ligands 3-360A-s, cette 

différence est modeste, au même titre que celle observée en FRET-Melting suggérant un effet 

réel mais faible de la nature du linker ainsi que de la présence du peptide en Cycle 4 au sein 

de cette famille de dérivé.  

Enfin, le dérivé « non-enrichi » 5-360A-s a été synthétisé en raison de ces faibles valeurs 

d’enrichissements (voire déplétions) contre les cibles quadruplex. Des Kd
App de 5 à 8 fois 

supérieurs à ceux trouver pour le 3-360A-s ont été obtenues. En effet, l’affinité mesurée vis-

à-vis de toutes les cibles approche les 70 nM, à l’exception de Kit1, ou le Kd
App est de 390 nM. 

Ces valeurs sont significativement inférieures à celles obtenues pour le ligand enrichi mais 

reste néanmoins bonne, souligant la forte affinité de la famille des dérivés de 360A. 

 En résumé 

Les cibles oncogéniques Myc et Kit ainsi que des séquences télomériques capables de former 

des structures G-quadruplex ont été utilisées afin de déterminer par titration de fluorescence 

les constantes d’affinités apparentes (Kd
App) des ligands dérivés de la Pyridostatine (PDS, 1-

PDP, t1-PDP, 4-PDP), de la Phénanthroline (PDC3, 2-PDC3) et du Pyridodicarboxamide 

(360A, 3-360A-s, t3-360A-s, 3-360A-l, 5-360A-s).  

Dans la famille Pyridostatine il a pu être montré que le ligand 1-PDP présentait des meilleurs 

Kd
App que le PDS, avec des affinités variant de 16 à 25 nM vis-à-vis des cibles parallèles, et 

de 47 à 105 nM pour les séquences télomériques wtTel26 et 22CTA. La conception rationnelle 

de la librairie combinatoire montre bien qu’il est possible de trouver des dérivés peptidiques 

de PDS pouvant présenter de meilleures caractéristiques en termes d’affinité. D’autre part, par 

l’étude du dérivé tronqué t1-PDP il est possible de suggérer que chaque motif de la librairie 

combinatoire participe à l’affinité du 1-PDP. En effet, l’omission volontaire de la dernière 

séquence peptidique a un effet défavorisant les interactions entre le ligand et sa cible.  

Dans la famille des Pyridocarboxamide, il apparait nettement que le ligand 3-360A-s exhibe 

une meilleure affinité que le 360A vis-à-vis des cibles G-quadruplex. Une nouvelle fois, cette 

augmentation d’affinité est due à la présence d’une séquence peptidique favorisant des 

interactions additionnelles avec la structure G-quadruplex. Alors que les différences entre le 

1-PDP et son dérivé tronqué marquaient fortement l’intérêt de la séquence peptidique au 

[Cycle 4] de la librairie combinatoire, les conclusions sont plus délicates à propos de leurs 

homologues 360A. En effet, les constantes d’affinités entre le 3-360A-s et le t3-360A-s sont 

du même ordre de grandeur, à un facteur 2 près, interrogeant ainsi l’intérêt de considérer une 

séquence peptidique présentant quatre charges positives au détriment de la version tronquée 

ne présentant que deux arginines. Le 360A-s et 360A-l ne présentent de divergences qu’au 

niveau de leur bras alcyne, où 360A-l exhibe 3 atomes de carbones supplémentaires. La 

variation de cette chaine latérale a montré qu’elle avait un rôle dans les valeurs 



213 
 

d’enrichissements obtenues puisque les dérivés à chaines longues étaient globalement moins 

enrichis que leur homologue 360A-s. Cette variabilité d’enrichissement est faiblement 

retrouvée après étude de leurs affinités par titration de fluorescence. En effet, le composé 3-

360A-s et 3-360A-l présentent le même ordre d’affinité quel que soit les cibles considérées (à 

un facteur 2 près).  

Enfin, parmi les trois familles étudiées, le seul composé ne présentant pas de constantes 

d’affinités meilleures que son composé parent est le 2-PDC3. En effet, alors que les Kd
App sont 

identiques pour les cibles Myc, My22 et wtTel26, une augmentation considérable a été 

mesurée vis-à-vis de la séquence Kit1 et plus particulièrement pour la séquence 22CTA où le 

Kd
App passe de 31 nM pour PDC3 à 835 nM pour 2-PDC3. 

Afin de confirmer ces valeurs de constantes d’affinités pour les tous meilleurs ligands, une 

deuxième méthode de caractérisation biophysique a été utilisée, la BioLayer interferometry (fr. 

interférométrie de bicouche, ou BLI). Seuls les ligands les plus affins et leurs dérivés 

peptidiques ont donc été utilisés, PDS/1-PDP & 360A/3-360A-s, et étudiés contre la seule et 

unique cible Myc. Ce choix a également été motivé par des considérations de temps et de 

coût.  

Sous-partie 2.3 : Biolayer interferometry (BLI). 

Contrairement à la méthode de titration par fluorescence, le BLI est une technique 

optique d’analyse d’interaction biomoléculaire ne nécessitant pas la présence de cibles 

marquées. Décrite et développée par ForteBio en 2005, le BLI repose sur le principe 

d’interférométrie en lumière blanche (400 à 800 nm). Dans cette technique, une lumière 

blanche provenant d’une LED (en. light-emitting diode) est dirigée dans un biocapteur au 

travers d’une fibre optique. L’extrémité du biocapteur est composée d’une couche dite 

biocompatible (Figure 114, en violet), sur laquelle peut être fonctionnalisée de manière 

covalente ou non des structures protéiques, des ligands ou encore des structures nucléiques 

comme les G-quadruplex, et une couche de référence interne (Figure 114, cf. optical layer, en 

orange).  

 

Figure 114 : Biolayer Interferometry (BLI). Utilisation d’un biocapteur fonctionnalisé par la cible d’intérêt de manière 

covalente ou non. Image tirée de la thèse du Dr. Eugénie Laigre, avec approbation de l’auteure. 
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Lorsque le spectre de lumière blanche est envoyé à travers la pointe optique du biocapteur, la 

majorité du faisceau n’est pas réfléchi. L’autre partie des faisceaux est réfléchie sur la couche 

biocompatible et la couche de référence afin de donner des interférences (constructives ou 

destructives) pour chacune des longueurs d’ondes du spectre (Figure 115, A/ et B/). Les 

faisceaux réfléchis sont ainsi enregistrés grâce à un capteur CDD (en. charge coupled device) 

situé en partie haute du biocapteur. Le profil interférométrique peut ainsi être obtenu par 

représentation des amplitudes des interférences observées en fonction des longueurs d’ondes 

du spectre de lumière blanche.

 

Figure 115 : BLI. Mesure interférométrique afin de caractériser l’association et la dissociation d’une interaction G-

quadruplex/ligand. Figure de ForteBio adaptée par le Centre d’Interactions Macromoléculaires (CMI) d’Harvard. 

Les mesures d’interférométries vont variés suivant deux cas.  

Dans le premier cas, il faut considérer un biocapteur fonctionnalisé par la cible d’intérêt en 

absence de ligand (Figure 115, A/). Les interférences alors analysées vont être obtenues par 

i) réflexion de la lumière (toutes les longueurs d’ondes du spectre) sur la couche de référence 

interne, et par ii) réflexion de la lumière après avoir traversée le milieu biocompatible 

fonctionnalisée.  

Dans le second cas, il est nécessaire de considérer un biocapteur fonctionnalisé en présence 

du ligand à étudier (Figure 115, B/). Une nouvelle fois, l’une des interférences analysées va 

être obtenue par réflexion de la lumière sur la couche de référence interne. Cette interférence 

mesurée est sensiblement la même que celle obtenue dans le premier cas. En revanche, la 

deuxième interférence analysée va être obtenue par réflexion de la lumière sur le système 

cible immobilisée-ligand, ou dans notre cas, G-quadruplex-ligand. La longueur du trajet de 

réflexion parcourue par l’onde lumineuse augmente lorsque le ligand est en interaction avec 

son ligand. En conséquence, l’interférence réfléchie ne sera plus en phase avec l’onde de 

A/ 

B/ 

C/ 

D/ 
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référence. Ainsi, la modification des modèles d’interférences pour chaque longueur d’onde 

(400nm à 800nm) va engendrer un profil d’interférométrie dont le maximum d’amplitude est 

décalé d’une valeur de Δλ par rapport au profil d’interférométrie d’origine (Figure 115, C/).  

La construction optique de ces deux systèmes permet ainsi de suivre en temps réel les 

évènements de liaison moléculaire à la surface du biocapteur. De façon générale, plus 

l’épaisseur de la surface augmente (plus les molécules se fixent), plus la valeur Δλ entre les 

deux profils d’interférométrie va être élevée. À l’inverse, la dissociation du complexe ligand/G-

quadruplex entraine une diminution du Δλ, jusqu’à atteindre sa position d’origine (Δλ = 0). Le 

suivi temporel du décalage des deux spectres interférométriques permet ainsi d’obtenir une 

courbe d’association et de dissociation d’une interaction G-quadruplex/ligand (Figure 115, D/).  

La mise en place d’une expérience de BLI nécessite plusieurs étapes. Premièrement, il est 

nécessaire de fonctionnaliser le biocapteur (cf. la couche biocompatible du biocapteur) avec 

la cible d’intérêt. Cette fonctionnalisation peut être réalisée de manière covalente, à l’exemple 

des biocapteurs AR2G (en. Amine Reactive 2nd Generation) fonctionnalisée par des 

groupements carboxylates permettant ainsi de lier des Amino-protéines/oligonucléotides en 

présence d’EDC/NHS, ou de façon non covalente, à l’exemple des biocapteurs SA 

(StreptAvidine). Les expériences de sélection in vitro par affinité réalisées en amont ont 

nécessitées l’utilisation de cibles biotinylées. Par rappel, les cibles biotinylées ont été 

fonctionnalisées sur billes magnétiques MyOne T1 préfonctionnalisées par de la streptavidine. 

Afin de s’approcher au plus proche des conditions de sélections et dans l’intérêt d’utiliser les 

séquences G-quadruplex biotinylées déjà disponibles au laboratoire, les expériences de BLI 

ont été réalisées à partir de biocapteurs SA afin d’immobiliser les G-quadruplex (Figure 116, 

« Immobilization »).    

 

Figure 116 :  BLI. Expérience de BLI caractérisée par une étape d’immobilisation, d’interaction et analyses et de 

regénération. Figure de ForteBio adaptée par le Centre d’Interactions Macromoléculaires (CMI) d’Harvard. 

Après avoir équilibré le système en présence des biocapteurs fonctionnalisés les étapes 

d’association et de dissociation ont pu être effectuées en présence des ligands d’intérêt (Figure 

116, « Interaction Analysis »). Enfin, dans l’intérêt de vouloir réutiliser les biocapteurs, une 

étape de régénération peut être réalisée (Figure 116, « Regeneration »). Cette dernière étape 
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permet donc de décrocher totalement les ligands toujours associés à sa cible après la phase 

de dissociation.  

Section 2.3.1 : Fonctionnalisation du biocapteur.  

Les biocapteurs commerciaux SA (Streptavidine) utilisés lors de expériences de BLI 

présentent au niveau de la couche biocompatible une protection faite à base de sucrose. En 

effet, cette zone protectrice des fonctionnalisations streptavidine doit être éliminée avant 

utilisation. Pour ce faire, les biocapteurs ont été incubés pendant une dizaine de minutes dans 

le tampon de travail (tampon BLI : 10mM HEPES, 150 mM KCl, 0,05% v/v T-20, pH 7.4). Une 

fois le sucrose éliminé, les biocapteurs ont été trempée dans une solution d’oligonucléotides 

biotinylées (100 nM, Figure 116 « immobilisation »). Il est à rappeler que les expériences de 

BLI n’ont été effectuées que sur le promoteur d’oncogène Myc afin de vérifier les données 

obtenues par titration de fluorescence. La phase d’immobilisation, d’une durée de 10 min, est 

suivie par une étape de rinçage des biocapteurs dans le tampon BLI afin d’éliminer l’excédent 

de Myc-biotine non immobilisé.  

Section 2.3.2 : Analyse de l’interaction G-quadruplex/ligand.  

Après fonctionnalisation par la cible Myc, les capteurs ont été mis en interactions avec 

les ligands à étudier, à savoir le PDS et son dérivé 1-PDP ainsi que le 360A et le composé 

peptido-organique 3-360A-s. Les ligands considérés, solubilisés dans le tampon BLI, ont été 

préparés à 6 concentrations différentes. Ces concentrations (Tableau 24) ont été choisies en 

fonction des valeurs de Kd
App précédemment obtenues par titration de fluorescence afin 

d’encercler au mieux la constante d’affinité. Étant donné que l’interaction de 4 ligands a due 

être caractérisée avec le proto-oncogène Myc, 4 capteurs fonctionnalisés uniques ont été 

utilisés, 1 biocapteur par ligand.  

Tableau 24 : BLI. Gamme de concentration pour la caractérisation des interactions G-quadruplex/ligand.  

 

Les biocapteurs ont tout d’abord été incubés, sous agitation, dans la solution la moins 

concentrée pour un temps d’association de 7200 secondes (2 heures) puis dissociés pendant 

3600 secondes (1 heure) dans le tampon BLI (Figure 116, « Interaction Analysis »). Les 

mêmes étapes d’association/dissociation sont ensuite effectuées séquentiellement jusqu’à 

atteindre la concentration la plus élevée de chacun des ligands.  

Section 2.3.3 : Dissociation partielle du ligand.  

Suivant l’affinité du ligand pour la cible quadruplex et sa capacité à être dissocié, il est 

possible que la phase de dissociation dans le tampon BLI ne soit pas suffisamment efficace 
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pour relarguer la totalité des ligands en interaction avec la cible. Dans ce cas, deux choix sont 

possibles. Dans un premier temps, il est possible d’effectuer une étape de régénération du 

biocapteur entre chaque cycle (Figure 116, « Regeneration »). Toutefois, avec des étapes 

d’association et de dissociation cumulées de plus de 3 heures, l’ajout de cette étape de 

régénération engendrerait des expériences longues risquant d’induire des biais à l’analyse 

(notamment par l’évaporation des solutions de ligands).  

La deuxième méthode permettant de palier les dissociations partielles du ligand consiste à 

utiliser plusieurs biocapteurs pour un ligand donné. En effet, alors qu’un biocapteur unique est 

utilisé en routine pour analyser l’interaction G-quadruplex/ligand à 6 concentrations différentes, 

6 biocapteurs seront utilisés en parallèle dans cette stratégie afin de caractériser l’interaction 

avec le G-quadruplex pour chaque concentration de ligand. 

Les ligands PDS, 360A et leurs dérivés peptidiques ont montré des problèmes de dissociation 

vis-à-vis de la cible Myc. Afin de limiter les effets de dissociation partielle, la deuxième méthode 

(6 biocapteurs/6 concentrations) de caractérisation a été utilisée. Les durées d’association et 

dissociation alors appliquées (Tableau 24) ont permis d’atteindre des plateaux de saturation 

et un décrochage maximum de ligands.  

Section 2.3.4 : Sensorgrammes des couples ligands/G-quadruplex. 

Les sensorgrammes obtenus pour les différents ligands en interaction avec la cible Myc 

sont représentés sur le Graphique 29 ci-dessous.   

 

Graphique 29 : BLI. Sensorgrammes de l’interaction de PDS/1-PDP et 360/3-360A-s avec la cible Myc. 

Les constantes d’affinités thermodynamique et cinétique ont été calculées pour chacun des 

ligands étudiés et sont reportées dans le Tableau 25. Le ligand PDS exhibe un Kd cinétique 

de 255 nM alors que son homologue peptidique, 1-PDP, obtient une valeur près de 10 fois 
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inférieure de 21 nM (Tableau 25). De manière étonnante, alors que la Kd cinétique est en 

accord avec le Kd thermodynamique pour le composé peptido-organique 1-PDP, une très 

grande variation est observée pour le ligand PDS. En effet, un Kd cinétique de 36 nM a été 

mesuré.  

Tableau 25 : BLI. Constantes cinétiques et thermodynamiques obtenues sur la cible Myc. N=2. 

Ligands 
Kd thermo. 

(nM) 
Kd cin. 
(nM) 

Kon  
(104M-1.s-1) 

Koff  
(s-1) 

PDS 255 ± 50 36 ± 25 0.8 ± 0,1 3 10-4 ± 2 10-4 

1- PDP 21 ± 4 14 ± 10 2.9 ± 0,2 3 10-4 ± 2 10-4 

360A 28 ± 7 18 ± 3 16 ± 2 3.0 10-3 ± 1 10-3 

3-360A-s 8 ± 3 0.7 ± 0,3 8.3 ± 0,5 6 10-5 ± 2 10-5 
 

Le ligand 360A ainsi que le dérivé peptidique exhibant le Pyridocarboxamide à chaine courte, 

3-360A-s, ont également fait l’objet de mesure de constantes d’affinités. Le ligand parent 360A 

montre une constante d’affinité thermodynamique et cinétique semblable de 28nm et 18 nM 

respectivement. En comparant les Kd du 360A avec celles du 3-360A-s, il est possible de 

constater une amélioration d’affinité d’un facteur 3. En effet, le Kd thermodynamique mesuré 

du 3-360A-s est de 8 nM alors que le Kd cinétique obtenue est à l’échelle subnanomolaire, de 

0,7 nM.  

 En résumé 

Afin de comparer les différences entre les ligands de la même famille, un graphique d’iso-

affinité a été tracé. Celui-ci décrit le logarithme de la constante cinétique d’association — log 

(kon) — en fonction du logarithme de la constante cinétique de dissociation — log (koff). Les 

valeurs du Kd cinétique sont également représentées en pointillées par les diagonales 

(Graphique 30).   

  

Graphique 30 : BLI. Iso-affinité des composés caractérisés par BLI sur la cible G-quadruplex Myc. 

Le ligand PDS est le ligand présentant la moins bonne affinité (cinétique) vis-à-vis de la cible 

G-quadruplex du promoteur d’oncogène Myc (Kd cinétique = 36 nM). C’est également le ligand 

qui possède le kon le plus faible (0.79E+04 M-1.s-1), c’est-à-dire que parmi tous les ligands, 

c’est PDS qui s’associe le plus lentement. En termes de koff, les ligands PDS et 1-PDP 
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possèdent une dissociation comparable (2.9E-04 s-1). Toutefois, le kon du 1-PDP est supérieur 

au PDS, ce qui explique que 1-PDP présente une meilleure constante d’affinité (Kd cinétique 

= 14 nM). 

De manière transversale à PDS, le ligand 360A possède le koff le plus élevé (3.0E-03 s-1) de 

la série de ligand. Cette information indique que 360A à la capacité de dissociation la plus 

rapide parmi tous les ligands considérés. De plus, 360A possède le kon le plus élevé (16.4E+04 

M-1.s-1) ce qui permet au ligand d’obtenir une excellente constante d’affinité (Kd cinétique = 18 

nM). En comparaison avec 360A, le 3-360A-s s’associe deux fois moins vite (kon = 8.3E+04 

M-1.s-1). En revanche, la dissociation de 3-360A-s est très lente (koff = 5.9E-05 s-1), faisant ainsi 

de 3-360A-s le composé avec une constante d’affinité au subnanomolaire (Kd cinétique = 0,7 

nM). Ce résultat semble cohérent avec le mode de sélection des ligands, à savoir une 

stringence basée sur la dissociation, favorisant les ligands capables de rester associer dans 

des conditions défavorables. 

Une nouvelle fois, la caractérisation de l’interaction entre les composés PDS/1-PDP et 360A/3-

360A-s montrent que les composés issus de la librairie combinatoire présentent de meilleurs 

propriétés d’associations que leurs dérivés parents.  

Sous-partie 2.4 : Comparaison des données obtenues. 

Les valeurs de stabilisation mesurées par FRET-Melting, ainsi que les constantes 

d’affinités obtenues par titration de fluorescence et BioLayer Interferometry ont été reportées 

dans la Tableau 26 ci-dessous et permettent de donner une vue d’ensemble à la 

caractérisation des interactions réalisées au cours de cette thèse. Seuls les composés enrichis 

de la DEL1 (1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s) et leurs parents (PDS, PDC3 et 360A) sont 

représentés.   

Tableau 26 : Résumé des données obtenues pour la caractérisation des composés par FRET-Melting, Titration de 

fluorescence et BLI sur les cibles de topologies parallèles (Myc, Myc22 et Kit1), antiparallèles (22CTA), hybride 

(wtTel26) et le contrôle Hairpin (hp1). 

Cibles Myc Myc22 Kit1 

Ligands 
ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

Kd 

(BLI, cinétique) 

ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

PDS 
9 

± 1 

93 

± 7 

36 

± 25 

2 

± 0,8 

85 

± 6 

5  

± 0,4 

178  

± 5 

1- PDP 
8 

± 0 

17 

± 1 

14 

± 10 

17 

± 0 

16 

± 1 
> 35 

25 

± 0,6 

PDC3 > 30 
30 

± 1 
/ > 35 

32 

± 1 
> 35 

41  

± 2 

2-PDC3 
9 

± 1 

26 

± 31 
/ 

7 

± 0,8 

31 

± 3 

13 

± 0,7 

125  

± 11 

360A 
26 

±0,2 

91 

± 5 

18 

± 3 

35 

± 2 

206 

± 17 

20  

± 1 
/ 

3-360A-s > 30 
13 

± 0,7 

0,7 

± 0,3 
> 35 

15 

± 0,7 
> 35 

57 

± 5 
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Cibles 22CTA wtTel26 Hp1 

Ligands 
ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

ΔTm 

(°C) 

Kd 

(titration) 

PDS 
1,4 

± 0,6 

398 

± 21 

1 

± 0,2 

317 

± 22 

0,1 

± 0,1 
/ 

1- PDP > 35 
105 

± 7 

20 

± 0 

47 

± 4 

1,2 

± 0,4 
/ 

PDC3 
27 

± 0,7 

31 

± 1 
> 35 

20 

± 0,8 

0,6 

± 0,2 
/ 

2- PDC3 
7 

± 1 

835 

± 57 

7 

± 1 

15 

± 1 

0,4 

± 0,3 
/ 

360A 
18 

± 0,1 

55 

± 3 

33 

± 0,2 

44 

± 3 

2 

± 0,2 
/ 

3-360A-s > 35 
9 

± 0,5 
> 35 

9 

± 0,5 

7 

± 0,4 
/ 

 

Il est intéressant de constater que les valeurs de stabilisation et d’affinité ne sont pas toujours 

corrélées. Dans le cas de la Pyridostatine 1-PDP et du Pyridocarboxamide 3-360A-s, 

l’amélioration du ΔTm par rapport aux composés parents permet l’obtention d’une valeur de 

Kd encore plus faible. Toutefois, l’exemple de l’étude sur les dérivés Phénanthroline montre 

que malgré une baisse significative de stabilisation du composé 2-PDC3 sur toutes les cibles 

quadruplex, les valeurs de constantes d’affinité restent dans la plupart des cas comparable à 

celles de PDC3.  

D’après les données obtenues, il ne fait aucun doute que le composé exhibant les meilleures 

caractéristiques physico-chimiques à l’égard des cibles G-quadruplex est le dérivé peptido-

organique 3-360A-s. Ce composé stabilise ces structures à des valeurs très élevées et 

présente également des valeurs de stabilisation de 5 à 12°C pour des expériences de FRET-

Melting en quantité équimolaire de ligand et de cible. En termes d’affinité, le 3-360A-s présente 

des Kd de la dizaine de nanomolaire et des expériences complémentaires en BLI sur la cible 

Myc ont montré des valeurs cinétiques de Kd au subnanomolaire. En revanche, malgré des 

propriétés remarquables vis-à-vis des G-quadruplex, il a également été montré que le 3-360A-

s était capable de stabiliser un hairpin d’ADN (ΔTm = 6.75 °C). Au-delà de la quanlité 

intrinsèque des ligands, ces études montrent fermement que le processus de sélection réalisé 

et l’approche DEL pour la sélection de ligands de G-quadruplex est viable et prometteuse. 

Sous-partie 2.5 : Modélisation moléculaire.  

Afin de rationaliser les résultats obtenus et d’identifier les déterminants des interactions 

favorables et moins favorables, nous avons réalisés, en collaboration avec le Dr. Hélène 

Jamet, des études de mécanique moléculaire.  

Le G-quadruplex issu du promoteur d’oncogène Myc a été utilisé comme cible afin de 

déterminer les interactions probables avec les dérivés 3-360A-s, 3-360A-l et 5-360A-s. La 

structure tridimensionnelle de Myc (id PDB : 2L7V), résolue en 2011 par Résonnance 

Magnétique Nucléaire (J. Dai117 et al.), a servi de base pour les études de dynamique 

moléculaire. Dans cette publication, la cible Myc est en interaction avec 2 composés 
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« Quindolines », dont l’une est disposée sur la tétrade supérieure et l’autre sur la tétrade 

inférieure du G-quadruplex. Dans la cadre de la modélisation du dérivé 360A, les deux 

composés quindolines ont été retirés de la séquence Myc et remplacés par un seul ligand 

360A en interaction avec la tétrade externe de la cible G-quadruplex. A partir du 360A docké 

sur la structure Myc, la séquence peptidique GWRRG-KN3G-GRRAG a été adjointe au 

Pyridocarboxamide afin d’obtenir la structure finale du 3-360A-s. Une fois le 360A docké sur 

la cible Myc et le peptidique aligné, des études de dynamique moléculaire ont été réalisées 

dans un champ de force AMBER (en. Assisted Model Building and Energy Refinement) 

spécialement adapté à la modélisation de protéines, d’ADN et d’ARN.  

Initialement, la dynamique de ligand 3-360A-s a été effectuée sur un temps de 500 ns. 

L’analyse par cluster des conformations ont montré que le ligand 360A reste fidèlement à son 

emplacement d’origine, c’est-à-dire en interaction avec la tétrade externe de Myc, et que le 

dodécapeptide se déploie différemment autour de la séquence quadruplex. Une dizaine de 

cluster ont été obtenus après dynamique moléculaire pour un total de 4244 frames et un cluster 

majoritaire, appelé C0, a été déterminé avec 1313 frames.  

Au sien du cluster C0, différents types d’interactions entre le ligand 3-360A-s et la cible Myc 

ont été retrouvés comme des interactions hydrogènes (contacts polaires), des interactions π 

(interactions non-covalentes entre deux systèmes π) ainsi que des interactions π-cation. Les 

différentes interactions recensées entre le 3-360A-s et la cible Myc sont illustrées sur la Figure 

117 ci-après. Les contacts polaires sont exclusivement réalisés au travers des acides aminés 

Arginines. Au sein du pentapeptide du [Cycle 1] de la librairie combinatoire, c’est l’Arg(R) 3 qui 

interagit à la fois avec le phosphate de la Thymidine7 (dT7) mais également avec le phosphate 

de la Guanidine8 (dG8). D’autre part l’Arg(R)9, issu du pentapeptide du [Cycle 4], interagit 

exclusivement avec les groupements phosphates de la Guanosine10 (dG10), de la Thymidine11 

(dT11) et de l’Adénosine12 (dA12). Les interactions non-covalente, de nature π-cation et π-π, ont 

été retrouvés par interaction de l’Arg(R)4 et du Trp(W)2 avec le centre Pyrimidine de la 

Thymidine7 (dT7), respectivement. 

Après analyse du meilleur composé issu de la librairie combinatoire, le 3-360A-s, les dérivés 

3-360A-l et 5-360A-s ont également été analysés. D’après les études de dynamiques 

moléculaires réalisées jusqu’alors, il a été observé que la longueur de chaine de la lysine 

portant la fonction triazole permettait de délivrer efficacement le 360A sur la tétrade externe 

ainsi que le peptide autour de la structure quadruplex. Il était alors intéressant d’étudier le 

comportement du Pyridocarboxamide à chaine longue (360A-l) en présence du peptide dans 

le but d’observer l’influence de la longueur de chaine sur l’interaction avec le quadruplex Myc. 

Dans un deuxième temps, le composé « non-enrichi » 5-360A-s également été étudié afin 

d’observer ces interactions avec la cible. Au cours des expériences de sélections, le 5-360A-

s était faiblement enrichi voire déplété vis-à-vis de plusieurs cibles quadruplex donc la cible 

Myc. L’intérêt de cette étude de dynamique moléculaire sur le 5-360A-s est de montrer que 

les interactions de la chaine peptidique 5 avec la cible sont amoindries vis-à-vis de la cible 

quadruplex Myc.  
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Figure 117 : A/ Modélisation moléculaire du ligand 3-360A-s en interaction avec la cible Myc22. B/ Détermination 

des interactions de la chaine peptidique avec le tétraplexe de guanines. C/ et D/ Caractérisation de contacts 

polaires, hydrophobes et ioniques.  

Une nouvelle dynamique a ainsi été réalisée sur les 3 ligands pendant un temps de 100 ns. 

L’analyse des clusters après chaque dynamique a été réalisée et l’énergie d’interaction du 

ligand pour la cible Myc a été calculée à partir du cluster le plus stable. Dans le cadre du ligand 

3-360A-s, le cluster le plus stable trouvé est similaire à celui discuté auparavant (Figure 118, 

3-360A-s). Si on regarde le cluster la plus stable retrouvé pour le ligand à chaine longue, 3-

360A-l, on peut apercevoir que l’orientation générale de la séquence peptidique n’est pas 

disposée de la même manière que pour le ligand 3-360A-s. En effet, l’augmentation de la 

longueur de chaine du bras du Pyridocarboxamide complique le deploiement du peptide sur 

le G-quadruplex. En conséquence, les interactions entre la séquence peptidique et l’édifice G-

quadruplex sont moindres, ce qui est cohérent avec la baisse (relative) d’affinité et de stabilité 

retrouvé pour ce ligand contre la cible du proto-oncogène Myc (Figure 118, 3-360A-l). Enfin, 

l’évaluation du cluster le plus stable obtenue avec le 5-360A-s montre que le peptide déploie 

ces chaines pentapeptidiques de façon plus aléatoire sur l’édifice. En effet, quasiment aucunes 

interactions n’ont été observées lorsque le peptide oriente ces bras vers la tétrade supérieure 

et inférieure (Figure 118, 5-360A-s). Encore une fois, la quasi disparition des interactions 

R4
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W2

dG8 dG6
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Polar contact
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illustrée par la dynamique moléculaire du 5-360A-s sur la cible Myc permet de rationaliser la 

baisse d’interaction du dérivé peptido-organique pour sa cible.  

 

Figure 118 : Comparaison du déploiement tridimensionnel des dérivés Pyridocarboxamides (3-360A-s, 3-360A-l et 

5-360A-s) par modélisation moléculaire sur la cible Myc22.  
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Chapitre 5 — Conclusion et perspectives.  

L’objectif de ce projet de thèse a été d’identifier de nouveaux composés affins des 

structures G-quadruplex en utilisant la chimie combinatoire associée à une technologie 

d’encodage par l’ADN récemment développée. L’application de cette technologie, qui a 

conduit à un regain d’intérêt considérable pour les approches combinatoires et qui a permis 

l’identification de nombreux hits reconnaissant des protéines, au ciblage des acides nucléiques 

n’en est qu’à son balbutiement. Dans un premier temps, une librairie combinatoire encodée 

composés de 190 440 molécules uniques (DEL1) a été synthétisée par assemblage itératif de 

code-barres ADN et de motifs (poly)hétéroaromatiques et peptidiques. Cet assemblage multi-

étape a permis l’obtention d’environ 5 nmoles de librairie encodée, une quantité suffisante à 

la réalisation de centaines d’expériences de sélection par affinité. Au cours de cette synthèse, 

l’incorporation des code-barres ADN (T1 à T4) et du Closing primer a pu être contrôlée 

efficacement par électrophorèse sur gel d’agarose. Des étapes de purification par 

microcentrifugation sur membranes à diamètre de pores variées ou par HPLC ont été réalisées 

au cours de l’assemblage afin d’éliminer efficacement les excès de code-barres. 

L’incorporation chimique des Building blocks des [Cycle 1 à 4] a été contrôlée par 

chromatographie couplée à la spectroscopie de masse (UPLC-MS). Toutefois, à partir du 

troisième cycle de la DEL1 l’interprétation des analyses UPLC-MS n’a pas permis de 

différentier les composés résultants des réactions de cycloaddition (DEL1-[Cycle 3]) ou de 

couplage peptidique (DEL1-[Cycle 4]) des composés de départs. Ainsi, des expériences de 

Cap&Catch associées à des expériences de gel retard (EMSA) ont permis de maintenir et de 

confirmer la pureté de la DEL1.  

Des expériences de sélection in vitro par affinité ont ensuite été effectuées à l’échelle de 5 

pmoles de DEL1 sur différentes cibles acides nucléiques. Dans le cadre de la première 

campagne de sélection, plus d’une centaine de sélections distinctes ont été réalisées sur des 

cibles G-quadruplex de topologies et d’origines variées. Parmi celles-ci, 28 ont été retenues 

afin d’être séquencées à haut-débit après amplification des code-barres ADN par PCR. Le 

traitement des données de séquençages Illumina® a alors permis de dégager des tendances 

nettes pour la reconnaissance des motifs G-quadruplex et d’identifier des ligands prometteurs 

tels que 1-PDP, 2-PDC3 et 3-360A-s.  

Lors du traitement bioinformatique des différentes expériences de sélections réalisées, une 

tendance générale relative aux motifs (poly)hétéroaromatiques de la DEL1-([Cycle 3]) a pu 

être constatée. En effet, les motifs PDP, PDC3 et 360A sont systématiquement au cœur (sauf 

exceptions ponctuelles) des composés les plus enrichis lors des sélections contre les cibles 

G-quadruplex. Au contraire, les autres motifs du [Cycle 3] (Q, FP, NDI, etc.) ont principalement 

été déplétés. Ce phénomène s’explique sans doute par la disparité des propriétés 

d’associations intrinsèque de ces différents fragments qui présentent des Kd de l’ordre de la 

dizaine à la centaine de nanomolaire pour les composés PDP, PDC3 et 360A et des Kd à 

l’échelle du micromolaire pour les dérivés Q, FP et NDI. Ainsi, la composition même de la 

DEL1 présente un biais contre la sélection de composés à motif hétéroaromatique faiblement 

affins pour les structure G-quadruplex. Une deuxième tendance majeure concerne la longueur 
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du lien entre le motif hétéroaromatique [Cycle 3] et le motif peptidique associée [Cycle 2]. 

Globalement les meilleurs ligands présentent un lien de même longueur, généralement 

associant motifs hétéroaromatique fonctionnalisé par un alcyne à chaine courte et fragment 

peptidique dont l’azoture est porté par un dérivé de Lysine.  

Afin de valider les données issues des sélections et du séquençage, des composés contrôles, 

tronqués ou peu enrichis, ont également été synthétisé portant à onze le nombre de molécules 

re-synthétisés sans code-barres et soumis à évaluation biophysiques. Leurs constantes 

d’association avec divers G4 (et contrôles) ont été obtenues (titration de fluorescence, BLI) 

ainsi que leurs propriétés de stabilisation des G4 (et contrôles) (FRET-Melting).  

Les données d’affinités et de stabilisations obtenues ont ainsi pu confirmer que les dérivés 1-

PDP et 3-360A-s sont plus affins et plus stabilisant que les ligands parents dont ils dérivent. 

En particulier, le composé 3-360A-s est capable d’interagir avec les différentes cibles G-

quadruplex utilisées avec un Kd d’environ 10 nM et de les stabiliser à plus de 35°C. Toutefois, 

malgré des valeurs très intéressantes vis-à-vis des structures G-quadruplex, nous avons 

détecté la propensité de 3-360A-s à interagir et à stabiliser faiblement un mime d’ADN duplex.  

Globalement les résultats obtenus, par l’assemblage et le criblage de cette première librairie 

encodée DEL1 spécialement dédiée à la reconnaissance des structures ADN G-quadruplex, 

permettent de confirmer que la technologie DEL est adaptée à la découverte de nouveaux 

ligands pour le ciblage de structures d’origines nucléiques.  

Afin d’aller plus loin dans l’identification de ligands d’acides nucléiques et de structures G-

quadruplex, une seconde campagne de sélection a été réalisée à partir de la DEL1. Lors de 

cette nouvelle campagne, des expériences de compétitions ont été effectuées dans l’intérêt 

de pouvoir isoler d’éventuels composés spécifiques d’une ou l’autre topologie de structure G-

quadruplex. De plus, des cibles ARN G-quadruplex ainsi que d’autres cibles acides nucléiques 

(jonction triple, i-motifs) ont été utilisées. Plus de 150 expériences de sélections ont été 

réalisées et 48 ont été choisies afin d’être séquencées à haut-débit. Le séquençage a été 

réalisé et les données bioinformatiques obtenues. Toutefois, l’interprétation de ces données 

de séquençages n’a pas été effectuée au terme de cette thèse. Un objectif à court terme du 

projet sera donc de de traiter les données obtenues afin de sélectionner différents ligands aux 

propriétés intéressantes, d’en faire la synthèse à grande échelle et d’explorer les propriétés 

biophysiques de ces ligands.  

Au cours de cette thèse, une deuxième librairie encodée par l’ADN a également été 

synthétisée afin de cibler spécifiquement les structures ADN G-quadruplex. L’assemblage 

itératif de séquences peptidiques, de motifs polyhétéroaromatiques et de diversité chimique 

variée a ainsi permis d’obtenir une librairie de 696 200 composés encodés distincts. 2 nmoles 

de DEL2 ont été obtenues avec un rendement global de 3.4‰. En parallèle de l’écriture de ce 

manuscrit, différentes expériences de sélections ont été réalisées, principalement sur les 

cibles ADN G-quadruplex, et soumises à séquençage. Après retour de séquençage, les 

données bioinformatiques obtenues devront elles aussi être interprétées afin d’identifier, cette 

fois-ci, des ligands de structures distinctes de ceux identifié via la DEL1.  
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Lors de ma thèse, j’ai également eu l’occasion de travailler sur une troisième librairie, DEL3, 

visant à assembler des peptoïdes cycliques ciblant les structures G-quadruplex. Ce projet, non 

décrit dans ma thèse, a été initié au laboratoire et des études d’assemblage préliminaire de 

72 building blocks R-NH2 ont été réalisées. A terme, cette librairie sera constituée de 3 cycles 

itératifs formant ainsi 373 248 entités peptoïdiques cycliques distinctes. Des conditions 

chimiques pour la synthèse de la DEL3 ont alors été testées, et des conditions de couplages 

peptidiques (sur amines primaires et secondaires) et de substitutions nucléophiles (SN2) ont 

été mise au point. L’assemblage de cette librairie sera poursuivi au laboratoire sur la base des 

résultats obtenus.   

A partir des deux librairies fonctionnelles, il est possible d’imaginer plusieurs suites à ce projet. 

En effet, des sélections ont déjà été initiées sur différentes cibles d’acides nucléiques (jonction 

triple, i-motifs) mais peuvent être encore être élargies à d’autres cibles d’intérêts biologiques. 

Des conditions de sélections plus exotiques permettant d’appliquer de nouvelles stringences 

(force ionique, etc.) ou encore permettant de mettre en concurrence les cibles (contre-

sélections) pourront être évaluées. Plus tard, des expériences de dynamiques appelées DNA-

Encoded Dynamic Chemical library pourrait également être imaginée à partir des DEL1 et 

DEL2 pour l’identification de ligands spécifiques de différents gènes porteurs de G-quadruplex. 

En effet, dans cette technique de dynamique combinatoire l’amine primaire présente en fin du 

[Cycle 4] des deux librairies DEL1 et DEL2 pourrait être utilisée afin d’assembler de manière 

dynamique de nouveaux éléments de reconnaissance de l’ADN double brin porteur de 

fonctions aldéhydes. Cette reconnaissance pourrait par exemple être adressée à la séquence 

ADN duplex présente en amont des séquences riches en guanines capables de former des 

structures G-quadruplex. Par ailleurs, l’approche DEL dite à « dual pharmacophore » décrite 

dans l’introduction de ce manuscrit semble également parfaitement adaptée aux cibles G4 et 

pourrait permettre de cumuler reconnaissance des plateaux et reconnaissance des boucles 

ou des sillons.  

Enfin, les perspectives de ce travail sont également à terme d’évaluer dans des systèmes 

cellulaires pertinent les propriétés et le devenir des ligands identifiés par la technologie DEL.  
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Chapitre 6 — Materials and methods.  

1. Experimental Section  

1.1 General information, material and instrumentation 

1.1.1 Materials  

Spin-X columns were purchased from Corning-Costar (Acton, MA, USA). Microcentrifugal 

tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 10, 30 and 50 kDa) were purchased from Merck KGaA 

(Darmstadt, DE). UltraPureTM Agarose-1000 was purchased from InvitrogenTM (Carlsbad, 

USA). qPCR 96-well plates (Skirted, Polypropylene) were purchased from Agilent 

Technologies (Santa Clara, CA, USA). Fluorometric titration 96-well plates (black, flat-bottom 

polystyrene non-binding (NBS) microplates) were purchased from Corning®, Fisher Scientific 

(Loughborough, UK). 

1.1.2 Beads and Resins 

Fmoc-Rink-Amide PEG MBHA Resin was purchased from Iris Biotech (Marktredwitz, DE). 

Streptavidin Sepharose® High Performance resin was purchased from GE Healthcare 

(Uppsala, SE). Streptavidin-coupled magnetic Dynabeads (DynabeadsTM MyOneTM 

Streptavidin T1) was purchased from InvitrogenTM (Carlsbad, USA). 

1.1.3 Chemical compounds 

All solvents and standard chemical reagents used were of the highest purity commercially 

available. Fmoc N-terminal protected pentapeptides (Purity >95%) were purchased from 

GenScript (Piscataway, NJ, USA) – used in DEL1 & DEL2. Amino building blocks (Purity > 

95%) – engaged in diazo-transfer reaction – DEL2 [Cycle 3] – were purchased from Enamine 

(Latvia, Lettonie).  

1.1.4 Oligonucleotides and Enzymes 

T4 DNA Ligase and buffers (T4 DNA ligase buffer) were purchased from New England Biolabs 

(Ipswich, MA, USA). PowerUpTM SYBRTM Green Master Mix 2X was purchased from Applied 

BiosystemsTM (Waltham, USA). All oligonucleotides (DNA tags, biotin and fluorophore modified 

oligonucleotides) were purchased HPLC purified from Integrated DNA Technologies (Leuven, 

BE).  

1.1.5 Mass Spectrometry and NMR 

ESI-MS spectra were performed on an Esquire 3000 spectrometer from Bruker (Ettlingen, 

Germany) or on an Acquity UPLC/MS system from Waters Corporation (Milford, USA) 

equipped with a SQ Detector 2 within a column heater set at 40°C for peptide analysis or 60°C 

for oligonucleotide analysis. Peptides were analyzed in positive mode and oligonucleotides 

and conjugates in negative mode. The mass spectra display either the relative abundance of 
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ion signals (total ion counts) against the m/z ratios or the total ion counts against the m/z ratios. 

All solvents and reagents used were of highest purity commercially available. NMR spectra 

were obtained with either a 400 or 500 MHz Avance III Bruker spectrometer (Ettlingen, 

Germany). 

1.1.6 Ethanol Precipitation of DNA 

Ethanol precipitation of DNA was performed by adding 10% (v/v) of 5 M NaCl buffer and 220% 

(v/v) of ethanol relative to the volume of the DNA sample. After 2 h incubation at -80°C, DNA 

samples were centrifuged in a table-top centrifuge for 20 min (15,000 rpm) at 4 °C. After 

removal of the supernatant, pellets were washed with 500 μL of EtOH 70% (v/v) and 

centrifuged for 20 min (15,000 rpm) at 4 °C. Pellets were dried under reduced pressure and 

dissolved in H2O or an adequate buffer. 

1.1.7 Agarose gel electrophoresis 

Agarose gel electrophoresis was performed using 4% or 5% UltraPureTM Agarose (Invitrogen) 

in TBE buffer. Electrophoresis gel were precast using GelRed® Nucleic Acid Gel Stain 

(10,000X; Biotium) and 90 V / 300 mA was applied for 120 min. Samples (2 μL) were mixed 

with 2 μL DNA Gel Loading Dye (6X; Thermo Scientific) and H2O (or additives if required) were 

added to reach a final volume of 12 µL before loading. Afterwards, gels stained DNA were 

detected by UV transillumination using a Gel Doc XR+ System (Bio-Rad). 

1.2 Synthesis of DEL-1 and DEL-2 building blocks 

DEL1-[Cycle 2] 

Fmoc-Dap(N3)-OH (building block ID: D)334, Fmoc–Lys(N3)–OH (building block ID: K)335, azido 

lysine (building block ID: Ke)336, the tris(aminoethyl)amine (TREN) derivative (Building block 

ID: T), the Fmoc-Dap(N3)-Gly-OH (DG) derivatie (Building block ID: DG), the Fmoc-Gly-

Dap(N3)-Gly-OH derivative (Building block ID: GDG), the Fmoc-Lys(N3)-Gly-OH derivative 

(Building block ID: KG) and the Fmoc-Gly-Lys(N3)-Gly-OH derivative (Building block ID: GKG) 

were synthesized in the lab by C. Van Wesemal (DCM, I2BM).   

DEL1-[Cycle 3] 

The alkyne modified pyridostatin analog (building block ID: PDP-alk)181, and the Benzofuro[3,2-

b]quinolone derivatives (building block ID: Q-s-alk and Q-l-alk)337,  were synthesized by C. Van 

Wesemael (DCM, I2BM) as previously described.  

The alkyne modified phenanthroline analog (building block ID: PDC3-alk)310 and the alkyne 

modified pyridocarboxamide derivatives (building block ID: 360A-l-alk)338 were synthesized as 

previously described by M.-P. Teulade-Fichou’s group (Paris-Sud, Institut Curie). 

The alkyne modified pyridocarboxamide derivatives (building block ID: 360A-s-alk) was 

synthesized as previously described by J.-F. Riou’s group (Paris, MNHN).  



231 
 

The alkyne furopyridazinone analog (building block ID: FP-alk)139 was synthesized as 

previously described by M. Giustiniano (Naples – Italy, Department of Pharmacy). 

The alkyne carbazole analog (building block ID: CZ-alk)339 was synthesized as previously 

described by J. Dash’s group (Kolkata – India, IACS). 

The alkyne naphthalene diimide analog (building block ID: NDI-alk)340 was synthesized as 

previously described by F. Doria’s group (Pavia – Italy, Deparment of Chemistry). 

DEL2-[Cycle 2] 

The Fmoc-Dap(alcyne)-OH derivative (Building block ID: DE) was synthesized in the lab by C. 

Van Wesemal (DCM, I2BM).   

The trifunctional trioxazole derivative (Building block ID: TO) was synthesized by adapting 

previously described procedures341 and using Boc-Lys(Tfa)-OH, Boc-Lys(N3)-OH and Boc-

DAP(pent-4-ynamide)-OH synthons. This analog was synthesized by R. Lartia in the lab (DCM, 

I2BM).  

The indolizine derivatives was synthesized (in collaboration with I. Baussanne and M. 

Demeunynck –DPM, Grenoble) according to Scheme S1.  

 

Scheme S1 : Synthesis of building block ID: ID1 and ID2. 

N-Prop-2-ynyl-isonicotinamide 2a342: To a solution containing isonicotinic acid (2.46 g, 20.0 

mmol) and DMF (0.025 mL, 0.32 mmol) dissolved in dry dichloromethane (50 mL) was added 

a solution of oxalyl chloride (1.86 mL, 22 mmol) dissolved in dry dichloromethane (5 mL) 

dropwise at 0 °C. After stirring the reaction mixture at r.t. for 3 h, the solution was concentrated 

under reduced pressure to give the corresponding acyl chloride. To a solution composed of 

propargylamine 1a (1.4 mL, 22 mmol) and triethylamine (4.2 mL, 30 mmol) dissolved in dry 
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dichloromethane (50 mL) was added dropwise at 0 °C a solution of the corresponding acyl 

chloride (1.55 g, 10.9 mmol) previously dissolved in dry dichloromethane (15 mL). After stirring 

at r.t. for 3 h, the mixture was washed with 50 mL of HCl 1 M followed by an extraction with 

dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic layers were then dried over anhydrous 

sodium sulfate and then concentrated under reduced pressure to afford the crude product 2a. 

The residue was subjected to a silica gel column chromatography with cyclohexane/ethyl 

acetate: 1/9 as eluant. After evaporation of the solvent, the desired compound 2a was obtained 

as a white solid (0.866 g, 50 % yield). The analytical results of compound 2a were identical 

with the ones described in the literature. 

N-Pent-2-ynyl-isonicotinamide 2b: To a solution containing isonicotinic acid (0.370 g, 3 

mmol) and DMF (3 drops) dissolved in dry dichloromethane (5 mL) was added a solution of 

oxalyl chloride (0.280 mL, 3.3 mmol) dissolved in dry dichloromethane (2 mL) dropwise at 0 

°C. After stirring the reaction mixture at r.t. for 3 h, the solution was concentrated under reduced 

pressure to give the corresponding acyl chloride. To a solution composed of 1-amino-4-

pentyne343 1b (0.221 g, 2.6 mmol) and triethylamine (0.700 mL, 5 mmol) dissolved in dry 

dichloromethane (5 mL) was added dropwise at 0 °C a solution of the corresponding acyl 

chloride (1.55 g, 10.9 mmol) previously dissolved in dichloromethane (5 mL). After stirring at 

r.t. for 3 h, the mixture was washed with 50 mL of HCl 1 M followed by an extraction with 

dichloromethane (3 x 50 mL). The combined organic layers were then dried over anhydrous 

sodium sulfate and then concentrated under reduced pressure to afford the crude product 2b. 

The residue was subjected to a silica gel column chromatography with a step gradient of 

cyclohexane/ethyl acetate: 2/9 to 0/10. After evaporation of the solvent, the desired compound 

2b was obtained as a colorless oil (0.278 g, 57 % yield).   
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.79 (d, 2H, J = 5.9 Hz ; 2CH pyr), 7.70 (d, 2H, J = 5.8 Hz ; 2CH 

pyr), 6.71 (br s, 1H ; NH), 3.67 (td, 2H, J = 6.8, 6.0 Hz ; CH2-NH), 2.39 (td, 2H, J = 6.8, 2.8 Hz 

; CH2-Cq), 2.09 (t, 1H, J = 2.8 Hz ; CH alkyne), 1.93 (tt, 2H, J = 6.8 Hz : CH2-CH2- CH2). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 165.48 (CO), 150.28 (2CH pyr), 142.01(Cq pyr), 121.03 (2CH 

pyr), 83.55 (Cq alkyne), 69.61 (CH alkyne), 39.65 (CH2-NH), 27.75 (CH2-Cq),16.38 (CH2-CH2- 

CH2).ESI MS(+) Calcd. for C11H12N2O: 188.09 Found 188.97 [M+H]+. 

 Pyridinium 4a : A mixture of isonicotinamide 2a (0.208 g, 1.3 mmol) and tert-butyl 3-(2-

bromoacetamido)propylcarbamate344 3  (0.192 g, 0.65 mmol) in ethyl acetate (5 mL) was 

stirred 6 h at 70 °C then 12 h at r.t.. The precipitate was filtered off, washed with ethyl acetate, 

diethyl ether and dried. The pyridinium salt 4a was thus isolated as a hygroscopic white solid 

(0.239 g, 80 % yield).   
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.12 (d, 2H, J = 6.8 Hz ; 2CH pyr), 8.47 (d, 2H, J = 6.8 Hz ; 

2CH pyr), 6.65 (br s, 1H ; NH), 5.57 (s, 2H ; N-CH2-CO), 4.27 (d, 2H, J = 2.4 Hz ; CH2-NH), 

3.34 (m; CH2-NH + MeOH), 3.14 (m, 2H ; CH2-NH), 2.74 (t, 1H, J = 2.4 Hz ; CH alkyne), 1.74 

(tt, 2H, J = 6.8 Hz : CH2-CH2- CH2), 1.45 (s, 9H ; 3CH3).  
13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 165.57 (CO), 163.73 (CO), 158.62 (Cq pyr), 150.74 (CO),  

148.55 (2CH pyr), 126.83  (2CH pyr), 80.09 (Cq alkyne), 73.08 (CH alkyne), 62.90 ( N-CH2-
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CO), 38.55 (CH2-NH), 38.31 (CH2-NH), 30.62 (NH-CH2-CH2- CH2-NH), 30.51 (CH2-NH), 28.79 

(3CH3). 

Pyridinium 4b : A mixture of isonicotinamide 2b (0.935 g, 4.97er mmol) and tert-butyl 3-(2-

bromoacetamido)propylcarbamate344 3  (1.47 g, 4.97 mmol) in ethyl acetate (50 mL) was 

stirred 12 h at 70 °C then 12 h at r.t.. The precipitate was filtered off, washed with ethyl acetate, 

diethyl ether and dried. The pyridinium salt 4b was thus isolated as a hygroscopic white solid 

(1.58 g, 66 % yield).   
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9.01 (d, 2H, J = 6.8 Hz ; 2CH pyr), 8.37 (d, 2H, J = 6.8 Hz ; 2CH 

pyr), 6.55 (br s, 1H ; NH), 5.47 (s, 2H ; N-CH2-CO), 3.50 (t, 2H, J = 7.0 Hz ; CH2-NH), 3.25 (m; 

CH2-NH + MeOH), 3.04 (m, 2H ; CH2-NH), 2.25 (td, 2H, J = 7.0, 2.6 Hz ; CH2-Cq), 2.23 (m, 1H 

; CH alkyne), 1.81 (tt, 2H, J = 6.8 Hz : CH2-CH2- CH2), 1.65 (tt, 2H, J = 6.8 Hz : CH2-CH2- CH2), 

1.36 (s, 9H ; 3CH3).   
13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 165.60 (CO), 164.16 (CO), 158.63 (Cq pyr), 151.33 (CO), 

148.43 (2CH pyr), 126.74  (2CH pyr), 84.10 (Cq alkyne), 70.28 (CH alkyne), 61.65 ( N-CH2-

CO), 40.76 (CH2-NH), 38.53 (CH2-NH), 38.28 (CH2-NH), 30.62 (NH-CH2-CH2- CH2-NH), 29.05 

(CH2-Cq), 28.78 (3CH3), 16.81 (CH2-CH2- CH2).   

ESI MS(+) Calcd. for C21H31N4O4
+: 403.23 Found 403.21 [M]+. 

Propiolamide 5 : To a stirred solution containing protected -alanine ter-butyl ester 

hydrochloride (0.726 g, 4 mmol), DMAP (24 mg, 0.2 mmol) and propiolic acid (0.271 mL, 4.4 

mmol) in dichloromethane (10 mL) at 0°C was added slowly a solution of DCC (0.908 g, 4.4 

mmol) dissolved in dichloromethane (10 mL). The reaction mixture was stirred at r.t. for 24 h. 

After the precipitated urea filtration, the solution was washed with water, NaHCO3 aq. sat. 

solution and brine before being dried over anhydrous magnesium sulfate and then 

concentrated under reduced pressure to afford the crude product. The residue was subjected 

to a silica gel column chromatography with cyclohexane/ethyl acetate : 8/2 as eluant. After 

evaporation of the solvent, the desired compound 5 was obtained as a yellow oil (0.497 g, 63 

% yield).   
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 6.46 (br s, 1H ; NH), 4.03 (d, 2H, J = 5.2 Hz ; CH2), 2.87 (s, 1H 

; CH). 1.53 (s, 9H ; 3CH3).  
13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 168.6 (CO), 151.86 (CO), 82.96 (Cq alkyne), 73.88 (CH alkyne), 

42.21 (CH2), 28.04 (3CH3). 

Indolizine 6a : A mixture of pyridinium 4a (0.248 g, 0.54 mmol), propiolamide  5  (0.107 g, 0.54 

mmol) and NEt3 (0.148 mL, 1.1 mmol) in acetonitrile (8 mL) was stirred 6 h at 50 °C then 12 h 

at r.t.. The solution was concentrated under reduce pressure. The residue was subjected to a 

silica gel column chromatography with a step gradient of cyclohexane / ethyl acetate : 3/7 to 

2/8. After evaporation of the solvent, the desired compound 6a was obtained as a yellow oil 

(0.075 g, 24 % yield).  
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 9.34 (t, 1H, J = 6.8 Hz ; CH indo), 8.51 (br s, 1H ; CH indo), 7.54 

(br s, 1H ; NH), 7.49 (s, 1H ; CH indo), 7.38 (br s, 1H ; NH), 7.15 (m, 2H ; NH + CH indo), 5.26 

(br s, 1H ; NH), 4.27 (dd, 2H, J = 5.2, 2.4 Hz ; CH2 allyl), 3.69 (m, 2H ; CH2NH), 3.50 (m, 2H ; 

CH2NH), 3.29 (m, 2H ; CH2NH), 2.64 (t, 2H, J = 6 Hz ; CH2CO), 2.34 (t, 1H, J = 2.4 Hz ; CH 
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allyl), 1.78 (m, 2H ; CH2-CH2- CH2), 1.48 (s, 9H ; 3CH3), 1.47 (s, 9H ; 3CH3). 
13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 172.43 (CO), 165.67 (CO), 164.34 (CO), 161.50 (CO), 157.02 

(CO), 134.90 (Cq), 128.14 (Cq), 126.92  (CH indo), 118.36 (Cq), 117.66  (CH indo), 115.83  

(CH indo),  111.70  (CH indo), 110.11 (Cq), 81.23 (Cq alkyne), 79.65 (CH alkyne), 37.35 (CH2-

NH), 35.75 (CH2-NH), 35.37 (CH2-NH), 35.29 (CH2-CO), 30.17 (CH2-NH allyl), 29.76 (CH2-

CH2- CH2), 28.47 (3CH3), 28.13 (3CH3). 

Indolizine 6b : A mixture of pyridinium 4b (0.490 g, 1.03 mmol), propiolamide  5  (0.209 g, 1.06 

mmol) and K2CO3 (0.209 mL, 1.51 mmol) in acetonitrile (15 mL) was stirred 6 h at 50 °C then 

12 h at r.t.. The solution was filtrated before being concentrated under reduce pressure. The 

residue was dissolved with ethyl acetate, the solution washed twice with water, brine before 

being dried over anhydrous magnesium sulfate and then concentrated under reduced pressure 

to afford the pure indolizine 6b as a yellow oil (0.580 g, 94 % yield).  
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.56 (t, 1H, J = 7.6 Hz ; CH indo), 8.80 (m, 1H ; CH indo), 7.81 

(s, 1H ; CH indo), 7.32 (dd, 1H, J = 7.5, 2.0 Hz ; CH indo), 3.68 (t, 2H, J = 6.8 Hz; CH2NH), 

3.55 (t, 2H, J = 7.0 Hz; CH2NH), 3.47 (m, 2H ; CH2NH), 3.20 (m, 2H ; CH2NH), 2.64 (t, 2H, J = 

6.8 Hz ; CH2CO), 2.49 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2 allyl), 2.35 (m, 1H ; CH allyl), 1.89 (m, 2H ; CH2-

CH2- CH2), 1.81 (m, 2H ; CH2-CH2- CH2),1.49 (s, 9H ; 3CH3), 1.47 (s, 9H ; 3CH3). 

Indolizine 7a – ID1 : To a solution of indolizine 6a (0.075 g, 0.13 mmol) in dichloromethane (3 

mL) at 0°C was added TFA (1,5 mL). After stirring at r.t. for 4 h, the solution was concentrated 

under reduce pressure and coevaporated with methanol. The deprotected indolizine was 

obtained in a quantitative yield enough pure to be used without purification. 
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.60 (dd, 1H, J = 7.4, 1.0 Hz ; CH indo), 8.80 (m, 1H ; CH indo), 

7.95 (m, 1H ; CH indo), 7.33 (dd, 1H, J = 7.6, 2.0 Hz ; CH indo), 4.22 (d, 2H, J = 2.4 Hz ; CH2 

allyl), 3.70 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2NH), 3.56 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2NH), 3.07 (t, 2H, J = 7.2 

Hz ; CH2NH), 2.70 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2CO), 2.67 (t, 1H, J = 2.4 Hz ; CH allyl), 2.01 (m, 2H, 

J = 6.8 Hz ; CH2-CH2- CH2). 

The deprotected indolizine was then solubilized in 50 % aq. acetonitrile, FmocOSuc (0.050 g, 

0.15 mmol) then K2CO3 (0.062 g, 0.45 mmol) were added. After 4 h stirring at r.t., water and 

ethyl acetate were added  and the organic phase separated.  The aqueous phase was acidified 

with HCl 1M and extracted twice with ethyl acetate. The combined organic phases were 

washed with HCl 1M, water and brine before being dried over anhydrous magnesium sulfate 

and then concentrated under reduced pressure. The crude product was subjected to a silica 

gel column chromatography with a step gradient of dichloromethane/methanol: 96/4 to 90/10 

with 0.5 % formic acid. After evaporation of the solvent, the desired compound 7a was obtained 

as a slight yellow solid (0.030 g, 32 % yield).   
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.55 (d, 1H, J = 7.2 Hz ; CH indo), 8.80 (s, 1H ; CH indo), 7.81 

(m, 3H ; CH indo + 2CH fmoc), 7.66 (d, 2H, J = 7.2 Hz ; 2CH fmoc), 7.40 (dd, 2H, J = 7.4 Hz ; 

2CH fmoc), 7.31 (m, 3H ; CH indo + 2CH fmoc), 4.40 (d, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2 fmoc), 4.21 (m, 

3H ; CH2 allyl + CH fmoc), 3.67 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2NH), 3.44 (t, 2H, J = 6.6 Hz ; CH2NH), 

3.27 (t, 2H, J = 6.6 Hz ; CH2NH),2.68 (m, 3H ; CH2CO + CH allyl), 1.82 (m, 2H ; CH2-CH2- 

CH2). 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 175.57 (CO), 168.60 (Cq), 167.78 (Cq), 166.56 (CO), 
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163.41 (CO), 145.30 (CO), 142.63 (CO), 136.89 (Cq),  129.73 (Cq), 128.77 (2CH fmoc), 128.31 

(CH indo), 128.12 (2CH fmoc), 126.13 (2CH fmoc), 120.93 (2CH fmoc), 120.22 (CH indo), 

119.91 (Cq), 118.09  (CH indo), 112.38  (CH indo), 111.50 (Cq), 80.60 (Cq alkyne), 72.25 (CH 

alkyne), 67.68 (CH2 fmoc), 46.13 (CH fmoc), 39.23 (CH2-NH), 37.63 (CH2-NH), 36.55 (CH2-

NH), 34.95 (CH2-CO), 30.85 (CH2-NH allyl), 30.10 (CH2-CH2- CH2). 

ESI MS(+) Calcd. for C35H33N5O7: 635.24 Found 636.23 [M+H]+.  

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C35H33N5O7 [M-H]- 634.23072, obsd 634.22884  

Indolizine 7b – ID2 : To a solution of indolizine 6b (0.580 g, 0.98 mmol) in dichloromethane (8 

mL) at 0°C was added TFA (4 mL). After stirring at r.t. for 4 h, the solution was concentrated 

under reduce pressure and coevaporated  with methanol.The deprotected indolizine was 

obtained in a quantitative yield enough pure to be used without purification. 
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.63 (dd, 1H, J = 7.5, 1.0 Hz ; CH indo), 8.80 (m, 1H ; CH indo), 

7.84 (s, 1H ; CH indo), 7.33 (dd, 1H, J = 7.5, 2.0 Hz ; CH indo), 3.71 (m, 4H ; 2CH2NH), 3.57 

(m, 2H ; CH2NH), 3.07 (t, 2H, J = 7.0 Hz ; CH2NH), 2.71 (t, 2H, J = 6.8 Hz ; CH2CO), 2.59 (t, 

2H, J = 6.8 Hz ; CH2 allyl), 2.35 (m, 1H ; CH allyl), 2.01 (m, 2H ; CH2-CH2- CH2), 1.90 (m, 2H ; 

CH2-CH2- CH2). 

The deprotected indolizine (0.350 g, 0.63 mmol) was then solubilized in a mixture of 

dioxane/NaHCO3 aq.sat. (30 mL, v/v: 1/1) at 0 °C. Then FmocCl (0.260 g, 1 mmol) in dioxane 

(5 mL) was added dropwise to the solution. After 20 h stirring at r.t., water and ethyl acetate 

were added and the organic phase separated.  The aqueous phase was acidified with HCl 1M 

and extracted twice with ethyl acetate. The combined organic phases were washed with HCl 

1M, water and brine before being dried over anhydrous magnesium sulfate and then 

concentrated under reduced pressure. The crude product was subjected to a silica gel column 

chromatography with a step gradient of dichloromethane/methanol: 98/2 to 96/4 with 0.5 % 

formic acid. After evaporation of the solvent, the desired compound 7b was obtained as a slight 

yellow solid (0.135 g, 20 % yield).   
1H-NMR (400 MHz, CD3OD): δ 9.46 (d, 1H, J = 7.4 Hz ; CH indo), 8.70 (s, 1H ; CH indo), 7.75 

(m, 3H, CH indo + 2CH fmoc), 7.62 (d, 2H, J = 7.2 Hz ; 2CH fmoc), 7.36 (dd, 2H, J = 7.3 Hz ; 

2CH fmoc), 7.28 (dd, 2H, J = 7.3 Hz ; 2CH fmoc), 7.23 (d, 1H, J = 7.4 Hz ; CH indo), 4.37 (d, 

2H, J = 6.8 Hz ; CH2 fmoc), 4.16 (t, 1H, J = 6.7 Hz ; CH fmoc), 3.66 (t, 2H, J = 6.6 Hz ; CH2NH), 

3.52 (m, 2H ; CH2NH), 3.42 (m, 2H ; CH2NH), 3.25 (t, 2H, J = 6.4 Hz ; CH2NH),  2.68 (t, 2H, J 

= 6.7 Hz ; CH2CO), 2.32 (m, 3H,CH2 allyl + CH allyl), 1.87 (m, 2H ; CH2-CH2- CH2), 1.80 (m, 

2H ; CH2-CH2- CH2).  
13C NMR (100 MHz, CD3OD): δ 174.15 (CO), 168.21 (CO), 166.55 (CO), 163.35 (CO), 159.15 

(CO), 145.29 (Cq), 142.60 (Cq), 136.89 (Cq),  130.30 (Cq), 128.77 (2CH fmoc), 128.23 (CH 

indo), 128.12 (2CH fmoc), 126.13 (2CH fmoc), 120.95 (2CH fmoc), 119.85 (CH indo), 119.70 

(Cq), 118.04  (CH indo), 112.45  (Cq), 111.23 (CH indo), 84.37 (Cq alkyne), 70.23 (CH alkyne), 

68.16 (CH2 fmoc), 48.61 (CH fmoc), 40.43 (CH2-NH), 39.23 (CH2-NH), 37.59 (CH2-NH), 36.55 

(CH2-NH), 34.99 (CH2-CO), 30.88 (CH2-NH allyl), 29.47 (CH2-CH2- CH2). 

ESI MS(+) Calcd. for C37H37N5O7: 663.27 Found 664.29 [M+H]+.  

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C37H36N5O7 [M-H]- 662.26202, obsd 662.26067  
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DEL2-[Cycle 3] 

General procedure for diazo-transfer reaction: To a solution of NH2-derivative (1 eq) in 400µL 

MeOH/H2O (3/1, v/v) was added NaHCO3 (3 eq.) until reaching pH 7-8. Imidazole-1-sulfonyl 

azide hydrochloride (ISAHC, 3 eq.), aqueous CuSO4 solution (0.04 eq., 50 µL) and 100 µL of 

MeOH were added and the mixture was stirred at 25°C for 12h. After completion, determined 

by UPLC-MS, crude material was concentrated to dry and extracted with brine and EtOAc. The 

combined organic layers were washed with brine, dried over anhydrous magnesium sulfate, 

filtrated and concentrated under reduce pressure to afford the corresponding N3-derivative. 

The azido-compound was resuspended in DMSO at 133.3 mM and used without further 

purifications.  

1.3 Preparation of the 190.440 G4-DEL-1 library 

 1.3.1 General synthetic sequence for G4-DEL-1 and barcoding scheme 

DNA encoded library DEL-1 was assembled in four cycles as depicted in Scheme S2. First, 

an amino PEG3 spacer was installed onto the previously reported extended headpiece primer 

(ext-HP, Figure S2). Cycle 1 consisted in the parallel ligation of 46 DNA tags 1 (Table S9) 

followed by the parallel acylation with 46 N-fmoc pentapeptides (Table S4), the N-fmoc 

deprotection of the pooled reaction mixtures and purification. Cycle 2 consisted in the parallel 

ligation of 9 DNA tags 2 (Table S10) followed by the parallel acylation with 9 azide-modifed N-

fmoc aminoacid and peptides (Table S5), the N-fmoc deprotection of the pooled reaction 

mixtures and purification. Cycle 3 consisted in the parallel ligation of 10 DNA tags 3 (Table 

S12) followed by the parallel Copper-Catalyzed Azide Alkyne “click” of 10 alkyne containing 

(hetero)aromatic compounds (Table S7) and purification. Cycle 4 consisted in the parallel 

ligation of the 46 DNA tags 4 (Table S9), the parallel acylation with 46 N-fmoc pentapeptides 

(Table S4) followed by the N-fmoc deprotection of the pooled reaction mixtures and 

purification. The pooled members of the resulting DEL were ligated with a closing primer 

containing a library tag.  
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Scheme S2 : Assembly scheme for the four-step split-and-pool synthesis of the DNA-encoded chemical library 

DEL-1.   

The DEL-1 barcoding scheme is depicted in Figure S1.  

 

Figure S1 : Barcoding scheme for DEL-1. The headpiece (HP) containing the forward primer sequence is in black, 

DNA Tag 1 in blue, DNA Tag 2 in red, DNA Tag 3 in green, DNA Tag 4 in light blue, Closing Primer in gray, ligation 

overhangs are underlined, the library barcode is boxed.  

1.3.2 General procedures for building block couplings in G4-DEL-1  

On-DNA amide coupling protocol 1: To a solution of Fmoc-peptide in DMA (100 µL, 250 eq., 

50 mM) was added an aqueous solution of DMTMM (100 µL, 250 eq., 50mM) and 200 µL 

DMA. The mixture was allowed to incubate at 25°C for 15 min. An aliquot of the growing DEL 

library (20 nmol, 100 µM) was then diluted in sodium borate-buffer (150 mM, pH 9.2) and the 

solution of activated peptide was added to the mixture. The reaction was allowed to proceed 

for 2 h at 25 °C under orbital agitation. After 2h, a fresh solution of activated peptide consisting 

of Fmoc-peptide in DMA (100 µL, 250 eq., 50 mM) and aqueous DMT-MM (100 µL, 250 eq., 

50mM) incubated for 15 min at 25 °C was added to the reaction mixture. The reaction was 

allowed to proceed overnight at 25°C under orbital agitation. The on-growing DEL-library was 
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precipitated in EtOH according to the general procedure and the outcome of the reaction was 

analyzed by UPLC-MS unless specified otherwise.  

On-DNA amide coupling protocol 2: To a solution of Fmoc-peptide in DMSO (20 µL, 50 eq., 50 

mM) was added solutions of EDC (22 eq., 30 mM in DMSO), HOAt (4.4 eq., 6 mM in DMSO) 

and DIPEA (22 eq., 30 mM in DMSO). The mixture was allowed to incubate at 25°C for 15 min. 

An aliquot of the growing DEL library (20 nmol, 250 µM) was then diluted in MOPS-buffer (50 

mM, pH 8, 5 mM NaCl) and the activated peptide solution was added to the mixture. The 

reaction was allowed to proceed for 2 h at 25°C under orbital agitation. After 2, 4 and 6h, fresh 

solutions of activated peptide (prepared as described above) were added to the reaction 

mixture. 2h after the last addition of activated peptide, the on-growing DEL-library was 

precipitated in EtOH according to the general procedure and the outcome of the reaction was 

analyzed by UPLC-MS unless specified otherwise.  

On-DNA amide coupling protocol 3: To a solution of Fmoc-peptide in DMSO (50 µL, 250 eq., 

100 mM) was added a premix solution of EDC/HOAt/NMM in DMSO (50µL, 50/10/50 mM 

respectively) and 100 µL DMSO. The resulting mixture was allowed to incubate at 30°C for 15 

min. An aliquot of the growing DEL library (20 nmol, 200 µM) was then diluted in MOPS-buffer 

(50 mM, pH 8.0, 5 mM NaCl) and the activated peptide solution was added to the resulting 

mixture. The reaction was allowed to proceed for 2 h at 30°C under orbital agitation. After 2h, 

a fresh solution of activated peptide consisting of Fmoc-peptide in DMSO (500 µL, 250 eq., 

100 mM) and EDC/HOAt/NMM premix solution in DMSO (50 µL, 50/10/50 mM) incubated for 

15 min at 30 °C was added to the reaction mixture. The reaction was allowed to proceed 

overnight at 30°C under orbital agitation. The on-growing DEL-library was precipitated in EtOH 

according to the general procedure and the outcome of the reaction was analyzed by UPLC-

MS unless specified otherwise.  

On-DNA CuAAC reaction: To a solution of on-growing DEL in degassed H2O (6.5 nmol, 250 

µM) was successively added an alkyne functionalized(hetero)aromatic building block in 

degassed DMF (40 eq., 13.33 mM), a THPTA solution in degassed H2O (10 eq., 33.33 mM), 

aminoguanidine-HCl in degassed H2O (100 eq., 66.67 mM) and CuSO4.H2O in degassed H2O 

(10 eq., 6.67 mM). Degassed HEPES-buffer (10X) was then added at 10% of the final volume 

(Vf = 182 µL) and degassed DMF was added to reach 40% v/v. Lastly, sodium ascorbate in 

degassed H2O (30 eq., 20 mM) was added to initiate the reaction. The mixture was incubated 

at 25°C for 2 h under orbital agitation. Identical solutions of THPTA, aminoguanidine, CuSO4, 

HEPES, DMF and sodium ascorbate were then added to the mixture and the reaction was 

allowed to proceed for 2 h at 25 °C under orbital agitation. After 2 h, an aqueous sodium EDTA 

solution (0.5 M) was added to the solution, the on-growing DEL-library was precipitated in 

EtOH according to the general procedure and the outcome of the reaction was analyzed by 

UPLC-MS unless specified otherwise.  
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1.3.3 Building Blocks Validation 

Cycle 1-4 building blocks used to assemble the G4-DEL-1 library were validated on model 

substrates as described below. The list of all selected building blocks and corresponding 

validation yields can be found in Table S4.  

Cycle 1 & Cycle 4: A total of 78 Fmoc protected pentapeptides (putative cycle 1 & 4 building 

blocks) sharing the common GNNNG pattern, where N is either A, F, L, P, R, W, were 

investigated. The coupling efficiency of each Fmoc-protected pentapeptide was assessed 

using the extended headpiece (Scheme S3) as the starting material, 2 nmoles per reaction.  

 

Scheme S3 : Synthesis of the extended headpiece (ext-HP) from the commercially available Headpiece (HP, IDT 

code: /5Phos/CAT CGA TTT GGC AGT CA/iSp9//iUniAmM//iSp9/T GAC TGC CAA ATC GAT GTG). 

On-DNA amide coupling reactions were investigated with three protocols (vide supra). 46 

Fmoc-protected pentapeptides that were found to be coupled with yields above 60% (based 

UPLC-MS analysis) were deemed suitable for the G4-DEL-1 assembly (Table S9).  

Cycle 2: 9 azide-modifed N-fmoc aminoacid and peptides (putative cycle 2 building blocks) 

were investigated. The coupling efficiency of each of the 9 putative building blocks was 

assessed using the extended headpiece grafted with either a GRRAG or a GAWRG 

pentapeptide (Figure S2) as the starting material at 2 nmole scale. Amide coupling reactions 

were performed according to general protocol 3 and all 9 building blocks were found to be 

incorporated with near quantitative yields (based UPLC-MS analysis) and therefore deemed 

suitable for G4-DEL-1 assembly (Table S5).  

 

Figure S2. Representative starting material for cycle 2 building block validation 

Cycle 3: 10 alkyne containing (hetero)aromatic compounds (putative cycle 3 building blocks) 

were investigated. The coupling efficiency of each of the 10 putative building blocks was 

assessed using the extended headpiece grafted with a GAWRG pentapeptide and an azide 

modified lysine (Figure S3) as the starting material in 2 nmoles scale. CuAAC reactions were 

performed with the “On-DNA CuAAC reaction” protocol (vide supra) and all 10 building blocks 

were found to be incorporated with quantitative yields (based UPLC-MS analysis) and 

therefore deemed suitable for G4-DEL-1 assembly (Table S7). 
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Figure S3 : Representative starting material for cycle 3 building block validation 

  1.3.4. Assembly of DEL-1:  

G4-DEL-1 was assembled mostly according to previously reported procedures.7 

Procedure for Cycle 1-DEL1 

460 nmoles of H2N-ext-HP S0 (Scheme S2) were partitioned into 46 wells (10 nmol, 25 µM in 

T4 DNA Ligase Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 1 duplexes (T1-X, 2 eq, 

table S9) were ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were 

subjected to ethanol precipitation using the general procedure and ligation successes were 

assessed using UPLC-MS (MW of 17655 for all ligated products) and agarose gel 

electrophoresis (according to the general procedure). Next, the selected 46 N-Fmoc 

pentapeptides (BB1) were reacted in parallel onto the T1 encoded amino headpieces (H2N-

ext-HP-T1-X) according to table S4 and using their appropriate on-DNA amide coupling 

protocol (see table S4 and general coupling procedures). After ethanol precipitations, the 

coupling efficiencies were confirmed using UPLC-MS and all 46 encoded Fmoc-protected 

pentapeptides were pooled to provide the crude S1 library (Figure S4).  

 

Figure S4 : UPLC chromatogram of crude N-Fmoc S1 library 

After an additional ethanol precipitation, the crude S1 library containing unreacted encoded S0 

was subjected to the cap-and-catch purification procedure described by Neri and 

colleagues287. The crude S1 (400 nmol in 700 µL of TEA.HCl buffer at pH 10.0) was incubated 

with biotin-NHS (130 eq, 50 mM) in DMSO for 4h at 37°C. After quenching (Tris.HCl, 0.5M, pH 

8.1) for 10 min, an EtOH precipitation was performed and the resulting biotin-capped mixture 

(1 mL in PBS 50 mM NaPi, 100 mM NaCl, pH 7.4) was subjected to streptavidin coated 

sepharose according to the following procedure. Streptavidin-coated sepharose (1.34 μL, 

Streptavidin sepharose high performance, GE Healthcare, 17-5113-01) was transferred into a 
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g = N-Fmoc S1 



241 
 

spin column (Costar Spin-X centrifuge tube filter, Corning Inc., 8163). The liquid was removed 

by centrifugation (1 min at 13.2 rpm). The sepharose was rinsed with water (2 × 400 μL) and 

PBS (50 mM NaPi, 100 mM NaCl, pH 7.4; 2 × 400 μL). The biotin-capped mixture in PBS (1 

mL) was added to the streptavidin-coated sepharose and incubated for 10 min with continuous 

horizontal shaking (150 rpm). The purified S1 solution (Figure S5) was collected by 

centrifugation (1 min at 13.2 rpm) into an Eppendorf centrifuge tube.  

 

Figure S5 : UPLC chromatogram of purified N-Fmoc S1 library. 

After ethanol precipitation, the purified N-Fmoc S1 mixture was solubilized in an aqueous 

solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution 

was subjected to EtOH precipitation to afford the purified S1 library (180 nmoles, 39% yield ; 

Figure S6).  
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Figure S6 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S1 library. 
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Procedure for Cycle 2-DEL1 

180 nmoles of S1 library were partitioned into 9 wells (20 nmoles, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 2 duplexes (T2-X, 2 eq, table S10) were 

ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were subjected to ethanol 

precipitation using the general procedure and ligation successes were assessed using UPLC-

MS (average MW of 23959 for ligated products) and agarose gel electrophoresis (according 

to the general procedure). Next, the selected 9 N-Fmoc azido cores (BB2) were reacted onto 

their corresponding T2 encoded S1 library members (H2N-BB1-ext-HP-T1s-T2-X) according 

to table S5 and using their appropriate on-DNA amide coupling protocol (see table S5 and 

general coupling procedures). After ethanol precipitations, the coupling efficiencies were 

confirmed using UPLC-MS and all wells were pooled to provide the crude N-Fmoc S2 library 

(Figure S7).  

 

Figure S7 : UPLC chromatogram of crude N-Fmoc S2 library. 

The crude N-Fmoc S2 library was purified by reverse-phase HPLC (Gilson – C18 Nucleosil 

column (Macherey-Nagel, 100 Å, 250 x 10 mm, 7 μm) with UV-monitoring at 260 nm and 280 

nm. A 4 mL/min flow linear gradient was applied from 0 to 80% B solvent for 20min. Solvent A 

(50 mM triethylammonium acetate buffer with 5% acetonitrile) and solvent B (acetonitrile with 

5% water) were used) and the purified N-Fmoc S2 library was solubilized in an aqueous 

solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution 

was subjected to EtOH precipitation then filtered twice using size-exclusion microcentrifuge 

tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 10kDa) to afford the purified S2 library (65 nmoles, 36% yield ; 

Figure S8).  
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Figure S8 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S2 library. 

Procedure for Cycle 3-DEL1  

65 nmoles of S2 library were partitioned into 10 wells (6.5 nmoles, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 3 duplexes (T3-X, 2 eq, table S12) were 

ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were subjected to ethanol 

precipitation using the general procedure and ligation successes were assessed using UPLC-

MS (average MW of 29710 for ligated products) and agarose gel electrophoresis (according 

to the general procedure). Next, the selected 10 alkyne containing (hetero)aromatic 

compounds (BB3) were reacted onto their corresponding T3 encoded S2 library members (N3-

BB2-BB1-ext-HP-T1s-T2s-T3-X) according to table S7 and using the On-DNA CuAAC reaction 

protocol. After ethanol precipitations, the coupling efficiencies could not be confirmed using 
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UPLC-MS due to mass redundancies and were assessed via streptavidin induced 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA) using the following procedure. All wells were 

pooled to provide the S3 library which was filtrated twice using size-exclusion microcentrifuge 

tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 10kDa ; Figure S9).  

 

Figure S9 : UPLC chromatogram of S3 library. 

An aliquot of the S3 library (2 nmoles) was reacted with alkyne-PEG4-biotin according to the 

On-DNA CuAAC reaction protocol. In parallel an aliquot of the extended heapiece S0 

functionalized with an azido group (2 nmoles) was also reacted with alkyne-PEG4-biotin 

according to the On-DNA CuAAC reaction protocol (Scheme S4). 

 

Scheme S4 : Synthesis of the biotin functionalized extended-headpiece. 

Both crude reactions were subjected to ethanol precipitation and a streptavidin gel-shift assay 

was performed by loading both reactions on agarose gel (according to the general procedure) 

in the absence or presence (5 µg) of streptravidin (Figure S10).  

 

Figure S10 : S3 coupling efficiencies assessment via streptavidin electrophoretic mobility shift assay. 
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The S3 library was further purified by performing four consecutive size-exclusion filtration using 

microcentrifuge tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 30kDa) to afford the purified S3 library (31.7 

nmoles, 48.7% yield ; Figure S11). 

 

Figure S11 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S3 library. 

Procedure for Cycle 4-DEL1  

31 nmoles of S3 library were partitioned into 46 wells (0.67 nmole, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 4 duplexes (T4-X, 2 eq, table S9) were 

ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were subjected to ethanol 

precipitation using the general procedure and ligation successes were assessed using agarose 
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gel electrophoresis (according to the general procedure). Next, the selected 46 N-Fmoc 

pentapeptides (BB4) were reacted in parallel onto the T4 encoded S3 library members (NH2-

(BB3)-BB2-BB1-ext-HP-T1s-T2s-T3s-T4-X) according to table S4 and using their appropriate 

on-DNA amide coupling protocol (see table S4 and general coupling procedures). The coupling 

efficiencies could not be confirmed using UPLC-MS due to quantity limitations and mass 

redundancies. After ethanol precipitations, all wells were pooled to provide the crude N-Fmoc 

S4 library (Figure S12).  

 

Figure S12 : UPLC chromatogram of crude N-Fmoc S4 library. 

The crude N-Fmoc S4 library containing unreacted T4 encoded S3 library members was 

subjected to the biotin/streptavidin cap-and-catch purification procedure described in Cycle 1. 

To confirm the success of the cap and catch procedure streptavidin induced EMSA was 

performed as described in Cycle 3. The crude reaction was subjected to ethanol precipitation 

and a streptavidin gel-shift assay was performed by loading both reactions on agarose gel 

(according to the general procedure) in the absence or presence (5 µg) of streptravidin (Figure 

S13).  

 

Figure S13 : N-Fmoc S4 purity assessment via streptavidin electrophoretic mobility shift assay. 

The purified N-Fmoc S4 was solubilized in an aqueous solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) 

and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution was subjected to EtOH precipitation 

then filtered four times using size-exclusion microcentrifuge tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 

30kDa) to afford the purified S4 library (7.75 nmoles, 24,5% yield).  
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Cycle 4 was completed by the ligation of a common closing primer (CP1) containing a 7 bp 

library barcode according to standard procedures. After EtOH precipitation, the fully assembled 

G4-DEL1 library was filtered four times using size-exclusion microcentrifuge tubes 

(Amicon®Ultra-0.5mL, 50 kDa) to afford the purified G4-DEL1 library (5.47 nmoles, overall 

yield of 1.2 %). 

Figure SX recapitulate the agarose gel electrophoresis analysis of the pooled S0, S1, S2, S3, 

S4 and G4-DEL1 library members. 

 

Figure S14 : Agarose gel electrophoresis analysis of cycle 1 to cycle 4 G4-DEL1 library.  

1.4 Preparation of the 696.200 G4-DEL-2 library 

1.4.1 General synthetic sequence for G4-DEL-2 and barcoding scheme. 

DNA encoded library G4-DEL-2 was assembled in four cycles as depicted in Scheme S5. First, 

an amino PEG3 spacer was installed onto the previously reported extended headpiece primer 

(ext-HP, Figure S5). Cycle 1 consisted in the parallel ligation of 59 DNA tags 1 (Table S9) 

followed by the parallel acylation with 59 N-fmoc pentapeptides (Table S4), the N-fmoc 

deprotection of the pooled reaction mixtures and purification. Cycle 2 consisted in the parallel 

ligation of 4 DNA tags 2 (Table S11) followed by the parallel acylation with 4 trifunctionnal 

(azide/carboxylic acid/N-fmoc) heteroaromatic cores (Table S6), the N-fmoc deprotection of 

the pooled reaction mixtures and purification. Cycle 3 consisted in the parallel ligation of 50 

DNA tags 3 (Table S13) followed by the parallel Copper-Catalyzed Azide Alkyne “click” of 50 

azide containing non- and proteinogenic side-chains (Table S8) and purification. Cycle 4 

consisted in the parallel ligation of the 59 DNA tags 4 (Table S9), the parallel acylation with 59 

N-fmoc pentapeptides (Table S4) followed by the N-fmoc deprotection of the pooled reaction 

mixtures and purification. The pooled members of the resulting DEL were ligated with a closing 

primer containing a library tag.  

for completion using agarose gel electrophoresis (5% in TBE buffer, gel red precasted).  

 

 

Lane Sample 

1 GeneRuler Ultra Low Range 

DNA Ladder (10 to 300 bp) 

2 DEL S1 – HP 

3 DEL S2 – HP-T1 

4 DEL S3 – HP-T1-T2 

5 DEL S4 – HP-T1-T2-T3 

6 DEL S5 – HP-T1-T2-T3-T4 

7 DEL S5 – HP-T1-T2-T3-T4-CP 
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Scheme S5 : Assembly scheme for the four-step split-and-pool synthesis of the DNA-encoded chemical library 

G4-DEL-2.   

The DEL-2 barcoding scheme is depicted in figure S15.  

 

Figure S15 : Barcoding scheme for DEL-2. The headpiece (HP) containing the forward primer sequence is in black, 

DNA Tag 1 in blue, DNA Tag 2 in green, DNA Tag 3 in orange, DNA Tag 4 in light blue, Closing Primer in gray, 

ligation overhangs are underlined, the library barcode is boxed.  

1.4.2 General procedures for building block couplings in G4-DEL-2. 

On-DNA amide coupling protocol 1, 2 and 3 were used as described above (p239-240).  

On-DNA amide coupling protocol 4: To a solution of Fmoc-trifonctionnal cores in DMA (50 µL, 

250 eq., 100 mM) was added an organic solution of HATU (50 µL, 125 eq., 50 mM) and 2,6-

Lutidine (50 µL, 625 eq., 10 mM) in DMA. The mixture was allowed to incubate at 30°C for 15 

min. An aliquot of the growing DEL library (20 nmol, 100 µM) was then diluted in sodium borate-

buffer (150 mM, pH 9.2) and the solution of activated cores was added to the mixture. The 

reaction was allowed to proceed for 2 h at 25 °C under orbital agitation. After 2h, a fresh 

solution of activated cores consisting of Fmoc-trifunctional cores in DMA (100 µL, 250 eq., 50 

mM) and HATU (50 µL, 125 eq., 50 mM)/2,6-Lutidine (50 µL, 625 eq., 10 mM) incubated for 

15 min at 30°C was added to the reaction mixture. The reaction was allowed to proceed 

overnight at 30°C under orbital agitation. The on-growing DEL-library was precipitated in EtOH 



250 
 

according to the general procedure and the outcome of the reaction was analyzed by UPLC-

MS unless specified otherwise. 

On-DNA CuAAC reaction was used as described above (p240).  

1.4.3 Building Blocks Validation. 

Cycle 1-4 building blocks used to assemble the G4-DEL-2 library were validated on model 

substrates as described below. The list of all selected building blocks and corresponding 

validation yields can be found in Table S4.  

Cycle 1 & Cycle 4: A total of 78 Fmoc protected pentapeptides (putative cycle 1 & 4 building 

blocks) sharing the common GNNNG pattern, where N is either A, F, L, P, R, W, were 

investigated. The coupling efficiency of each Fmoc-protected pentapeptide was assessed 

using the extended headpiece (Scheme S5) as the starting material, 2 nmoles per reaction. 

On-DNA amide coupling reactions were investigated with amide coupling protocol 1 (DMT-

MM). 59 Fmoc-protected pentapeptides that were found to be coupled with yields above 70% 

(based UPLC-MS analysis) were deemed suitable for the G4-DEL-1 assembly (Table S4). 

Cycle 2: 4 alkyne/carboxylic acid/N-Fmoc trifunctional cores (putative cycle 2 building blocks) 

were investigated. The coupling efficiency of each of the 4 putative building blocks was 

assessed using the ext-HP as starting material at 2 nmole scale. Amide coupling reactions 

were performed according to general protocol 3 (and 4 for the trioxazole derivative). All 4 

building blocks were found to be incorporated from 65 to quantitative yields (based UPLC-MS 

analysis) and therefore deemed suitable for G4-DEL-2 assembly (Table S6). 

Cycle 3: 50 azide-bearing compounds (putative cycle 3 building blocks) were investigated. The 

coupling efficiency of each of the 50 putative building blocks was assessed using the extended 

headpiece grafted with a pentinoic acid (Figure S16, left) as the starting material in 2 nmoles 

scale. The coupling of some of them were also assessed using the extended headpiece grafted 

with the trifunctional indolizine-2 and the ext-DAP (Figure S16, right). CuAAC reactions were 

performed with the “On-DNA CuAAC reaction” protocol (p240) and all 50 building blocks were 

found to be incorporated with yields above 80% (based UPLC-MS analysis) and therefore 

deemed suitable for G4-DEL-2 assembly (Table S8). 

 

Figure S16 : Representative starting materials for cycle 3 building block validation 
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1.4.4 Assembly of DEL-2 

DEL-2 was assembled mostly according to previously reported procedures. 

Procedure for Cycle 1-DEL2 

590 nmoles of H2N-ext-HP S0 (Scheme S5) were partitioned into 59 wells (10 nmol, 25 µM in 

T4 DNA Ligase Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 1 duplexes (T1-X, 2 eq, 

table S9) were ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were 

subjected to ethanol precipitation using the general procedure and ligation successes were 

assessed using UPLC-MS (MW of 17655 for all ligated products) and agarose gel 

electrophoresis (according to the general procedure). Next, the selected 59 N-Fmoc 

pentapeptides (BB1) were reacted in parallel onto the T1 encoded amino headpieces (H2N-

ext-HP-T1-X) according to table S4 and using their appropriate on-DNA amide coupling 

protocol (see table S4 and general coupling procedures). After ethanol precipitations, the 

coupling efficiencies were confirmed using UPLC-MS and all 59 encoded Fmoc-protected 

pentapeptides were pooled to provide the crude S1 library. 

After an additional ethanol precipitation, the crude S1 library was filtrated twice using size-

exclusion microcentrifuge tubes (Amicon® Ultra-0.5mL, 10kDa) to provide the purified S1 

mixture into an Eppendorf centrifuge tube.  

After ethanol precipitation, the purified N-Fmoc S1 mixture was solubilized in an aqueous 

solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution 

was subjected to EtOH precipitation to afford the purified S1 library (430 nmoles, 73% yield ; 

Figure S17). 
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Figure S17 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S1 library. 
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Procedure for Cycle 2-DEL2 

320 nmoles of S1 library were partitioned into 4 wells (80 nmoles, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each 80 nmoles wells (subdivided in 4 x 20 nmol), distinct Tag 

2 duplexes (T2-X, 2eq., table S11) were ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 

16°C. Wells were subjected to EtOH precipitation according to general procedure. Ligation 

successes were assessed using UPLC-MS (average MW 23737 for ligated products) and 

agarose gel electrophoresis (according to the general procedure). Next, the selected 4 

trifunctional cores (BB2) were reacted onto their corresponding T2 encoded S1 library 

members (H2N-BB1-ext-HP-T1s-T2-X) according to table S6 and using their appropriate on-

DNA amide coupling protocol (see table S6 and general coupling procedures). After ethanol 

precipitations, the coupling efficiencies were confirmed using UPLC-MS.  

After filtration using size-exclusion microcentrifuge tubes (Amicon® Ultra-0.5mL, 10kDa), each 

well (80nmoles – 4x20 nmoles aliquot) was subjected to the cap-and-catch purification 

procedure described by Neri and colleagues287. The crude wells (80 nmol in 320 µL of TEA.HCl 

buffer at pH 10.0) was incubated with biotin-NHS (300 eq, 50 mM) in DMSO for 4h at 37°C. 

After quenching (Tris.HCl, 0.5M, pH 8.1) for 10 min, an EtOH precipitation was performed and 

the resulting biotin-capped mixture (500 µL in PBS 50 mM NaPi, 100 mM NaCl, pH 7.4) was 

subjected to streptavidin coated sepharose according to the following procedure. Streptavidin-

coated sepharose (534 μL, Streptavidin sepharose high performance, GE Healthcare, 17-

5113-01) was transferred into a spin column (Costar Spin-X centrifuge tube filter, Corning Inc., 

8163). The liquid was removed by centrifugation (1 min at 13.2 rpm). The sepharose was 

rinsed with water (8 × 650 μL) and PBS (50 mM NaPi, 100 mM NaCl, pH 7.4; 8 × 650 μL). The 

biotin-capped mixture in PBS (500 µL) was added to the streptavidin-coated sepharose and 

incubated for 10 min with continuous horizontal shaking (150 rpm). The purified solutions 

(Figure S18) were collected by centrifugation (1 min at 13.2 rpm) and filtrated using size-

exclusion microcentrifuge tubes (Amicon® Ultra-0.5mL, 10kDa). Streptavidin gel-shift assay 

showed residual biotinylated compounds on agarose gel electrophoresis (according to the 

general procedure). The wells were independently engaged in a second cap-and-catch 

procedure following the same protocol. The purified solutions were collected, and a 

streptavidin gel-shift assay was performed by loading the mixture on agarose gel (according 

to the general procedure) in the absence or presence (5 µg) of streptravidin (Figure 78, p116). 

The purified N-Fmoc S2 solutions were pooled to provide the crude N-Fmoc S2 library (Figure 

S18). 

 

Figure S18 : UPLC chromatogram of purified N-Fmoc S2 library. 
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After ethanol precipitation, the purified N-Fmoc S2 library was solubilized in an aqueous 

solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution 

was subjected to EtOH precipitation to afford the purified S2 library (150 nmoles, 47% yield ; 

Figure S19).  

Figure S19 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S2 library. 

Procedure for cycle 3-DEL2 

150 nmoles of S2 library were partitioned into 50 wells (3 nmoles, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each well, distinct Tag 3 duplexes (T3-X, 2eq., table S13) were 

ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were subjected to ethanol 

precipitation using the general procedure and ligation successes were assessed using UPLC-

MS (average MW of 29722 for ligated products) and agarose gel electrophoresis (according 

to the general procedure). Next, the selected 50 azide containing proteinogenic or non-
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proteinogenic side chains (BB3) were reacted onto their corresponding T3 encoded S2 library 

members (Alk-BB2-BB1-ext-HP-T1s-T2s-T3-X) according to table S8 and using the On-DNA 

CuAAC reaction protocol. After ethanol precipitations, the coupling could not be confirmed 

using UPLC-MS due to mass redundancies and were assessed via streptavidin induced 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA) using the following procedure. All wells were 

pooled to provide the crude S3 library which was filtrated twice using size-exclusion 

microcentrifuge tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 10kDa ; Figure S20).  

 

Figure S20 : UPLC chromatogram of crude S3 library. 

The crude S3 library was reacted with azide-PEG3-biotin according to the On-DNA CuAAC 

reaction protocol (Scheme S6). The mixture was subjected to the biotin/streptavidin catch 

purification procedure as described in Cycle 2. Two rounds of biotin-catch were sequentially 

performed to fully purify the S3 library. 

 

Scheme S6 : Functionalization of unreacted N3-BB2-BB1-ext-HP-T1s-T2s-T3s with biotin.  

After filtration using size-exclusion microcentrifuge tubes (Amicon® Ultra-0.5mL, 30kDa), the 

success of the cap-and-catch procedure was assessed by EMSA (Figure 80, p118) on agarose 

gel as described in Cycle 2. The S3 library was subjected to ethanol precipitation to afford the 

purified S3 library (49 nmoles, 33% yield ; Figure S21). 
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Figure S21 : UPLC chromatogram and ESI mass spectrum of purified S3 library. 

Procedure for Cycle 4-DEL2 

47.2 nmoles of S3 library were partitioned into 59 wells (0.8 nmole, 25 µM in T4 DNA Ligase 

Reaction Buffer from NEB). In each well distinct Tag 4 duplexes (T4-X), 2 eq., table S9) were 

ligated using T4 DNA ligase (50 µM, NEB) for 12h at 16°C. Wells were subjected to ethanol 

precipitation using the general procedure and ligation successes were assessed using agarose 

gel electrophoresis (according to the general procedure). Next, the selected 59 N-Fmoc 

pentapeptides (BB4) were reacted in parallel onto the T4 encoded S3 library members (NH2-
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efficiencies could not be confirmed using UPLC-MS due to quantity limitations and mass 

redundancies. After ethanol precipitations, all wells were pooled to provide the crude N-Fmoc 

S4 library (Figure S22). 

 

Figure S22 : UPLC chromatogram of purified N-Fmoc S4 library. 

The crude N-Fmoc S4 library containing unreacted T4 encoded S3 library members was 

subjected to the biotin/streptavidin cap-and-catch purification procedure described in Cycle 2. 

The purified N-Fmoc S4 was solubilized in an aqueous solution of 10% piperidine (1 mL, v/v) 

and incubated at 25°C for 45min. The resulting solution was subjected to EtOH precipitation 

then filtered four times using size-exclusion microcentrifuge tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 

30kDa) to afford the purified S4 library (5.04 nmoles, 10.7% yield). 

Cycle 4 was completed by the ligation of a common closing primer (CP2) containing a 7 bp 

library barcode according to standard procedures. After EtOH precipitation, the fully assembled 

G4-DEL1 library was filtered six times using size-exclusion microcentrifuge tubes 

(Amicon®Ultra-0.5mL, 50 kDa) to afford the purified G4-DEL1 library (3 nmoles, overall yield 

of 0.51 %). 

1.5 Affinity selection of G4-DEL-1 against streptavidin bound G4 structures and controls 

  1.5.1. Affinity selection targets 

All affinity selections were performed with biotin oligonucleotides immobilized onto magnetic 

Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1. The full list of oligonucleotides used as targets can be 

found on Table 9, p129, and Table 14, p145.  

Circular dichroism studies were performed with the biotinylated oligonucleotide to confirm the 

expected folding. Annealing/folding were performed by heating each oligonucleotide (1.67 µM)‘ 

at 80°C for 5 min in selection buffer (100mM KCl, 0.01% Tween-20, 1X PBS pH 7.4) and 

cooling to room temperature over 2 h. CD spectra were recorded at 25°C with wavelength 

range of 220 to 320 nm on a Jasco J-810 spectropolarimeter using 1 cm length quartz cuvette. 

Each spectrum was an average of three scans with a 0.5 s response time, a 1 nm data pitch, 

a 4 nm bandwidth and a 200 nm.min-1 scanning speed.  
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Figure S23 : CD analyses (1.67 µM in100 mM KCl, 0.01% Tween-20, 1X PBS pH 7.4) of biotin-oligonucleotide 

targets. 

1.5.2. General procedure for affinity selections 

All affinity selections were performed according to the following general procedure.  

1/ Target loading 

Dynabeads® MyOneTM Streptavidin T1 (80 µL, 10 mg/mL, ss oligonucleotides binding ~400 

pmol/mg) were transferred to a microcentrifugal tube (0.5 mL) and placed on a magnet for 2 

min. After removal of the supernatant by pipetting, the beads were washed three times with 

160 µL of 1X Binding and Washing buffer (1X B/W buffer = 5 mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA, 

1 M NaCl, pH 7.5, filtered with 0.45 µm filter). The magnetic beads were resuspended in 160 

µL (5 mg/mL, 320 pmol) of 2X B/W buffer and 160 uL of biotinylated oligonucleotide target (5 

eq., 10 pmol/µL in H2O) was added. The heterogeneous mixture was incubated for 15 min at 

room temperature using gentle rotation of 500 rpm. Tubes were then placed on a magnet for 

2 min, the supernatant was removed by pipetting and the oligonucleotide coated magnetic 

beads were washed twice with 160 µL 1X B/W buffer.  

2/ Beads capping 

The oligonucleotide coated magnetic beads were resuspended in 160 µL (5 mg/mL, 320 pmol) 

of 2X B/W buffer and 160 µL of biotin (100 eq., 200 pmol/µL in H2O) was added. The 

heterogeneous mixture was incubated for 15 min at room temperature using gentle rotation of 

500 rpm. Tubes were then placed on a magnet for 2 min, the supernatant was removed by 

pipetting and the oligonucleotide coated magnetic beads were washed twice with 160 µL 1X 

B/W buffer.  
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3/ Beads splitting and target folding 

The oligonucleotide coated magnetic beads were resuspended in 80 µL (10 mg/mL, 320 pmol) 

of 1X B/W buffer and washed 3 times with 160 µL of incubation buffer (i-buffer: 100 mM KCl, 

0.01% Tween-20 (unless otherwise specified), 1X PBS pH 7.4). The oligonucleotide coated 

magnetic beads were then suspended in 80 µL of i.buffer and splitted in 12 microcentrifuge 

tubes (6.25 µL, 25 pmol,). Each batch of beads (6.25 µL, 25 pmol) were diluted up to 62.5 µL 

with i.buffer (final concentration of 1 mg/mL), and subjected to annealing/folding by heating at 

80°C for 5 min and slowly cooling (2h) to room temperature. 6.5 µL of genomic DNA (10X 

Herring Sperm DNA, 100 eq., 10 µg/µL) were added in each aliquot (unless otherwise 

specified) and the heterogeneous mixture was incubated at room temperature for 15 min at 

500 rpm. Each aliquot can be used for one selection experiment.  

4/ Incubation, washes and elution   

A selection was performed by adding 5 µL of G4-DEL-1 (1 µM, 5 pmoles) to one aliquot of 

oligonucleotide coated magnetic beads (67.57 nM final G4-DEL-1 concentration) and 

incubating for 1h at room temperature at 500 rpm. After 1h selection tubes were placed on a 

magnet for 2 min, the supernatant (flow-through of selection) was removed by pipetting and 

the ligands/oligonucleotide coated magnetic beads were subjected to various wash procedures 

listed below depending on the selection stringencies.  

WASH1: 5x i.buffer (100 µL) at 25°C 

WASH2: 3x i.buffer (100 µL) at 25°C then 1x i.buffer (100 µL) at 50°C then 1x i.buffer (100 µL) at 25°C 

WASH3: 3x i.buffer (100 µL) at 25°C then 2x i.buffer (100 µL) at 50°C then 1x i.buffer (100 µL) at 25°C 

WASH4: 3x i.buffer (100 µL) at 25°C then 1x i.buffer (100 µL) at 70°C then 1x i.buffer (100 µL) at 25°C 

WASH5: 2x i.buffer (100 µL) at 25°C then 1x i.buffer (100 µL) at 70°C then 1x i.buffer (100 µL) at 80°C 

then 1x i.buffer (100 µL) at 25°C.  
 
The washes incubation time was 10 min and pre-heated i-buffer were used for hot washes. 

Elutions of the selected ligands were performed by incubating 100 µL milliQ water (unless 

otherwise specified) pre-heated at 95°C for 5 min. The tubes were then placed on a magnet 

for 2 min and the supernatant (selection elution) were collected using a pipette.  

1.5.3. Post-selection PCR amplification of the DNA barcodes for illumina HTS sequencing 

The elution solutions of each selection experiments were EtOH precipitated according to the 

general procedure and solubilized in 10 µL of milliQ H2O. 2 µL of each elution solutions were 

used to quantify the amount of DNA recovered after selections using quantitative PCR (qPCR) 

according to reported procedures345. qPCR was carried out by using a AriaMx Real-Time PCR 

System (Agilent). In a 96-well reaction plate (Agilent Technologies, Skirted, Polypropylene) 

were combined to a total volume of 20 µL: selection eluate (2 µL), forward primer (2 µL, 5 µM), 

reverse primer (2 µL, 5 µM), PowerUp SYBR Green Master Mix (10 µL, Applied Biosystems) 

and 4 µL of water. All qPCR experiments were conducted at 95°C for 10 min followed by 20 to 

30 cycles (depending on the initial quantity of DNA) of 95°C for 30 sec (denature), 68°C for 3 
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min (anneal/extend). The specificity of the reactions was verified by melting curve analysis and 

gel electrophoresis.  

Each selection elutes were then amplified by PCR for high throughput DNA sequencing using 

primers that are compatible with Illumina sequencing instruments: 

Forward primer with illumina multiplexing adapter:  CAA GCA GAA GAC GGC ATA CGA GAT 

NNN NNN GTG ACT GGA GTT CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC T TGA CTG CCA AAT 

CGA TGT G. The underlined sequence is complementary to the eluate DNA sequences, the 

bold sequence marks an index unique for each eluate amplification.  

Reverse primer = TruSeq Universal Adapter: A ATG ATA CGG CGA CCA CCG AGA TCT 

CAC TTT CCC TAC ACG ACG CTC TTC CGA TCT G CAG GTG AAG CTT GTC TG. The 

underlined sequence is complementary to the eluate DNA sequences.  

After PCR amplification, the DNA amplicons of each selection were purified using gel 

electrophoresis. Amplicons were loaded on UltraPure Agarose 5% gels in TBE buffer and the 

gel were run at 90 V, 300 mA for 2 h. The DNA bands of interest were identified using a Gel 

Doc XR+ System (Bio-Rad), cut-off the gel and incubated in extraction buffer (1 M Tris-HCl, 

0.5 M Na2EDTA, 25 mM NaCl) at 30°C for 16 h.  The extracted DNA was concentrated, filtered 

twice using size-exclusion microcentrifuge tubes (Amicon®Ultra-0.5mL, 10kDa) and   

quantified using agarose gel electrophoresis (GeneRulerTM Ultra Low Range DNA Ladder, 

Thermo Scientific). The DNA amplicons of all selections were pooled in equimolar ratios and 

submitted to HTS. Deeper sequencing was also performed for PCR-amplified samples of the 

strating naïve (unselected) library. 

1.5.4. List and details of reported selection experiments 

The details of reported affinity selection experiments (target, buffer, wash procedure, elution 

procedure and selection efficiency) are listed on Table S1.  

Table S1 : Characteristics of affinity selection experiments 

 Target 
Selection 

buffer 
Additive Washes Elution 

Output quantity in 
copies and % 

recovery1 

Myc / parallel 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel01 
5.91E+09 

1.96‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel02 
7.62E+09 

2.53‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH2 

95°C 
mQw 

o-Sel04 
7.92E+08 

0.26‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4 

95°C 
mQw 

o-Sel07 
3.53E+08 

0.12‰ 
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Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4 

95°C 
mQw 

n-Sel05&14 
1.41E+08 
0.047‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH5 

95°C 
mQw 

n-Sel06 
1.42E+8 
0.047‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4/WASH4 

95°C 
mQw 

n-Sel07 
2.86E+08 
0.095‰ 

Controls 

Biotin coated 
Streptavidin 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel15 
1.06E+08 
0.035‰ 

Biotin coated 
Streptavidin 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel16 
2.44E+08 
0.081‰ 

hp1 
(5eq) 

i.buffer / WASH1 
95°C 
mQw 

n-Sel16 
6.55E+07 
0.022‰ 

hp1 
(5eq) 

i.buffer / WASH1 
95°C 
mQw 

n-Sel17 
1.36E+08 
0.045‰ 

Other G4 targets 

Kit1-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel21 
8.01E+09 

2.66‰ 

Myc22-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4 

95°C 
mQw 

n-Sel34 
1.03E+09 
0.34‰ 

Myc22-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4 

95°C 
mQw 

n-Sel35 
2.81E+09 
0.94‰ 

22CTA-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel20 
2.62E+08 
0.087‰ 

wtTel26-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

o-Sel19 
1.27E+09 
0.42‰ 

Additional selection experiments  

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
0.1% T-20 

Herring 
Sperm DNA 

WASH1 
95°C 
mQw 

o-Sel03 
1.29E+09 
0.43‰ 

Myc-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH4 

65°C 
DMSO 

o-Sel08 
6.45E+07 
0.022‰ 

Myc-biot 
(0.5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH1 

95°C 
mQw 

Ave. o-Sel11/12 
2.04E+07 
0.0068‰ 

Kit1-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH3 

95°C 
mQw 

o-Sel24 
1.19E+07 
0.004‰ 

22CTA-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH3 

95°C 
mQw 

o-Sel23 
1.78E+07 
0.006‰ 

wtTel26-biot 
(5eq) 

i.buffer 
Herring 

Sperm DNA 
WASH3 

95°C 
mQw 

o-Sel22 
1.08E+08 
0.035‰ 
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1.6 High Throughput Sequencing 

High Throughput Sequencing was performed on an Illumina NextSeq 500 instrument using 

High Output Kit v2 (75 cycles). The pool of selection and naïve library amplicons were mixed 

with 10 % PhiX. Deep sequencing data were demultiplexed and recovered in FASTQ format 

using bcl2fastq Conversion Software (Illumina). The resulting raw data files (FASTQ files) were 

processed using a software suite called PATTERNITY-SEQ, developed from the aptamer 

platform in MIRCen (https://jacob.cea.fr/drf/ifrancoisjacob/english/Pages/Departments/ 

MIRCen/Platforms.aspx?Type=Chapitre&numero=6). The different steps of the sequencing 

analysis are recapitulated below. First, adapter and primer sequences were removed from 

each sequence, keeping only variable regions. Then, sequences that contained at least one 

base with a quality score (Q) below 30 were removed before being saved in a FASTA format. 

This quality score can be converted to a probability of error (P) using the formula P = 10(–

Q/10). Thus, the recovered sequences contain bases with a potential probability of error below 

0.001 (1 in 1000). Only sequences with a frequency >0.0001% in at least one selection were 

recovered to decrease the time of analysis and to remove sequences of poor interest.  

Sequence data were then converted back into encoded chemical information computationally. 

The frequency of each compound for every selection were output into an excel file and the 

frequency of each individual building block was calculated for every selection. For each 

compound n, a normalized ratio (RN) relative to unselected naïve library was calculated for 

each selection x as described by the formula: 

𝑅𝑁𝑛,𝑥 =
𝑟𝑛,𝑥 0⁄

∑ 𝑟𝑛,𝑥 0⁄𝑛𝜖𝐵

    

where B = all library members and 

𝑟𝑛,𝑥/0 =
𝑓𝑛,𝑅=𝑥

𝑓𝑛,𝑅=0
 

where 𝑓n,R=x is the frequency of the compound n in the library after the selection 𝑥 and 𝑓n,R=0 

is the frequency of the compound n in the starting library. Accordingly, the sum of RNs for a 

selection x is equal to 1 and the enrichment (E) in % of each compound n after selection x can 

be calculated by the formula: 

𝐸𝑛,𝑥 =
𝑅𝑁𝑛,𝑥 − 1/𝑁

1/𝑁
× 100 

where N is the number of compounds for which a RN could be calculated for the selection x. 

Accordingly, the sum of Es for a selection x is equal to 0%. Finally, an Enrichment Fold (EF) 

can be calculated by the formula: 

𝐸𝐹𝑛,𝑥 =
𝑅𝑁𝑛,𝑥 × (𝐸𝑛,𝑥 × 𝑅𝑁𝑛,𝑥)

𝑅𝑁𝑛,𝑥
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The same calculation was also performed to calculate RN, E and EF for each building block. 

In total, about 60 million reads were determined from the no-target (naïve) selection and about 

5 million reads were determined from each of the reported selections (Table S1). To estimate 

a coefficient of variation of the measured frequencies of compounds inside 5 million reads, the 

60 millions of sequencing reads from the naive library were randomly distributed into 12 files 

of 5 million reads, the mean frequency and its standard deviation were calculated for each 

compounds in order to calculate for each frequency a coefficient of variation, which 

corresponds to the ratio of standard deviation to the mean (Figure S24). Of 190,440 

sequences, only those sequences for which the CV was below 60% (180 014 sequences) were 

considered for analysis (Figure S25). Only sequences for which CV was below 50% and 

frequency within the naïve library was above 5.10-4 (175 242 sequences) were considered for 

the selection of enriched library members and controls to be resynthesized (Figure S25).  

 

Figure S24 : Analysis of high-throughput sequencing results. Actual (dots) vs expected (vertical line) frequency for 

all library members obtained from naïve library sequencing. This plot shows the distribution of sequence 

frequencies within the 190 440 sequences of the naive G4-DEL1 library (x axis) versus the abundance of each 

frequency in sequence counts (y axis). The blue vertical indicates the theoretical frequency for each sequence 

assuming equal abundance of each of the 190 400 sequences analyzed by 60 million sequence reads.    
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Figure S25 : Graphical representation of the correlation between the frequency of the 190 440 sequences in the 

naive G4-DEL1 library (x axis) and their coefficient of variation (y axis).  To determine the coefficient of variation for 

each sequence, 60 million of the reads were randomly distributed into clusters of 5 million reads and the ratio of 

standard deviation to the mean was calculated for each sequence from those clusters.  Only sequences for which 

CV was below 60% (180 014 sequences) were considered for statistical analysis of the selections (below the blue 

horizontal). Only sequences for which CV was below 50% and frequency within the naïve library was above 5.10-4 

(175 242 sequences) were considered for the selection of enriched library members and controls to be 

resynthesized (within the green box). 

Individual building blocks enrichment were calculed for each DEL cycle and each selection 

experiments as depicted in Figure S26, Figure S27, Figure S28. Abundance and correlation 

were schematically represented against Myc G4 and 22CTA G4 in Figure S29. 
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Figure S26 : Schematic representation of the Enrichment (E) in % of each DEL1 building blocks after selections 

against Myc G4 and across various selection stringencies. Selection wash temperatures are indicated in selection 

labels (x axis), 2rnds signifies two successive rounds of selections against Myc G4 (Table S1). 

A
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Figure S27 : Schematic representation of the Enrichment (E) in % of each DEL1 building blocks after selections 

against wTel26, 22CTA, Kit1 and Myc G4. Gentle (25°C) wash procedures were used in all selections. 
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Figure S28 : Schematic representation of the Enrichment (E) in % of each DEL1 building blocks after selections 

against Myc and Myc22 G4. Harsh (70°C) wash procedures were used in both selections.  
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Figure S29 : Schematic representation of DEL-1 building blocks abundance and correlation within the 100 most 

enriched compounds identified after two successive rounds (2rnds) of selections against Myc G4 (A) and selection 

with 22CTA G4 (B). A mild wash procedure (50°C) was implemented in the selection displayed in B whereas a 

harsh wash procedure (70°C) was implemented in the selection displayed in A (Table S1). Variation of node size 

and color (gradient from green to red) represent the abundance of individual building blocks across selections. 

Variation of building block connecting line size and colors represent the abundance of building block correlations 

across selections. Created with Cytoscape. 
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Table S2 : HTS normalized reads pre- and post-selections for selected compounds and controls and 

corresponding enrichment values. 

Target Compound 
Normalized 

reads  
pre-selection 

Normalized 
reads  

post-selection 
Wash protocol Enrichment 

MYC 

1-PDP 221 

1907 WASH1 8.6 

2401 WASH3 10.9 

3021 WASH4 13.7 

4757 WASH5 21.5 

2273 WASH4/WASH4 10.3 

Strept. 181 WASH1 0.8 

hp1 436 WASH1 2 

Myc22 1964 WASH4 8.9 

Kit1 1381 WASH1 6.3 

22CTA 736 WASH1 3.3 

wtTel26 1450 WASH1 6.6 

 

MYC 

2-PDC3 36 

88 WASH1 2.4 

111 WASH3 3.1 

158 WASH4 4.4 

183 WASH5 5.1 

59 WASH4/WASH4 1.6 

Strept. 43 WASH1 1.2 

hp1 34 WASH1 0.9 

Myc22 194 WASH4 5.4 

Kit1 137 WASH1 3.8 

22CTA 230 WASH1 6.4 

wtTel26 114 WASH1 3.2 

 

MYC 

3-360A-l 222 

778 WASH1 3.5 

918 WASH3 4.1 

1028 WASH4 4.6 

1327 WASH5 6.0 

843 WASH4/WASH4 3.8 

Strept. 170 WASH1 0.8 

hp1 56 WASH1 0.3 

Myc22 604 WASH4 2.7 

Kit1 675 WASH1 3.0 

22CTA 567 WASH1 2.6 

wtTel26 456 WASH1 2.1 

 

MYC 

3-360A-s 208 

1148 WASH1 5.5 

959 WASH3 4.6 

1360 WASH4 6.5 

1879 WASH5 9.0 

1816 WASH4/WASH4 8.7 

Strept. 106 WASH1 0.5 

hp1 224 WASH1 1.1 

Myc22 2266 WASH4 10.9 

Kit1 928 WASH1 4.5 

22CTA 506 WASH1 2.4 

wtTel26 456 WASH1 2.2 
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MYC 

4-PDP 281 

224 WASH1 0.8 

111 WASH3 0.4 

221 WASH4 0.8 

229 WASH5 0.8 

105 WASH4/WASH4 0.4 

Strept. 160 WASH1 0.6 

hp1 201 WASH1 0.7 

Myc22 194 WASH4 0.7 

Kit1 137 WASH1 0.5 

22CTA 92 WASH1 0.3 

wtTel26 114 WASH1 0.4 

 

MYC. 

5-360A-s 187 

156 WASH1 0.8 

161 WASH3 0.9 

411 WASH4 2.2 

366 WASH5 2.0 

293 WASH4/WASH4 1.6 

Strept. 149 WASH1 0.8 

hp1 22 WASH1 0.1 

Myc22 453 WASH4 2.4 

Kit1 232 WASH1 1.2 

22CTA 138 WASH1 0.7 

wtTel26 228 WASH1 1.2 
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1.7 Off –DNA re-synthesis of hits and controls  

Synthesis of azido peptides 1, t1, 2, 3, t3, 4 and 5 

 General details. 

Peptide synthesis were performed on a Syro II synthesizer using the Fmoc/tBu strategy on a 

Rink-Amide PEG MBHA resin. The courses of reactions were monitored by using a Waters 

UPLC-MS system including reverse phase chromatography using a Peptide XB-C18 column 

(100 Å, 2,1 × 50 mm, 1,7μm) and with detection by UV spectrometry at 214 nm and 250 nm 

and combined electron spray ionization mass spectrometry. RP-HPLC purifications were 

performed on a Gilson system with a Nucleosil C18 column (100Å, 250 ×21 mm, 7μm) with 

UV monitoring at 214 nm and 250 nm. A 20 mL min−1 flow linear gradient was applied from 

95% solvent A1 (0.1% trifluoroacetic acid in water) and 5% solvent B1 (0.1% trifluoroacetic 

acid in acetonitrile) to 60% B1 for 20 min. 

Peptide 1.    H2N-GRRWG-K(N3)-GRRAG-CONH2 

 

Peptide 1 was synthesized using Fmoc-Rink-Amide PEG MBHA (loading of 0.41 mmol/g) 

commercial resin. The elongation was performed on a Syro II using the Fmoc/tBu strategy on 

the rink resin using HBTU as activator. Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH and 

Fmoc-Trp(Boc)-OH were commercially available. Fmoc-azidonorleucine-OH (Fmoc-Lys(N3)-

OH) was synthesized according to reported protocols. The elongated peptide was then cleaved 

from the resin and deprotected using TFA/TIS/H2O solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting 

solution was evaporated under vacuum and the peptide was precipitated in ether to obtain a 

white powder. A portion of the crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried to 

obtain peptide 1 as a white powder (15.3 µmol, 19.6 mg). 

HRMS (+): m/z calcd for C52H91N26O11: 427.91352 [M+3H]3+, m/z found: 427.91267.  

 

Figure S30 : HPLC chromatogram of pure peptide 1. 
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Peptide t1.    H2N-K(N3)-GRRAG-CONH2 

 

Peptide t1 was synthesized as described above. The elongated peptide was then cleaved from 

the resin and deprotected by using TFA/TIS/H2O solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting 

solution was evaporated under vacuum and the peptide was precipitated in ether to obtain a 

white powder. A portion of the crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried to 

obtain peptide t1 as a white powder (41.0 µmol, 27.4 mg). 

ESI-MS (+): m/z calcd for C25H50N16O6: 335.1947 [M+2H]+, m/z found: 335.1952.  

 

Figure S31 : UPLC chromatogram of pure peptide t1. 

Peptide 2.    H2N-GFRWG-K(N3)G-GPRFG-CONH2 

 

Peptide 2 was synthesized as described above using the following protected amino acids 

Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH and 

Fmoc-Lys(N3)-OH. The elongated peptide was then cleaved from the resin and deprotected 

by using TFA/TIS/H2O solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting solution was evaporated under 

vacuum and the peptide was precipitated in ether to obtain a white powder. A portion of the 
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crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried to obtain peptide 2 as a white powder 

(22.28 µmol, 30 mg). 

HRMS (+): m/z calcd for C62H89O12N23: 673.8525 [M+2H]+, m/z found: 673.85215.  

 

Figure S32 : HPLC chromatogram of pure peptide 2. 

Peptide 3.    H2N-GWRRG-K(N3)G-GRRAG-CONH2 

 

Peptide 3 was synthesized as described above using the following protected amino acids 

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH and Fmoc-Trp(Boc)-OH and Fmoc-Lys(N3)-

OH. The elongated peptide was then cleaved from the resin and deprotected by using 

TFA/TIS/H2O solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting solution was evaporated under vacuum 

and the peptide was precipitated in ether to obtain a white powder. A portion of the crude 

product was purified by RP-HPLC and freeze-dried to obtain peptide 3 as a white powder (15.1 

µmol, 20.2 mg). 

HRMS (+): m/z calcd for C54H93N29O12: 669.87738 [M+2H]+, m/z found: 669.87695.  

 

Figure S33 : HPLC chromatogram of pure peptide 3. 
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Peptide t3.    H2N-K(N3)G-GRRAG-CONH2 

 

Peptide t3 was synthesized as described above using the following protected amino acids 

Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH and Fmoc-Lys(N3)-OH. The elongated 

peptide was then cleaved from the resin and deprotected by using TFA/TIS/H2O solution 

(95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting solution was evaporated under vacuum and the peptide was 

precipitated in ether to obtain a white powder. A portion of the crude product was purified by 

RP-HPLC and freeze-dried to obtain peptide t3 as a white powder (32.3 µmol, 23.4 mg). 

ESI-MS (+): m/z calcd for C27H53N17O7: 363.7089 [M+2H]+, m/z found: 363.7105. 

 

Figure S34 : UPLC chromatogram of pure peptide t3. 

Peptide 4.    H2N-GLLRG-K(N3)G-GRFFG-CONH2 

 

Peptide 4 was synthesized as described above using the following protected amino acids 

Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Leu-OH,  Fmoc-Arg(Pbf)-OH and Fmoc-Lys(N3)-OH. 

The elongated peptide was then cleaved from the resin and deprotected by using TFA/TIS/H2O 

solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting solution was evaporated under vacuum and the 

peptide was precipitated in ether to obtain a white powder. A portion of the crude product was 
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purified by RP-HPLC and freeze-dried to obtain peptide 2 as a white powder (19.62 µmol, 25.3 

mg). 

HRMS (+): m/z calcd for C58H94O12N22 : 645.37053 [M+2H]+, m/z found: 645.36978.   

 

Figure S35 : UPLC chromatogram of pure peptide 4. 

Peptide 5.    H2N-GFPRG-K(N3)G-GRLLG-CONH2 

 

Peptide 5 was synthesized as described above using the following protected amino acids moc-

Gly-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH and Fmoc-Lys(N3)-

OH. The elongated peptide was then cleaved from the resin and deprotected by using 

TFA/TIS/H2O solution (95/2.5/2.5, v/v/v). The resulting solution was evaporated under vacuum 

and the peptide was precipitated in ether to obtain a white powder. A portion of the crude 

product was purified by RP-HPLC and freeze-dried to obtain peptide 5 as a white powder (23.2 

µmol, 28.8 mg). 

ESI-MS (+): m/z calcd for C54H92O12N22: 620.3576 [M+2H]+, m/z found: 653.3543.   

 

Figure S36 : UPLC chromatogram of pure peptide 5. 
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Synthesis of compounds 1-PDP, t1-PDP, 2-PDC3, 3-360A-s, 3-360A-l, t3-360A-s, 4-PDP, 5-

360A-s.  

General protocol for Off-DNA CuAAC reaction: To a solution of peptide (10 mg, 100 µL, 1 

eq.) was successively added a solution of the alkyne functionalized(hetero)aromatic derivative 

(0.9 eq., 100 µL in degassed DMSO/H2O solution (4:1)), THPTA (3 eq., 80 µL in degassed 

DMSO/H2O solution (4:1)), aminoguanidine-HCl (15 eq., 80 µL in degassed DMSO/H2O 

solution (4:1)) and CuSO4.H2O (1.5 eq., 40 µL in degassed DMSO/H2O solution (4:1)). 

Degassed HEPES-buffer (10X, 65 µL) was then added at 10% of the final volume (Vf = 650 

µL) and degassed DMSO was added (65 µL). Lastly, sodium ascorbate in degassed H2O (15 

eq., 120 µL) was added to initiate the reaction. The mixture was incubated at 25°C for up to 6 

h. The progress of the reaction was monitored every hour using UPLC-MS. After completion 

of the reaction, an aqueous sodium EDTA solution (0.5 M, 130 µL = 20% of Vf) was added to 

the mixture. The crude product was purified by semi-preparative RP-HPLC (Gilson system – 

Nucleosil C18 column 100Å, 250 ×21 mm, 7μm) with UV monitoring at 214 nm and 250 nm. A 

20 mL min−1 flow linear gradient was applied from 95% solvent A1 (0.1% trifluoroacetic acid in 

water) and 5% solvent B1 (0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile) to 60% B1 for 20 min to 

afford the desired compound as a solid powder after lyophilization.  The purity and identity of 

the product was confirmed by UPLC-MS and HRMS according to the corresponding general 

procedures.  

Synthesis of 1-PDP.   

 

1-PDP was synthesis from peptide 1 (5.44 µmol) and PDP-alk building blocks using the Off-

DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried 

(1.76 µmol, 36% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C92H134N35O16: 397.0078 [M+5H]5+, m/z found: 397.0081.   
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Figure S37 : UPLC chromatogram of pure 1-PDP. 

Synthesis of t1-PDP.   

 

t1-PDP was synthesis from peptide t1 (6.40 µmol) and PDP-alk building blocks using the Off-

DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried 

(0.79 µmol, 14% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C65H91N23O11: 684.86287 [M+2H]2+, m/z found: 684.86204.  

 

Figure S38 : UPLC chromatogram of pure t1-PDP. 
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Synthesis of 2-PDC3.   

 

2-PDC3 was synthesis from peptide 2 (5.55 µmol) and PDC3-alk building blocks using the Off-

DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried 

(2.37 µmol, 47% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C105H129N31O15
2+: 516.00656 [M+2H]4+, m/z found: 516.00555. 

 

Figure S39 : UPLC chromatogram of pure 2-PDC3. 
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Synthesis of 3-360A-s.   

 

3-360A-s was synthesis from peptide 3 (4.95 µmol) and 360A-s-alk building blocks using the 

Off-DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-

dried (2.62 µmol, 59% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C84H118N34O15
2+: 460.73735 [M+2H]4+, m/z found: 460.73666.  

 

Figure S40 : UPLC chromatogram of pure 3-360A-s. 

Synthesis of 3-360A-l.   

 

3-360A-l was synthesis from peptide 3 (1.74 µmol) and 360A-l-alk building blocks using the 

Off-DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-

dried (0.37 µmol, 24% yield).  
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HRMS (+): m/z calcd for C90H130N36O15
2+: 489.2575 [M+4H]6+, m/z found: 489.2578  

 

Figure S41 : UPLC chromatogram of pure 3-360A-l. 

Synthesis of t3-360A-s.   

 

t3-360A-s was synthesis from peptide t3 (9.36 µmol) and 360A-s-alk building blocks using the 

Off-DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-

dried (5.13 µmol, 61% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C57H79N22O10
2+: 409.87255 [M+3H]5+, m/z found: 409.87191  

 

Figure S42 : UPLC chromatogram of pure t3-360A-s. 
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Synthesis of 4-PDP.   

 

4-PDP was synthesis from peptide 4 (6.13 µmol) and PDP-alk building blocks using the Off-

DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-dried 

(1.58 µmol, 29% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C98H135N29O17: 995.02899 [M+2H]2+, m/z found: 995.02824 

 

Figure S43 : UPLC chromatogram of pure 4-PDP. 

Synthesis of 5-360A-s.   
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5-360A-s was synthesis from peptide 5 (6.33 µmol) and 360A-s-alk building blocks using the 

Off-DNA CuAAC reaction protocol. The crude product was purified by RP-HPLC and freeze-

dried (2.55 µmol, 44% yield).  

HRMS (+): m/z calcd for C84H118N27O15
2+: 580.97093 [M+3H]5+, m/z found: 580.96969  

 

Figure S44 : UPLC chromatogram of pure 5-360A-s. 

1.8 Biophysical evaluation of hits and controls  

1.8.1 Fluorescence melting experiments (FRET-melting) 

Fluorescence melting experiments were performed using an Agilent real-time qPCR machine 

according to reported procedures. The assay was performed with double-labelled 

oligonucleotides (5’-FAM, 3’-TAMRA, Tableau 21) and the fluorescence intensity was 

monitored in the FAM channel (462/516nm, respectively for the excitation and the detection 

wavelength). Thermal denaturation runs were performed in 96-well plates, starting with an 

initial incubation at 25°C for 10 min. Then, a heating ramp of 0.5 °C per minute was applied 

from 25 to 95 °C. Each well contained 0.2 µM of double-labelled G4, 1 µM of tested compound 

(unless otherwise specified), in a final volume of 25µL of buffer (10mM lithium cacodylate (pH 

7.2), 100 mM ionic strength with KCl and LiCl as shown in Tableau 22). In competition 

experiments, 10 µM (50 eq) of competitor (scr26 or hp1) was present in the mixture. Each 

experiments were run, at least, in triplicates on, at least, three separate plates. The 

denaturation temperature (Tm) were determined from normalized curves (OriginPro) of FAM 

emission intensity vs. temperature. Ligand-induced Tm shifts ∆Tm are reported as a difference 

of mid-transition temperature in the presence and in the absence of ligands. Tableau 22 shows 

the melting temperature of the oligo targets alone or in presence of competitors.  

1.8.2 Fluorimetric titration 

Fluorimetric titrations were performed as previously reported. The 5′-Cy5-labelled 

oligonucleotides listed in table S3 were used for the titrations.  

Table S3 : DNA sequences used as targets for fluorimetric titrations. 

Target Sequence (5'Cy5→3') Structure Source 
5’Cy5-Myc /5Cy5/TGA GGG TGG GGA GGG TGG GGA A G4 (parallel) IDT 

5’Cy5-Myc22 /5Cy5/TTG AGG GTG GGT AGG GTG GGT AA G4 (parallel) IDT 
5’Cy5-Kit1 /5Cy5/AGG GAG GGC GCT GGG AGG AGG GTT G4 (parallel, isolated G) IDT 

5’Cy5-22CTA /5Cy5/AGG GCT AGG GCT AGG GCT AGG GTT G4 (hybrid) IDT 
5’Cy5-wtTel26 /5Cy5/TTA GGG TTA GGG TTA GGG TTA GGG TT G4 (hybrid) IDT 
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 Circular dichroism studies were first performed with the 5’Cy5 oligonucleotide to 

confirm the expected folding (Figure S45). Annealing/folding were performed by heating each 

oligonucleotide (1,6 µM) at 80°C for 5 min in titration buffer (50 mM Tris.HCl, 150 mM KCl, 

0.05%, v/v, Triton X-100) and cooling to room temperature over 2 h. CD spectra were recorded 

at 25°C with wavelength range of 220 to 320 nm on a Jasco J-810 spectropolarimeter using 1 

cm length quartz cuvette. Each spectrum was an average of three scans with a 0.5 s response 

time, a 1 nm data pitch, a 4 nm bandwidth and a 200 nm.min-1 scanning speed. CD analysis 

suggest that 5’Cy5-22CTA adopts a hybrid type G4 conformation unlike 22CTA-biot and F-

22CTA-T which were shown to fold into and antiparallel G4 by CD. 

 
Figure S45 : CD analyses (1.6 µM in 50 mM Tris.HCl, 150 mM KCl, 0.05%, v/v, Triton X-100) of 5’Cy5 

oligonucleotide targets. 

For fluorimetric titrations, 5′-Cy5-labelled oligonucleotides were dissolved at a concentration of 

100 μM in water. Then the solutions were further diluted with the titration buffer (50mM TrisHCl, 

pH 7.2, 150 mM KCl, 0.05 v/v % Triton X-100) to a final concentration of 2.22 nM. Diluted 

solutions were annealed at 95°C for 5 min and slowly cooled to room temperature. During the 

cooling step, ten serial dilutions (1:1) of ligand in 0.1 v/v % DMSO and water was prepared 

from 100 µM and 18 µM respectively resulting in a total of 20 ligands solutions with different 

ligand concentrations (100 µM, 50 µM, 25 µM, 18 µM, 12.5 µM, 9 µM, 6.25 µM, 4.5 µM, 3.12 

µM, 2.25 µM, 1.56 µM, 1.12 µM, 781 nM, 563 nM, 391 nM, 281 nM, 195 nM, 141 nM, 98 nM, 

70 nM, 35 nM, 18 nM) and two no-compound controls. Then, 10 µL per solution of the dilution 

series was transferred to a 96-well plate (black, flat-bottom polystyrene non-binding (NBS) 

microplates – Corning). This was repeated five times to create five replicate rows containing 

the same dilution series. Annealed 5’-Cy5-labelled oligonucleotide solutions (90 µL) were 

added to the wells to reach a final oligonucleotide solution of 2 nM and a final ligand 

concentration from 10 µM to 1.8nM. After incubation for 2 hr at room temperature, fluorescence 

intensity was measured on a CLARIOstar Plusmicroplate reader (BMG) using 610BP30 

(excitation), LP638 (dichroic) and 675BP50 (emission) filters and an integration time of 0.5 s 

per well. The experiments were performed in triplicate. The difference in fluorescence intensity 

(RFU) were converted to absolute values relative to the no-compound control (buffer control). 

The range of observed absolute RFU change was used to normalize the measurements 

(Figure S46). Normalized values were used as inputs in a one- or two-site binding model 

(OriginPro) for curve fitting (Figure S46).  
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Figure S46 : Normalized of fluorescence intensity (λex = 610nm, λem=675nm) upon titrations of ligands (final concentration: 1.8nM to 10µM) to 5’-Cy5-labelled oligonucleotides 

([c]=2nM in 50mM Tris.HCl, 150mM KCl, 0.05 v/v % Triton X-100). Black lines represent fits of experimental data to a 1:1 or 2:1 binding model.  Data are means ± s.d. from three 

experiments (N=3).
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1.8.3 Bio Layer Interferometry (BLI) 

BLI sensors coated with streptavidin (SA sensors) were purchased from Forte Bio (PALL). 

They were immerged 10 minutes in buffer solution (10 mM HEPES, 150 mM KCl, 0.05% v/v 

P20, pH 7.4) before functionalization to remove the protective sucrose layer.  

Then, the sensors were dipped for 15 minutes in biotinylated Myc G4 (100 nM in buffer solution, 

Myc-biot, Tableau 9, p129) and rinsed in buffer solution for 10 minutes. The functionalized 

sensors were dipped in G4 ligand solutions at different concentrations in buffer solution 

(Tableau 24, p218) and, after each association step, rinsed in the same buffer. The 

experimental parameters are reported in Tableau 24. Reference sensors not functionalized 

with biotinylated oligonucleotide were used as blank to correct for non-specific adsorption to 

the raw data. The sensorgrams are shown in Graphique 29, p219.   

The association steps were fitted using a 1:1 model to obtain the kobs value346. The kobs 

parameter depends on the kinetic association rate kon and dissociation rate koff: kobs = kon*C + 

koff, where C is the concentration of the analyte in the microplate. The plot of kobs versus C 

allows the determination of the two kinetic constants (Figure S47): kon the slope of the curve 

and koff the intercept. From the kinetic constants, the equilibrium KD
Kin was calculated from 

koff/kon. The equilibrium constant, KD
eq, was also obtained by fitting the equilibrium responses 

in Req, as a function of analyte concentration from the Langmuir equation, assuming a 1:1 

binding stoichiometry (Figure S48). The reported values are obtained from the average of 

representative independent experiments, and the errors provided are standard deviations from 

the mean. Each experiment was repeated at least two times.  
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Figure S47 : Plots of observed rate constants (kobs) versus ligand concentrations for ligands 1-PDP and 3-360A-s 

and reference ligands PDS and 360A in interaction with Myc G4 (Myc-biot).  

 

Figure S48 : Adsorption isotherm (square) and fitting curve (line) using a 1:1 Langmuir interaction model for ligands 

1-PDP and 3-360A-s and reference ligands PDS and 360A in interaction with Myc G4 (Myc-biot).  
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1.9 Computational Analysis 

Using structure in PDB 2L7V of the Myc22, we deleted the experimentally solved ligand 

from the complex. Next, we docked 360A into the G4 using the software Autodock 4.2347. 

Similar protocol described already by Harikrishna and al. was used348. The geometry of 360A 

was optimized at HF/6-31g* level using Gaussian 16Gaussian 349.  The input files for docking 

calculations were prepared with ADT Tools using Gasteiger partial charges. The docking area 

was centered on the Cartesian coordinates at the center mass of the G4 structure. The grid 

points of 60*60*60 with 0.375 spacing were calculated for all the ligand atom types using 

AutoGrid 4.2. A conformational search was performed using a genetic algorithm with an initial 

population of 300 randomly placed individuals, a maximum number of 2.5 × 105 energy 

evaluations, a maximum number of 2.7 × 104 generations, a mutation rate of 0.02, and a 

crossover rate of 0.8. One hundred different conformers of the ligand were generated and the 

energy values of conformers were reported as a histogram. The best rank position was taken 

as the docked position.  

Ligands 3-360A-s, 3-360A-l and 5-360A were constructed using the software Sybyl350. 

Then we aligned their 360A part with the docked position of 360A obtained in Myc22 using the 

“pair fitting” tool of Pymol (ref). Molecular mechanic (MM) dynamics were performed on these 

positions using the software Amber18351. Specific parameters were constructed for the 360A 

part of the ligands with the generalized Amber force field (Gaff) and the antechamber RESP 

fitting procedure for the charges. ParmBSC1 force field were used for the G4 DNA and for the 

peptide linker of the ligands. Structures were immersed in a 10 Ả rectangular box of TIP3P 

water molecules. Potassium cations were added and longe-range electrostatic interactions 

were computed using the particle-mesh Ewald method with a cutoff value of 10 angstroms. 

The time step was set at 1fs and 500 ns of simulations were done in the NPT ensemble using 

the CUDA version of PMED in a GPU accelerated version of AMBER 18.   

Simulations were performed for the three ligands 3-360A-s, 3-360A-l and 5-360A in 

interaction with Myc22. Then waters molecules and potassium cations except cations in the 

channel of the G4 were removed from the MD trajectories to perform a cluster analysis using 

CPPTRAJ module in AmberTools 18. For each system, the cluster analysis was carried using 

the density_based clustering algorithm, with the coordinate RMSD as distance matrix and in 

generating the pair_wise distance matrix by using 10 frames for the initial clustering.  

Geometry of the representative structure of the most populated cluster, structure which 

has the minimal sum of the squared displacements with other structures in the cluster and 

itself, was optimized at crude level using the semi-empirical density functional tight binding 

GFN2-xTB352. Solvatation is included with the analytical linearized Poisson Boltzmann (ALPB) 

model.  
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Figure S49 : Best pose obtained from the molecular dynamic simulation of the interaction of 3-360A-l (A: side view, 

B: top view) and 5-360A (C: side view, D: top view) with Myc22 (PDB:2L7V). Ligands in side views are shown as 

sticks and Myc22 is shown as spheres with G-tetrads in orange, loop residues in blue and flanking residues in dark 

grey. Ligands in top views are shown as sticks and Myc22 is displayed as residue-based cartoons and ribbon, G4 

loop residues are colored in blue, the 5’ flanking sequence dTdGdA has been removed for clarity.  
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2. Supplementary tables  

Chemical structure, validation and source of building blocks. 

Building blocks [Cycle 1 & 4] – DEL1 & DEL2 

Table S4 : BB1 & BB4 – DEL1 & DEL2. 

Building 
block ID 

Structure 
Acylation yield  

& Protocol 
Source 

GAARG 
DEL1 
DEL2 

 

73% 
Protocol 2 

Genscript 

GAAWG 
DEL1 
DEL2 

 

73% 
Protocol 2 

 
Genscript 

GARAG 

DEL2 

 

75% 
Protocol 1 

Genscript 

GARRG 
DEL1 

 

60% 
Protocol 2 

Genscript 

GARWG  
DEL1 
DEL2 

 

67% 
Protocol 2 

Genscript 

GAWAG  
DEL1 
DEL2 

 

67% 
Protocol 2 

Genscript 
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GAWRG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GFFRG  
DEL1 
DEL2 

 

82% 
Protocol 2 

Genscript 

GFPRG  
DEL1 
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GFRFG  
DEL1 
DEL2 

 

50%  
Protocol 1 

 

GFRPG  
DEL1 
DEL2 

 

78% 
Protocol 2 

 

GFRRG  
DEL1 
DEL2 

 

77% 
Protocol 2 

Genscript 
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GFRWG  
DEL1 
DEL2 

 

95% 
Protocol 3 

Genscript 

GFWRG  
DEL1 
DEL2 

 

60% 
Protocol 1 

Genscript 

GLLRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 

GLRLG  
DEL1 
DEL2 

 

95% 
Protocol 3 

Genscript 

GLRPG  
DEL1 
DEL2 

 

77% 
Protocol 2 

Genscript 

GLRRG  
DEL1 
DEL2 

 

100% 
Protocol 3 

Genscript 

GPFFG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 
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GPFPG  
DEL2 

 

50% 
Protocol 1 

Genscript 

GPFRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 2 

 
Genscript 

GPLRG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GPPRG  
DEL1 
DEL2 

 

78% 
Protocol 2 

Genscript 

GPPWG  
DEL2 

 

75% 
Protocol 1 

Genscript 

GPRFG  
DEL1 
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GPRPG  
DEL1 
DEL2 

 

90% 
Protocol 1 

Genscript 
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GPRRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 

GPRWG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GPWPG  
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GPWRG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GRAAG  
DEL1 
DEL2 

 

92% 
Protocol 2 

Genscript 

GRARG  
DEL1 
DEL2 

 

95% 
Protocol 1 

Genscript 

GRAWG  
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 
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GRFFG  
DEL1 
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GRFPG  
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GRFRG  
DEL1 
DEL2 

 

90% 
Protocol 1 

Genscript 

GRFWG  
DEL2 

 

85% 
Protocol 1 

Genscript 

GRLLG  
DEL1 
DEL2 

 

86% 
Protocol 2 

Genscript 

GRLPG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GRLRG  
DEL1 

 

95% 
Protocol 3 

Genscript 
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GRPLG   
DEL1 
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GRPPG  
DEL1 
DEL2 

 

95% 
Protocol 2 

Genscript 

GRPRG  
DEL1 
DEL2 

 

95% 
Protocol 3 

 
Genscript 

GRPWG  
DEL2 

 

80% 
Protocol1 

Genscript 

GRRAG  
DEL1 
DEL2 

 

82% 
Protocol 2 

Genscript 

GRRFG  
DEL1 

 

78% 
Protocol 2 

Genscript 
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GRRLG  
DEL1 
DEL2 

 

>95% 
Protocol 3 

Genscript 

GRRPG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 2 

Genscript 

GRRWG  
DEL1 
DEL2 

 

90% 
Protocol 1 

Genscript 

GRWAG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 

GRWFG  
DEL1 
DEL2 

 

90% 
Protocol 1 

Genscript 

GRWPG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 
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GRWRG  
DEL2 

 

85% 
Protocol 1 

Genscript 

GRWWG  
DEL2 

 

65% 
Protocol 1 

Genscript 

GWARG 

DEL2 

 

55% 
Protocol 1 

Genscript 

GWFRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 

GWPRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 1 

Genscript 

GWRAG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 
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GWRPG  
DEL1 
DEL2 

 

76% 
Protocol 2 

Genscript 

GWRRG  
DEL1 
DEL2 

 

80% 
Protocol 3 

Genscript 

GWRWG  
DEL1 
DEL2 

 

70% 
Protocol 1 

Genscript 

GWWRG 
DEL2 

 

75% 
Protocol 1 

Genscript 
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Building blocks [Cycle 2] – DEL1 

Table S5 : BB2 – DEL1. 

Building 
block ID 

Structure 
Acylation yield  

& reagent 
Source 

K 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

KG 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

GKG 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

D 

 

>95% 
Protocol 3 

Activotec 

DG 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

GDG 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

T 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 

P 

 

>95% 
Protocol 3 

Activotec 

Ke 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(C. Van 

Wesemael) 
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Building blocks [Cycle 2] – DEL2 

Table S6 : BB2 – DEL2. 

Building 
block ID 

Structure 
Acylation yield  

& reagent 
Source 

TO 

 

85% 
Protocol 4 

In house 
(R. Lartia) 

ID1 

 

>95% 
Protocol 3 

In house 
(I. 

Baussanne) 

ID2 

 

65% 
Protocol 3 

In house 
(I. 

Baussanne) 

ED 
 

>95% 
Protocol 3 

Activotec 

 

Building blocks [Cycle 3] – DEL1 

Table S7 : BB3 – DEL1. 

Building 
block ID 

Structure CuAAC yield Source 

PDC3-alk 

 

>95% 

In house 
(M.-P. 

Teulade-
Fichou) 
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360A-l-alk 

 

>95% 

In house 
(M.-P. 

Teulade-
Fichou) 

360A-s-alk 

 

>95% In house 
(J.-F. Riou) 

PDP-alk 

 

>95% 
In house 

(C. Van 
Wesemael) 

NDI-alk 

 

>95% In house 
(F. Doria) 

Q-s-alk 

 

>95% 
In house 

(C. Van 
Wesemael) 

Q-l-alk 

 

>95% 
In house 

(C. Van 
Wesemael) 

CZ-alk 

 

>95% In house 
(J. Dash) 

FP-alk 

 

>95% 
In house  

(M. 
Giustiniano) 

P-alk 

 

>95% 
Sigma 
Aldrich 
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Building blocks [Cycle 3] – DEL2 

Table S8 : BB3 – DEL2. 

Building 
block ID 

Structure CuAAC yield Source 

CLK1 

 

92% In house 
From H2N-cpd 

CLK2 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK3 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK4 

 

>95% In house 
From H2N-cpd 

CLK5 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK6 

 
90% In house 

From H2N-cpd 

CLK7 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK8 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK9 
 

>95% In house 
From H2N-cpd 

CLK10 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK11 

 
80% In house 

From H2N-cpd 

CLK12 

 
80% In house 

From H2N-cpd 

CLK13 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK14 

 

93% In house 
From H2N-cpd 

CLK15 

 
87% In house 

From H2N-cpd 
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CLK16 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK17 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK18 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK19 

 
55% In house 

From H2N-cpd 

CLK20 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK21 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK22 

 

>95% In house 
From H2N-cpd 

CLK23 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK24 
 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK25 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK26 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK27 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK28 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK29 

 
80% In house 

From H2N-cpd 

CLK30 

 

85% In house 
From H2N-cpd 

CLK31 

 

90% In house 
From H2N-cpd 
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CLK32 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK33 

 

95% In house 
From H2N-cpd 

CLK34 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK35 

 

>95% In house 
From H2N-cpd 

CLK36 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK37 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK38 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK39 

 
90% In house 

From H2N-cpd 

CLK40 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK41 

 
90% In house 

From H2N-cpd 

CLK42 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK43 

 

92% In house 
From H2N-cpd 

CLK44 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK45 

 95% In house 
From H2N-cpd 

CLK46 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK47 

 
95% In house 

From H2N-cpd 

CLK48 

 

90% In house 
From H2N-cpd 

CLK49 

 
>95% In house 

From H2N-cpd 

CLK50 

 
>95% In house 

From H2N-cpd 
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Sequence of DNA tags and corresponding building block ID. 

DNA Tags [Cycle 1 & 4] – DEL1 & DEL2 

Table S9 : DNA Tag sequences of BB1 & BB4 – DEL1 & DEL2. 

Tag Sequence (5'→3' bottom strand) Building block ID Source 

D
E

L
1 T1-14 // 5’-TTCGGCTCA 

GAARG IDT 
T4-12 // 5’-GTTAGCGCA 

D
E

L
2
 

T1-14 // 5’-TTCGGCTCA 

T4-12 // 5’ — GTTAGCGCA 

D
E

L
1 T1-15 // 5’-CTACCGACA 

GAAWG IDT 
T4-13 // 5’-GTCGGCTCA 

D
E

L
2
 

T1-15 // 5’-CTACCGACA 

T4-13 // 5’-GTCGGCTCA 

D
E

L
1 --- 

GARAG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-56 // 5’-GCTTCGGCA 

T4-52 // 5’-GACTGGACA 

D
E

L
1 T1-34 // 5’-CGCCTAACA 

GARRG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

--- 

--- 

D
E

L
1 T1-26 // 5’-GGTGTTCCA 

GARWG IDT 
T4-24 // 5’-ACCTGACCA 

D
E

L
2
 

T1-26 // 5’-GGTGTTCCA 

T4-24 // 5’-ACCTGACCA 

D
E

L
1 T1-25 // 5’-AACAGGCCA 

GAWAG IDT 
T4-23 // 5’-GCTCGCACA 

D
E

L
2
 

T1-25 // 5’-AACAGGCCA 

T4-23 // 5’-GCTCGCACA 

D
E

L
1 T1-19 // 5’-CCTCGCACA 

GAWRG IDT 
T4-17 // 5’-ACGCACTCA 

D
E

L
2
 

T1-19 // 5’-CCTCGCACA 

T4-17 // 5’-ACGCACTCA 

D
E

L
1 T1-39 // 5’-CGGCTACCA 

GFFRG IDT 
T4-35 // 5’-CACAGGCCA 

D
E

L
2
 

T1-39 // 5’-CGGCTACCA 

T4-35 // 5’-CACAGGCCA 

D
E

L
1 T1-48 // 5’-CCAGAGTCA 

GFPRG IDT 
T4-44 // 5’-TGCCGTCCA 

D
E

L
2
 

T1-48 // 5’-CCAGAGTCA 

T4-44 // 5’-TGCCGTCCA 

D
E

L
1 --- 

GFRFG IDT 
T4-9 // 5’-GCTTCAGCA 

D
E

L
2
 

T1-11 // 5’-CGCCAAACA 

T4-9 // 5’-GCTTCAGCA 

D
E

L
1 --- 

GFRPG IDT 
T4-36 // 5’-ACAGGAGCA 

D
E

L
2
 

T1-40 // 5’-TACAGGCCA 

T4-36 // 5’-ACAGGAGCA 

D
E

L
1 T1-33 // 5’-GGTTCCACA 

GFRRG IDT 
T4-31 // 5’-CGTTCCACA 

D
E

L
2

 

T1-33 // 5’-GGTTCCACA 

T4-31 // 5’-CGTTCCACA 
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D
E

L
1 T1-5 // 5’-GCTAGTCCA 

GFRWG IDT 
T4-4 // 5’-CCTTCAGCA 

D
E

L
2
 

T1-5 // 5’-GCTAGTCCA 

T4-4 // 5’-CCTTCAGCA 

D
E

L
1 --- 

GFWRG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-63 // 5’-CCTTTCGCA 

T4-59 // 5’-CCGATAGCA 

D
E

L
1 T1-49 // 5’-TTCCAGCCA 

GLLRG IDT 
T4-45 // 5’-GCGAAAGCA 

D
E

L
2
 

T1-49 // 5’-TTCCAGCCA 

T4-45 // 5’-GCGAAAGCA 

D
E

L
1 T1-6 // 5’-CTTAGCGCA 

GLRLG IDT 
T4-5 // 5’-GCTAGTCCA 

D
E

L
2
 

T1-6 // 5’-CTTAGCGCA 

T4-5 // 5’-GCTAGTCCA 

D
E

L
1 T1-12 // 5’-GTTAGCGCA 

GLRPG IDT 
T4-10 // 5’-ACTCGCACA 

D
E

L
2
 

T1-12 // 5’-GTTAGCGCA 

T4-10 // 5’-ACTCGCACA 

D
E

L
1 T1-2 // 5’-CCTAGTCCA 

GLRRG IDT 
T4-2 // 5’-CCTAGTCCA 

D
E

L
2
 

T1-2 // 5’-CCTAGTCCA 

T4-60 // 5’-CCTTTCGCA 

D
E

L
1 T1-24 // 5’-ACCTGACCA 

GPFFG IDT 
T4-22 // 5’-ACCGGAACA 

D
E

L
2

 

T1-24 // 5’-ACCTGACCA 

T4-22 // 5’-ACCGGAACA 

D
E

L
1 --- 

GPFPG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-61 // 5’-CGCCAGACA 

T4-57 // 5’-CGGAACACA 

D
E

L
1 T1-32 // 5’-TCGCACTCA 

GPFRG IDT 
T4-30 // 5’-CGGACAACA 

D
E

L
2
 

T1-32 // 5’-TCGCACTCA 

T4-30 // 5’-CGGACAACA 

D
E

L
1 T1-31 // 5’-CGTTCCACA 

GPLRG IDT 
T4-29 // 5’-CCGCACTCA 

D
E

L
2
 

T1-31 // 5’-CGTTCCACA 

T4-29 // 5’-CCGCACTCA 

D
E

L
1 T1-30 // 5’-CGGACAACA 

GPPRG IDT 
T4-28 // 5’-TCTCGCACA 

D
E

L
2
 

T1-30 // 5’-CGGACAACA 

T4-28 // 5’-TCTCGCACA 

D
E

L
1 --- 

GPPWG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-59 // 5’-CCGATAGCA 

T4-55 // 5’-CCTTCGGCA 

D
E

L
1 T1-38 // 5’-TCCTGACCA 

GPRFG IDT 
T4-34 // 5’-CGCCTAACA 

D
E

L
2
 

T1-38 // 5’-TCCTGACCA 

T4-34 // 5’-CGCCTAACA 

D
E

L
1 T1-17 // 5’-ACGCACTCA 

GPRPG IDT T4-15 // 5’-CTACCGACA 

D
E

L
2
 

T1-17 // 5’-ACGCACTCA 
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T4-15// 5’- CTACCGACA 

D
E

L
1 T1-22 // 5’-ACCGGAACA 

GPRRG IDT 
T4-20 // 5’-CGTGTTCCA 

D
E

L
2
 

T1-22 // 5’-ACCGGAACA 

T4-20 // 5’-CGTGTTCCA 
D

E
L

1 T1-27 // 5’-GGACAAGCA 

GPRWG IDT 
T4-25 // 5’-AACAGGCCA 

D
E

L
2
 

T1-27 // 5’-GGACAAGCA 

T4-25 // 5’-AACAGGCCA 

D
E

L
1 --- 

GPWPG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-58 // 5’-CGCCAGACA 

T4-54 // 5’-TCGCTCTCA 

D
E

L
1 T1-37 // 5’-GCCTGACCA 

GPWRG IDT 
T4-33 // 5’-GGTTCCACA 

D
E

L
2
 

T1-37 // 5’-GCCTGACCA 

T4-33 // 5’-GGTTCCACA 

D
E

L
1 T1-7 // 5’-CTCGGCTCA 

GRAAG IDT 
T4-6 // 5’-CTTAGCGCA 

D
E

L
2
 

T1-7 // 5’-CTCGGCTCA 

T4-6 // 5’-CTTAGCGCA 

D
E

L
1 T1-4 // 5’-CCTTCAGCA 

GRARG IDT 
T4-3 // 5’-CATACGGCA 

D
E

L
2
 

T1-4 // 5’-CCTTCAGCA 

T4-3 // 5’-CATACGGCA 

D
E

L
1 --- 

GRAWG IDT 
--- 

D
E

L
2

 

T1-53 // 5’-CCGCTCTCA 

T4-49 // 5’-TTCCAGCCA 

D
E

L
1 T1-29 // 5’-CCGCACTCA 

GRFFG IDT 
T4-27 // 5’-GGACAAGCA 

D
E

L
2
 

T1-29 // 5’-CCGCACTCA 

T4-27 // 5’-GGACAAGCA 

D
E

L
1 --- 

GRFPG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-60 // 5’-CCTTTCGCA 

T4-56 // 5’-GCTTCGGCA 

D
E

L
1 T1-16 // 5’-CGGCAACCA 

GRFRG IDT 
T4-14 // 5’-TTCGGCTCA 

D
E

L
2
 

T1-16 // 5’-CGGCAACCA 

T4-14 // 5’-TTCGGCTCA 

D
E

L
1 --- 

GRFWG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-62 // 5’-CCGATAGCA 

T4-58 // 5’-CGCCAGACA 

D
E

L
1 T1-9 // 5’-GCTTCAGCA 

GRLLG IDT 
T4-8 // 5’-GATACGGCA 

D
E

L
2
 

T1-9 // 5’-GCTTCAGCA 

T4-8 // 5’-GATACGGCA 

D
E

L
1 T1-42 // 5’-CCTTACGCA 

GRLPG IDT 
T4-38 // 5’-TCCTGACCA 

D
E

L
2
 

T1-42 // 5’-CCTTACGCA 

T4-38 // 5’-TCCTGACCA 

D
E

L
1 T1-3 // 5’-CATACGGCA 

GRLRG IDT 
--- 
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D
E

L
2

 

--- 

--- 

D
E

L
1 --- 

GRPLG IDT 
T4-40 // 5’-TACAGGCCA 

D
E

L
2
 

T1-44 // 5’-TGCCGTCCA 

T4-40 // 5’-TACAGGCCA 
D

E
L

1 T1-21 // 5’-CGACAAGCA 

GRPPG IDT 
T4-19 // 5’-CCTCGCACA 

D
E

L
2
 

T1-21 // 5’-CGACAAGCA 

T4-19 // 5’-CCTCGCACA 

D
E

L
1 T1-13 // 5’-GTCGGCTCA 

GRPRG IDT 
T4-11 // 5’-CGCCAAACA 

D
E

L
2
 

T1-13 // 5’-GTCGGCTCA 

T4-61 // 5’-CGCCAGACA 

D
E

L
1 --- 

GRPWG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-57 // 5’-CGGAACACA 

T4-53 // 5’-CCGCTCTCA 

D
E

L
1 T1-8 // 5’-GATACGGCA 

GRRAG IDT 
T4-7 // 5’-CTCGGCTCA 

D
E

L
2
 

T1-8 // 5’-GATACGGCA 

T4-7 // 5’-CTCGGCTCA 

D
E

L
1 T1-10 // 5’-ACTCGCACA 

GRRFG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

--- 

--- 

D
E

L
1 T1-1 // 5’-GAGTGACCA 

GRRLG IDT 
T4-1 // 5’-GAGTGACCA 

D
E

L
2
 

T1-1 // 5’-GAGTGACCA 

T4-1 // 5’-GAGTGACCA 

D
E

L
1 T1-23 // 5’-GCTCGCACA 

GRRPG IDT 
T4-21 // 5’-CGACAAGCA 

D
E

L
2
 

T1-23 // 5’-GCTCGCACA 

T4-62 // 5’-CCGATAGCA 

D
E

L
1 T1-43 // 5’-ACGCTCTCA 

GRRWG IDT 
T4-39 // 5’-CGGCTACCA 

D
E

L
2
 

T1-43 // 5’-ACGCTCTCA 

T4-39 // 5’-CGGCTACCA 

D
E

L
1 T1-47 // 5’-CCATAGCCA 

GRWAG IDT 
T4-43 // 5’-ACGCTCTCA 

D
E

L
2

 

T1-47 // 5’-CCATAGCCA 

T4-43 // 5’-ACGCTCTCA 

D
E

L
1 T1-50 // 5’-ACTTCGGCA 

GRWFG IDT 
T4-46 // 5’-GCTTACGCA 

D
E

L
2
 

T1-50 // 5’-ACTTCGGCA 

T4-46 // 5’-GCTTACGCA 

D
E

L
1 T1-18 // 5’-TGGCAACCA 

GRWPG IDT 
T4-16 // 5’-CGGCAACCA 

D
E

L
2
 

T1-18 // 5’-TGGCAACCA 

T4-16 // 5’-CGGCAACCA 

D
E

L
1 --- 

GRWRG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-51 // 5’-TCAGGAGC 

T4-47 // 5’-CCATAGCCA 

D
E

L 1 --- 
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--- 

GRWWG IDT 

D
E

L
2
 

T1-52 // 5’-GACTGGAC 

T4-48 // 5’-CCAGAGTCA 

D
E

L
1 --- 

GWARG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-54 // 5’-TCGCTCTC 

T4-50 // 5’-ACTTCGGCA 

D
E

L
1 T1-20 // 5’-CGTGTTCCA 

GWFRG IDT 
T4-18 // 5’-TGGCAACCA 

D
E

L
2
 

T1-20 // 5’-CGTGTTCCA 

T4-18 // 5’-TGGCAACCA 

D
E

L
1 T1-46 // 5’-GCTTACGCA 

GWPRG IDT 
T4-42 // 5’-CCTTACGCA 

D
E

L
2

 

T1-46 // 5’-GCTTACGCA 

T4-42 // 5’-CCTTACGCA 

D
E

L
1 T1-45 // 5’-GCGAAAGCA 

GWRAG IDT 
T4-41 // 5’-CCGAAAGCA 

D
E

L
2
 

T1-45 // 5’-GCGAAAGCA 

T4-41 // 5’-CCGAAAGCA 

D
E

L
1 T1-36 // 5’-ACAGGAGCA 

GWRPG IDT 
T4-32 // 5’-TCGCACTCA 

D
E

L
2
 

T1-36 // 5’-ACAGGAGCA 

T4-32 // 5’-TCGCACTCA 

D
E

L
1 T1-28 // 5’-TCTCGCACA 

GWRRG IDT 
T4-26 // 5’-GGTGTTCCA 

D
E

L
2
 

T1-28 // 5’-TCTCGCACA 

T4-26 // 5’-GGTGTTCCA 

D
E

L
1 T1-41 // 5’-CCGAAAGCA 

GWRWG IDT 
T4-37 // 5’-GCCTGACCA 

D
E

L
2
 

T1-41 // 5’-CCGAAAGCA 

T4-37 // 5’-GCCTGACCA 

D
E

L
1 --- 

GWWRG IDT 
--- 

D
E

L
2
 

T1-55 // 5’-CCTTCGGC 

T4-51 // 5’-TCAGGAGCA 
 

DNA Tags [Cycle 2] – DEL1 

Table S10 : DNA Tag sequences of BB2 – DEL1. 

Tag Sequence (5'→3' bottom strand) Building block ID Source 
T2-1 // 5′- AGGCAACCT K IDT 
T2-2 // 5′- CGTCCTGCT KG IDT 
T2-3 // 5′- CACGTCTCT GKG IDT 
T2-4 // 5′- GGTCCTGCT D IDT 
T2-5 // 5′- TGTCCTGCT DG IDT 
T2-6 // 5′- CAGAGTGCT GDG IDT 
T2-7 // 5′- AGCCGTCCT T IDT 
T2-8 // 5′- GAGAGTGCT P IDT 
T2-9 // 5′- AGGCTACCT Ke IDT 
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DNA Tags [Cycle 2] – DEL2 

Table S11 : DNA Tag sequences of BB2 – DEL2. 

Tag Sequence (5'→3' bottom strand) Building block ID Source 
T2-38 // 5′- GCGAAGGCT DE IDT 
T2-34 // 5′- AGGCCATCT I1 IDT 
T2-35 // 5′- AGACTGGCT I2 IDT 
T2-30 // 5′- ACCTGGCCT TO IDT 

 

DNA Tags [Cycle 3] – DEL1 

Table S12 : DNA Tag sequences of BB3 – DEL1. 

Tag Sequence (5'→3' bottom strand) Building block ID Source 
T3-2 // 5′- GCAGGAGAC 360A-l IDT 
T3-10 // 5′- GTAGGCAAC 360A-s IDT 
T3-8 // 5′- GGTTCAGAC CZ IDT 
T3-9 // 5′- GTCCAGAAC FP IDT 
T3-4 // 5′- GTTCCTGAC NDI IDT 
T3-1 // 5′- GTAGCTGAC PDC3 IDT 
T3-3 // 5′- AGGCAGCAC PDP IDT 
T3-5 // 5′- GCGTGTGAC PP IDT 
T3-7 // 5′- CGTTCAGAC Q-l IDT 

T3-6 // 5′ — AGGCTGCAC Q-s IDT 
 

DNA Tags [Cycle 3] – DEL2 

Table S13 : DNA Tag sequences of BB3 – DEL2. 

Tag Sequence (5'→3' bottom strand) Building block ID Source 

T3-1 // 5'- GTAGCTGAC CLK1 IDT 

T3-2 // 5'- GCAGGAGAC CLK2 IDT 

T3-3 // 5'- AGGCAGCAC CLK3 IDT 

T3-4 // 5'- GTTCCTGAC CLK4 IDT 

T3-5 // 5'- GCGTGTGAC CLK5 IDT 

T3-6 // 5'- AGGCTGCAC CLK6 IDT 

T3-7 // 5'- CGTTCAGAC CLK7 IDT 

T3-8 // 5'- GGTTCAGAC CLK8 IDT 

T3-9 // 5'- GTCCAGAAC CLK9 IDT 

T3-10 // 5'- GTAGGCAAC CLK10 IDT 

T3-11 // 5'- GTATGCCAC CLK11 IDT 

T3-12 // 5'- GTCACCGAC CLK12 IDT 

T3-13 // 5'- GTCGTTGAC CLK13 IDT 

T3-14 // 5'- AGAGGAGAC CLK14 IDT 

T3-15 // 5'- GTCCTGAAC CLK15 IDT 

T3-16 // 5'- CGCCTTTAC CLK16 IDT 

T3-17 // 5'- CGAGGAGAC CLK17 IDT 

T3-18 // 5'- GCATCTGAC CLK18 IDT 

T3-19 // 5'- TTGCTGCAC CLK19 IDT 

T3-20 // 5'- ACTCCACAC CLK20 IDT 
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T3-21 // 5'- CTACTGGAC CLK21 IDT 

T3-22 // 5'- GTGCCATAC CLK22 IDT 

T3-23 // 5'- ACAGTCCAC CLK23 IDT 

T3-24 // 5'- AGTTCGGAC CLK24 IDT 

T3-25 // 5'- TGAGGAGAC CLK25 IDT 

T3-26 // 5'- AGCAGTGAC CLK26 IDT 

T3-27 // 5'- GCCTGCTAC CLK27 IDT 

T3-28 // 5'- TCCTGCTAC CLK28 IDT 

T3-29 // 5'- TGGCTCTAC CLK29 IDT 

T3-30 // 5'- CAACGACAC CLK30 IDT 

T3-31 // 5'- CGTTCGGAC CLK31 IDT 

T3-32 // 5'- CGCAGTGAC CLK32 IDT 

T3-33 // 5'- GCTCCACAC CLK33 IDT 

T3-34 // 5'- TCTCCACAC CLK34 IDT 

T3-35 // 5'- GCAGTCCAC CLK35 IDT 

T3-36 // 5'- GGTTCGGAC CLK36 IDT 

T3-37 // 5'- GGCAGTGAC CLK37 IDT 

T3-38 // 5'- CGTTTCGAC CLK38 IDT 

T3-39 // 5'- TCAGTCCAC CLK39 IDT 

T3-40 // 5'- TGTTCGGAC CLK40 IDT 

T3-41 // 5'- GGTTTCGAC CLK41 IDT 

T3-42 // 5'- AAGCCAGAC CLK42 IDT 

T3-43 // 5'- AGGTGTGAC CLK43 IDT 

T3-44 // 5'- GGTCGTTAC CLK44 IDT 

T3-45 // 5'- GCTGGATAC CLK45 IDT 

T3-46 // 5'- CTTCGCAAC CLK46 IDT 

T3-47 // 5'- GTTCGCAAC CLK47 IDT 

T3-48 // 5'- CAGCCAGAC CLK48 IDT 

T3-49 // 5'- CGGTGTGAC CLK49 IDT 

T3-50 // 5'- CTGCACTAC CLK50 IDT 
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Développement d’une chimie combinatoire encodée pour l’identification de ligands spécifiques 

d’ADN G-quadruplex.  

Au-delà des structures duplex, il existe des preuves convaincantes qui suggèrent que les acides 

nucléiques peuvent former des structures secondaires telles que la structure G-quadruplex (G4). Le G-

quadruplex est formé par des interactions non canoniques de nucléobases au sein de séquences d'ADN 

et d'ARN riches en G. Ces structures, formées dans des régions régulatrices clés des génomes et des 

transcriptomes, sont impliquées dans de nombreux processus biologiques mais aussi au sein de 

mécanismes moléculaires de plusieurs pathologies. Afin d'identifier des sondes moléculaires et des 

candidats médicaments capables de lier spécifiquement de telles structures, nous avons construit des 

librairies combinatoires de ligands potentiels des structures G4. Ces librairies sont assemblées à partir 

d'éléments de reconnaissance des structures G4 tels que des noyaux hydrophobes hétéroaromatiques, 

capables d'interagir avec des tétrades externes, des polypeptides chargés positivement et/ou 

hydrophobes, capables de former une interaction supplémentaire avec des sillons et/ou des boucles 

chargées négativement, et un troisième groupe de différenciation composé de divers motifs moléculaires. 

Les librairies ont été soumises à des procédures de sélection in vitro par affinité contre plusieurs cibles 

G4 pour isoler les ligands les plus spécifiques. Afin d'identifier les composés sélectionnés et d'obtenir des 

données de RSA, nous utilisons une technologie d’encodage permettant d’encoder chaque ligand 

potentiel avec sa séquence d'ADN unique (DECL). Grâce à cette approche, nous avons identifié des 

composés prometteurs et des modèles de liaisons en utilisant le séquençage à haut débit. Les composés 

les plus prometteurs ont été resynthétisés et leurs propriétés de liaison ont été caractérisées par des 

approches biophysiques. Au cours de ce travail, nous avons trouvé des ligands de G4 très affins validant 

ainsi pleinement l'utilisation de la technologie DEL pour l’identification de ligands spécifiques de G4.

  

Mots-clés : librairie encodée par l'ADN, chimie combinatoire, biologie moléculaire, G-quadruplex, 

structure peptido-organique 

Development of combinatorial encoded chemistry for the identification of specific ligands of G-

quadruplex DNA structure.  

Beyond the canonical duplex, there are now compelling evidences that suggest that nucleic acids can form 

secondary structures such as G-quadruplex (G4). G4 can arise through non-canonical nucleobase 

interactions within G-rich DNA and RNA sequences. Those structures, formed in key regulatory regions of 

genomes and transcriptomes, are involved in many biological processes but also in the molecular 

mechanisms of several diseases. In order to identify molecular probes and drug candidates capable of 

specifically binding such structures, we have built combinatorial libraries of potentials ligands of G4 

structures. Those libraries are assembled from recognition elements of G4 nucleic acids such as 

heteroaromatic hydrophobic cores, able to act with external G-quartets, positively charged and/or 

hydrophobic polypeptides, able to form additional interaction with negatively charged grooves and/or 

loops, and a third differentiation group composed of various molecular patterns. The libraries were 

subjected to affinity-based in vitro selection procedures against several G4 targets to isolate the most 

specific ligands. In order to identify the selected compounds and obtain SAR data, we are making use of 

an encoding technology to barcode each potential ligands with its unique DNA sequence (DECL). Thanks 

to this approach we have identified promising compounds and binding patterns using high-throughput 

sequencing. The most promising compounds were re-synthesized and their binding properties were 

characterized by biophysical approaches. In the course of this work, we found highly potent G4 ligands 

fully validating the use of DEL technology to identify G4-specific binders.  

Key-words: DNA-Encoded chemical library, Combinatorial chemistry, Molecular Biology, G-quadruplex, 

peptide-organic scaffold 


