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1.1. Les protéines : principales cibles thérapeutiques.  

Les protéines sont des macro-molécules extrêmement variées, indispensables au 

fonctionnement des cellules et à leur intégration physiologique au niveau des tissus et de l'organisme 

entier. Elles remplissent des rôles essentielles au niveau structural (cytosquelette), métabolique 

(catalyse de réactions chimiques, enzymes), échange de signaux (hormones), reconnaissance 

cellulaire (récepteurs de surface), motilité (myofibrilles), défense immunitaire (anticorps) etc…  

Chaque protéine, en fonction de sa composition et de l'enchainement de ses acides amines, 

possède une structure tridimensionnelle qui conditionne ses propriétés chimiques et ses fonctions 

biologiques liées à son environnement (voir Annexe). Cette relation 'structure-fonction' se matérialise 

par l'existence de domaines fonctionnels au niveau desquels la protéine et ses partenaires (ligand) 

fonctionnels et/ou structuraux interagissent (petites molécules, protéines, ADN etc... ). Parmi les 

exemples les mieux connus : les sites actifs des enzymes qui assure la catalyse chimique de réactions 

spécifiques en fixant les substrats adéquats et la transduction de signaux extracellulaires 

correspondant à de petites molécules qui se fixent sur des récepteurs membranaires ou nucléaires.  

La plupart des molécules thérapeutiques (médicaments), sont des composés qui ont pour 

cible une protéine : ils interagissent avec les domaines fonctionnels impliqués pour bloquer ou 

modifier une activité physiopathologique de la protéine ou induire une activité à effet thérapeutique. 

Bien que la plupart des médicaments actuels appartiennent à la classe des petites molécules, les 

démarches evoquées dans ce rapport peuvent être appliquées à de nouvelles molécules, plus 

complexes, de type peptides, anticorps dont le nombre ira en croissant.  
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1.2. La caractérisation de molécules thérapeutiques : les approches 
traditionnelles.  

Elles concernent historiquement des molécules de petite taille et sont basées sur le criblage 

de bibliothèques chimiques. Plusieurs centaines de milliers de composés chimiques synthétiques sont 

échantillonnés sur la base d'un effet désiré en s'appuyant sur un test in vitro représentatif de l'activité 

physio(patho)logique ciblée très souvent en utilisant des sytèmes cellulaires ("targeted screening"). 

Ultérieurement, des tests in vivo sont faits sur des animaux modèles de la pathologie afin de valider 

cette première phase. Historiquement, le nombre de composés testés nécessaires pour caractériser une 

nouvelle entité thérapeutique était de l'ordre de 10 000 composés testés pour un approuvé.  

1.3. La caractérisation de molécules thérapeutiques à l'ère postgénomique.  

Durant la dernière décennie, la disponibilité des génomes, l'accés à de larges fractions des 

transcriptomes des différents types cellulaires et les développements de la génétique moléculaire 

appliquée à de multiples modèles animaux reproduisant ou permettant d'analyser de pathologies 

humaines ont donné accés à de larges spectres de cibles thérapeutiques. Un grand nombre est 

disponible sous forme de protéines synthétiques aujourd'hui directement utilisés pour des cribles 

biochimiques.  

Face à la multiplication des cibles et dans le but de réduire les côuts élevés qui étaient liés 

aux cribles traditionnels, l'industrie a investi dans de multiples technologies afin de réaliser des 

échantillonnages plus rapides et plus efficaces qui combinent haut débit et automatisation et 

permettent une meilleure quantification des paramètres gouvernants l'interaction entre la molécule 

testée et sa cible  

(e.g. récepteur-ligand/enzyme-substrat). L'objectif est de réduire le nombre de composés qui doivent 

être testés pour identifier un composé actif, aujourd'hui 3000 à 5000 pour une molécule approuvée. 

Ce nombre demeure relativement grand car il doit être factorisé en termes de coût impliqué dans les 

différents types d'échantillonnages plus sophistiqués (http://pro.chemist.online.fr/).  
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1.4. Les développements de la biologie structurale apportent une nouvelle 

dimension dans la caractérisation de molécules thérapeutiques.  

L’analyse de séquences est susceptible de fournir des informations pertinentes dans de 

nombreux problèmes liés aux propriétés et à l'activité des protéines (insertion membranaire, sites 

d’interaction protéique hautement probables, sites antigéniques potentiels…). Néanmoins 

l'information structurale est souvent indispensable à la compréhension des mécanismes d’action, des 

fonctions et des modes d’interactions protéine-ligand (protéine, acide nucléique, petite molécule…), 

l’étude de la structure tridimensionnelle des protéines ouvre d’autres possibilités telles que l’étude de 

domaines fonctionnels, la définition des critères de stabilité, la prédiction d’épitopes, la 

compréhension de mécanismes enzymatiques, etc.  

Les développements technologiques de la biologie structurale dont la résolution atteint le 

niveau atomique permettent d'appréhender la structure d'un complexe protéine-ligand et, au-delà de la 

forme qui intervient dans la complémentarité des deux molécules (eg. effecteur dans le site actif de 

l'enzyme), de déterminer en particulier les interactions (entre régions chargées, les liens hydrogène, 

les interactions hydrophyliques, lipophiliques, électrostatiques, dipolaires, etc. ) impliquées dans la 

fixation d'un ligand, l'activité du domaine fonctionnel considéré et les éventuelles modifications 

structuralles induites qui conditionnent ses propriétés fonctionnelles. Ainsi l'accés à la structure du 

complexe protéine-ligand à l'échelle atomique permet d'opérer une conception raisonnée préalable de 

nouvelles molécules actives avec les propriétés fonctionnelles/thérapeutiques recherchées. (e.g 

.capacité à bloquer la réaction spécifique du site actif d'une enzyme).  

Cette nouvelle approche, “Structure Based Drug Design”, ('SBDD') pour concevoir des 

médicaments est un élément clé désormais intégré à la recherche pharmacologique où les réductions 

de temps et de coût deviennent essentielles non seulement sur plan économique mais également in 

fine pour le bénéfice du malade.  

L'objectif de ce rapport est de fournir un aperçu des technologies liées au “Structure Based 

Drug Design” et de leur application, tant au niveau académique qu’industriel, en particulier aux Etats-

Unis, en précisant également les développements attendus à court et plus long terme.  
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La connaissance de la structure des macromolécules cibles à une résolution atomique est 

essentielle. Une analyse détaillée de leur structure tri-dimensionnelle à haute résolution, révélant le 

détail intime des interactions à l'échelle atomique est accessible grâce à deux technique de choix qui à 

ce jour ont un rôle majeur : la Cristallographie par rayons X, la plus utilisée, et la Résonance 

Magnétique Nucléaire (RMN) (Figure 1 ; partie 2.2.). L'écart entre les deux techniques est 

essentiellement lié à la limitation en taille des molécules pouvant être étudiées par RMN, technique 

qui présente cependant l'avantage de ne pas nécessiter de cristallisation.  

 X-ray  RMN  Total  

Protéines, Peptides et Virus  26172  4021  30193  

Protéines/ Acides Nucléiques  1236  117  1353  

Acides Nucléiques  843  663  1506  

Carbohydrates  11  2  13  

Total  28262  4803  33065  

 
Figure 1 : Nombre de structures déposées dans la 'Protein Data Bank' (PDB) résolues par 

cristallographie aux rayons X et par RMN, Nov. 2005 (http://www.rcsb.org/pdb/holdings.html).  

La démarche opérationelle du “Structure Based Drug Design” va d'une protéine 

définie (la cible) jusqu'à la définition d'un 'ligand' possédant des propriétés thérapeutiques 

potentielles. Les grandes étapes sont :  

1. l'obtention en quantité et qualité adéquate de la protéine cible.  

2. l'analyse structurale proprement dite :  

 -La cristallisation de cette protéine et l'enregistrement de données obtenues après 

exposition à un rayonnement (e.g. rayons X, neutrons). 

 -Analyse directe en RMN, 

 -Les autres techniques d’analyse.  

      3. La résolution de la structure et la construction d'un modèle.  

      4. L'exploitation de ce modèle pour la conception et/ou l'amélioration d'un ligand.  
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2.1. Obtention d'une protéine purifiée.  

Cette première étape très limitante qui reposait sur la purification directe d'une protéine à 

partir de tissus a énormément progressé dans les années 80-90, avec l'arrivée des outils de la biologie 

moléculaire. Le clonage d'ADNc (dans le contexte de la caractérisation des transcriptomes) et 

l'expression de la protéine dans des systèmes variés (in vitro ou in vivo) donnent accès à une large 

fraction du protéome, en particulier dans la catégorie des protéines solubles.  

Plus récemment, le recours à des robots de clonage et de purification, d'abord dans les 

entreprises pharmaceutiques, puis petit à petit dans les laboratoires académiques, a permis la mise en 

oeuvre d'approches systématiques. Il est ainsi possible désormais de mener en parallèle la production 

d'un grand nombre de constructions, homologues ou mutants, de la protéine cible (Gilbert et Albala, 

2002 ; Lesley, 2001 ; Stevens, 2000a). La durée de l'étape de production d'une protéine suffisamment 

pure s'en trouve grandement réduit, parfois à mois d'une semaine.  

2.2. Analyse structurale.  

2.2.1. Analyse structurale par la cristallographie.  

La cristallographie des protéines est essentiellement basée sur l'utilisation des rayons X. 

Jusqu'aux années 70, la détermination d'une structure par cette méthodologie était une aventure 

téméraire, pouvant prendre de 1 à 20 ans selon la difficulté de la protéine, et monopolisant des 

ressources humaines importantes. Aujourd'hui la cristallographie par rayon X est la technique 

majoritairement utilisée dans la résolution de structure en vue de développer des molécules actives. 

Elle compte en effet pour une large fraction de l'ensemble des structures déposées dans les bases de 

données (« Protein Data Bank », http://www.rcsb.org/pdb) qui ont connu ces dernières années une 

progression quasi exponentielle (Fig. 2). L'augmentation du nombre des cristallographes des 

macromolécules en est peut être une des raisons, mais cette progression est probablement d'avantage 

à mettre au compte du développement remarquable, en qualité et en quantité, des outils mis à la 

disposition de ces cristallographes. L'avènement de la Génomique Structurale (GS), suite naturelle 

des séquençages systématiques de différents génomes, a été le principal moteur de ces progrès. Même 

si les projets labellisés GS n'ont pas toujours engendré le nombre de structure espéré, du moins ont-il 
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dirigé un certain nombre de ressources, humaines et financières, vers l'instrumentation et la 

méthodologie. Une des conséquences majeures de ces progrès est que l'obtention d'une structure 

cristallographique est, dans la plus part des cas, devenu possible pour des non-cristallographes.  

La technique cristallographique consiste à exposer dans différentes orientations un cristal de la 

molécule à étudier dans un faisceau, le plus souvent monochromatique. Les clichés de diffractions 

enregistrés sont ensuite analysés afin de remonter à la structure.  

 
Figure 2: Structures déposées dans la « Protein Data Bank » (http://www.rcsb.org/pdb/holdings.html) 
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2.2.1.1. Cristallisation des protéines.  

La cristallisation a toujours été, et reste encore, l'étape limitante de la détermination d'une 

structure par cristallographie en effet une difficulté majeure se situe au niveau de l'obtention de 

cristaux de bonne qualité. Il n'existe pas à ce jour de moyen de prédire les conditions qui permettront 

à une protéine donnée de cristalliser. Sur un plan pratique, la protéine est mélangée avec une solution 

de cristallisation, dans une goutte de faible volume qui s'équilibre lentement contre une solution plus 

concentrée.  

Deux approches sont pratiquées : (i) des essais sont menés avec une collection restreinte de 

conditions de cristallisation, afin d'analyser le comportement de la protéine vis à vis de ces conditions 

et d'en déduire de meilleures conditions. (ii) Une autre approche, qui semble devenir la méthode de 

choix, consiste à tester massivement une très large collection de conditions (plus d'un millier). On 

utilise pour cela des robots de cristallisation qui permettent désormais de réaliser rapidement un 

nombre impressionnant d'essais de cristallisation avec des quantités d'échantillon minimales sur des 

supports à haute densité, et de façon parfaitement reproductible.  

Les premières tentatives maladroites d'automatisation de cette étape remontent aux années 

80. Ces robots, peu fiables, ont été remplacés par des machine de nouvelle génération, issus des 

efforts de la Génomique Structurale notamment (Kuhn et al., 2002) :  
 
. • Un des premiers systèmes de nouvelle génération a été le ‘T2K’ développé par le « 

Lawrence Berkeley National Laboratory ». Ce système pouvait réaliser jusqu'à 480 essais de 

cristallisation par heure, avec des volumes de 20–100 nl par goutte (Goodwill et al., 2001 ; 

Santarsiero et al., 2002 ; Stevens, 2000b).  

 • Ensuite est venu un système développé par « Hauptman-Woodward Institute » (HWI, 

Buffalo, NY, USA), utilisé par le projet du Consortium Nord-Est de génomique structurale, financé 

par le NIH (http://www.nesg.org), et par le Consortium de Génomique Structurale des Protozoaires 

Pathogènes (http://depts.washington.edu/sgpp). Le système HWI 

(http://www.hwi.buffalo.edu/throughput.html) utilise des gouttes de 500 nl sur des plaques de 

cristallisation à 1536 puits (Luft et al., 2001). Durant les premiers 18 mois de fonctionnement, ce 

système a réalisé plus de 700 000 essais de cristallisation, sur plus de 400 échantillons différents.  

. • La « Protein Structure Factory » (Berlin) a également développé un système robotisé 
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totalement intégré (Mueller et al., 2001). Ce système utilise des plaques à 96 puits, et une technologie 

de dépôt du type jet-d'encre, projettant des gouttes de 250 nl.  

. • GNF (San Diego, CA) et Syrrx (San Diego, CA) ont développé Agincourt™, un 

système de seconde génération basé sur le système T2K. Agincourt™ produit des gouttes assises de 

20 nl à 1 l en utilisant la technologie SynQuad™ de Cartesian, et des plaques à 96 puits. Il peut ainsi 

réaliser jusqu'à 4000 essais par heure (Goodwill et al., 2001). Ce système est utilisé par Syrrx, GNF et 

le « Joint Center for Structural Genomics » financé par le NIH (http://www.jcsg.org). Pendant la 

première année de fonctionnement, ce système a produit plus de 3 millions d'essais de cristallisation, 

sur plus de 1000 protéines différentes.  

. • Le « Center for Biophysical Sciences and Engineering » (CBSE) de l'Université 

d'Alabama (Birmingham), en collaboration avec ANALIZA (« Precision Dispensing Equipment and 

Diversified Scientific »), a développé une série d'outils (ScreenTool™, RecipeMaker™, 

NanoScreen™, VapourPro™) permettant de réaliser des essais de cristallisation en gouttes nanolitre, 

mais aussi d'affiner les conditions dynamiquement avec des volumes plus importants 

(www.dsitech.com). Environ 2160 essais peuvent être réalisés en 8 heures, soient 360 conditions pour 

6 protéines différentes.  

. • Enfin, il existe désormais une multitude de systèmes plus petits, disponibles 

commercialement, et pouvant s'installer sur un coin de paillasse (Mosquito
TM 

de Molecular 

Dimensions Ltd, etc...).  

 

Avec le nombre croissant d'essais de cristallisation rendus possibles par l'utilisation de robot, 

l'analyse manuelle des résultats de ces essais est rapidement devenu un problème. Il s'en est donc 

suivi le développement de robot de stockage et de visualisation, souvent couplés à des logiciels 

d'analyse par reconnaissance de forme :  

. • La station de visualisation CrystalScore™ développée par Diversified Scientific, Inc. 

est un système complet avec archivage, visualisation et traitement automatique des clichés.  

. • La station Crystal Monitor™ developpée par Emerald BioStructures, Inc. (Bainbridge 

Is., WA) est constituée d'une table de translation sous un stéréo-microscope équipé d'une caméra 

couleur. Ce système peut traiter une plaque de 96 puits en 4 mn (100 plaques en 7 heures).  

. • Le « Hauptman-Woodward Institute » s'est doté d'un système comprenant une table de 

translation pouvant accueillir 28 plaques (Luft et al., 2001). Ce système peut traiter deux plaques a 

1536 puits par heure (3072 images). Chaque image est traité avec MATLAB en 0.5 s (Jurisica et al., 
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2001).  

. • Des systèmes totalement intégrés ont également été développés, tel le HomeBase™ de 

Automation Partnership, permettant le stockage et l'analyse de tous les types de plaques au format « 

Society of Biomolecular Screening microliter plate » (Long, 2001). Un système HomeBase™ est 

utilisé par le Max Planck Institute dans le cadre de la « Protein Structure Factory ». Il comprend des 

racks de stockage, un robot de transfert des racks, et un second robot pour la présentation des plaques 

au convoyeur qui alimente le système de visualisation, le tout dans un environnement contrôlé. Plus 

de 960 000 essais de cristallisation peuvent être stockés et contrôlés régulièrement par le système 

implanté au Max Planck Institute (Heinemann, 2001), 80 à 100 plaques de cristallisation pouvant être 

visualisées en une heure.  

. • Le système de cristallisation robotisé installé chez Syrrx comprend également une 

unité de stockage et de visualisation pouvant traiter un million de gouttes par jour. Il utilise pour la 

visualisation le sous-ensemble OptiMag Veeco-Oasis 1700, comprenant la prise d'image, un système 

serveur avec base de données SQL et un traitement d'image. La prise des images et leur traitement 

sont asynchrones, afin de permettre un plus haut débit. Une plaque de 96 puits peut ainsi être traitée 

en moins de 60 s.  

 • La société RoboDesign International (Carlsbad, CA), en collaboration avec Structural 

GenomiX (San Diego, CA) a développé le RoboMicroScope™, un système de prise d'images 

automatique, et RoboStorage™, un système de stockage. Le premier peut traiter six plaques à la fois, 

de tous formats. Ce système réalise dans un premier temps une image globale de l'ensemble de la 

condition de cristallisation, puis dans un second temps, une caméra haute résolution réalise une 

analyse détaillée de la goutte. Selon la complexité de l'expérience, RoboMicroScope™ peut réaliser 

l'analyse de 3600 essais de cristallisation par heure. Chaque RoboStorage™ est couplé à deux unités 

de visualisation, permettant de traiter 1 million d'essais stockés dans 10000 plaques de cristallisation.  

. • Un autre système, disponible commercialement, est le “Crystal Farm” développé par 

Discovery Partners International, San Diego (Frankel, 2005). Il s'agit d'un système tout intégré, 

comprenant une armoire de stockage des plaques de cristallisation thermostaté, d'un robot de 

manipulation et d'un microscope doté d'un logiciel de reconnaissance.  

. • Tous les systèmes précédent souffrent d'un manque de fiabilité, lié à la difficulté de 

visualiser des cristaux plongés dans une liqueur mère d'indice de réfraction très proche. L'utilisation 

de lumière polarisée apporte une petite amélioration, mais à ce jour encore insuffisante. De plus, cette 
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analyse ne dispense pas d'un traitement manuel, l'extraction du cristal et sa congélation, ne serait ce 

que pour déterminer par diffraction X s'il s'agit bien d'un cristal de protéine. Une alternative 

intéressante est l'analyse des conditions de cristallisation directement par un faisceau X, soit en 

présentant la plaque de cristallisation dans le faisceau (Jacquamet et al., 2004), soit en procédant aux 

essais de cristallisation dans un support plus adapté (Yadav et al., 2005 ; http://www.atcg3d.org/). Il 

s'agit probablement là de techniques d'avenir, permettant d'atteindre réellement un très haut débit en 

s'affranchissant de la dernière étape manuelle du processus.  
 

Ainsi, l'utilisation de systèmes de cristallisation robotisés permet de réduire les erreurs de 

manipulation, les coûts, et autorise la réalisation de tests plus étendus. Mais aussi, en introduisant la 

possibilité de travailler sur des volumes plus petits, ces robots ont permis d'accélérer la cristallisation, 

d'améliorer la qualité des cristaux produits (Santarsiero et al., 2002), et de faciliter leur congélation 

(Goodwill et al., 2001). Le gain de cette automatisation est donc à la fois quantitatif et qualitatif.  

2.2.1.2. Exposition des cristaux à un rayonnement et enregistrement des données.  

2.2.1.2.1. Utilisation des rayons X.  

Les sources de rayons X de laboratoire ont constamment progressé, en terme de qualité de 

faisceau et d'intensité. Du tube scellé, on est passé dans les années 90 aux anodes tournantes, puis 

plus récemment aux sources compactes, micro-foyer et autres. Mais c'est réellement l'utilisation du 

rayonnement synchrotron qui a révolutionné le cristallographie des protéines. Ce qui n'était au départ 

qu'un rayonnement parasite des accélérateurs utilisés par les physiciens, s'est avéré exploitable par les 

cristallographes, en effet le rayonnement synchrotron permet la production d’un rayonnement X 

intense, stable, de longueur d’onde variable et de grande qualité optique sur lequel s'appuie la très 

grande majorité des études cristallographiques contemporaines au point que désormais des machines 

sont construites pour la seule utilisation de ce rayonnement : -d'une part grâce à son intensité, il 

permet d'obtenir des données exploitables pour des cristaux de macromolécules que des sources 

classiques ne permettaient pas d’étudier : mailles plus grandes (et donc molécules ou complexes plus 

grands), cristaux de plus petite dimension voire imparfaits. Cette intensité remarquable a également 

rendu nécessaires d'autres progrès, tel que la congélation rapide des cristaux (Garman, 1999), et 
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l'utilisation de robots de transfert d'échantillons (Abola et al., 2000 ; Muchmore et al., 2000 ; Ohana et 

al., 2004). Ainsi, la qualité des images obtenues et la rapidité d'exécution des clichés ont permis une 

accélération considérable de la vitesse d’acquisition des données, réduisant celle-ci à quelques heures 

au lieu de quelques semaines. -d'autre part, et de manière essentielle, la propriété du rayonnement 

synchrotron d'être accordable en énergie a apporté la solution au problème de l'information de phase. 

Cette phase, qui n'est pas directement accessible par l'expérience et qui est nécessaire avec la mesure 

des intensités de diffractions pour obtenir une carte de densité électronique, est obtenue grâce à 

l'utilisation de la diffusion anomale multi-longueur. Que ce soit en utilisant la sélénométhionine 

introduite lors de la surexpression de la protéine (Guss et al., 1988 ; Hendrickson et al., 1990), ou des 

métaux lourds apportés par trempage des cristaux, il est possible ainsi, en utilisant une ou des 

longueurs d'onde appropriées, d'estimer les phases manquantes.  

Pour comprendre ce que représente les synchrotrons pour la communauté des 

cristallographes des protéines (Fig. 3 et 4), on peut noter que, dans les allées 90, le nombre 

d'expériences effectuées au LURE s'élevait à plus de 600 par an et le nombre d'utilisateurs à plus de 

2000 (Cuvilliez et Trégouët, 2000). Désormais, on trouve les mêmes chiffres pour chaque ligne de 

lumière, et l'ESRF par exemple compte l'équivalent de huit lignes dédiées à la cristallographie des 

protéines. La notion de service rendu par les synchrotrons est évidemment aussi présente aux Etats-

Unis, avec, par exemple, un ensemble de 4500 utilisateurs sur les 4 synchrotrons du DOE et une 

influence régionale de chaque machine. Et le nombre de synchrotrons ne cesse de s'accroître, avec des 

machines nationales (SOLEIL en France, SLS en Suisse, Diamond en Angleterre, etc...) mais aussi de 

nouveaux projets de machines à l'échelle d'un continent (nouvelle machine remplaçant NSLS à 

Brookhaven, USA).  

Ainsi la résolution des structures des protéines qui pouvait s'effectuer avec des instruments de 

laboratoires, bascule, dans tous les pays, vers les synchrotrons, ainsi qu'en témoigne le graphique 

suivant (Fig. 3) réalisé par le laboratoire de l'EMBL (European Molecular Biology Laboratory) 

implanté sur le site des synchrotrons du Hasylab de Hambourg.  
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Figure 3 : L'importance croissante du rayonnement synchrotron pour l'élucidation des structures 
macromoléculaires (http://asdp.bnl.gov)  
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Figure 4 : Comparaison du total mondial de publications de biologie structurale résultant de travaux 
conduits sur des synchrotrons ou sur des sources propriétaires  

2.2.1.2.2. Utilisation des Neutrons.  

L’utilisation de neutrons en biologie structurale, dans le cadre d’expériences de 

cristallographie, est moins spectaculaire que celle des rayons X, les données obtenues ne fournissant 

pas la même résolution. De plus, ils nécessitent des cristaux de taille importante, souvent impossible à 

obtenir. Pour toutes ces raisons, la cristallographie neutronique reste marginale, et ne sera pas 

d’avantage abordée dans ce document. Il faut cependant noter qu’elle permet d’obtenir des 

informations complémentaires en ce qui concerne la dynamique moléculaire des macromolécules 

biologiques (échelle de temps allant de la pico-à la nanoseconde). En particulier, des expériences de 

diffusion inélastique, grâce à des marquages sélectifs au deutérium que les neutrons permettent de 

distinguer de l’hydrogène, génèrent des informations sur les complexes de grandes tailles ou sur les 

structures membranaires.  
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2.2.2. La Résonance Magnétique Nucléaire ('RMN').  

La résonance magnétique nucléaire est une technique de spectroscopie appliquée aux noyaux 

atomiques présentant un spin nucléaire non nul. C'est un phénomène par lequel un noyau de l'atome 

considéré absorbe les rayonnements électromagnétiques d'une fréquence spécifique en présence d'un 

fort champ magnétique. Le décalage en fréquence par rapport aux valeurs de référence nous renseigne 

sur l’environnement de l’atome considéré, permettant ainsi une reconstruction du modèle de proche 

en proche.  

La RMN en phase liquide est la seule méthode amenant à la structure atomique de 

macromolécules en solution. Elle comporte cependant des contraintes significatives sur la taille des 

molécules étudiées (30-40 kDa au plus) comme sur leurs propriétés de solubilité. Si un certain 

nombre de structures connues ont été résolues par RMN, cette technique n’est réellement supérieure à 

la cristallographie que pour la résolution de structure de petite taille, difficiles à cristalliser. De plus, 

on a longtemps considéré que les protéines présentant les caractéristiques requises pour une étude par 

RMN, en terme de solubilité et de stabilité (et dons de qualité des spectres mesurés), étaient en fait 

celles qui conduiront à des cristaux exploitables par cristallographie aux rayons X, et permettant de 

cette façon d'accéder plus rapidement à l'information structurale à l'échelle atome, comparativement à 

l'analyse par RMN qui peut prendre des mois. Cependant, cette image est en train d'évoluer : des 

comparaisons menées sur un grand nombre de protéines, dans le cadre du projet « Northeast 

Structural Genomics Consortium » (NESGC, USA), ont montré qu'une grande complémentarité était 

possible entre cristallographie et RMN, du moins dans une gamme de taille de protéines limitée 

(Snyder et al., 2005 ; Yee et al., 2005).  

Par ailleurs, la RMN offre des possibilités uniques d’études dynamiques des molécules, des 

interactions macromolécules-solvant et d’analyse structurale de la formation des complexes 

transitoires.  

La RMN du solide, en particulier par rotation de « l’angle magique » ouvre quant à elle des 

possibilités intéressantes, mais encore peu exploitées, pour l’étude de macromolécules sous forme de 

poudre (donc non cristallisable) et pour les protéines membranaires. Ce domaine reste cependant loin 

d’avoir démontré entièrement son potentiel.  



 19

2.2.3. La spectrométrie de masse.  

La spectrométrie de masse consiste à séparer les molécules chargées dans un champ 

magnétique, afin d’en déterminer la masse avec une grande précision.  

Cette technique est particulièrement utilisée aujourd’hui pour les analyses de protéomes. 

Cependant, il ne faut pas négliger les progrès que cet outil, en pleine période de développement, 

apporte à l’analyse structurale. Des techniques d’échanges isotopiques rendent accessibles à l’analyse 

des zones de flexibilité induites par la liaison du ligand ou des zones d’interaction entre 

macromolécules au sein d’un complexe. Couplées à des techniques de réticulation covalente, la 

spectrométrie de masse permet aussi d’obtenir des données sur la formation de complexes. Elle offre 

également l’opportunité de caractériser des complexes non covalents (protéine-protéine, protéine-

ligand).  

2.2.4. La cryomicroscopie électronique.  

L’amélioration des sources d’électrons (canons à effet de champs FEG) et des méthodes de 

traitement informatique de l’image ont complètement modifié l’utilisation de cet outil en biologie 

structurale.  

La cryomicroscopie électronique permet de déterminer la structure de complexes de grande 

taille avec une résolution nettement inférieure à 10 Å. En intégrant des structures d’éléments d’un 

complexe déterminées par cryomicroscopie électronique avec celles obtenues par cristallographie, il 

est désormais possible d’obtenir un modèle de la structure globale de complexes de très grande taille. 

La cryomicroscopie permet également d'obtenir une enveloppe de la protéine utilisable en 

cristallographie pour déterminer des premières phases à basse résolution, que l'on peut ensuite étendre 

à plus haute résolution.  

Une autre technique en développement concerne l’analyse de cristaux bidimensionnels 

utilisant la microscopie électronique et/ou la diffraction électronique. Ils permettent d’atteindre des 

résolutions de l’ordre de 3 Å. Actuellement, des techniques de cristallisation 2D sur mono ou 

bicouches lipidiques sont en cours de développement (lipides modifiés pour fixer spécifiquement 

certaines molécules, par exemple). Cependant cette qualité, en terme de résolution, se limite souvent à 

une seule direction.  
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2.3. La résolution de la structure et construction d'un modèle, dans le cas des 

rayons X.  

L'étape suivante, la résolution de la structure et la construction d'un modèle à partir des 

données expérimentales, repose sur les développements de la bioinformatique. Là aussi, les progrès 

sont remarquables. Dans les années 80, il s'agissait d'un processus long et fastidieux, faisant appel à 

des ordinateurs puissants (pour l'époque), mais aussi à des moyens plus « artistiques », telles que la 

construction de modèles en bois. Les programmes mis en oeuvres sur les ordinateurs étais d'un abord 

difficile, avec des fichiers de paramétrages touffus, faisant appel à des connaissances pointues. Une 

première révolution a été la généralisation de systèmes graphiques stéréo, souvent issu des 

applications militaires. En parallèle, l'informatique a connu de larges progrès concrétisés aujourd'hui 

par des puissances de calcul considérables, parfois sous la forme de simples ordinateurs portables. 

Enfin, plus récemment sont apparus des logiciels permettant la résolution de structure de façon quasi 

automatique (Adams et Grosse-Kunstleve, 2000 ; Perrakis et al., 1999 ; Terwilliger et Berendzen, 

1999 ; Terwilliger, 2000). Leur intégration dans l'environnement des lignes de lumière a permi de 

voir les premières structures résolues de façon complètement automatique, sans intervention humaine 

depuis le montage de l'échantillon dans le faisceau X, jusqu'à la production d'un premier modèle 

atomique (Ferrer, 2001). Il s'agit là d'un facteur important de l'ouverture de la cristallographie des 

rayons X à une communauté non-cristallographe. Cela ne concerne encore que des cas simples, mais 

cette évolution est inéluctable.  

Un deuxième apport de la bioinformatique repose sur la modélisation ab-initio des 

structures. Les puissances de calcul obtenues, combinées au nombre croissant de structures connues, 

permettent d'obtenir in silico, en particulier sur la base des séquences primaires déduites de données 

génomiques, des modèles par homologie structurale.  

Une assez grande précision et justesse (~ 1 Å rms pour les atomes de la chaîne principale) 

est obtenue pour des séquences à >50% d’homologie. Les erreurs se trouvent dans l’empaquetage et 

l’orientation des chaînes latérales. Entre 30-50% d’homologie de séquence les modèles sont d’une 

précision et d’une justesse moyenne. En plus des orientations, des distorsions dans le coeur, des 

erreurs de modélisation des boucles et des erreurs d’alignement occasionnelles sont possibles. Les 

'rms' sont typiquement ~1.5 Å. En dessous de 30% d’homologie, les erreurs d’alignement augmentent 

énormément. Ces erreurs sont les plus graves car elles peuvent résulter en un modèle de repliement 
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totalement incorrect.  

Dans la plupart des cas, la précision des modèles obtenus par homologie structurale est 

insuffisante pour la conception rationnelle de molécules actives, néanmoins ils peuvent apporter des 

informations complémentaires utilisables dans ce cadre. Ils permettent en effet l'analyse des effets de 

mutations localisées, par rapport à une structure connue, et leurs conséquences sur la fixation de 

molécules actives connues. Dans ce dernier cas, la minimisation en énergie des programmes de 

modélisation, tel que Modeller (Sali and Blundell, 1993), est une façon élégante de positionner les 

quelques chaînes latérales mutées, en supposant que le repliement est parfaitement conservé.  

2.4. L'exploitation des modèles pour la conception et/ou l'amélioration d'un 

ligand : les outils du « docking » structural.  

La première approche pour la conception, à partir de l'information structurale, de molécules 

actives, consiste à dessiner manuellement une molécule adaptée au site de fixation de la protéine 

cible. Il existe cependant sur le marché plusieurs logiciels permettant l'automatisation de cette 

démarche (Abagyan et Totrov, 2001 ; Blundell et al., 2002 ; Charifson et al., 1999 ; Klebe, 2000). Les 

composés développés grâce à eux les rendent désormais parfaitement crédibles. Certains laboratoire 

pharmaceutiques, tels que Abbot (Nienaber et al., 2000) et Astex Technology (Blundell et al., 2002), 

ont désormais recours systématiquement à ces outils. On compte notamment parmi ceux-la 

(www.ks.uiuc.edu/Development/biosoftdb/biosoft.cgi?&category=7) :  

. • Autodock (http://www.scripps.edu/mb/olson/doc/autodock/) : AutoDock est une suite 

d'outils automatisée destinée à prédire comment de petites molécules peuvent se fixer sur un récepteur 

dont la structure 3D est connue. Il s'agit d'un logiciel gratuit pour la recherche académique, développé 

par le « Scripps Institute » (San Diego, USA).  

. • Gold (http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/life_sciences/gold/) : Gold est un logiciel 

d'analyse de fixation de ligand, basé sur un algorithme génétique. Il est commercialisé par la « 

Cambridge Crystallographic Database ».  

. • Glide (http://www.schrodinger.com/Products/glide.html) : Glide est également un 

programme d'analyse de fixation de ligand. Plusieurs niveaux de filtres permettent de traiter très 

rapidement un grand nombre de petites molécules (criblage in silico). Il fait partie d'une suite très 

complète (analyse de petits fragments, mécanique quantique, ...) permettant de réaliser toutes les 
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étapes de modification jusqu'à l'obtention d'un médicament. C'est donc un logiciel assez évolué, 

utilisé par l'industrie pharmaceutique.  
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.  

 

3.1. Les réalisations et développements récents dans le domaine.  

Ce sont essentiellement les 'petites molécules' pharmacologiques visant des protéines 

intracellulaires qui ont bénéficié des apports de la biologie structurale. Historiquement, on compte 

parmi les premiers succès de cette approche le cas des inhibiteur de la protéase du HIV-1 (Kaldor et 

al., 1997 ; Kim et al., 1995 ; Wlodawer et al., 1998), ainsi que des molécules destinées à limiter la 

virulence du virus de la grippe en empêchant l'interaction de la neuraminidase avec ses cibles (Babu 

et al., 2000 ; von Itzstein et al., 1993 ; Kim et al., 1997). Des exemples de ce type, où la structure a 

été le moyen de concevoir ou d'optimiser des composés actifs, se sont multipliés ces dix dernières 

années. Un certain nombre d'exemples remarquables de conception de molécules actives, sur la base 

de l'information structurale, sont présentés ici (Kuhn et al., 2002 ; Williams et al., 2005). D'autres 

types de molécules plus complexes, de type anticorps visant des protéines extracellulaires de surface 

ou des protéines exogènes commencent également à bénéficier de ces développements. On peut citer 

par exemple le Remicade
TM

, de la société Centocor, Inc., filiale de Johnson & Johnson. Cette approche 

bénéficie également à la définition des domaines immunogènes des protéines virales (coque du virus) 

à des fins de développement de vaccins.  

3.2. Quelques grandes familles fonctionnelles de protéines qui ont bénéficiées de 

cette approche.  

-Protéases  

Historiquement, les protéases ont été une cible de choix pour la recherche de molécules actives, dont 

un nombre important ont été développées ou améliorées à partir d'information structurale.  

 • Protéase du HIV (Kaldor et al., 1997 ; Kim et al., 1995 ; Wlodawer et al., 1998) : 

historiquement un des premiers exemple d'utilisation de la structure pour la conception d'une 

molécule active. Encore récemment (Surlereaux et al., 2005), la comparaison structurale des modes 
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de fixation des différents inhibiteurs connus a permis la conception d'une nouvelle molécule 

interagissant avec Asp29 et Asp30, afin d'élargir le spectre d'efficacité vis à vis de mutants résistants 

aux autres inhibiteurs (Fig. 5.1). Tout dernièrement, l'obtention d'une structure cristallographique de 

la protéase dans un état intermédiaire de la protéolyse jusqu'alors jamais observé ouvre la voie vers de 

nouveaux inhibiteurs (Amit das et al., en préparation).  

. • Matrix métalloprotéinase (Schroder et al., 2001) : cible de traitement contre le cancer et 

l'arthrite notamment. Des études structurales récentes ont montré qu'un groupement spirolactam 

associé à un acide barbiturique par une liaison de type ether-diphényle conduisait à une série 

d'inhibiteurs ayant une affinité sub-nanomolaire (Fig. 5.2).  

. • Protéasome 20S (chymotrypsin-activity) (Furet et al., 2001) : l'inhibition du protéasome est 

une approche classique des thérapies anti-cancer. De nouveaux inhibiteurs non-covalents de l'activité 

protéolytique du protéasome 20S humain, plus simples et plus efficaces que ceux connus jusqu'alors, 

ont été développés récemment à partir d'un modèle du protéasome humain construit par homologie 

avec la structure cristallographique du protéasome de levure (Fig. 5.3).  

. • Rénine (Rahuel et al., 2000) : la conception de l'aliskiren, un inhibiteur oral efficace de la 

rénine, est reportée par Wood et les collègues (Rahuel et al., 2000). Ce nouvel agent contre 

l'hypertension a été développé à partir d'une série d'inhibiteurs précédemment connus. L'analyse des 

structures cristallographiques de la rénine en complexe avec des membres de cette série a permis 

d'identifier un nouveau point d'ancrage dans la poche S3, qui a été efficacement exploité afin 

d'obtenir une affinité nettement améliorée pour la rénine et une meilleur sélectivité vis à vis des 

peptidases aspartiques. L'aliskiren (SPP-100 ; Fig. 5.4) est passé en production en tant que 

médicament potentiel contre l'hypertension.  

! .• !-sécrétase 1 : le peptide !-amyloïde, qui joue un rôle crucial dans la pathogénèse de la maladie 

d'Alzheimer, provient du clivage par deux enzymes de la grosse protéine APP. Une !-sécrétase clive 

l'APP à l'extrémité N-terminale du peptide, tandis qu'une "-sécrétase  

! .exerce son action de l'autre côté. La !-sécrétase a été identifiée par l'équipe de Martin Citron de la 

firme californienne Amgen (Thousand Oaks). De part le rôle de la !-sécrétase 1 (BACE-1), le 

développement d'un inhibiteur efficace de cette enzyme serait d'un grand intérêt pour le traitement de 

la maladie d'Alzheimer. Stachel et ses collègues ont récemment développé de nouveaux inhibiteurs de 

BACE-1 (Fig. 5.5), de faible poids moléculaire et non-peptidiques, à l'aide d'une structure 

cristallographique de l'enzyme en complexe avec un premier inhibiteur identifié par criblage haut-
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débit (Stachel et al., 2004).  

. • Facteur VIIa (Young et al., 2001) : l'activation du facteur de tissu (TF) par le facteur de 

protéase à sérine VIIa est une étape essentielle dans la formation du thrombus. Un composé visant le 

facteur VIIa afin d'empêcher la formation du complexe TF-VIIa aurait donc une activité 

antithrombique. Les chercheurs de chez Pharmacia ont employé des techniques de conception basées 

sur l'information structurale afin d'identifier une série d'inhibiteurs, du type pyrazinone, du complexe 

entre TF et le facteur VIIa (Parlow et al., 2003 : South et al., 2003). Des études in silico, à partir d'un 

hétéro-cycle à six atomes fixé dans le site actif d'une structure cristallographique du complexe de TF-

VIIa, a suggéré un pyrazinone comme point de départ. Des études encore affinées ont conduit à la 

synthèse d'un inhibiteur efficace (Ki = 150 nM). La structure cristallographique de TF-VIIa en 

complexe avec le composé précédemment obtenu, et des considérations structurales relatives aux 

protéases en général, ont suggéré l'ajout d'un groupe méta-aminé à une partie phénylique pendante 

pour gagner des interactions avec Asp60, un résidu unique à TF-VIIa. Ces modifications, et d'autres, 

ont finalement conduit au composé de la figure 5.7, qui présente un IC50 avec le complexe TF-VIIa 

de 16 nM et un excellent profil de sélectivité vis à vis du facteur Xa et de la trypsine.  

 • Enzyme convertissant l'interleukine-1! (caspase-1) (Shahripour et al., 2002) : la modulation 

du niveau d'expression de l'interleukin-1! par l'inhibition de la caspase-1 est une solution pour le 

traitement des problèmes d'arthrite et de choc septique. Harter et ses collègues ont décrit la 

conception de nouveaux inhibiteurs de la caspase-1 présentant des caractéristiques améliorées par 

rapports aux inhibiteurs relativement faibles et flexibles précédemment connus (Harter et al., 2004). 

En utilisant une structure d'un co-cristal avec la caspase-1, ils ont conçu des liaisons hydrogène 

internes afin de rigidifier la molécule. En utilisant un sulfonamide en tant que donneur de liaison 

hydrogène, l'analogue modifié (Fig. 5.8) a montré une augmentation d'un facteur 30 du pouvoir 

d'inhibition.  

. • Cathepsine B (Greenspan et al., 2001).  

. • Cathepsine L, cathepsin S (Katunuma et al., 1999).  

. • Facteur Xa (Liebeschuetz et al., 2002 ; Maignan et al., 2001).  

. • Mémapsine 2 (!-secretase) (Ghosh et al., 2001a).  

 

-Kinases, phosphatases  

La phosphorylation réversible des protéines est un moyen de contrôle majeurs des différentes voies 
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métaboliques des cellules eukaryotes. L'identification des kinases et phosphatases d'intérêt est un 

domaine de recherche qui connaît une forte activité (Moller et al., 2005 ; Noble et al., 2004 ; Pratt et 

al, 2004). La structure d'un grand nombre de ces enzymes a déjà été élucidée. A partir de ces données, 

des modèles structuraux ont également été développés par homologie 

(http://www.gen2x.com/kinase3D/).  

. • Kinase Abl (Schindler et al., 2000).  

. • Kinases cycline-dépendantes (Furet et al., 2000 ; Gray et al., 1998 ; Honma et al., 2001) : 

Comme thérapie potentielle de cancer, Anderson et ses collègues ont rapporté une nouvelle famille 

d'inhibiteurs des kinases cycline-dépendantes (CDK) identifiés par hybridation, sur la base de la 

structure d'inhibiteurs connus (Anderson et al., 2003). Les structures cristallographiques de CDK2 en 

complexe avec deux types différents d'inhibiteurs ont suggéré une stratégie d'hybridation dans 

laquelle une partie d'un des inhibiteurs est remplacé par la partie correspondante du deuxième 

inhibiteur. Cette idée a mené directement au composé de la figure 5.9, qui inhibe CDK2 avec un IC50 

de 3 nM. Un groupe de Cyclacel a décrit la conception guidée par la structure de nouveaux inhibiteurs 

selectifs de CDK4 (McInnes et al., 2004). Par une analyse détaillée des inhibiteurs sélectifs connus de 

CDK4, en utilisant des méthodes informatiques et un modèle d'homologie de CDK4, l'importance 

d'un groupement chargée à proximité de Glu144 de CDK4 a été mis en évidence. L'addition d'un 

groupement pipérazine convenablement placé a sélectivement augmenté le pouvoir d'inhibition contre 

CDK4 d'un facteur 17, produisant un inhibiteur (Fig. 5.10) avec un IC50 de 7 nM et un rapport de 

sélectivité CDK4/CDK2 de 31.  

. • Kinase p38# : Un groupe de chercheurs de la société Astex a développé, à partir d'une 

combinaison de fragments, de nouveaux inhibiteurs de la kinase “mitogen-activated” p38#, cible 

potentielle pour les traitements anti-inflammatoires (Gill et al., 2005). Les structures 

cristallographiques de deux substituants pyrimidine ont montré que la partie aryl était orienté vers une 

poche hydrophobique. Ce résultat a suggéré de combiner ces molécules avec des composés connus 

pour se lier à une forme inactive de p38# présentant une poche hydrophobique plus étendue, et 

l'information structurale a permis de définir le mode de liaison des deux composés. Le composé ainsi 

obtenu s'est révélé satisfaisant lors de tests in vivo sur des modèles de l'inflammation.  

. • Kinase Lck (Zhu et al., 1999).  

. • Kinase Src (Fretz et al., 2000 ; Shakespeare et al., 2000).  

. • « Epidermal growth factor receptor kinase » (Ghosh et al., 2001b).  
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 • Urokinase (Hajduk et al., 2000).  

 • « Urokinase-type plasminogen activator » (Verner et al., 2001).  

 • Protein-tyrosine phosphatase (Iversen et al., 2001) : La tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) 

régule négativement le récepteur de l'insuline, et est donc de ce fait une cible thérapeutique contre le 

diabète. En s'appuyant sur une stratégie d'assemblage de fragments, et en utilisant à la fois la RMN, 

pour le criblage, et la cristallographie par rayons-X, un groupe de chez Abott a rapporté la découverte 

d'un inhibiteur potentiel sélectif de PTP1B (Szczepankiewicz et al., 2003). Un premier criblage, suivi 

d'une analyse structure-activité (SAR) a conduit à un inhibiteur de faible affinité (Ki = 39 mM). Une 

structure cristallographique de ce composé lié à PTP1B a confirmé que ce composé se fixe 

effectivement au site actif de l'enzyme dans sa conformation ouverte. L'examen de la structure a 

conduit à l'ajout d'un groupement diamide sur la position 4 du cycle naphtyle, produisant ainsi une 

amélioration d'un facteur 40. Un second criblage par RMN a conduit à l'identification d'un ligand 

pour une partie non catalytique du site actif de PTP1B. La jonction des deux parties aromatiques a 

donné naissance au composé de la figure 5.12, qui présente un bon pouvoir d'inhibition de PTP1B, 

avec un Ki de 22 nM.  

 • Glycogen synthase kinase 3 : La Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) est une cible 

d'intérêt contre le diabète. En utilisant l'information structurale d'un complexe GSK3–inhibiteur, 

et après une analyse détaillée des propriétés conformationelles de l'inhibiteur, un groupe de chez 

Vertex a identifié l'importance d'une liaison hydrogène CH-O, ce qui a conduit au développement 

d'un nouvel inhibiteur potentiel de GSK3 (Fig. 5.11) (Pierce et al., 2005).  

-Récepteurs nucléaires  

Les membres de la famille des récepteurs nucléaires (NR) sont des facteurs de transcription régulés 

par des ligands. Tous les développements de composés menés à ce jour sur la base de l'information 

structurale s'appuient sur la structure du domaine de fixation du ligand (LBD) (Sznaidman et al., 

2003). On peut ainsi mentionner :  

 • Récepteur de la prostaglandine (Soper et al., 2001).  

 • PPAR$ : Dans le cas du “peroxisome proliferator-activated” récepteur delta (PPAR$), une 

cible pour le traitement de l'obésité et d'autres dérèglements métaboliques, un criblage contre une 

bibliothèque de petites molécules a permis d'identifier plusieurs composés, essentiellement des acides 

carboxyliques lipophiliques (Sznaidman et al., 2003). La structure d'un de ces composés, liés à 

PPAR$, a montré que l'acide cinnamique adopte une conformation en forme de Z. En réduisant la 
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liaison double de ce composé, on obtient ainsi une molécule plus flexible pouvant adopter plus 

facilement la meilleure conformation. Cette modification a donc conduit à une bien meilleure affinité. 

La structure a également révélé la présence d'une poche lipophilique proche. L'addition d'un 

groupement méthyle à cette position a conduit au composé de la figure 5.13, qui présente des 

propriétés améliorées en terme d'affinité d'inhibition.  

 • Récepteur nicotinique neuronal (Nicolotti et al., 2001).  

 • Récepteur des rétinoïdes (RXR) : Le récepteur de la stéréo forme 9-cis de l'acide rétinoïque 

(RXR), un hétérodimer comme beaucoup d'autres récepteurs nucléaires, est une cible thérapeutique 

prometteuse pour le traitement du psoriasis, des cancer et de plusieurs dérèglements métaboliques. 

L'utilisation de la structure de RXR# sans ligand (apo-RXR#) a permis la conception, à partir de 

composés identifiés par criblage, d'un ligand sélectif (Haffner et al., 2004). En effet, sur la base de la 

structure de l'apo-RXR# etde la modélisation des premiers ligands, un nouveau composé a été 

redessiné, avec un arrangement 2,4 autour d'un tétramethyltétrahydronapthalène, au lieu de 2,5. Cette 

modification a conduit à un accroissement d'un facteur 10 de l'affinité. L'hypothèse a également été 

faite qu'un composé plus rigide avec une forme en L, plutôt que linéaire, devrait améliorer la 

sélectivité vis à vis des autres récepteurs, et notamment de celui de l'acide rétinoïque (RAR, récepteur 

fixant tous les stéréo-isomères de l'acide rétinoique). Finalement un tel composé, à deux cycles 

contraints géométriquement, a conduit aux caractéristiques souhaitées en terme d'inhibition de RXR#, 

et de sélectivité.  

 • Récepteur des oestrogènes : Il existe chez l'homme deux gènes codant pour des récepteurs 

des oestrogènes (ER), ER# et ER!. Ces récepteurs nucléaires sont des cibles thérapeutiques pour le 

traitement de nombreuses indications, tels que les symptômes de la ménopause ou le cancer du sein. 

Dans le but de concevoir des ligands stéroïdiens qui se fixent préférentiellement sur un des types de 

récepteur particulier, un groupe de chercheurs a utilisé la structure cristallographique de ER#, ainsi 

qu'un modèle par homologie structurale de ER! (Hillish et al., 2004). Une analyse des sites de 

fixation respectifs a révélé que parmi les 23 résidus concernés, seulement deux diffèrent entre ER# et 

ER!. En prenant avantage de cette différence, il a alors été démontré qu'une simple extension du 

cycle D des stéroïdes pouvait conduire à une préférence pour ER# d'un facteur 70, alors qu'un groupe 

aliphatique directement au dessus des cycles B et C conduisait à une préférence encore plus marquée 

pour ER!, d'un facteur 180. Un autre groupe a utilisé avec succès la structure cristallographique de 

ER afin de concevoir un ligand non stéroïdien de ER! (Manas et al., 2004). Ainsi, la structure de ER 
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en complexe avec un hydroxyl-substitué benzofuran a suggéré que l'ajout d'un groupe faisant face au 

résidu Ile373 de ER! (une Met dans ER#) pouvait conduire à la sélectivité voulue. Deux 

substitutions, un groupe vinyl en position 7 et un groupe fluoro en ortho de l'hydroxyle du cycle A 

(Fig. 5.15), à conduit à un composé, ERB-041, présentant une sélectivité pour ER! d'un facteur 100.  

 

-Oxydases, réductases  

 • Monoamine oxidase-B (Gritsch et al., 2001).  

 • Aldose réductase (Iwata et al., 2001).  

 • Trihydroxynaphthalene réductase (Liao et al., 2001).  

 • Dihydrofolate réductase (Debnath et al., 2002).  

 • 5-#-réductase (Chen et al., 2001).  

 

-Divers  

 • Thrombine (Chirgadze et al., 2000).  

 • Adénosine déaminase (ADA) : Une série d’articles de Terasaka et al. illustrent trois 

développements rationnels réussis d'inhibiteurs de l'adenosine déaminase (ADA), une cible 

potentielle pour le traitement de l'inflammation et des maladies prolifératives (Terasaka et al, 2004a ; 

Terasaka et al, 2004b ; Terasaka et al, 2004c). Dans un premier article, deux composés dans la 

gamme des 2 µM sont introduits : un imidazole obtenu par conception rationnelle et un thiophène 

obtenu par criblage. La structure cristallographique de ADA en complexe avec ces deux inhibiteurs a 

ensuite été déterminée, révélant une remarquable absence de recouvrement spatial du mode de 

fixation de ces inhibiteurs, et également qu'un substituant benzimidazole du thiophène permettait 

d'ouvrir une nouvelle poche hydrophobe adjacente au site de fixation du substrat. Plutôt que 

d'optimiser séparément ces deux séries de composés, Terasaka et al. ont utilisé les deux poches 

hydrophobes où ce fixent les membres respectifs de ces deux séries afin de concevoir un inhibiteur 

hybride (Ki = 7.7 nM ; Fig. 5.16). Le second article décrit une approche combinant cristallographie et 

chimie classique afin de sélectionner des groupements hydrophobes reliés entre eux de sorte à générer 

une série de composés hybrides aux propriétés optimales. Le troisième article montre que l'addition 

rationnelle d'un unique groupement méthyle améliore un intermédiaire initial de 0.7 mM à 11 nM. 

L'addition de ce méthyle s'est opéré sur la base de la similarité de cet intermédiaire avec des 

nucléosides analogues. Une optimisation plus poussée a permis, par conception rationnelle, d'éviter 
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des risques métaboliques tout en conservant l'affinité. Le résultat final a été un anti-inflammatoire 

inhibant ADA, pouvant être administré oralement (Fig. 5.17).  

. • « farnesyl transferase » : Sur la base de la structure de la farnesyl transferase (FTase) co-

cristallisée avec un inhibiteur potentiel, le tipifarnib, aux propriétés potentiellement anticancer, Li et 

al. ont montré qu'il était possible de remplacer le quinolinone de tipifarnib par un pyridone et une 

liaison appropriée (Li et al., 2004). Malgré l'interaction essentielle de l'imidazole du tipifarnib avec 

l'atome de zinc du site actif de la FTase, un groupement hydrophobe a pu être attaché via le groupe N-

méthyle de cet imidazole sans perte de l'affinité. Au contraire, le résultat (Fig. 5.19) s'est avéré avoir 

une meilleure affinité (8-12 nM) et sélectivité vis à vis de la FTase.  

 • Phospholipase-A2 (Mihelich et Schevitz, 1999).  

 • Transduceurs de signal et activateurs de transcription (Turkson et Jove, 2000).  

 • bcl-2 (Wang et al., 2000).  

 • Neuraminidase (Babu et al., 2000 ; von Itzstein et al., 1993 ; Kim et al., 1997) : La 

neuraminidase du virus de l'influenza, impliquée dans l'infection des cellules hôtes par le virus, est 

l'objet depuis plus de 10 ans de développements s'appuyant sur des données structurales. Stoll et al. 

(Stoll et al., 2003) ont ainsi pu, à partir d'une première structure d'un complexe neuraminidase-

inhibiteur, générer plus de 120 structures cristallographiques afin d'identifier de nouvelles molécules 

actives. Cette étude structurale massive a permis de montrer des différences importantes dans le cas 

de SAR, conduisant ainsi a un inhibiteur à forte affinité. La compréhension du mode de fixation dans 

le cas de SAR a été une étape importante de la compréhension de la résistance de SAR aux inhibiteurs 

classiques. Ainsi, un composé de type cyclopentyle (Ki = 26 mM) s'est avéré se fixer dans deux 

orientations différentes. La modification de la chiralité d'un cycle substitué d'un groupement amine a 

conduit à un mode de fixation unique et a ainsi réduit le Ki à 0.7 mM (Fig. 5.18). D'autres 

améliorations furent encore possibles, telles que le déplacement d'un atome d'azote du pyrrolidine, la 

substitution de l'amine primaire attaché au cyclopentyle, ou d'autres substitutions afin d'occuper 

l'ensemble des cinq sites de fixation secondaires.  

 • Glyceraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (Bressi et al., 2001).  

 • Phosphodiesterase : L'inhibition des phosphodiesterases (PDEs) peut être un moyen 

potentiel de traiter une multitude de maladies, particulièrement celles associées à des symptômes 

vasculaires, de dérèglements immunitaires ou d'inflammations. Card et al. a présenté un processus en 

trois étapes afin d'obtenir un inhibiteur efficace contre différents membres de la famille des PDE, 
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utilisant une combinaison de criblage et d'optimisation (Card et al., 2005). Dans un premier temps, 

une série d'inhibiteurs de plusieurs PDE a été identifié par criblage. Parmi les 316 composés 

identifiés, 269 ont été co-cristallisés avec une PDE, et 107 structures co-cristallisées ont été résolues. 

Les structures ont ensuite été examinées afin de déterminer le mode de fixation et de valider le 

composé. L'étape finale a été une optimisation des composés afin d'aboutir à des inhibiteurs efficaces. 

Cette dernière étape a été réalisée à l'aide d'un criblage virtuel à partir des structures de co-cristaux. 

Plus de 100 composés ont ainsi été évalués in silico, et une dizaine ont été synthétisés. Deux de ces 

composés ont une affinité meilleur que 50 nM pour PDE4B et PDE4D (Fig. 5.20).  

. • Thymidylate synthase (Webber et al., 1993).  

. • Acetylcholinesterase (Doucet-Personeni et al., 2001).  

. • Cyclooxygenase-2 (Palomer et al., 2002).  

. • N-myristoyl transferase (Karki et Kulkarni, 2001).  

. • Hypoxanthine-guanine-xanthine (Aronov et al., 2000).  

. • Phosphoribosyltransferase.  

. • DNA gyrase (Boehm et al., 2000).  

. • Human carbonic anhydrase II (Grzybowski et al., 2002).  

. • Peptide déformylase (Guilloteau et al., 2002).  
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3.3. Perspectives.  

On n'a évidemment que peu d'informations sur les développements en cours et à venir, les 

laboratoires conservant jalousement le secret de leurs recherches et ne publiant généralement dans les 

journaux scientifiques que les études abandonnées (Kreusch, entretien du 2/5/2006). Sur la base des 

dépôts de brevets, on peut cependant dégager quelques grandes orientations :  

. • Le développement de vaccins antiviraux : HIV, mais aussi le virus de la grippe (conception 

accélérée de vaccin contre la grippe aviaire, sur une base structurale, Nable, 2005). L'utilisation de 

protéines de faible masse et de forte affinité, en lieu et place d'anticorps est en cours d'exploration 

(Jeong et al., 2005). Longtemps sous-estimé, le marché des vaccins connaît une progression 

remarquable.  

. • Le développement de nouveaux antibiotiques : la résistance des microorganismes au 

antibiotiques existants est un problème récurrent de santé publique, particulièrement en milieu 

hospitalier de même que la nécessité de se prémunir contre le retour de pathologies considérées 

disparues (Richard, entretien du 12/5/2006). Il est donc nécessaire de trouver des composés 

présentant des modes d'action totalement différents de ceux utilisés jusqu'à présent, et limitant ainsi le 

risque de voir apparaître trop rapidement une résistance, inévitable à terme, chez les organismes 

pathogènes visés. On peut ainsi mentionner le développement d'inhibiteur de la peptide déformylase 

(Fieulaine et al., 2005) et d'enzymes de la voie non mévalonate de synthèse des terpénoïdes (Borel et 

al., en préparation).  

. • Stratégies anti-cancer : cette pathologie complexe liée au vieillissement de la population et à 

la présence croissante d'agents carcinogénétiques dans notre environnement (pollution, multiplication 

de produits issus de l'industrie chimique dont les effets à faible dose sont mal connus) est un sujet 

majeur de recherche . Les nouvelles molécules développées visent le cycle cellulaire, cible classique 

des traitements anti-cancer, mais aussi des kinases impliquées dans la signalisation, les transporteurs 

ABC impliqués dans le transit des molécules actives hors de la cellule cible (limitation de la toxicité), 

etc…  

 • La lutte contre les dérèglements métaboliques : ils ont un impact croissant en terme de santé 

publique (eg. obésité) et touchent essentiellement les pays riches, USA mais aussi en  

 Europe, ils font l'objet d'une recherche intensive (e.g. nouveaux inhibiteurs de PPAR$ contre 

l'obésité ; Richard, entretien du 12/5/2006).  



 34

. • D'une manière générale, les protéines membranaires de surface constituent des cibles 

privilégiées d'une part à cause de leur accessibilité et d'une toxicité médicamenteuse plus limitée par 

rapport à des cibles intracellulaires et d'autre part à cause de leur implication dans la plupart des 

grands processus biologiques soumis à un contrôle externe via des signaux extracellulaires (familles 

de récepteurs et/ou canaux présentant des activités kinases et/ou phosphatases; la très vaste famille 

des récepteurs membranaires associés aux protéines G; les 'GPCR' constituent déjà une cible majeure 

pour une large fraction des médicaments commercialisés et représentent encore un très gros potentiel 

en cours d'exploration). De part leur nature, la manipulation et l'étude des protéines membranaires 

restent difficiles et c'est dans ce domaine que sont attendus les progrès méthodologiques les plus 

importants (Kreusch, entretien du 2/5/2006 ; Richard, entretien du 12/5/2006).  
 
 

 
4.1. Les laboratoires académiques.  

Au travers des thèmes biologiques étudiés, ils ont un rôle important dans l'identification des 

cibles thérapeutiques potentielles (Richard, entretien du 12/5/2006). Dans un contexte de réduction 

des crédits de la recherche, de nombreux laboratoires aux USA essayent désormais d'intégrer une 

dimension structurale avec un objectif de 'SBDD'. Cette démarche passe par l'association avec des 

équipes de cristallographie des protéines, de chimie organique ou l'intégration de ces activités dans 

une même structure. L'objectif est in fine de déboucher sur la prise de brevet pour des molécules 

actives, plus rentable que les brevets d'instrumentation ou de méthodologie et générer ainsi de 

nouveaux revenus (Bochurberg, entretien du 4/5/2006).  

4.2. Les grands instruments finances par les fonds publics.  

L'accès au rayonnement synchrotron est, comme on l'a vu plus haut, un point essentiel pour la 

résolution de structures par cristallographie. Cet accès était encore très limité il y a seulement 

quelques années. Désormais, sous la pression de la communauté des utilisateurs, la part des moyens 

(nombre de lignes de lumière) consacrée à la cristallographie des protéines a considérablement 
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augmenté. Dans un même temps, certaines machines sont reconstruites avec un faisceau plus intense 

ou un nombre de lignes plus important :  

 • BNL à Long Island (USA),  

 • SSRL à Stanford (USA), et de nouvelles machines sont planifiées ou déjà en construction 

(voir la liste complète des synchrotrons à l'adresse suivante : http://www.nsls.bnl.gov/about/links/) :  

 • SOLEIL en France,  

 • DIAMOND en Angleterre,  

 • ALBA en Espagne,  

 • CLS au Canada,  

 • NSRRC in Taiwan,  

 • etc...  

Les progrès réalisés en terme d'automatisation ont également grandement amélioré le rendement des 

installations déjà existantes. Tout cela fait que l'accès au rayonnement synchrotron n'est en général 

plus un problème, autant aux USA qu'en Europe.  
 

Le coût de construction d'un synchrotron, même de petite taille, est d’avantage du ressort d'un 

état que d'une entreprise privée, avec cependant une possible évolution révélée par les premières 

machines TableTop telle que celle du projet ATCG3D 

(http://www.atcg3d.org/technologies.htm#synchrotron). L'accès des industriels au rayonnement 

synchrotron se fait généralement sous deux formes : soit par la construction de lignes privées sur des 

machines publiques (modèle adopté essentiellement aux USA), soit par l'achat de temps de faisceau 

sur des lignes publiques. Dans ce dernier cas, le coût actuel d'un créneau de 8h à l'ESRF par exemple 

est de 4000 Euros. Il s'agit là d'un coût réellement mineur dans la totalité d'un cycle de 

développement du type SBDD : en moyenne 8 ans / 800 millions de dollars, de l'identification de la 

cible à la molécule active mise sur le marché (Richard, entretien du 12/5/2006). Le coût le plus 

important dans cette étape réside d’ailleurs d'avantage dans le temps et les moyens humains 

nécessaires, et à ce titre les industriels apprécient énormément les efforts menés en automatisation, et 

la possibilité qui en découle de pouvoir piloter des expériences à distance tel que cela est couramment 

réalisé à Stanford (Richard, entretien du 12/5/2006).  
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4.3. Les entreprises pharmaceutiques.  

Ces dernières années, la position dominante des compagnies américaines a largement été 

entamée. Les raisons de ce brusque renversement sont multiples : une politique d'austérité des 

organismes payeurs américains sur le prix des médicaments, la progression des génériques (en 2006, 

près de 20 milliards de dollars de produits sous brevets vont échoir dans le domaine public) et une 

trop faible proportion du chiffre d'affaire sur les « blockbusters ». Sur ces aspects, les sociétés 

américaines montrent une plus grande fragilité que les sociétés européennes, accrue par les revers 

juridiques récemment subis (molécules anti-Cox, telles que Vioxx pour Pfizer et Celebrex pour 

Merck) (Richard, entretien du 12/5/2006) (1). A cela s'ajoute une réduction drastique des crédits de la 

recherche publique et un ralentissement de l'activité de transfert vers l'industrie de nouvelles cibles 

thérapeutiques et de nouvelles molécules actives issues de la recherche académique.  

L'ensemble de ces difficultés ont conduit aux Etats-Unis à un changement de stratégie où afin 

d'alimenter plus rapidement le 'pipeline' du développement de nouvelles molécules, les entreprises 

pharmaceutiques renoncent à la partie la plus amont de la recherche. Elles s'orientent désormais vers 

l'acquisition de molécules développées par de petites compagnies ayant idéalement passé avec succès 

la phase I des tests cliniques.  

(1) Pour information, le classement 2005 par chiffre d'affaire des compagnies pharmaceutiques 

s'établit comme suit (Mamou, 2006) :  

 • Pfizer (USA) : 46,4 milliards de dollars de chiffre d'affaire en 2005,  

 • GlaxoSmithKline (Grande Bretagne) : 33,5 milliards de dollars,  

 • Sanofi Aventis (Franco-Allemand) : 28,2 milliards de dollars,  

 • Novartis (Suisse) : 27,3 milliards de dollars,  

 • Johnson & Johnson (USA) : 24,7 milliards de dollars,  

 • AstraZeneca (Grande Bretagne, Suède) : 23,9 milliards de dollars,  

 • Merck (USA) : 22 milliards de dollars,  

 • Roche (Suisse) : 18,9 milliards de dollars.  
 



 37

4.4. Les entreprises de biotechnologie.  

En marge des remaniements majeurs qu'ont connues les grosses compagnies pharmaceutiques, 

en particulier des concentrations afin de réduire les coûts, le secteur des petites compagnies de 

biotechnologie dans leur ensemble et en particulier dans le domaine d'activité analysé, a aussi connu 

une évolution importante que l'on peut décrire en trois phases.  

Première phase : la bulle (aujourd'hui terminée). Soutenue par des investisseurs enthousiastes qui ont 

investi des sommes très importantes, un grand nombre de sociétés ont été crées et dans un contexte 

spéculatif certaines se sont revendues très rapidement à prix fort où ont été récemment rachetées, tel 

que Syrrx (La Jolla, USA, racheté par Takeda, Japon).  

Deuxième phase : la purge (qui continue aux Etats-Unis). Un grand nombre de compagnies n'ont 

vécu ou ne vivent que sur les financements des investisseurs sans dégager de profits voire réaliser un 

chiffre d'affaire. Dans ce contexte où les investisseurs sont devenus beaucoup plus prudents et 

exigeants un grand nombre de restructurations, voire de dépôts de bilan, sont intervenus :  

. • Diversa (http://www.diversa.com/) : société spécialisée depuis plus de dix ans dans la 

valorisation de nouvelles protéines à usage industriel ou médical. Diversa a brutalement réduit ses 

effectifs d'un tiers en janvier 2006.  

. • Triad Therapeutics (http://www.triadt.com/) : cessation d'activité après la vente de son 

projet p38 à Novartis.  

 

Troisième phase : la maturité. Elle a été atteinte par des sociétés qui ont ciblées un 'bon' créneau dès 

leur début, d'autres ne doivent leur survie qu'au prix d'une réduction de leurs ambitions ou d'un 

déplacement de leur activité vers d'autres secteurs :  

. • SGX (La Jolla, USA) : après une réduction marquée de leur activité dans 

l'instrumentation et la biologie structurale, SGX s'est recentré sur la valorisation de quelques cibles 

thérapeutiques.  

. • Gen2x (taille familiale) : spin-up du Salk Institute (La Jolla, USA), offrant 

initialement des services en cristallographie des protéines. Gen2x cherche désormais à développer sa 

propre recherche appliquée, basée sur une approche 'SBDD'.  
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La tendance générale aux Etats-Unis (incluant les sociétés tournées vers le 'SBDD') est de 

baser la stratégie de la société sur le développement de quelques nouvelles molécules (typiquement 

prêtes pour une phase d'essai clinique de niveau 1) afin de les vendre à de grosses entreprises 

pharmaceutiques qui possèdent les moyens de mener les essais cliniques jusqu'au terme de la 

commercialisation.  

L'existence de zones à forte concentration en biotechnologie ('cluster'), telles que San Diego, 

la 'Bay Area', (voir supplément « Californie », Nature Décembre 2005) et Boston avec de grandes 

entreprises pharmaceutiques sur le territoire sont les atouts essentiel des USA que ne possèdent pas 

les pays européens.  

Afin de compenser le retard pris en Europe, différentes actions ont été entreprises avec plus ou 

moins de succès en particulier en Grande-Bretagne et en Allemagne avec un soutien important des 

pouvoirs publics. Il faut noter au niveau européen, la 'European Investment Bank' ('EIB'), instrument 

financier de la commission européenne, qui évalue la possibilité de prêts à destinations des 

entreprises biotech dont un ou plusieurs produits sont suffisamment avancées dans leur 

développement. Cependant, face à l'absence en général de chiffre d'affaire de ces sociétés, cette 

réponse n'est probablement pas la plus adaptée, des financements du type prêt contre actions le seront 

peut être davantage, pour celles du moins dont le titre est coté en bourse.  

En France, également, une nouvelle phase en terme de politique industrielle s'est mise en 

place avec la création des pôles de compétitivité thématiques tournés en particulier vers la création et 

le soutien à des PME innovantes (aides publics directes : subventions et indirectes : fiscalité, charges 

sociales) et la recherche académique dans une optique de transfert. Trois grands pôles orientés vers 

l'innovation thérapeutique viennent d'être définis (Ile-de-France, Rhône-Alpes et Alsace), dans le 

secteur biotech. Dans notre contexte national, à côté des stratégies traditionnelles (ventes, fusion, 

partenariats divers avec des entreprises pharmaceutiques, éventuellement étrangères) des modèles 

plus originaux pourraient être favorisés, par exemple, une société munie d'une masse critique de 

moyens assureraient le développement autonome, ciblé, d'un produit jusqu'à la commercialisation 

(modèle Gilead, Bay Area, sur une gamme de produits anti-viraux). Sur le plan technologique, la 

création des « génopôles » avec des plateformes spécialisées a répondu aux soucis de l'éclatement 

géographique et la dispersion des moyens, elles doivent constituer un outil supplémentaire dans le 

cadre du développement des pôles de compétitivité. Enfin, on peut cependant souligner quelques 
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succès hexagonaux, tels que Protein'eXpert (Grenoble), situé en amont de la démarche SBDD, et 

BIOXTAL, une des premières en France (au début une entreprise de service en cristallographie 

uniquement; http://www.bioxtal.com).  
 
 

 

La conception de molécules basée sur des informations structurales est promise à de grands 

développements. Ainsi, ce qui dans les exemples cités dans la partie 3 relevait essentiellement du flair 

remarquable des pionniers de cette approche, et d'une certaine part de chance, tient désormais d'une 

approche plus rationnelles, avec des outils élaborés et des techniques largement enseignées. Il existe 

même désormais des congrès portant sur cette seule approche structurale du développement de 

molécules actives (« CHI's Annual Structure-Based Drug Design » ; 

http://www.healthtech.com/2006/sbd/).  

La cristallographie aux rayons X est actuellement la technique de choix pour l’obtention de 

l’information structurale nécessaire à la conception rationnelle de molécules actives. Cette technique 

est cependant encore en pleine évolution. Des raffinements permettront de mieux appréhender les 

changements conformationnels liés aux activités des macromolécules biologiques. Les études 

cristallographiques résolues dans le temps constituent une de ces avancées majeures, mais restent 

encore peu développées car difficiles à mettre en oeuvre. En complément de la cristallographie, les 

autres outils de la biologie structurale sont également amenés à jouer un rôle croissant, , tel la 'RMN' 

pour l’étude de la formation de complexes transitoires. Des techniques d’échanges isotopiques 

rendent maintenant accessibles à l’analyse des zones de flexibilité induites par la liaison du ligand ou 

des zones d’interaction entre macromolécules au sein d’un complexe. Couplées à des techniques de 

réticulation covalente, la spectrométrie de masse permet aussi d’obtenir des données sur la formation 

de complexes. Elle offre également l’opportunité de caractériser des complexes non covalents 

(protéine-protéine, protéine-ligand), et constitue un champ de recherche très porteur qui élargira 

certainement au niveau des protéines cibles le spectre de molécules actives exploitables.  

La maturité atteinte par les outils informatiques a largement contribué au succès de la 

démarche SBDD. L'accumulation des structures tridimensionnelles élucidées, une connaissance 

accrue des caractéristiques structure-activité d'un ligand vis-à-vis de sa cible, les puissances de calcul 

en croissance exponentielle devraient permettre à long terme, à l'aide de modèles prédictifs, de 
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conceptualiser et d'évaluer in silico de nouvelles molécules sur un plan structural et fonctionnel.  

A court terme, l'utilisation de la structure cristallographique des protéines combinée à de 

nouveaux outils bioinformatiques dédiés à la conception de molécules actives est un moyen essentiel 

pour caractériser de nouveaux médicaments plus efficaces et raccourcir leur cycle de développement 

avec une réduction des coûts pour les laboratoires pharmaceutiques (prédéfinition de familles 

chimiques, compression des cribles…). C’est en effet au tout début du cycle de développement que 

cette démarche est la plus utile, lorsqu’elle indique les directions dans lesquelles doivent travailler les 

chimistes (Kreusch, entretien du 2/5/2006). Cependant, l'importance de son impact est directement 

reliée à la disponibilité des nouvelles cibles thérapeutiques définies grâce à la génétique moléculaire 

dans les pathologies majeures visées aujourd'hui : cancer, maladies neurodégénératives, maladies 

infectieuses (HIV, Hépatite C…), obésité, diabète etc… Une importante synergie académie-industrie, 

avec une attention croissante accordée aux applications thérapeutiques en particulier par les 

laboratoires de biologie structurale académiques, est une condition préalable au succès de l'approche 

'SBDD'.  
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Structure des protéines : caractéristiques et déterminants.  

La fonction d’une protéine est définie par l’organisation tridimensionnelle qu'adopte la 

chaîne d'acides aminés qui la compose. Cette fonction est donc intimement mais indirectement liée à 

la séquence. Une fois synthétisée, une protéine se replie et adopte une conformation selon les 

interactions entre les chaînes latérales de ses acides aminés et les interactions des acides aminés avec 

le solvant. La structure d’une protéine est déterminée par de nombreuses interactions : ponts 

hydrogènes, liaisons hydrophobes, forces électrostatiques, forces ioniques. Il existe plusieurs niveaux 

de structure qu’une protéine entreprend avant d’atteindre sa conformation native (Voet et al., 1998) :  

-Structure primaire : La structure primaire d’une protéine correspond simplement à sa 

séquence linéaire en acides aminés.  

-Structure secondaire : La structure secondaire d’une protéine correspond à sa conformation 

spatiale locale. Il existe trois types principaux de structures secondaires :  

• Hélice alpha : hélice droite avec des angles de torsion %= -57º et &= -47º. Elle compte en moyenne 

3.6 acides aminés par tour et a un pas de 5.4 Å. L’angle %correspond à l’angle entre le carbone N-

terminal et le C#et l’angle &correspond à l’angle entre le C#et le carbone C-terminal. Des ponts 

hydrogènes s’établissent entre le groupement carbonyle du résidu n et le groupement amine du résidu 

n+4.   

• Feuillet bêta : structure planaire utilisant le maximum de liaisons hydrogènes possibles du squelette 

polypeptidique. Les liaisons hydrogènes s’effectuent entre le groupement amine d’un résidu sur une 

chaîne et le groupement carbonyle d’un résidu sur une autre chaîne. Il y a deux types de feuillets bêta  

 -Feuillet anti-parallèle : chaînes polypeptidiques de sens opposé.  

 -Feuillet parallèle : chaînes polypeptidiques de même sens. Cette conformation est moins 

stable que le feuillet antiparallèle.  

• Structures non-répétitives : Structures secondaires irrégulières. Les coudes bêta en sont un exemple : 

ils relient plusieurs feuillets bêta antiparallèles.  

 -Structure tertiaire : La structure tertiaire correspond à l'arrangement tridimensionnel des 

structures secondaires et des chaînes latérales d’une protéine. En d’autres mots, l’assemblage des 
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structures secondaires et la disposition spatiale des chaînes latérales déterminent la conformation 

native de la protéine. La structure tertiaire est stabilisée par des interactions hydrophobes et des ponts 

disulfures. Certains assemblages de structures secondaires sont connus sous le nom de 

superstructures. Les plus connues sont :  

• Motif !#!: Deux feuillets bêta parallèles reliés par une hélice alpha.  

• Motif en épingle à cheveux : Un feuillet bêta antiparallèle formé de chaînes polypeptidiques et relié 

par des tournants en épingle à cheveux.  

• Motif ##: Deux hélices alpha antiparallèles reliées ensemble ayant un axe incliné afin de favoriser 

des interactions.  

• Tonneau !: Feuillets bêta qui s’enroulent pour former des structures cylindriques.  

 

-Structure quaternaire : Certaines protéines ont plus d’une chaîne polypeptidique. En effet, 

elles peuvent contenir plusieurs sous-unités assemblées de façon spécifique. L’arrangement spatial de 

ses sous-unités est désigné sous le nom de structure quaternaire.  

Il n'y a pas de correspondance univoque entre la séquence et la structure tertiaire d'une 

protéine. D'une part il existe un nombre restreint de types de structures tertiaires (le repliement, ou « 

fold » en anglais). De ce fait, de nombreuses protéines parfois très éloignées, en terme de séquence ou 

de fonction, présentent un repliements proche. Ainsi, il est rare, mais pas impossible (Kuzuyama et 

al., 2005), qu'une structure nouvellement élucidée révèle un repliement inédit. A l'opposé, une 

séquence donnée peut conduire, sous l’influence de divers facteurs extérieurs, à des repliements 

différents. La protéine du prion en est un exemple remarquable (Kenwood et al., 1996). En 

conséquence, la connaissance du repliement global d'une protéine, bien qu'étant une étape importante 

dans l'analyse de la fonction, est souvent insuffisante pour les applications de type « structure based 

drug design ». Une analyse détaillée de la structure à haute résolution, révélant le détail intime des 

interactions à l'échelle atomique, est le plus souvent indispensable.  
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Listes des sociétés mentionnées dans ce rapport et engagées dans une activité liée 

au « Drug Design » (par ordre d’apparition).  

 adresse  site web  commentaires  

GNF  San Diego, USA  http://web.gnf.org  Novartis Research 
Fondation  

Syrrx, Inc  San Diego, USA  http://www.takedasd.com  racheté par Takeda, 2005  

Structural 
GenomiX  

San Diego, USA  http://www.sgxpharma.com   

Amgen, Inc  Thousand Oaks, 
USA  

http://www.amgen.com  a racheté Abgenix, 2006  

Pharmacia  Cambridge, USA  http://www.pfizer.com  racheté par Pfizer  

Cyclacel  New Jersey, USA  http://www.cyclacel.com   

Astex  Cambridge,  http://www.astex-  
 Grande-Bretagne  therapeutics.com   

Vertex  Cambridge, USA  http://www.vpharm.com   

Gen2X, Llc  San Diego, USA  http://www.gen2x.com   

Diversa  San Diego, USA  http://www.diversa.com   

Bioxtal  Mundolsheim,  http://www.bioxtal.com/   
 France    
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