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Introduction 
 

L’industrie pharmaceutique est toujours à la recherche de nouveaux principes actifs pour pouvoir 

développer de nouveaux médicaments. Ce développement est long, de 10 à 15 ans, et cher, de 

l’ordre du milliard d’euro d’investissement. Il est composé de 5 étapes (1), (2):  

• La découverte de la cible et du composé possédant l’effet recherché 

• La recherche préclinique 

• La recherche clinique 

• Le dépôt de dossier de l’Autorisation de mise sur le marché, AMM 

• Le suivi sanitaire après l’obtention de l’AMM 

 

Le développement est représenté par la figure 1. La première étape consiste à identifier une cible 

thérapeutique intéressante et la valider (3), (4). Une fois la cible thérapeutique identifiée et validée 

l’étape la plus importante est la découverte de la molécule Hit. Une molécule Hit est le composé qui 

présente l’activité recherchée parmi plusieurs composés. Cette recherche de la molécule Hit se fait 

parmi plus de 10000 candidats. Une fois optimisée cette molécule donnera une molécule lead. La 

molécule lead sera la chef de file pour la recherche des principes actifs. Parmi les principes actifs 

de la molécule lead un seul passera les différentes étapes et finira commercialisé. 

 

 

Figure 1 Cycle de développement d’un médicament 
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La découverte de molécules Hit se fait par un criblage(5). Il faut trouver cette molécule parmi un 

grand nombre d’autres. Il faut donc des méthodes rapides et efficaces pour économiser du temps et 

de l’argent. La méthode de référence est d’effectuer un criblage à haut débit, le High Throughput 

Screening. Bien qu’historiquement elle ait permis de développer de nombreux médicaments cette 

méthode montre de nos jours certaines limites comme le manque de propriété intellectuelle de la 

découverte ou la difficulté à optimiser la molécule découverte. Dans un contexte où il est de plus en 

plus difficile de développer de nouveaux médicaments de nouvelles approches sont envisagées 

pour l’étape de criblage. Cette recherche de nouvelles approches et de nouvelles techniques 

complémentaires en renfort du criblage à haut débit est nécessaire et est un champ d’étude 

important pour continuer de manière efficace la recherche de nouveaux médicaments. 

 

Dans ce travail, la première partie présentera deux modes de criblages, la méthode de référence et 

une nouvelle, le Fragment Based Drug Design. Cette partie exposera tout d’abord un historique de 

ces méthodes. Puis leur principe sera décrit ainsi que leurs avantages et leurs limites. La deuxième 

décrira le principe général de la chromatographie d’affinité puis une utilisation particulière comme 

nouvelles techniques de criblage biophysique pour identifier les fragments de protéines 

membranaires appelée la chromatographie de faible affinité ainsi que ces atouts. Pour finir la 

troisième partie reportera la partie expérimentale de ce travail. L’objectif expérimental sera de 

préparer des colonnes d’affinité miniaturisées, d’y greffer des protéines (les cibles thérapeutiques), 

d’évaluer leurs performances et d’identifier de potentiels fragments pour une protéine membranaire 

modèle : le récepteur A2A de l’adénosine qui sera mentionné dans la suite de ce travail par A2A. 
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I. Méthodes de criblage 
 

1. Le Hight Throughput Screening 
1.1 Historique 

 

Dans les années 80, les essais pour découvrir de nouveaux composés étaient effectués en 

éprouvettes à l’aide de tests biochimiques. A raison de 10 composés par jour une personne 

pouvait évaluer 2000 composés par an ce qui était un facteur limitant la recherche de nouveaux 

hits. La première présentation officielle du concept de criblage à haute densité fut faite en 1988 

lors des conférences annuelles de l’American Society for Microbiology et de la Society for 

Industrial Microbiology (6). Le premier article citant le High Throughput Screening (HTS) HTS dans 

son titre date de 1991. En 1994 est fondée la Society for Biomolecular Screening qui discute de 

l’expansion de l’utilisation du HTS pour l’identification des Hits. 

 

Depuis la première présentation du concept l’HTS a fortement évolué pour répondre à 

l’augmentation du nombre de composés à tester et à l’augmentation du nombre de cibles 

découvertes (7). Ces évolutions ont été possibles grâce à l’apparition des technologies de 

miniaturisation et de robotisation des tests. L’approche pour optimiser ce criblage est d’augmenter 

la qualité et la quantité tout en réduisant les coûts. La miniaturisation se voit par l’évolution des 

plaques utilisées. Les premières plaques utilisées en 1994 étaient composées de 96 puits de 100 

à 200 µL. Ces plaques ont évolué en plaques de 384 puits de 30-100 µL en 1998 pour évoluer 

finalement en plaques de 1536 puits de 2,5-10 µL permettant de passer de 10 000 à 200 000 

composés par jour. Cette miniaturisation et l’automatisation du HTS a permis de réduire le 

personnel nécessaire tout en augmentant le nombres de composés criblés. La figure 2 montre 

l’évolution des coûts et du nombre de composés criblés par Novartis de 1998 à 2007. Les coûts 

ont diminué plus de 5 fois pour plus de 20 fois de composés criblés. En plus du coût le nombre de 

cibles et de composés a augmenté au fur et à mesure des années. Les bibliothèques sont passées 

de 50 000 – 350 0000 composés à plus d’1 million. 
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Figure 2 Evolution du débit, des coûts et des ressources du HTS chez Novartis : évolution de 1998 à 2007, la 

quantité de composés en vert est estimée en pourcentage par rapport en 2007 et le coût par entité (en orange) est 

estimé en pourcentage par rapport à 1998. (7) 

 

Toutes ces évolutions au cours des 15 années de développement depuis les premières utilisations 

font que 3 générations de HTS peuvent être distinguées. La première était très similaire au 

criblage qui était effectué dans les laboratoires dans les années 1980 mais avec une capacité 

beaucoup plus importante. La deuxième génération a développé des tests spécifiques et des outils 

dédiés pour optimiser le criblage en utilisant la miniaturisation et la robotisation. La génération 

actuelle travaille sur l’optimisation de la stratégie pour rechercher des leads appropriés (des 

échantillons de 50 000 composés sur des bibliothèques d’1 million) et sur la validation des 

résultats en s’appuyant sur de forts outils de contre criblage et statistiques. 

 

Fin 2003, il a été estimé que depuis sa mise en place cette approche a généré 74 leads utilisés en 

phase de recherche clinique et 2 nouveaux médicaments mis sur le marché. 20 ans après sa mise 

en œuvre l’HTS est devenu universel dans l’industrie pharmaceutique comme première et 

principale approche pour identifier de nouvelles cibles. Cette approche constitue maintenant un 

marché de près de 1 milliard de dollars et est utilisée dans de nombreux domaines allant de la 

recherche de nouveaux médicaments à la recherche de pesticides en passant par la cosmétique 

et la toxicologie. 
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1.2 Principe  
 

Pour fonctionner, un système HTS a besoin d’une bibliothèque de composés, de techniques qui sont 

automatisées et testent les composés de la bibliothèque sur la cible, un traitement de collectes et 

un traitement des données (8); (9). 

 

Bibliothèques de composés 
 
La composition et la gestion des bibliothèques de composés est un aspect majeur du criblage (9). 

Assembler une bibliothèque coûtant très cher, les grandes entreprises ont donc créé des groupes 

centralisés pour stocker et gérer ces bibliothèques. Les bibliothèques dans l’industrie 

pharmaceutique dépassent le million de composés. Cette évolution résulte d‘une volonté d’accroitre 

ces collections pour accroitre la diversité et la nouveauté des composés. Les grandes entreprises 

doivent donc gérer plus d’un million d’échantillons sous formes de poudres diluées dans du 

diméthylsulfoxyde (DMSO). La quantité pouvant aller de quelques milligrammes jusqu’à plusieurs 

kilogrammes, la technique classiquement utilisée est de stocker les échantillons dans des flacons 

normalisés portant un code barre pour permettre une automatisation. Pour les composés possédés 

en plus grande quantité un autre récipient de plus grande taille non standardisé contiendra le reste 

du produit.   

Les composés sont ensuite pesés à partir de ces flacons pour être dilués dans le DMSO dans 

d’autres flacons standardisés ou directement dans les plaques utilisées dans le criblage  

 

La nouvelle génération d’HTS se base sur une utilisation plus ciblée de ces bibliothèques. 

L’augmentation des connaissances sur les familles cibles a permis de créer des bibliothèques 

ciblées qui regroupent des composés en fonction de l’affinité de liaison prévue aux principaux 

domaines d’une classe cible. 

 

Exemple : une bibliothèque focalisée sur les récepteurs à la protéine G (RCPG) sera composée des 

ligands et des sites allostériques connues. Les bibliothèques composées des ligands et sites connus 

sont plus petites, de 5000 à 25 000 composés et peuvent être criblées en peu de temps. L’utilisation 

d’une bibliothèque complète n’est effectuée que si l’approche avec une bibliothèque ciblée n’a pas 

fonctionné et économise donc du temps et de l’argent. 
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Cette segmentation des bibliothèques joue aussi un rôle dans le stockage des composés qui ne sont 

plus tous stockés au même endroit mais dans différentes unités de stockage autonomes passant 

donc du million à des unités de 10 000 à 200 000 composés. L’utilisation permet de se passer 

d’unités d’automatisation de très grandes tailles et de pouvoir ajouter ou soustraire des unités de 

stockage en fonction des besoins permettant une approche beaucoup plus souple et dynamique des 

bibliothèques. Ces unités de stockage modulaires sont gérées par des logiciels tel que comPOUND 

de TTP Labtech, Sample Store II de Brooks ou Sample Vault de HiRes Bio. 

 

Techniques de criblages 
 

La miniaturisation et l’augmentation nécessaires du débit de criblage a amené à s’éloigner des 

techniques de tests classiques effectués par une personne dans des tubes à essais. Ces tests 

nécessitaient des séparations, des lavages et mesuraient des changements d’intensité de 

fluorescence ou des mesures par marquage radioactif.  

Pour effectuer correctement un criblage, il faut utiliser plusieurs technologies ou approches pour 

atteindre l’objectif de trouver un lead ou une molécule thérapeutique. Ces techniques doivent être 

très reproductibles et très robustes tout en étant automatisables. 

 

Pour effectuer efficacement un criblage il vaut mieux utiliser différents types de tests et donc avoir 

un panel de techniques large. Les tests principalement utilisés pour un criblage à haut débits sont 

les suivants (10) :  

 

▪ Dosage par mesure de la fluorescence  

 

▪ Dosage de la scintillation par proximité : Des billes appelées fluomicrosphères 

contiennent un scintillant (3H ; 125I). Ces billes sont fabriquées pour se lier à une molécule 

spécifique. Si une molécule radioactive se lie à la bille, elle est suffisamment proche pour 

stimuler le scintillant qui émet une lumière (11). 
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▪ Dosage immunologique par polarisation de fluorescence : Une molécule fluorescente 

stimulée par une lumière polarisée émet une lumière polarisée dans le même plan. La durée 

de fluorescence et le taux de rotation dépendent de la taille de la molécule. Lorsque la 

molécule se lie à une autre molécule le mouvement de rotation change et entraine une 

modification de l’intensité. Cette modification peut être dosée (12). 

 

▪ Transfert d’énergie par résonnance de fluorescence : Cette technique permet de 

déterminer si deux molécules fluorophores sont à proximité l’une de l’autre en excitant une 

des molécules à sa longueur d’onde et en lisant à la longueur d’onde de l’autre (13).  

 

▪ Alphascreen® : Cette technique commercialisée par PerkinElmer® se base sur un 

appariement de billes chimio-luminescentes. Deux molécules sont à proximité. L’une est 

greffée à une bille donneuse et l’autre à une bille accepteuse. Le donneur est excité à 680 

nm, il convertit le dioxygène ambiant en oxygène. Ce singulet a une demi-vie très courte 

dans un environnement aqueux et peut parcourir 200nm. Si la molécule accepteuse se 

trouve dans ce rayon elle émet une lumière entre 520 et 620 nm (14) . 

 

▪ Criblage à haut contenu : Des microscopes automatisées et des analyseurs d’images 

analysent des changements de localisation tels que la translocation, l'internalisation des 

récepteurs, le trafic intracellulaire, la prolifération des neurites (15). 

 

▪ Protein complementation assay : Deux moitiés d’apoprotéine active, fluorescence ou 

enzymatique, sont clonées sur deux protéines différentes et deviendront actives si les deux 

protéines interagissent ensemble (16). 

 

▪ La microfluidique : Cette technique consiste à manipuler les fluides avec une dimension de 

l’ordre du micromètre. Cette miniaturisation permet de fabriquer des puces qui peuvent 

analyser des petites quantités de protéines. Plusieurs puces peuvent être installées en 

parallèle pour augmenter le débit de criblage (17).  
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▪ Cytométrie en flux : A la base développée pour étudier les cellules puis adaptée pour les 

molécules. Les molécules passent à grande vitesse devant le faisceau d’un laser. La lumière 

réémise permet de déterminer différents paramètres (tailles, structure, …). Avec un logiciel 

adapté, il est possible de déterminer si des molécules sont liées à la cible et cela sert d’outil 

de criblage. (18) 

 

Les tests de criblages sont divisés en deux catégories, les tests basés sur des cibles ou les tests 

basés sur le phénotype (9) ; (10). Dans les tests basés sur les cibles une protéine jouant un rôle 

dans la pathologie est identifiée et sélectionnée comme cible. La protéine cible est ensuite analysée 

en mesurant les interactions de cette protéine avec les composés de la bibliothèque ou en mesurant 

des signaux de sorties exprimant cette protéine en présence des composés. Dans la deuxième 

catégorie, les tests phénotypiques, une cellule cible ou une voie métabolique jouant un rôle dans la 

physiopathologie est sélectionnée. Les changements dans les caractéristiques cellulaires 

(morphologie, nombre de cellules) ou dans les voies métaboliques (glycogénèse, apoptose, 

adénosine monophosphate cyclique) sont ensuite mesurées.  

Toutes ces techniques permettent de couvrir la plupart des besoins en HTS pour découvrir un hit. 

Elles possèdent chacune leurs avantages et leurs faiblesses résumés dans le tableau 1. 
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Tableau 1 Différentes méthodes de criblages 

Techniques  Cibles Avantages Limites 

Dosage par mesure de la 

Fluorescence 

Cellules, peptides, protéines Simple, prix Hauts taux d’interférences dûs à la 

fluorescence 

Dosage de la scintillation par 

proximité (11) 

Interactions récepteur ligand, cinétique 

enzymatique 

Pas besoin d’ajouter de la fluorescence, 

polyvalent, pas d’étape de séparation ; étude 

cinétique 

Radioactif, nécessité de traiter les déchets 

Dosage immunologique par 

polarisation de fluorescence (12) 

(19) 

Interactions récepteur-ligand, interaction 

protéine-protéine,  

Rapide et simple à mettre en place, précis ; 

reproductible,  

Nécessite un lecteur spécialisé, interférence 

avec les composés fluorescents, 

Transfert d’énergie par résonnance 

de de fluorescence (13) (20) 

Interactions récepteur-ligand, interaction 

protéine-protéine, cinétique enzymatique 

Non radioactif, peut être lu de façon 

ratiométrique, large gamme de protéines 

fluorescentes  

Interférences dûes à la fluorescence, sensible 

à la distance d’interaction, sensible aux 

changements de l’environnement local (pH ; 

température …) ; faible rapport S/B 

Alphascreen® (14) Interactions récepteur-ligand, interactions 

protéine-protéine,  

Peu d’interaction fluorescentes, possibilité de 

fixer sur les billes un grand nombre de 

protéine, sensible, facile d’utilisation, 

polyvalent 

Interférences par les réactifs chélateurs, 

nécessité d’acheter les kits. 

Criblage à haut contenu (15) Translocation, internalisation des récepteurs, 

trafic intracellulaire, prolifération des neurites 

et la toxicité 

Peu d’interférences, évaluation simultanée de 

la toxicité, mesures multiparamétriques 

Complexe, débits plus faible 

Protein complementation assay 

(16) 

Interactions protéine-protéine ; interactions 

protéine, récepteur-ligand ; cinétique 

enzymatique 

Possibilité de l’utiliser de façon enzymatique 

ou fluorescente, étude cinétique 

Interférences si utilisation de la fluorescence, 

possibilité de mal interpréter le nombre 

d’interaction 

La microfluidique (17) Interactions récepteur-ligand, interactions 

protéine-protéine ; cinétique enzymatique 

Précision, exactitude, faibles taux de faux 

positifs et de faux négatifs, très faibles taux 

d'interférences  

Complexité, pas présent dans le marché du 

criblage 

Cytométrie en flux (18) Interactions récepteur-ligand, interactions 

protéine-protéine ; cinétique enzymatique 

Peu d’interférences, évaluation simultanée de 

la toxicité, mesures multiparamétriques, 

miniaturisé 

Débit, complexité de l’instrumentation 
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1.3 Avantages et limites du criblage à haut débit 
  

Le criblage à haut débit a plusieurs avantages. Cette approche a permis de remplacer les tests 

manuels en laboratoire pour chaque composé qui étaient fastidieux et longs. Un des autres 

avantages est de pouvoir automatiser les tests et d’effectuer en parallèle plusieurs tests et de 

travailler sur plusieurs composés en même temps permettant de gagner du temps. La quantité 

nécessaire à chaque test a également été réduite ce qui est important pour les produits 

disponibles en faible quantité. De plus, cette automatisation a permis de travailler sur 

davantage de composés et d’augmenter la taille des bibliothèques permettant d’obtenir plus 

de candidats pour chercher un hit et de pouvoir cribler près de 100 000 composés par jours 

de façon robuste et répétable.  

 

L’HTS même s’il est devenu la méthode de référence pour effectuer le criblage de nouvelles 

molécules dans l’industrie pharmaceutique présente des limites (21) ;(22). Les molécules 

criblées en HTS présentent un poids moléculaire autour de 500 Da et une forte affinité pour 

leur cible thérapeutique. Cette affinité se traduit par une constante de dissociation à l’équilibre 

l(Kd) propre au complexe protéine/ligand. Cette valeur s’exprime en mol. L-1. Plus la valeur du 

Kd est faible plus l’affinité entre la molécule et sa cible est élevée. Les molécules trouvées en 

HTS ont un Kd de l’ordre du nM. Cette forte affinité due à leur grande taille peut amener à une 

non-spécificité de la molécule pour le site visé sur la cible thérapeutique. Ils vont se fixer sur 

plusieurs sites de la cible et amener des effets secondaires indésirables pour le patient. De 

plus, étant de base de grosses molécules il est difficile voire impossible d’optimiser les ligands 

trouvés et donc difficile d’obtenir le médicament avec l’effet bénéfice/risque le plus élevé. Un 

autre problème de leur grande taille est qu’elle couvre un très faible pourcentage de l’espace 

chimique disponible. 
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Une autre limite du HTS est le manque de propriété intellectuelle. Les bibliothèques de 

composés pouvant être partagées entre plusieurs entreprises rien ne garantit que le Hit criblé 

n’ait pas été déjà découvert. Le taux de découverte de Hits grâce au criblage haut débit peut 

être critiqué, peu de molécules criblées donneront un Hit par rapport à l’énorme quantité de 

produit criblés et étant difficilement optimisables peu donneront encore un candidat 

médicament. A ces limites il faut aussi tenir compte de l’investissement important nécessaire 

à la mise en place du HTS ne pouvant être supporté que par des grosses entreprises (21). 

 

Le HTS comme toute approche a ses avantages et ses défauts et de nouvelles approches 

doivent être développées pour pouvoir venir en renfort aux besoins de la découverte de 

nouveaux Hits qui ne seraient pas découverts par le HTS. Le Fragment Based Drug Design 

est une de ces nouvelles approches. 
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2. Le Fragment Based Drug Design 
2.1 Historique 

 

Le FBDD est mentionné pour la première en 1996 par les laboratoires Abbott (23). Dans leur 

article ils montrent la détection et le classement de petit ligand à faible affinité en utilisant une 

approche relation structure par résonnance magnétique nucléaire. Cependant, la première 

utilisation du terme « fragment based drug discovery » ne date que de 2002 par Murray et 

Verdonk mais deviendra le terme le plus utilisé par les chercheurs comme mots clefs en 2009 

suivit par « Fragment based drug design ». Le terme discovery est plus utilisé pour parler d’un 

nouveau candidat médicament ou médicament tandis que design est utilisé pour décrire les 

approches pour découvrir un nouveau médicament. En 2016 l’utilisation de l’abréviation FBDD 

comme mot clef est préféré au terme complet. 

Dans les premières années, après sa première démonstration par Abbott, la plupart des 

articles ont été publiés par des chercheurs de l’industrie, chose rare car souvent une rétention 

de l’information du milieu privé est observée pour garder un avantage concurrentiel et ce n’est 

qu’à partir des années 2010 qu’il y a eu une augmentation des publications universitaires sur 

le FBDD. L’importance du secteur privé peut aussi être observée par la présence de 9 articles 

de chercheurs privés dans les 10 articles les plus cités dans ce domaine de recherche (23) ; 

ces articles sont listés dans le tableau 2 
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Tableau 2 Les 10 articles les plus cités en FBDD 

 

Rang Auteurs Titre Journal Affiliation Année Nombre de fois citées 

1 Shuker, S.B., Hajduk, PJ., 
Meadows, R.P., Fesik, S.W 

Discovering high-affinity ligands for 
proteins: SAR by NMR (24) 

Science Abbot Labs 1996 454 

2 Hopkins, A.L., Groom, C.R., 
Alex, A. 

Ligand efficiency: a useful metric for 
lead selection (25) 

Drug 
Discovery 
Today 

Pfizer 2004 403 

3 Hajduk, P.J., Greer, J. A decade of fragment-based drug 
design: strategic advances and 
lessons learned (26) 

Nature Review 
Drug 
Discovery 

Abbot Labs 2007 353 

4 Congreve, M., Carr, R., 
Murray, C., Jhoti, H. 

A rule of three for fragment-based 
lead discovery? (27) 

Drug 
Discovery 
Today 

Astex 2003 342 

5 Congreve, M., Chessari, G., 
Tisi, D., Woodhead, A.J. 

Recent developments in fragment-
based drug discovery (28) 

Journal of 
Medicinal 
Chemistry 

Astex 2008 290 

6 Hann, M.M., Leach, A.R., 
Harper, G. 

Molecular complexity and its impact 
on the probability of finding leads for 
drug discovery (29) 

Journal of 
Chemical 
Information 
and Computer 
Science 

GlaxoSmithKline 2001 287 

7 Lipinski, C.A., Lombardo, F., 
Dominy, B.W., Feeney, P.J. 

Experimental and computational 
approaches to estimate solubility and 
permeability in drug discovery and 
development settings (30) 

Advanced 
Drug Delivery 
Reviews 

Pfizer 1997 286 

8 Rees, D.C., Congreve, M., 
Murray, CW., Carr, R 

Fragment-based lead discovery (31) Nature Review 
Drug 
Discovery 

Astex 2004 275 

9 Berman, H.M., Westbrook, J., 
Feng, Z., Gilliland, G., Bhat, 
T.N., Weissig, H., 
Shindyalov, I.N., Bourne, 
P.E. 

The Protein Data Bank (30) Nucleic Acid 
Research 

Rutgers University, National 
Institute of Standards and 
Technology, Burnham Institute, 
University of California, San Diego 

2000 257 

10 Erlanson, D.A., McDowell, 
R.S., O’Brien, T. 

Fragment-based drug discovery (22) Journal of 
Medicinal 
Chemistry 

Sunesis 2004 219 
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C’est du privé que viennent certains des grands principes du FBDD comme le principe du Ligand 

Efficiency (LE) par Hopkins et ses collègues qui travaillaient chez Pfizer ou le travail de Hann et al chez 

GlaxoSmithKline qui a défini que les fragments devaient être des petites et simples molécules et qui 

aboutira plus tard à la règle des 3. Cependant depuis 2009 la tendance s’inverse et le milieu universitaire 

redevient un acteur important du développement du FBDD. En effet 7 des articles les plus cités à partir 

de 2010 sont des articles universitaires, ces articles sont listés dans le tableau 3.  

 

Tableau 3 Listes des articles les plus citées sur le FBDD depuis 2010 

Rang Institution Nombre de fois citées 

1 Université d'Oxford 368 

2 Université de Cambridge 348 

3 GlaxoSmithKline 304 

4 Astex 232 

5 Université de Californie, San 
Francisco 

156 

6 AstraZeneca 139 

7 Heptares 120 

8 Pfizer 110 

9 Cancer Research UK 105 

10 Université de Dundee 104 

 

Pour son développement le FBDD a particulièrement profité de l’industrie pharmaceutique même si la plupart 

des bases théoriques viennent du milieu universitaire des années 70 (Brandeis). Les laboratoires Abbott ont 

eu un grand impact en développant la technique de Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) mais aussi 

en développant un criblage de ligand par cristallographie aux rayon X permettant d’étudier la structure des 

ligands. Ces nouvelles technologies biophysiques permettent de mesurer et visualiser la liaison de fragment 

de faible affinité. Une fois les bases du FBDD lancées en 1996 des petites sociétés tel que Astex, Vertex et 

Sunesis joueront un rôle important dans le développement de cette approche au début des années 2000.  

 

Elles vont se spécialiser dans des technologies et approches du FBDD. Elles perfectionneront ces approches 

pour la recherche de leads et elles obtiendront des résultats sans avoir à investir des millions dans les 

bibliothèques de composés et dans les systèmes robotisés nécessaires au criblage à haute densité. 

 

A partir des années 2000 une collaboration entre le milieu privé et universitaire a lieu et le FBDD est appliqué 

à davantage de cible. En 2006 tous les grands groupes pharmaceutiques repensent leur bibliothèque et 
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intègrent les fragments. Le domaine du FBDD s’est développé en même temps que le paysage de la 

recherche pharmaceutique. Les grandes entreprises sous-traitent une quantité croissante de travaux 

précliniques et le FBDD prend sa place car il nécessite moins d’investissement que le HTS. Depuis 1996 

grâce au FBDD plus de 30 principes actifs ont été développés et sont en phases cliniques. Certains sont 

dans leur dernière phase clinique. En 2015 une dizaine était en phase clinique 2 et 14 en phase 1. 

Actuellement un médicament découvert grâce au FBDD est sorti sur le marché, le Vermurafenib qui est un 

anticancéreux utilisé dans la prise en charge de mélanomes malins non résécables ou métastasés avec une 

mutation BRAF V600. Le Vemurafenib est une substance de bas poids moléculaires (489 Da) qui inhibe la 

sérine thréonine kinase BRAF. Une mutation du gène BRAF, la substitution de la valine par un autre acide 

aminé en position 600 active les protéine BRAF et entraine une prolifération cellulaire. Cette méthode de 

criblage s’inscrit donc comme une véritable alternative au HTS. 
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2.2 Principe 
 

Le Fragment Based Drug Design est basé sur la découverte de petits fragments qui serviront de hits et à 

terme à donner un candidat médicament (21) ; (22). Pour définir ce qu’est un fragment les chercheurs d’Astex 

ont défini la règle de 3. Un fragment doit posséder :  : 

• Un poids moléculaire inférieur à 300 Da 

• Un nombre d’hydrogène donneur ou accepteur inférieur à 3 

• Un coefficient de partage octanol/eau inférieur à 3 

 

Cette classification n’est que qu’une ligne directrice et certains vont définir la limite de poids moléculaire à 

250 ou 350 Da et d’autres ne considèrent pas les donneurs ou les accepteurs de protons.  

 

Un autre point important et caractéristique de ces fragments dû à leur petite taille est leur faible affinité avec 

la cible. Le Kd d’un fragment pour sa cible est compris entre le µM et le mM et cette faible affinité est spécifique 

d’un site de la cible thérapeutique. La petite taille du fragment minimise l’apparition d’effets secondaires car 

il ne se fixe que sur un site thérapeutique contre plusieurs pour un composé de taille plus importante. Cette 

action thérapeutique en minimisant l’apparition d’effets secondaires est un bénéfice non négligeable.  

Une autre valeur utilisée dans la littérature pour mesurer cette faible affinité est le : ligand efficiency ou LE. 

Cette valeur est définie par la relation ci-dessous.  

 

LE =
𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛 𝑑𝑢 𝑙𝑖𝑔𝑎𝑛𝑑

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑′𝑎𝑡𝑜𝑚𝑒 𝑙𝑜𝑢𝑟𝑑
 

 

L’énergie libre est exprimée en kilocalories par moles (Kcal.mol-1) et dépend de la température et de la 

constante de dissociation Kd. Le nombre d’atomes lourds correspond lui au nombre d’atome non-hydrogène 

du ligand. L’avantage de cette valeur est sa simplicité à être calculée. 

 

Il existe plusieurs techniques pour détecter la faible affinité entre les fragments et la cible thérapeutique et 

identifier les fragments qui sont spécifiques et sélectifs à cette cible. Les 3 méthodes les plus utilisées pour 

cribler des bibliothèques de fragments sont la RMN, la cristallographie aux rayons X et la résonance 

plasmonique de surface . 
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Une fois un fragment identifié contrairement au HTS il est possible d’optimiser ce fragment. Cette optimisation 

a pour but d’augmenter son affinité pour la cible et d’augmenter son LE. Deux approches d’optimisation sont 

possibles (Figure 3) :  

 

 
Figure 3 Deux techniques d'optimisation en FBDD: Linking, liaison entre plusieurs fragments de faibles affinités pour 

former un ligand avec une forte affinité. Growing, le fragment est agrandi progressivement pour créer de nouvelles 

interactions avec la protéine. 

 

• Le linking qui consiste à associer entre eux plusieurs fragments qui se lient sur des sites voisins pour 

obtenir un ligand avec une forte affinité pour la protéine mais avec une interaction spécifique aux sites 

des fragments. 

 

• Le growing qui consiste à faire croitre progressivement un seul fragment pour augmenter les 

interactions avec la protéine  

 

Ces deux approches permettent d’optimiser le fragment découvert et il n’est pas rare que les deux approches 

soient utilisées sur le même fragment. 
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2.3 Avantages et limites 
 

La découverte de fragments de faible affinité comme hits présente plusieurs avantages. Leur petite taille 

permet d’avoir des molécules spécifiques et pouvant être optimisées, ce qui à terme permet d’avoir des 

candidats ayant l’effet thérapeutique voulu en minimisant l’apparition d’effets secondaires. De plus étant 

petits et peu complexes la probabilité de trouver une relation avec la cible est augmentée car en grossissant 

et en se complexifiant chaque élément augmente la probabilité d’interférer avec la liaison. Le FBDD peut 

aussi être appliqué à des nouvelles classes ou de nouvelles cibles comme les interactions protéines-

protéines. Un autre des avantages est la taille plus réduite de bibliothèques de fragments. Cependant même 

si les bibliothèques sont plus réduites, les fragments couvrent un espace chimique plus important et 

permettent un criblage plus efficace. Cribler 1000 fragments revient à cribler une bibliothèque classique. 

Le FBDD peut réussir là où le HTS a échoué et venir compléter la panoplie d’outils des chercheurs. 

 

Le FBDD n’est pas une technique miracle. Il requiert des méthodes plus sensibles que le HTS pour pouvoir 

mesurer des faibles activités ce qui nécessite de travailler avec de haute concentration et demande une 

grande quantité de protéines ce qui peut être problématique et coûteux. Un autre problème est que les 

fragments sont souvent hydrophobes et peuvent être compliqués voire impossibles à diluer dans un tampon 

biologique ce qui est contraignant dans leur manipulation et engendre des problèmes pour la galénique. Les 

bibliothèques de fragments sont majoritairement constituées de molécules commerciales manquant un peu 

de diversité mais de nombreuses équipes travaillent sur l’étoffement de ces bibliothèques. 
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II. La Chromatographie d’affinité. 
1. Historique 

 

La chromatographie d’affinité est une ancienne méthode de chromatographie liquide (34). La première 

utilisation de la chromatographie d’affinité est en 1910 par Emil Starkenstein pour examiner la liaison de 

l’amidon à l’enzyme α-amylase (35). Cette utilisation survient seulement 7 ans après la première utilisation 

de chromatographie liquide sur colonne. Les premières applications utilisaient des matières insolubles qui 

servaient simultanément de phase stationnaire et de support comme pour l’amidon insoluble utilisé par 

Starkensteins ou l’utilisation de polygalacturonase comme support et ligand pour purifier l’acide alginique. 

Les premiers travaux travaillaient donc essentiellement dans la purification d’enzymes.   

En 1920 Landsteiner montre que les anticorps peuvent reconnaître et lier des structures appelées antigènes. 

En 1930 se développe l’immunoprécipitation comme technique de purification d’anticorps ou l’antigène sert 

d’agent liant pour se lier spécifiquement à une cible d’intérêt, l’anticorps. Cependant, cette fois l’agent liant 

est différent du support et est seulement lié dessus. Dans les années 40 le développement des techniques 

de synthèse pour lier le ligand au support a permis d’augmenter la gamme de ligand utilisable.  

 

La grande gamme de ligand disponible permet un grand domaine d’application de cette méthode et elle est 

utilisée notamment en biochimie, dans les sciences pharmaceutiques et même les études cliniques. 
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2. Principe général 
 

La chromatographie d’affinité est une forme de chromatographie liquide très polyvalente (34). Elle peut être 

définie comme de la chromatographie liquide qui utilise un agent liant pour purifier ou analyser des composés 

dans des échantillons. Cette technique utilise les capacités d’interactions réversibles qu’on trouve dans 

divers systèmes biologiques comme les interactions entre les enzymes et leurs substrats ou encore entre 

les anticorps et les antigènes. L’utilisation de cette interaction se fait en fixant sur un support dans la colonne 

un des deux composés responsables de l’interaction. Le composé fixé est alors appelé ligand d’affinité et 

constitue la phase stationnaire de la colonne. Après utilisation, la phase stationnaire peut être régénérée en 

lavant la colonne avec un tampon qui va éluer le composé qui interagit avec le ligand d’affinité. Cette 

réversibilité des réactions d’affinités permet de séparer les composés et de pouvoir réutiliser les colonnes 

(figure 4).  

 

Figure 4 Principe chromatographie d'affinité 

 

Quand la chromatographie d’affinité est utilisée pour étudier les interactions entre deux ou plus d’espèces 

chimiques plutôt que pour les séparer ou les purifier, elle est alors appelée chromatographie d’affinité 

quantitative, chromatographie d’affinité analytique ou encore biochromatographie (36). En examinant le 

temps ou le volume d’élution, il est possible de déterminer la constante d’équilibre qui décrit la liaison du 

composé avec le ligand d’affinité (figure 5). 
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Figure 5 Liaison soluté ligand, A est le composé injecté, L le ligand fixé sur la colonne et KA est la constante d’équilibre de 

la liaison entre A et L 

 

Un des avantages de cette méthode est le fait de pouvoir réutiliser la même préparation de cible pour 

plusieurs expériences. Cette réutilisation permet de consommer peu de cible, ce qui est recherché surtout 

quand elle est disponible en faible quantité comme dans le cadre d’une nouvelle cible thérapeutique. 

 

Il existe deux modes d’élution en chromatographie d’affinité -l’analyse zonale classique et l’analyse frontale- 

qui vont être privilégiées en fonction de la nature des informations recherchées. Le mode zonal est utilisé en 

screening avec l’injection de plusieurs fragments pour déterminer s’il y a de l’affinité lors de l’élution (l’élution 

des fragments est d’autant plus retardée qu’ils présentent une forte affinité). L’analyse frontale consomme 

plus de fragments mais permet de mesurer quantitativement cette affinité. Ces deux méthodes sont décrites 

ci-dessous. 
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2.1 Analyse Zonale : Criblage des fragments 
 

En analyse zonale, une injection de faible volume de solution contenant un ou plusieurs fragments (ligands) 

de concentration connue est réalisée. En couplage avec un spectromètre de masse, le fragment est identifié 

par son ratio m/z et son facteur de rétention est directement relié à son affinité relative pour la cible. Plus il 

est retenu plus il a d’affinité avec la cible (figure 6). 

 

 

Figure 6 Principe du mode Zonal 

 

Dans la partie linéaire de l’isotherme d’adsorption, c’est-à-dire dans des conditions où le facteur de rétention 

est (k) indépendant de la concentration en ligand (ce qui est vrai si cette concentration est largement 

inférieure au Kd), en déterminant le facteur de rétention k où k = 
𝑡𝑓𝑟𝑎𝑔𝑚𝑒𝑛𝑡−𝑡𝑚𝑜𝑟𝑡

𝑡𝑚𝑜𝑟𝑡
 et en connaissant le nombre 

de sites actifs sur la colonne il est possible de déterminer le Kd du ligand grâce à l’équation 1:  

𝑘 =
𝐵𝑎𝑐𝑡𝑖𝑓

𝑉𝑚𝑜𝑟𝑡
×

1

𝐾𝐷
    (1) 

 

Avec k le facteur de rétention, Kd la constante de dissociation cible/ligand, Vmort le volume mort de la colonne 

et Bact la quantité de sites actifs dans la colonne. 
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2.2 Analyse frontale : quantification des interactions et caractérisation des colonnes 
 

La chromatographie en analyse frontale est la deuxième technique de chromatographie quantitative la plus 

utilisée. En analyse frontale, une solution contenant une concentration connue d’un ligand est infusée en 

continu sur la colonne. Le soluté se lie à la protéine cible immobilisée sur la colonne jusqu’à saturation. A 

saturation, la concentration en sortie de colonne augmente progressivement jusqu’à atteindre un maximum : 

courbe de percée (figure 7). Lorsqu’il y a affinité, le volume de percée est d’autant plus élevé que la 

concentration en fragment infusée est faible. L’absorbance, elle, va augmenter proportionnellement avec la 

concentration de la solution.   

 

 

Figure 7 Principe du mode Frontal 

 

Si la cinétique d’association protéine-ligand est rapide, la courbe de percée est liée à la concentration de la 

solution mais aussi à la quantité de protéine cible fixée sur la colonne et aux constantes de dissociation 

soluté cible. Cette méthode permet de mesurer l’affinité et le nombre de sites de liaison en mesurant le temps 

d’apparition de la courbe de percée avec des solutions de concentrations différentes. De ces données un 

système d’équation est déterminé. 

Pour un modèle de liaison type :  

𝐴 + 𝐿
𝐾𝐷
↔ 𝐴 − 𝐿 

Avec A la protéine cible et L le ligand. Les relations suivantes sont déterminées par l’équation 2:  

𝑞 = 𝛥𝑡 × 𝐷 × [𝐿]  (2) 

Avec q la quantité d’analyte capturée, Δt l’écart entre la courbe de percée et le temps mort, D le débit et [L] 

la concentration de la solution en ligand. 

En traçant 1/q en fonction de 1/[L] (équation 3) il est possible d’obtenir la quantité de sites actifs de la colonne 

et de trouver le Kd du ligand (figure 8). 

1

𝑞
=

𝐾𝑑

𝐵𝑎𝑐𝑡
×

1

[𝐿]
+

1

𝐵𝑎𝑐𝑡
   (3) 
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Figure 8 A : Courbe de percée en fonction de la concentration, B : Droite 1/q=f (1/ [L]) 

 

Après l’analyse d’une solution en chromatographie d’affinité frontale, il faut rincer abondamment la colonne 

pour enlever le ligand qui s’est associé à la cible avant de pouvoir percoler une nouvelle solution de 

concentration différente. Si l’on veut pouvoir s’affranchir des durées de rinçage entre la percolation de chaque 

concentration différente, il est possible de réaliser une analyse frontale en mode staircase. 

 

La méthode d’analyse frontale dite staircase permet de s’affranchir des étapes de rinçage : les solutions de 

concentrations croissantes sont percolées à la suite sans rincer (36) (37) (38). Avec cette méthode, seul un 

rinçage après la dernière concentration est nécessaire (figure 9). 

 



25 

 

 

Figure 9 Principe du Staircase 

 

La quantité de ligand capturée lors du passage sur la colonne est exprimée par l’équation 4: 

𝑞𝑛 = 𝑉𝑛 × (𝐶𝑛 − 𝐶𝑛−1)   (4) 

Avec qn la quantité de ligand capturé pour la concentration n, Vn l’écart entre le volume mort et le volume 

de percée pour la concentration n, Cn la concentration n et Cn-1 la concentration précédente.  

 

Il n’y a pas de rinçage entre chaque passage, la quantité capturée est donc cumulée à chaque passage selon 

l’équation 5 :  

𝑞𝑏 = (𝑞𝑛 + 𝑞𝑎)   (5) 

Avec qb la quantité cumulée pour la concentration n ; qn la quantité calculée avec l’équation précédente pour 

la concentration n et qa la quantité cumulée précédente. 

1/qcumulée est ensuite exprimé en fonction de 1/[L] et on trace la droite 1/qcumulée =f (1/[L]). Cette droite permet 

ensuite comme précédemment de retrouver la valeur du Kd et la quantité de sites actifs sur la colonne. 
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Analyse frontale en mode compétition,  

L’analyse frontale peut aussi servir à mesurer la compétition entre différents ligands pour la cible immobilisée 

et à confirmer le site d’interaction (36) (38). Le temps de percée du ligand est mesuré en fonction de la 

concentration du compétiteur ajouté à la phase mobile. Une même concentration de ligand est donc infusée 

avec des concentrations croissantes du compétiteur, dans la phase mobile. La présence du compétiteur se 

traduit par l’apparition plus rapide de la courbe de percée de façon proportionnelle à la concentration du 

compétiteur (figure 10). Cette méthode peut aussi mettre en évidence des effets d’allostérie positifs ou 

négatifs. La courbe de percée apparaitra plus tardivement dans le premier cas et plus rapidement dans le 

deuxième. 

 

 

Figure 10 Compétition en analyse frontale 

 

La différence de volume de percée observée en absence de compétiteur et en présence d’une concentration 

de compétiteur suffisamment forte pour enlever l’affinité de l’analyte est définie par l’équation 6 : 

(𝑉𝑟 − 𝑉𝑚𝑖𝑛) =
𝐵𝑎𝑐𝑡×

𝐾𝑑𝐶

𝐾𝑑𝐴

(𝐾𝑑𝐶+[𝐶])
   (6) 

Avec Vr le volume de percée sans compétiteur, Vmin le volume de percée avec une grande concentration 

de compétiteur, KdC le Kd du compétiteur, KdA le Kd de l’analyte et [C] la concentration du compétiteur. 

Avec cette équation, le Kd de l’un peut être retrouvé par le Kd de l’autre.  

 

III. La chromatographie d’affinité utilisé pour le criblage des 
fragments 
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Pour identifier les fragments, plusieurs techniques capables de détecter la faible affinité et de cribler des 

bibliothèques sont disponibles. Les 3 méthodes les plus utilisées sont la RMN (32), la cristallographie aux 

rayons X et la résonance plasmonique de surface (SPR) (39). Cependant, ces méthodes présentent des 

inconvénients. La RMN (en mode ligand observed) par exemple consomme une quantité importante de 

protéine (au minimum 150 µL de solution de protéine à 1mg.L-1) par expérience et ne peut évaluer que 5 à 

10 fragments par analyse ce qui augmente le nombre d’expérimentations et le temps de criblage. La SPR, 

pour laquelle la cible est immobilisée sur un support, consomme une faible quantité de protéine mais ne 

permet le criblage des fragments que 1 par 1. Chaque méthode présentant ces limitations de nouvelles 

techniques complémentaires est nécessaire. Une méthode rapide consommant peu de protéine semble être 

idéale dans la recherche de fragment notamment pour les protéines membranaires car actuellement aucune 

méthode déjà établie n’est disponible pour les protéines membranaires comme les RCPG. Ces protéines 

sont disponibles en très petites quantités et nécessitent un milieu mimant la membrane cellulaire. La 

chromatographie de faible affinité ou weak affinity chromatography (WAC) est une nouvelle approche qui a 

déjà été développée pour le FBDD (40) ; (41). 
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1. Applications de la chromatographie de faible affinité au FBDD  
 

La chromatographie de faible affinité a déjà été utilisée à l’échelle classique pour le criblage de fragments, 

notamment sur protéine soluble.  

Une application visait à comparer deux méthodes de criblage, la chromatographie de faible affinité et la SPR, 

mises en œuvre pour la recherche de fragments de la thrombine α humaine (42). Cette comparaison est 

effectuée sur 27 composés. La colonne utilisée en WAC a comme dimension (35 × 0.5 mm id). Les composés 

sont passés 1 à 1 pour les deux méthodes. Pour déterminer le Kd d’un composé la SPR nécessite 120 min 

pour passer 3 fois 10 concentrations. La WAC détermine un Kd en 175 minutes en moyenne. La SPR a 

consommé 25 µg de protéine cible alors que la WAC 0,5 mg de protéine. Cependant, la WAC n’a consommé 

que 40 pmol de fragment alors que la SPR a consommé jusqu’à plus de 60 nmol pour un fragment. La figure 

11 montre la détermination d’un Kd en utilisant la WAC et la SPR. 

 

Figure 11 Détermination de l'affinité de 3-ABA par WAC (A) et par SPR (B, C) : Pour la WAC, tspec est la différence de 

temps de rétention de 3-ABA (0,1 mM) sur les colonnes actives (ligne continue) et inhibées (ligne pointillée). Pour le SPR 

(B), des réponses en triple ont été obtenues en soustrayant le canal inhibé in situ du canal actif. Les réponses à l'état 

d'équilibre résultantes (en triple) sont ajustées à une isotherme de Langmuir (C) afin de calculer KD. RU : unité de 

réponse. (42) 

 

Sur les 27 fragments seulement 13 ont pu être déterminés de façon fiable en SPR contre 27 pour la WAC. 

De plus, pour les 13 composés déterminés comme ayant de l’affinité par les deux méthodes les Kd mesurés 

sont similaires. Cette similarité s’explique car les mêmes conditions ont été utilisées pour la WAC et la SPR. 

Pour conclure, les auteurs disent que la WAC et la SPR montrent une corrélation significative dans la 

détermination de Kd (42). La SPR consomme moins de protéine cible et la WAC, elle, consomme moins de 

ligands. Cependant, une optimisation des colonnes ou le couplage à un spectromètre de masse pour cribler 



29 

 

plusieurs fragments permettrait de diminuer la consommation de protéine cible. La WAC reste tout de même 

très intéressante en cas de faible disponibilité des fragments à cribler.  

 
Des études sur la protéine HSP90 qui est un modèle d’étude ont comparé l’utilisation de la WAC pour trouver 

des fragments aux autres méthodes déjà utilisées (la RMN, la titration calométrique isotherme et la SPR) 

(39). Ces méthodes sont comparées sur 100 fragments. Les colonnes utilisées sont des colonnes en acier 

de dimension (100 × 0,5 id mm) garnies de particules sphérique de 5 µm de diamètre et de porosité de 300 

Å. Trois colonnes ont été produites avec en moyenne 22,4 pmol de protéine greffée dessus. Le système était 

couplé à un spectromètre de masse. Les 100 fragments ont été criblés par groupe de 16 ou 17 fragments à 

0,1 mM avec des injections de 0,4µL. Les analyses sont effectuées en mode zonal. Le criblage de 16 

fragments est illustré figure 12. 

 

 

Figure 12 Analyse d'un mélange de fragments par WAC en mode Frontal : Chromatogrammes d’un groupe de 16 

fragments criblés sur une colone HSP90 (39) 

 

Les auteurs concluent que sur les 100 fragments, la WAC a montré une bonne corrélation avec la RMN 

(88%) et la SPR (83%) (39). Cette technique a montré aussi sa stabilité et la reproductibilité de ses mesures. 

Le couplage à un spectromètre de masse permet d’augmenter le débit grâce au passage simultané de 

plusieurs fragments. Pour les auteurs, cette technique présente un grand potentiel pour le criblage de 

fragments. 
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Seule une application a été faite sur une protéine membranaire, l’aquaporine 1 (l’AQP1) dans une membrane 

biomimétique de type lipodisques (43). Les lipodisques sont composés d'une bicouche lipidique circulaire 

plane stabilisée par des lipides modifiés par un groupe de tête en polyéthylène glycol (lipides PEGylés). Ces 

lipodisques peuvent être fixés sur un support de manière stable. Ils sont fixés perpendiculairement au support 

pour éviter les interactions entre la protéine cible et le support. Les lipodisques sont illustrés figure 13. 

 

 

Figure 13 Lipodisque contenant les protéines, greffés perpendiculairement au support (43) 

 

Les colonnes utilisées sont des colonnes de dimension (35 × 0.5 id mm). Ces colonnes sont remplies par 

3,2 mg de silice dont les particules mesurent 10 µm de diamètre avec des pores de 2100 Å. Sur la silice des 

lipodisques ont été greffés. Des colonnes lipodisques AQP1 et lipodisques vides ont été préparées.  

Les auteurs sur une bibliothèque de 200 composés ont trouvé un fragment qui présentait un temps de 

rétention spécifique supérieur à 0,72 min (3,413 min) et considèrent ce fragment comme un hit. Les résultats 

pour ce fragment sont illustrés figure 14 (43). 
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Figure 14 Chromatogrammes à ions extraits du fragment Hit sur la colonne AQP1-lipodisque (en bleu) et sur la colonne de 

contrôle-lipodisque (en rouge). (43) 

 
Les auteurs ont démontré que si cette application pouvait identifier des fragments pour des protéines 

membranaires elle montre cependant une limite. Pour pouvoir identifier des fragments avec un Kd supérieur 

à l’ordre du µM la colonne nécessitait une plus grande densité de protéine dans la colonne or ces protéines 

sont difficiles à obtenir.  
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2. Miniaturiser cette technique pour étudier des fragments membranaires 
 

La miniaturisation de cette technique (nano-WAC) permettrait de réduire la consommation de protéines lors 

d’un criblage et d’être couplée à la spectrométrie de masse pour cribler plusieurs dizaines de fragments 

simultanément. Réduire la géométrie des colonnes est un moyen de réduire la consommation de protéines. 

Les colonnes utilisées pour la WAC sont habituellement des colonnes de dimensions 35 × 2,1 mm. Pour 

miniaturiser, des tubes de silice fondue de 85 × 0.075 mm ont été choisis. Le volume est plus de 100 fois 

plus faible et nécessite donc une quantité 100 fois plus faible de protéine à fixer sur la colonne et des plus 

petits volumes d’analyte, diminuant ainsi leur consommation. Le choix des colonnes, de la protéine cible et 

du modèle membranaire utilisé pour ce travail sont décrit ci-dessous. 

 

2.1  Des capillaires comme colonnes 
 

Pour remplir ces colonnes, les particules de silice classiquement utilisées au format classique sont trop 

difficiles à incorporer dans le capillaire. Ces particules peuvent être remplacées par des phases stationnaires 

monolithiques synthétisées in situ, évitant l’étape de remplissage. Les monolithes sont soit à base de silice 

ou à base de polymère organique (organique (type glycidylméthacrylate/diméthacrylate d’éthylène GMA-co-

EDMA). Un monolithe organique a été choisi car il est simple à synthétiser par photopolymérisation dans le 

capillaire et possède directement des groupements époxyde réactifs qui sont utiles pour pouvoir y greffer 

des protéines et évitent d’ajouter une étape de fonctionnalisation 
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2.2  Le Récepteur A2A de l’adénosine comme modèle d’étude des protéines 
membranaires 

 

Les protéines membranaires sont un élément essentiel des cellules. Ces protéines sont responsables de 

nombreuses voies de signalisation cellulaire. Les protéines membranaires représentent près de 60% des 

cibles thérapeutiques Chercher de nouvelles molécules pour agir sur ces protéines est une des principales 

voies de recherche dans l’industrie pharmaceutique (44). 

Parmi ces protéines membranaires, les récepteurs couplés à la protéine G (RCPG) sont une large famille de 

récepteurs présents dans la membrane et omniprésents dans les tissus humains. Ils jouent un rôle majeur 

dans la régulation de procédés physiologiques ou physiopathologiques. Leur importance fait qu’ils sont une 

cible importante pour la recherche pharmaceutique. 35% des médicaments sur le marché agissent 

directement sur ces récepteurs et de nombreux autres agissent de façon indirecte en modifiant la production, 

le transport ou le métabolisme de leurs différents ligands. Ces médicaments couvrent un large domaine 

thérapeutique qui s’explique par cette omniprésence des RCPG. Cependant, seulement 20% des RCPG ont 

un principe actif associé et sur les 390 identifiés et on ne connait pas de ligands pour une centaine d’entre 

eux, qu’on appelle RCPG orphelins. 

 

Une protéine membranaire jouant un rôle dans de nombreux processus connus et étant la cible pour la 

recherche de futurs médicaments a été choisie dans le but de tester la mesure de l’affinité grâce à la nano-

WAC. 

 

L’adénosine joue un grand rôle dans de multiple processus physiologiques comme la signalisation neuronale, 

la fonction astrocytaire ou encore dans l’apprentissage, la mémoire l’alimentation, le contrôle du sommeil 

etc... L’adénosine par son importance possède aussi un grand rôle dans des processus physiopathologiques 

comme les accidents vasculaires cérébraux, l’épilepsie ou encore la maladie de parkinson. Le récepteur A2A 

est un des 4 récepteurs à l’adénosine avec les récepteurs A1, A2B et A3 (45) . 
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Les récepteurs A2A sont principalement localisés dans le striatum, le tubercule olfactif et le noyau 

accumbens. Ils ont été décrits comme ayant un effet neurodégénératif. Un antagoniste aux récepteurs A2A 

a montré un effet protecteur ; cet effet est aussi observé avec un antagoniste non spécifique à A2A comme 

la caféine. Pouvoir trouver des molécules agonistes de ces récepteurs permettrait de moduler ces effets 

neurodégénératifs et pourrait être un moyen de traiter certaines pathologies neurodégénératives (45) ; (46). 

Les récepteurs A2A sont donc une cible intéressante dans la recherche de nouveaux médicaments et des 

ligands connus existent pour cette protéine comme le ZM 241385 (47) qui est un antagoniste de l’A2A 

réduisant la durée de l’activité épileptique ou le CPCA (48) qui est un agoniste de l’A2A mais n’a pas 

démontré une activité antiépileptique efficace.  

 

Cependant, ces protéines membranaires sont difficiles à étudier car peu stables en dehors de la membrane. 

Il est nécessaire de choisir un système qui mime l’environnement membranaire qui soit utilisable en mode 

dynamique sans ajout de tensioactif dans le milieu pour pouvoir réaliser le criblage. 
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2.3  Choix d’une membrane biomimétique : les Nanodisques 
 

La protéine choisie doit se situer dans un environnement mimant la membrane pour pouvoir être étudiée. Il 

existe plusieurs systèmes qui miment la membrane cellulaire (46). Ces différents modèles simplifient la 

membrane cellulaire et permettent d’étudier la structure des protéines membranaires et leur activité. 

Cependant, l’activité des protéines dépend de la composition de la membrane cellulaire comme la longueur 

des chaines des acides gras qui définit l’hydrophobicité. Chaque modèle a sa propre structure et composition. 

L’activité des protéines est donc différente selon le modèle choisi. 4 modèles existent : la monocouche 

lipidique, la bicouche lipidique sur un support, le liposome et le nanodisque. Le nanodisque est le dernier 

modèle développé. Les nanodisques ont été découverts par le groupe Sligar® (49), il y a une dizaine 

d’années. C’est un assemblage de phospholipides et de morceaux de protéines dérivés de l’apolipoprotéine 

humaine A1. Les phospholipides sont associés en bicouche et sont entourés par de l’apolipoprotéine A1 

comme une ceinture (Membrane Scaffold protéine, MSP) (figure 12). La taille des nanodisques peut varier 

entre 9,8 et 17 nm en changeant le nombre d’hélices amphipathiques de la protéine A1. L’avantage des 

nanodisques est de garder la protéine en solution aqueuse dans un environnement en bicouche lipidique 

soluble et sans détergent. Les nanodisques permettent d’étudier les récepteurs couplés à la protéine G. Le 

premier récepteur assemblé dans un nanodisque et qui était actif était le récepteur béta 2 adrénergique 

(β2AR). Deux RCPG, β2AR et la rhodopsine ont été étudiés grâce aux nanodisques. Ce système est donc 

intéressant pour étudier des RCPG et plus précisément le récepteur A2A et les interactions avec différents 

fragments dans le cadre d’un screening par FBDD. 

 

 

Figure 15 Structure d'un nanodisque : En bleu la tête polaire et en rouge les deux queues aliphatiques des phospholipides, 

en vert des morceaux dérivés de l’apolipoprotéine A1 comme ceinture 
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IV. Partie expérimentale  
1. Matériel et méthodes 
1.1. Produits 

 

L’eau ultra pure utilisée vient d’un système Milli-Q (18.2 M.cm, Purelab Classic®, Elga®). Le méthanol 

(MeOH>99%, Sigma) est utilisé pour solubiliser les fragments en solution. Le DiMethylSulfoxyde (DMSO, 

>99%, Sigma) est utilisé pour réaliser la mesure du temps mort. Du phosphate de potassium dibasique et de 

l’acétate d’ammonium ont été utilisés pour réaliser les solutions tampon. Du 3-

(trimethoxysily)propylméthacrylate(ɣ-MAPS, >98%, Sigma), de la TriEthylAmine (TEA, >99%, Sigma), du1-

propanol (>99.5%, Merck), de l’EDMA (>98%, Sigma), de l’AzobiIsoButyroNitrile (AIBN, 98% Acros), de 

l’acide sulfurique (H2SO4, 95%, VWR), du périodate de sodium (NaIO4, 99,8%, Sigma), et de l’acide nitrique 

(HNO3, 65% Carlo Erba), du cyanoborohydrure de sodium (NaBH3CN>95,0%, Fluka) et du tétraborohydrure 

de sodium (NaBH4, Sigma) ont été utilisés pour préparer les capillaires. 

De la streptavidine (de streptomyces avidinii, Sigma) a été utilisée pour préparer les capillaires. 

Le Furosémide (Sigma) et la Warfarine (Sigma) sont préparés dans du MeOH à 10 mM. 

La HSA biotinylée greffée sur les colonnes comme cible modèle est à 0.89 mg.mL-1. 

Les nanodisques vide et contenant la protéine A2A sont fournis par le laboratoire de Strasbourg Integral 

Membrane Proteins Research and Services de l’école de Biotechnologie de Strasbourg. 

Les Fragments utilisés comme potentiels fragments d’A2A sont le F489, le F534, le F462, le F359, le F040 

et le F141. Ils sont dans l’ordre le 2-Benzyl-1,3-thiazole-4-acide carboxylique, le Methyl 4-[3-(4-piperidinyl) -

1H-pyrazol-5-yl]-phenyl ether, le 6-(Dimethylamino) purine, la Praxadine, l’acide 4,5-dihydroorotique et 

l’acide 2-thiophène acétique. 
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1.2. Préparation des capillaires 
 

Les différentes étapes sont réalisées in situ par la circulation de différents mélanges réactionnels sous 

pression grâce à une pompe (MFCS, Fluigent®, Merck®). 

 

Activation du capillaire : Silanisation de la paroi de silice vierge par un mélange de 50 µL Ɣ-MAPS et de 25 

µL de TEA dilués dans 1mL de mélange (H2O/MeOH, 5/95, v/v). Mélange circulant pendant 1 heure. 

Polymérisation photochimique : Préparation d’une solution constituée de 1050 µL de 1-propanol, 600 µL de 

1,4-butanediol, 150 µL H2O, 600 µL d’EDMA et 12 g d’AIBN, 98%. Polymérisation photochimique par un four 

UV (Bio-Link) par irradiation à 365 nm à une puissance de 6 J sur 8.5 cm de colonne. 

Hydrolyse acide et oxydation : Une solution d’acide sulfurique (H2SO4, 95%, VWR) à 1M a été utilisée 

pendant 2h pour ouvrir les fonctions époxyde du support. Ensuite un mélange de 512 mg de NaIO4 et 600 

µL d’acide nitrique dilué dans 16 mL d’H2O ajusté à pH 5.5 par une solution en LiOH saturé est passé pendant 

une heure pour oxyder les fonctions diols en aldéhyde. 

Greffage de la streptavidine : La solution de streptavidine à 1mg.mL-1 dans du tampon phosphate pH 6 en 

présence de NaBH3CN à 4mg.mL-1 est greffée pendant 18h sous circulation. 

Réduction des aldéhydes résiduels : Les aldéhydes résiduels sont réduits avec une solution à 2.5 mg.mL-1 

de NaBH4 pendant 2h sous circulation. 

Les capillaires sont stockés au réfrigérateur. 
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1.3. Analyse Frontale 
 

Les analyses frontales sont réalisées avec une électrophorèse 7100 CE system d’Agilent® en mode 

pressurisation externe à 12 bars. La détection se fait par un détecteur UV à barrette de diodes couplé à 

l’électrophorèse. Le greffage de la HSA sur les colonnes est réalisé sur l’appareil et suivi par l’apparition de 

deux paliers à 214 nm (temps mort puis protéine biotinylée). Le greffage des nanodisques sur les colonnes 

est réalisé sur l’appareil et suivi par l’apparition de deux paliers à 214 nm (temps mort) puis à 230 nm et 280 

nm (nanodisques). 

Entre chaque analyse de fragment un rinçage au tampon phosphate est effectué pendant 30 minutes. 
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2. Résultats 
 

Cette partie regroupe le travail effectué. Dans cette partie, en premier est présentée la description du mode 

de préparation des colonnes. Ensuite, vient le suivi du greffage des protéines sur les colonnes en UV pour 

connaitre le nombre de sites totaux présent sur la colonne. Les résultats du greffage d’une protéine soluble 

la HSA et d’une protéine membranaire en nanodisque sont comparés. L’optimisation du greffage de 

nanodisque est ensuite présentée. Une évaluation des capacités de reconnaissance de la colonne avec des 

fragments modèles (le furosémide et la warfarine) puis une comparaison de trois méthodes pour déterminer 

le Kd du modèle est effectuée. Enfin l’étude de fragments potentiels pour l’A2A est effectuée sur les colonnes 

nanodisques A2A. 
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2.1. Préparation des colonnes capillaires d’affinité 
 

Les colonnes capillaires d’affinité sont préparées dans des capillaires de silice fondue de 75 µm de diamètre 

interne et d’une dizaine de cm de long. L’incorporation d’une phase stationnaire particulaire traditionnelle en 

silice est trop difficile à effectuer dans un capillaire. Le remplacement par une phase stationnaire monolithique 

organique synthétisée in-situ permet de s’affranchir de l’étape d’incorporation de la phase stationnaire. 

La première étape consiste à préparer les capillaires en activant leur surface. Cette activation se fait par une 

silanisation des groupements silanols du capillaire grâce à un mélange de Ɣ-MAPS et de TEA. Cette étape 

permet d’introduire des fonctions acrylates à la surface qui permettront d’assurer un fort ancrage du 

monolithe aux parois du capillaire.  

La synthèse du monolithe ainsi que le greffage de la protéine cible sont réalisés comme indiqué Figure 16. 

 

 

Figure 16 Schéma de synthèse des colonnes 

 

Une fois préparé, un mélange de polymérisation contenant du GMA, de l’EDMA, du 1-4 propanolol, du 1.4 

butanediol et de l’eau est passé dans le capillaire. Ce mélange est polymérisé photochimiquement par 
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rayonnement UV. Après cette polymérisation les capillaires contiennent une phase stationnaire monolithique 

porteuse de groupements fonctionnels réactifs de type époxyde. 

Le greffage de protéines sur le monolithe se fait grâce à l’utilisation de deux méthodes ; la méthode de base 

de Schiff (pour le greffage de la streptavidine) et la méthode Streptavidine /Biotine pour le greffage de la 

protéine cible biotinylée. 

 

La première étape est de greffer la streptavidine en utilisant la méthode de base de Schiff. Les groupements 

époxydes à la surface du monolithe sont hydrolysés en diols par hydrolyse acide par le passage d’une 

solution d’acide sulfurique. Après un rinçage pour éliminer l’acide, les diols présents à la surface du monolithe 

sont oxydés en aldéhydes par une solution de NaIO4. Enfin, une solution contenant de la streptavidine et du 

NaBH3CN est percolée sur la colonne pour y greffer la streptavidine. Le cyanoborohydrure de sodium réduit 

les groupements imines ce qui est obligatoire pour obtenir une immobilisation fiable. 

 

Une fois la streptavidine greffée, la protéine cible est fixée par la méthode streptavidine biotine. Cette 

méthode utilise la forte affinité streptavidine biotine (Kd de l’ordre du femtomolaire). La protéine cible 

biotinylée est passée sur la colonne et se fixe sur la streptavidine. 

Les colonnes streptavidine et streptavidine-protéine biotinylée sont conservées dans un vial d’eau à +4°C et 

sont stables dans ces conditions pendant 6 mois. 

 

L’utilisation de ces deux méthodes permet de fixer des protéines sur les colonnes et de suivre ce greffage 

en UV permettant de déterminer la quantité totale de protéine fixée. 
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2.2. Caractérisation des colonnes d’affinité : quantité de protéine totale greffée suivie 
en analyse frontale avec suivi UV 

 

Le greffage des protéines biotinylées est effectué à 12 bars sur une colonne streptavidine.  

 

La protéine est infusée dans la colonne et cette infusion est suivie en UV. L’apparition du premier palier 

correspond au changement de tampon et indique le temps mort. (Le tampon contenant la protéine est un 

tampon PBS tandis que le tampon utilisé pour rincer les colonnes, mesurer les temps ou faire les dilutions 

des différents composés est un tampon phosphate à 67 mM). Le deuxième palier correspond à la protéine : 

Il indique qu’il y a saturation de la colonne et que les protéines biotinylées ne sont plus capturées par la 

streptavidine. Le temps entre les deux paliers est le temps de capture (ou temps de greffage) de la protéine. 

En connaissant la concentration en protéine de l’échantillon, il est possible de déterminer la quantité exacte 

de protéine cible fixée sur la colonne Btot. 

 

Cas d’une Protéine soluble (HSA) : 

Le greffage de la HSA est suivi à 214 nm. Un premier palier d’une dizaine de mAu apparait au temps mort. 

Un second palier plus important d’une valeur de 70 mAU apparait une dizaine de minutes après le début du 

passage de la protéine biotinylée. Le suivi de ce greffage est illustré figure 17. 

 

 

Figure 17 Chromatogramme de suivi d'un greffage de colonne avec de l'HSA biotinylée à 0.89mg/L : Colonne 

streptavidine de 8,5cm, à 12 bars, suivi à 214 nm 

 



43 

 

La concentration de la HSA étant de 0,89 mg.mL-1 soit 13,5 µmol.mL-1 il est possible de déterminer la quantité 

d’HSA qui s’est fixée sur la colonne. La colonne possède un temps mort de 1,38 min et le deuxième palier 

est apparu après 10,1 minutes de greffage. Le temps de capture est donc de 8,72 min. Le volume de capture 

est de 2,3.10-3 mL et la quantité totale greffée est donc de 31,9 pmol. La colonne fait 8,5 cm dont 8 cm de 

monolithe : il y a 3,98 pmol.cm-1 dans la colonne. Ces données sont résumées dans le tableau 4. 

 

Tableau 4 Résumé du greffage d'une colonne HSA 

Concentration HSA 
(µM) 

t0 

(min) 
tpalier 
(min) 

tcapture 

(min) 
Vcapturé 
(mL) 

ncapturé 
(pmol) 

Btot 
(pmol.cm-1) 

13,5 1,38 10,1 8,72 2,3.10-3 31,9 3,98 

 

Sur 5 colonnes une moyenne de 4.16 ±0.45 pmol.cm-1 a été obtenue. Le greffage des colonnes avec la 

HSA est donc facilement suivi en UV et permet de déterminer précisément la quantité d’HSA greffée par 

colonne. Ces colonnes consomment une faible quantité de protéine et leur préparation est reproductible 
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Cas d’une protéine membranaire en Nanodisque : 

Le greffage des nanodisques A2A est suivi à 214, 230 et 280 nm. L’intensité des paliers est plus 

importante à 214 nm mais d’autres longueurs d’onde plus spécifiques sont ajoutées pour confirmer la 

présence des nanodisques contenant A2A. Un premier palier apparait au temps mort (t0). Un second palier 

de plus faible intensité apparaît après plus de 70 minutes (tpalier) aux trois longueurs d’ondes dont 280 nm et 

confirme la sortie des nanodisques contenant A2A. Le suivi de ce greffage à 214 nm est montré figure 18 

 

 

Figure 18 Chromatogramme de suivi d'un greffage de colonne avec des nanodisques A2A : Colonne streptavidine de 

8,5cm, à 12 bars, suivi à 214 nm 

. 

  



45 

 

La concentration en nanodisque dans l’échantillon est de 1 µM. La colonne a un temps mort de 1,38 min et 

le deuxième palier est apparu après 72 minutes de greffage. Le temps de capture est donc de 70,62 min. Le 

volume de capture est de 19.10-3 mL et la quantité totale greffée est donc de 16,52 pmol. La colonne fait 8,5 

cm dont 8 cm de monolithe il y a 2,06 pmol.cm-1 dans la colonne. Ces données sont résumées dans le 

tableau 5 

 

Tableau 5 Résumé du greffage d'une colonne ND A2A 

Concentration ND 
A2A (µM) 

t0 

(min) 
tpalier 
(min) 

tcapture 

(min) 
Vcapturé 
(mL) 

ncapturé 
(pmol) 

Btot 
(pmol.cm-1) 

1 1,38 72 70,68 19.10-3 16,52 2,06 

 

Pour le greffage HSA 3,99 pmol.cm-1 de protéine se sont greffées sur la colonne contre seulement 2,06 

pmol.cm-1 pour les nanodisques A2A. Près de deux fois plus de HSA s’est donc greffée à la colonne. La plus 

faible quantité de nanodisque greffée est surement liée à l’encombrement stérique. En effet, la taille d’un 

nanodisque est comprise entre 15 et 20 nm alors que la HSA a une taille de 8 à 10 nm. Cette plus faible 

quantité greffée aura pour conséquence de rendre plus difficile la détection des faibles affinités car la 

rétention est directement liée aux nombres de sites actifs sur la colonne. 
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Optimisation du nombre de Nanodisques greffés 

Augmenter le nombre de nanodisques greffés faciliterait la détection de plus faibles affinités. L’idée pour 

augmenter le nombre de nanodisques greffés est de profiter des 4 sites actifs de la streptavidine et du degré 

de biotinylation de 1,6 des nanodisques. Plus d’un nanodisque sur deux est biotinylé deux fois. Il est donc 

possible d’envisager des greffages successifs en repassant sur la colonne une solution de streptavidine qui 

pourra être fixée par les biotines libres des nanodisques déjà immobilisés puis de réaliser un nouveau 

greffage de nanodisques. En effet, la streptavidine grâce à ses 4 sites permettra de fixer de nouveaux 

nanodisques. L’objectif est de répéter ce cycle streptavidine-nanodisque plusieurs fois pour augmenter le 

nombre de nanodisques dans la colonne comme illustré sur la figure 19. 

 

 

Figure 19 Schéma du processus de regreffage de Nanodisque sur une colonne : Le rond rouge représente la biotine, le 

carré bleu la streptavidine et le cercle verre le nanodisque contenant l’A2A 
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A chaque infusion, la quantité de nanodisques capturée est mesurée et ajoutée à la quantité capturée 

précédente pour obtenir la quantité totale qtot. Le passage de la streptavine est suivi à 214 nm comme pour 

le suivi de la HSA. La quantité de streptavidine greffée est déterminée de la même manière que pour 

déterminer la quantité d’HSA. Le suivi de greffage des nanodisques est similaire à celui expliqué 

précédemment.  

 

3 cycles streptavidine/nanodisque ont pu être effectués et ajoutés au 1er greffage initial. Ces cycles 

correspondent au 2ème, 3ème et 4ème greffage. Les 3 cycles ont ajouté un total de 0.66 pmol.cm-1 de nanodisque 

passant d’un total de 2,06 à 2,72 pmol.cm-1. Les quantités de nanodisques greffés en fonction du nombre de 

greffages sont résumées dans le tableau 6. 

 

Tableau 6 Résumé du greffage des nanodisques A2A sur une colonne 

 1er 
greffage 

2ème 
greffage 

3ème 
greffage 

4ème 
greffage 

Quantité de streptavidine greffée 
(pmol.cm-1) 

\ 0,09 0,04 0,04 

Quantité de nanodisque greffée (pmol.cm-

1) 
2,06 0,3 0,18 0,19 

Quantité de nanodisque totaux (pmol.cm-

1) 
2,06 2,36 2,54 2,72 

 

L’ajout de streptavidine est deux fois plus faible entre le premier et le deuxième cycle ; cette limitation est 

peut-être due au degré de biotinylation des nanodisques qui est inférieur à 2. Il n’est pas possible de remettre 

de la streptavidine sur un nanodisques sur 2. La diminution de l’ajout de streptavidine diminue aussi l’ajout 

de nanodisques lors du passage de ces derniers. 

L’ajout de nanodisques par ces cycles streptavidine-biotine fonctionne et a permis d’ajouter 32% de 

nanodisques. Cependant cet ajout est limité par le degré de biotinylation d’1,6 de la MSP des nanodisques. 

Augmenter ce degré de biotinylation devrait permettre d’augmenter le nombre de nanodisques par colonnes. 
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Quantité de nanodisques actifs 

Grâce à ces cycles streptavidine/nanodisque la quantité totale de nanodisques capturés a pu être augmentée 

d’environ 30%. Mais est ce que la quantité de protéines actives a augmenté elle aussi ? Pour cela il faut 

déterminer la quantité active de nanodisques sur les colonnes. 

La quantité active est déterminée avec un fragment d’affinité connue selon la méthode décrite 

précédemment. Plusieurs solutions de concentrations croissantes sont analysées en mode frontal Le 

fragment choisi est la théophylline qui a un Kd de 25µM pour la protéine A2A. 3 concentrations sont passées 

et suivies à 272 nm. Une injection de DMSO suivie à 214 nm sert à mesurer le temps mort. Les 3 

concentrations sont 2,5 ; 5 et 10 µM de théophylline dans du tampon phosphate à 6.67 mM et à pH 7,4. Pour 

les différentes concentrations, plus les concentrations sont croissantes plus les courbes de percées se 

décalent vers le temps. Ces courbes sont représentées figure 20 A. Le décalage des temps de palier avec 

la concentration en fragment est caractéristique de la reconnaissance (affinité spécifique). 

En fonction du temps de plateau, la quantité capturée q est mesurée. 

En traçant 1/q en fonction de 1/[Concentration] il est possible d’obtenir la quantité de ligand d’affinité de la 

colonne et de trouver le Kd de l’analyte (figure 8B) comme décrit précédemment. 

La valeur obtenue pour le Kd est de 6 µM. Le nombre de protéines actives Bact sur la colonne est de 0,224 

pmol.cm-1. Il y a 11% de protéine actif sur l’ensemble des nanodisques greffés. La droite présente un R2 de 

0.99 (figure 20 B). 

 

Figure 20 Mesure du nombre de nanodisques actifs A : Courbe de percée sur colonne NDA2A de 8.5 cm à 12 bars à 3 

concentrations allant de 2,5 µM à 10 µM B : 1/q=f(1/[L] de la théophylline sur colonne NDA2A : Colonne de 8,5 cm ; 

pression à 12 bars ; Kd déterminé = 6µM ; Bact=0.224 pmol.cm-1A chaque nouveau greffage le nombre de nanodisques 

actifs est mesuré en répétant cette expérimentation. 
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Lors du premier greffage il y donc 0,224 pmol.cm-1 de nanodisques actifs soit 11% des nanodisques totaux. 

Après les 4 greffages il y a 0,731 pmol.cm-1 de nanodisques actifs pour 2,69 pmol.cm-1 de nanodisques totaux 

soit 28% d’activité. Les quantités de nanodisques actifs en fonction du nombre de greffages sont résumées 

dans le tableau 7. 

 

Tableau 7 Résumé de la quantité de nanodisques actifs par greffage 

 1er 
greffage 

2ème 
greffage 

3ème 
greffage 

4ème 
greffage 

Quantité de nanodisques actifs greffée 
(pmol.cm-1) 

0,224 0,381 0,551 0,731 

 

Le nombre de nanodisques actifs augmente avec l’ajout de nouveaux nanodisques totaux. Les 3èmes et 4èmes 

cycles streptavidine/nanodisque ajoutent chacun sur la colonne 0,18 et 0,19 pmol.cm-1 et ces 0.35 pmol.cm-

1 sont presque tous actifs car le nombre de nanodisques actifs augmente de 0,17 pmol.cm-1 après chacun 

de ces greffages. Cela se traduit par l’augmentation du taux de nanodisques actifs qui passe de 11% activité 

après le premier greffage à 28 % soit près du triple. Les greffages permettent l’ajout de nouveaux 

nanodisques mais permettent surtout d’augmenter le nombre de nanodisques actifs. Cette augmentation du 

taux d’activité s’explique peut-être par le fait qu’en s’éloignant de la surface du monolithe, les nanodisques 

sont plus accessibles, compte tenu de la diminution de l’encombrement stérique. La figure 21 regroupe le 

nombre de nanodisques totaux greffés et le nombre de nanodisques actifs en fonction du nombre de 

greffages. 

 

Figure 21 Histogramme du nombre de ND ajouté par cycle de greffage : Nombre de cycles de greffage en abscisse, 

quantité greffée en pmol.cm-1en ordonnée 
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Cette approche rend possible l’augmentation du nombre de nanodisques par colonne mais surtout 

d’augmenter le taux d’activité de ces nanodisques. Cependant elle est limitée par le degré de biotinylation 

d’1,6 de la MSP qui entoure les nanodisques. Près d’un nanodisque sur deux n’étant biotinylé qu’une seule 

fois il n’est pas possible de lui regreffer de la streptavidine. Il faudrait réessayer avec des nanodisques avec 

un degré de biotinylation de 2 pour voir jusqu’où peut aller cet ajout de nanodisque par colonne et s’il est 

répétable. 
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2.3. Comparaison de plusieurs modes de détermination de Kd en analyse frontale 
 

Dans la littérature, les déterminations de Kd sont essentiellement réalisées en mode frontal classique : 

infusion de ligand à des concentrations variables avec rinçage entre chaque concentration. Cette méthode 

s’avère longue à mettre en place en raison des temps de rinçage nécessaires entre deux infusions (environ 

30 minutes). Nous avons envisagé la mise en œuvre d’une méthode d’analyse frontale plus originale et 

beaucoup plus rapide : l’analyse en mode staircase. Par ailleurs, dans le cas où un ligand de Kd connu a 

déjà été identifié, une mesure de Kd par compétition a également été envisagée. 

Pour comparer l’analyse frontale et la méthode staircase pour déterminer le Kd un composé dont l’affinité 

pour la HSA est connue a été choisi. Le furosémide a dans la littérature un Kd pour la HSA estimé entre 5 et 

50 µM. Les mesures sont effectuées pour les deux modes à 12 bars et sur des colonnes de 8,5 cm. 

 

Analyse Frontale classique 

La mesure du Kd du Furosémide en analyse frontale est réalisée sur une colonne HSA. 4 concentrations sont 

préparées dans du tampon phosphate pH 7,4. Les 4 concentrations sont 4,16 ; 6.25 ; 12.5 ; et 25 µM. 

 

L’apparition de la courbe de percée se fait de plus en plus rapidement avec une absorbance plus importante 

lorsque la concentration augmente ce qui est caractéristique d’une interaction spécifique. Les courbes de 

percées sont illustrées par la figure 22 A. 

 

En traçant 1/q, l’inverse de la quantité capturée, en fonction de 1/[L] (Figure 22 B), l’inverse de la 

concentration, la valeur obtenue pour le Kd est de 11 µM pour un total de molécule active sur la colonne de 

28 ,3 pmol. La droite présente un R2 de 0.99. 

La valeur mesurée est dans l’ordre de grandeur du Kd de la littérature du furosémide pour la HSA. Le haut 

taux de protéine active permet d’avoir une meilleure rétention du composé. 

 



52 

 

 

Figure 22 Mesure Kd Furosémide en Analyse frontale : A : Courbe de percée du furosémide obtenue sur colonne HSA de 

8.5 cm à 12 bar à 4 concentrations allant de 4,16 à 25µM  

B : Droite représentant 1/q = f(1/L) avec 1/q en mol-1 et 1/L en 105 L-1 

 

 

L’analyse frontale permet de déterminer le Kd d’un composé mais le temps de rinçage de 30 minutes entre 

chaque concentration allonge l’analyse de 2h pour une durée totale de 3h pour 4 concentrations.  
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Analyse frontale en mode Staircase 

Les conditions sont les mêmes qu’en mesure classique, seul le rinçage entre les différentes percolations est 

supprimé. 

 

5 concentrations sont préparées dans du tampon phosphate pH 7,4. Les 5 concentrations sont 2,08 ; 4,16 ; 

6,25 ; 12,5 ; et 25 µM. 

Le temps d’apparition du palier est plus rapide plus la concentration est importante. L’absorbance est plus 

faible qu’en analyse frontale classique car le blanc est effectué sur la concentration précédente. Les courbes 

de percées cumulées sont illustrées par la figure 23 B. 

La quantité capturée est mesurée pour chaque concentration puis cumulée avec la quantité capturée par la 

concentration précédente. Les quantités capturées, cumulées, calculées selon l’équation 4 pour 4,16 ; 6,25 

; 12,5 ; et 25 µM sont respectivement 3,18 ; 5,12 ; 6,59 ; 10,0 ; 14,8 pmol.   

En traçant 1/qcumulée, l’inverse de la quantité capturée cumulée, en fonction de 1/[L], l’inverse de la 

concentration, la valeur obtenue pour le Kd est de 12 µM pour un total de molécule active sur la colonne de 

28,6 pmol. La droite présente un R2 de 0,99 (figure 23 B). 

 

Figure 23 Mesure Kd Furosémide en Analyse frontale en staircase : A : Courbe de percée du furosémide obtenue sur 

colonne HSA de 8.5 cm à 12 bar à 4 concentrations allant de 4,16 à 25µM sans rinçage entre les différentes concentrations 

B : Droite représentant 1/q = f(1/L) avec 1/q en mol-1 et 1/L en 105 L-1 
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Le Kd mesuré en staircase est très proche de la valeur mesurée de façon classique et est cohérent avec les 

valeurs retrouvées dans la littérature. Ces valeurs sont résumées tableau 7. 

Le temps d’analyse totale pour la mesure du Kd en Staircase prend moins d’une heure pour analyser les 5 

solutions de concentrations différentes auquel s’ajoutent 30 minutes de rinçage après le passage de la 

dernière concentration. Le temps total est d’1h30 pour déterminer le Kd du furosémide en Staircase.  

Le temps d’analyse est deux fois plus court qu’en mode frontal classique pour une valeur de Kd déterminée 

similaire. Le mode Staircase permet donc de réduire le temps d’analyse de moitié et est une bonne méthode 

pour mesurer le Kd de composé rapidement. 
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3ème méthode de détermination de Kd : Compétition 

Pour mesurer le Kd il existe une troisième alternative, la compétition. Il faut un compétiteur connu 

interagissant sur le même site pour déplacer le composé d’intérêt.  

Le composé choisi pour cette expérience est la warfarine. La warfarine possède deux énantiomères ayant 

comme Kd dans la littérature 4,2 µM pour l’énantiomère R et 3,8 µM pour l’énantiomère S. Le compétiteur 

choisi est le furosémide qui a déjà été utilisé et qui interagit avec la HSA sur le même site que la warfarine 

et a un Kd dans la littérature de 5 à 50 µM. 5 solutions sont préparées avec une concentration constante de 

10 µM de warfarine auxquelles une concentration croissante de compétiteur est ajoutée. Les 5 solutions sont 

donc des solutions de 10 µM de warfarine avec dans l’ordre croissant 0, 25 ; 50 ; 100 et 500 µM de 

furosémide. La colonne est conditionnée par percolation pendant 30 minutes d’une solution contenant la 

même concentration en furosémide que la solution de warfarine qui va être analysée. Les temps des courbes 

de percées sont rapportés au temps mort t0. 

La présence de deux énantiomères provoque l’apparition de deux paliers. Le premier palier est associé à 

l’énantiomère R car sont Kd étant plus élevé il est moins retenu que l’énantiomère S. En présence de 

compétiteur l’ordre d’apparition des paliers s’inverse. Les courbes de percées sont représentées figure 24. 

 

 

Figure 24 Courbe de percée Warfarine 10 µM en présence de Furosémide : Solution de warfarine 10 µM avec présence 

croissante du compétiteur de 0 à 500 µM sur colonne HSA, Absorbance normalisée en fonction du temps rapporté au 

temps mort 

Quand la concentration en compétiteur augmente les courbes de percée se décalent vers des temps plus 

faibles (les temps d’apparition de plateau diminuent). Cette diminution des temps de plateau se fait jusqu’à 
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un minima observé pour une concentration en compétiteur de 500 µM. A ce temps minimal est associé un 

volume appelé Vmin. Ce volume correspond à la rétention non spécifique et n’est plus dépendant de l’affinité 

entre la warfarine et la HSA.   

Il faut aussi noter que l’ordre des deux paliers correspondant aux deux énantiomères s’inverse en présence 

du compétiteur. La warfarine S semble plus sensible à la présence du compétiteur. Cette sensibilité est aussi 

visible par une diminution plus importante du temps de plateau en fonction de la concentration en compétiteur 

que pour la warfarine R. 

En connaissant le Kd d’un des composés, la concentration du compétiteur, le Vmin et le nombre de sites actifs 

sur la colonne déterminé auparavant grâce au furosémide il est possible d’utiliser l’équation 6 pour trouver 

le Kd de l’autre. 

Avec l’équation :  (𝑉𝑟 − 𝑉𝑚𝑖𝑛) =
𝐵𝑎𝑐𝑡×

𝐾𝑑𝐶

𝐾𝑑𝐴

(𝐾𝑑𝐶+[𝐶])
 

Le Kd de la warfarine R mesuré est de 2.48 µM et le Kd de la warfarine S mesuré est de 1.55 µM. Ces deux 

valeurs sont dans l’ordre de grandeur des Kd de la littérature, 4,2 et 3,8 µM et le Kd de la warfarine S mesuré 

est bien inférieur à celui de la warfarine R. 

Le Kd du furosémide a été déterminé avec 2 méthodes différentes. En mode frontal et en staircase. Un Kd de 

11 et 12 µM a été déterminé et est cohérent avec la littérature. Ces deux méthodes sont pertinentes si les 

interactions non spécifiques sont faibles (ou négligeables). Le mode staircase permet de s’affranchir des 

interactions non spécifiques en plus d’éviter le rinçage entre chaque concentration et réduit considérablement 

le temps d’analyse.  

La méthode de compétition donne des valeurs cohérentes pour le Kd des deux énantiomères de la warfarine 

par rapport à la littérature. La compétition n’est pas impactée par les interactions non spécifiques donc un 

décalage dû au compétiteur prouve la présence d’affinité et peut remplacer l’analyse frontale et le mode 

staircase dans ce cas-là. Le résumé des valeurs de Kd est répertorié dans le tableau 8. 

Tableau 8 Résumé des valeurs de Kd mesurées par différentes méthodes 

 Kd Littérature Kd mode Frontal Kd Staircase Kd compétition 

Furosémide 5-50 µM 11 µM 12µM / 

Warfarine R 4,2 µM / / 2,48 µM 

Warfarine S 3,8 µM / / 1,55 µM 
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2.4. Etude de potentiels fragments d’A2A 
 

Pour rechercher des fragments, l’approche classique consiste à comparer la rétention ou les temps de 

plateaux entre une colonne sans protéine cible et une avec protéine cible. La colonne sans protéine cible 

sert à mesurer les interactions non spécifiques et à s’assurer que la rétention ou le temps de plateau sur la 

colonne avec protéine cible sont bien dus à l’interaction entre le fragment et la protéine cible. 

Dans le cas de recherche de fragment pour des protéines membranaires dans des nanodisques, utiliser des 

nanodisques vides pour comparer avec des nanodisques pleins amène des inconvénients. En effet, avec 

des nanodisques vides le cœur hydrophobe du nanodisque est plus facilement accessible aux fragments. Si 

les fragments sont hydrophobes, ils vont interagir (de façon non spécifique) avec l’intérieur du nanodisque 

probablement de façon plus importante que si le nanodisque contenait la protéine, conduisant à une 

surestimation des interactions non-spécifiques. Une alternative est de travailler avec des nanodisques 

contenant la protéine d’intérêt mais désactivée ou contenant une autre protéine n’ayant pas d’affinité avec 

les fragments criblés. Ces approches nécessitent d’avoir soit la protéine désactivée soit de connaitre une 

protéine n’ayant pas d’affinité avec les fragments criblés et de l’incorporer dans des nanodisques. 

Une autre approche, plus simple à mettre en place, consiste à comparer deux expériences à deux 

concentrations très différentes. Si le temps d’apparition de plateau est identique alors il n’y a que des 

interactions non spécifiques. S’il y a un décalage alors il y a une interaction spécifique entre la protéine et le 

fragment. 

Pour choisir la différence de concentration optimale entre les deux expériences des courbes de ΔT/t0 ont été 

simulées. Ces courbes ont été simulées pour des colonnes possédant 10 pmol de protéine par colonne (ce 

qui est obtenu avec A2A en nanodisques) et pour différentes valeurs de Kd. Ces courbes sont représentées 

figure 25. 
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Figure 25 Courbe de simulation du ΔT/t0 en fonction de la concentration : Simulation pour des colonnes possédant 10 

pmol de protéine, simulation pour 7 Kd allant de 0,1 à 500µM concentration en µM en abscisse, ΔT/t0 en ordonnée 

 

Pour détecter des faibles affinités (environ 250 µM) l’écart de concentration entre les deux expériences doit 

se situer entre 10 µM et 1 mM pour maximiser l’écart de temps entre les plateaux mesurés.  
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Deux concentrations sont donc préparées pour chaque fragment, une à 10 µM et l’autre à 1mM.  

Cette stratégie a été utilisée sur des fragments déjà identifiés en RMN. 4 Fragments, F534 ; F489 ; F462 et 

F359 ayant été identifiés comme ayant de l’affinité et 2, F040 et F141 identifiés comme n’en n’ayant pas (50) 

. 

Les temps de paliers des fragments rapportés au temps mort aux deux concentrations sont montrés figure 

26. 

 

 

Figure 26 Analyse de fragment sur ND A2A immobilisé en chromatographie frontal pour des fragments présentant de 

l’affinité : Courbe de percée obtenus sur une colonne ND A2A pour plusieurs fragment préparé dans du tampon 

phosphate 6,67 mM. La courbe rouge représente la concentration à 1000 µM et la courbe bleue représente la 

concentration à 10 µM. 

 

Pour ces 4 fragments, un décalage des temps de plateaux a été observé. Ces décalages attestent la 

présence d’une affinité de ces fragments pour les nanodisques A2A. Ces résultats sont en accord avec les 

résultats obtenus en RMN. 
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Les mêmes expériences ont été réalisées sur des fragments confirmés en RMN comme non ligands. 

Les temps de paliers rapportés au temps mort des fragments aux deux concentrations sont montrés figure 

27. 

 

 

Figure 27 Analyse de fragment sur ND A2A immobilisé en chromatographie frontal pour fragment sans affinité : Courbe 

de percée obtenus sur une colonne ND A2A pour plusieurs fragment préparé dans du tampon phosphate 6,67 mM. La 

courbe rouge représente la plus haute concentration et la courbe bleu représente la plus faible concentration 

 

Ces deux fragments n’ont pas d’affinité pour les ND A2A. La non-présence d’affinité est cohérente avec les 

résultats obtenus en RMN. 

Les résultats obtenus pour ces 6 fragments par WAC sont cohérents avec ceux de la RMN. Cette méthode 

permet d’étudier des potentiels fragments pour une protéine membranaire et de servir de méthode de 

criblage. 
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Conclusion 
 

Le développement d’un nouveau médicament est un travail de longue haleine nécessitant un investissement 

lourd. Toutes les étapes pour y arriver sont donc faites pour économiser du temps et de l’argent. Pour 

découvrir de nouvelles molécules actives d’intérêts durant la première étape du cycle de développement la 

méthode de référence est le High Throughput Screening. Comme toutes les méthodes, elle présente des 

limites et de nouvelles approches permettent de venir en renfort. Une de ces nouvelles approches est le 

Fragment Based Drug Design. De nouvelles techniques de criblages biophysiques efficace et consommant 

toujours moins de substances à tester qui utilisent cette approche sont donc nécessaires. 

 

Dans ce travail, il a été montré qu’il était possible de préparer des capillaires avec une phase stationnaire 

monolithique pour qu’ils servent de colonne de chromatographie d’affinité miniaturisée. Ce monolithe est 

ensuite greffé avec de la streptavidine pour obtenir des colonnes génériques capables de capturer n’importe 

quelle protéine biotinylée. Ces colonnes peuvent être préparées en avance et stockées à 4°C pendant 6 

mois avant d’être utilisées. 

 

Sur ces colonnes, deux types de protéines ont été greffés : une protéine soluble, la HSA et une protéine 

membranaire dans des nanodisques l’A2A. La quantité exacte de protéine cible greffée sur les colonnes est 

connue grâce à un suivi UV. De plus, le greffage des protéines est rapide et consomme peu de cible. Pour 

les colonnes HSA près de 32 pmol d’HSA ont été greffées tandis que près de 16 pmol de nanodisque A2A 

ont été greffés sur les colonnes A2A. Cette faible consommation de cible est un atout considérable quand 

les protéines sont difficiles à produire. Une augmentation de 30% du nombre de nanodisques greffés total 

ainsi qu’une augmentation du près du double du taux de nanodisques actifs a été rendue possible par la 

réalisation de cycles successifs de greffage streptavidine/nanodisque permettant d’augmenter les capacités 

de reconnaissance des colonnes A2A.   
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Les colonnes HSA ont permis de mesurer le Kd du furosémide avec 3 méthodes différentes et d’obtenir des 

valeurs cohérentes avec la littérature.   

Avec les colonnes A2A il a été possible d’étudier 6 fragments dont 4 ayant de l’affinité confirmée en RMN et 

2 non-ligands en RMN et d’obtenir les mêmes résultats pour les 6 fragments. La nano-WAC permet donc 

d’étudier des potentiels fragments pour une protéine membranaire et est applicable pour toutes protéines 

membranaires incorporées à des nanodisques. 

 

Le couplage de cette technique avec la spectrométrie de masse via une interface nanospray devrait 

permettre un criblage rapide d’une bibliothèque de fragments. En prenant compte une durée totale d’analyse 

de 30 minutes pour un mélange de 10 à 20 composés, une journée devrait permettre de cribler 500 à 1000 

composés tout en consommant peu de protéine grâce à la réutilisabilité des colonnes entre chaque 

expérience et à la miniaturisation du système. 
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RESUME : 
 

L’industrie Pharmaceutique est toujours à la recherche de nouveaux principes actifs. La première étape consiste 

à identifier une cible thérapeutique. Une fois cette cible identifiée il faut découvrir une molécule qui présente 

l’activité recherchée sur la cible thérapeutique. Cette molécule est identifiée lors d’une étape de criblage. La 

méthode de référence est le high throughput screening est a été majoritairement utilisée pour découvrir des 

principes actifs ces dernières années, mais comme toute techniques elle présente ses avantages et ses limites. 

Pour pallier ces limites de nouvelles approches sont développée. Une nouvelle approche pour trouver des 

molécules actives est le Fragment based drug design qui repose sur l’identification de petit fragment ayant une 

faible affinité pour la cible. Plusieurs techniques capables de détecter la faible affinité sont utilisées pour cribler 

des bibliothèques de fragments. Cependant ces méthodes présentent des limitations comme une grande 

consommation de protéine et de nouvelles techniques complémentaires sont nécessaires. La chromatographie de 

faible affinité ou weak affinity chromatography est une nouvelle approche qui a déjà été développée pour le 

FBDD. La miniaturisation de cette technique (nano-WAC) permettrait de réduire la consommation de protéines. 

L’objectif expérimental de ce travail est de préparer des colonnes d’affinité miniaturisées, d’y greffer des 

protéines (les cibles thérapeutiques), d’évaluer leurs performances et d’identifier de potentiels fragments pour 

une protéine membranaire modèle : A2A. Des colonnes HSA et nanodisques A2A ont été préparées et le nombre 

de protéines greffées est suivi en UV. Une augmentation du nombre de nanodisques greffés a été réalisée par 

ajout de cycle de greffage. Une évaluation des capacités de reconnaissance de la colonne avec des fragments 

modèles (le furosémide et la warfarine) puis une comparaison de trois méthodes pour déterminer le Kd des 

modèles a été effectuée et montre des valeurs cohérentes entre elles et avec la littérature. Enfin l’étude de 

fragments potentiels pour l’A2A a été effectuée sur les colonnes nanodisques A2A. 4 fragments confirmés 

comme ayant de l’affinité en RMN ont bien montré une affinité avec cette méthode. La nano-WAC permet donc 

d’étudier des potentiels fragments pour une protéine membranaire et est applicable pour toutes protéines 

membranaires incorporées à des nanodisques. 
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