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Abréviations

ADP, ATP : adénosine diphosphate, adénosine triphosphate
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E. coli: Escherichia coli
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Fuc : L-fucose

Gal, GalNAc : b-galactose, N-acethylgalactosamine

Glc, GLCNAC : D-glucoseN-acétylglucosamine

HIV : human immunodeficiency virus

HMOs : human milk oligosaccharides

IC50 : concentration en inhibiteur donnant 50% d'irtfob

ITC : isothermal titration calorimeter

Le?, Le®, Le*, Le?: trisaccharide Lewis a, Lewis b, Lewis x, Lewis y
LNn,DF-II , LNnFP-V : lactoN-neodifucohexaose, llacto-N-neofucopentaose V
LPS : lipopolysaccharides

MAD : multiwavelenght anomalous dispersion

Man : bD-mannose

MIR : multiple isomorphous replacement

Me- : methyl-

NBDL1 : nucleotide binding domains |

NeuAc: acide sialique

NHS : N-hydroxysuccimidine

PAA : poly[N-(2-hydroxyethyl)acrylamide]

PA, PA-IL et PA-IIL : Pseudomonas aeruginog2seudomonas aeruginossctin | et Il
PBS: phosphate buffered saline

PEG: poly(ethylene glycol)

PMNSs : poly-morphonuclear neutrophils

QS: quorum sensing

RS-L : Ralstonia solanacearutectin

SAD : single anomalous dispersion

SSTT: systeme de sécrétion de type |l

SIR : single isomorphous replacement

TFP : tetrafluorophenyle

UDP : uridine diphosphate

VAP : ventilator-associated pneumonia
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Mucoviscidose et infections
bactériennes

1.1. La maladie du souffle

1.1.1. Présentation

La mucoviscidose appelée aussi « fibrose kystiquepdncréas », est la maladie génétique
héréditaire la plus frequemment rencontrée danpolaulation caucasienne. Il s’agit d’'une
exocrinopathie généralisée et polymorphe qui tolebglandes de sécrétion muqueuse et séreuse
et conduit a la production de sécrétions visqueinsgfisamment hydratées (d'ou le nom donné a
la maladie, « mucus visqueux »). La maladie toymin&cipalement I'appareil respiratoire, le tube
digestif, le pancréas, le foie, les voies biliaireais aussi les sécrétions sudorales et I'appareil

génital.
1.1.2. Génétique

La mucoviscidose est une maladie génétique quassrmet sur lenode autosomique récessié
qui signifie que seuls les individus homozygotesrtigurs des deux alléles parentales déficients)
sont malades. En Europe, un nouveau-né sur 20Q4itestt, et une personne sur 20 est porteuse

du gene responsable de la maladie, soit environdé %a population générale.



La protéine responsable de la maladie est la p@®IEFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) composée de 1480 acidesardant le gene de 250 kilo-bases appartient
au chromosome 7. La protéine est localisée sumbrabranes des cellules épithéliales des voies
aériennes, intestinales, reproductrices, ainsisgumdes glandes de sécrétion externe telles que les
glandes sudorales, pancréatiques et salivairete @ettéine est un canal de régulation du passage
des ions chlorure a travers la membrane des celépéhéliales (Quinton, 1983), mais elle agit
également comme un régulateur de conductibilitéxetrce une influence modulatrice sur de
nombreux autres canaux ioniques et protéines dsgaat tels que le canal épithélial de*Na
(Briel et al, 1998), les canaux a eau (Schreibtal, 1999) et les mécanismes d’exportation de
'ATP (Sugitaet al, 1998).

La protéine CFTR appartient a la superfamille dasgporteurs qui utilisent I'énergie de
'ATP pour permettre le transport d'une grande étéride substrats a travers les membranes
cellulaires (fig. 1.1). Elle est composée de dewtifis répétés, chacun constitué de domaines
hydrophobes (MSD, membrane-spanning domains) cantesix hélices transmembranaires et
une région hydrophile cytoplasmiggai constitue le domaine de liaison a I'ATP (Riamebt al,
1989). Ces deux motifs sont liés par un domaineptgsmique de régulation (R), contenant des
résidus chargés et de multiples sites de phosmtmnyl La structure aux rayons X de la protéine
CFTR humaine reste a déterminer. Néanmdmsstructure cristalline du domaine de liaison a
'ATP de la souris, NBD1, a été résolue. Elle pgeta/8% de similarité de séquence avec la
protéine humaine (Lewist al, 2004). Plus récemment, des données obtenues iparsoopie
électronique (résolution de 2 nm) sur la protéik@ R recombinante humaine intégrale, montrent
une forte homologie structurale avec un autre partsur ABC de cellules eucaryotes, la P-
glycoprotéine. Les deux conformations observéegénemt un état ouvert et un état fermé du

canal a chlorure (Rosenbeggal, 2004).

Il existe plus de 1400 mutations affectant le géRgR. La mutation la plus répandue est
la mutationAF508 (délétion de la phénylalanine en position ¥8eprésente environ 70 % des
mutations recensées (Kerarnal, 1989). On estime qu'approximativement la moigé gatients
atteints de mucoviscidose (CF) sont homozygotes [@omutationAF508 associée a une forme
grave de la maladie et que plus de 90% de pat{&ftsnt au moins un allels=508. La mutation
conduit a un repliement imparfait de la protéineTBFayant pour conséquence de ne plus
permettre son insertion correcte dans la membréammpue. La protéine mutante maintenue

dans le compartiment endoplasmique est alors raq@dedégradée (Waet al, 1995).
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La protéine CFTR peut exister sous trois formegdhtes dont les poids moléculaires
respectifs de 127, 131, et 160 kDa correspondelgsaglycosylations plus ou moins complétes
(Chenget al, 1990). La mutatiodAF508 donne lieu a une forme de CFTR qui est incetapient
glycosylée. La caractérisation structurale de hcagylation de CFTR n'a commence a étre
étudiée que récemment (O'Riordeinal, 2000). Des polylactosaminoglycanes ont été iflésati
sur la forme entiérement glycosylée de CFTR recaariie produite en systeme CHO (ovaire de
hamster chinois), alors que les CFTR partiellenggydosylées issues de cellules d’insecte sf19
présentent des oligomannoses portant une fucamylaies résultats sont controversés quant a
I'extrapolation a la forme humaine et des étudederd a faire a partir de CFTR endogenes
humaines pour comprendre la signification de lzggtylation (Scanlin and Glick, 2001).

Glycosylation

MSD-1 MSD-2

Extracellulaire

Membrane
plasmique

Intracellulaire

N
ATP
ADP+P> <~ADF‘+P,

Domaine R
PKA + ATP

lons CI~

Figure 1.1 Représentation schématique de la protéine CFT¥t(€Fibrosis Transmembrane
Regulator). Schéma adapté de (Davidson and DofiQ1?

1.1.3. Les symptdbmes
L'absence ou le dysfonctionnement du canal & aldd@kTR engendre des déréglements dans les

secrétions au niveau des surfaces épithélialee(@ki and Tsui, 1995). Chez environ 90 % des

patients, l'obstruction des canaux pancreatiquesitba un déficit sécrétoire pancréatique
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exocrine responsable d'une fibrose progressiveamgrpas (d'ou le nom de fibrose kystique du
pancréas donné par les anglo-saxons). L'obstructies canaux biliaires perturbe le
fonctionnement du foie et de la digestion. On olseme stérilité chez 95% des hommes due a

I'atrésie des canaux déférents (Schetlal, 2006).

Dans le poumon, le défaut dans le transport des abiorure est couplé a une hyper-
absorbtion du sodium, ainsi qu'a la déshydratatiomucus. L'épaississement du mucus favorise
les infections bactériennes La réaction inflammatoonduit progressivement a la destruction des
parois bronchiques et a une insuffisance respreatdironique grave pouvant prendre différentes
formes: toux chronique, bronchites infectieusesasthmatiformes et récidivantes causant des
emphysemes. Le déces survient suite a une exaocertdd ces signes respiratoires et d’'une
insuffisance cardiaque dans environ 1/3 des casmlamifestations pulmonaires sont responsables
de plus de 90% de mortalité. Actuellement, la tpéargtation de poumon est la seule thérapie

efficace. L’espérance de vie atteint aujourd’hsi3& ans.

1.1.4. Les infections bactériennes pulmonaires et la miscaose

La mucoviscidose présente un environnement pagiemhent favorable aux infections
bactériennes (fig.1.2). En effet, il existe ch&zdividu sain, un mécanisme de défense dans les
voies pulmonaires faisant intervenir la clairancaucotiliaire d'une part, et I'activité
antimicrobienne exercée par le liquide de surfacémpnaire d’autre part. Le mucus est
d’ordinaire composé de deux phases, une coucheisupEvisqueuse piégeant les particules et
les micro-organismes, et une couche inférieure fhlite dans laquelle battent des cils présents a
la surface apicale de I'épithélium respiratoireutsouvement synchrone crée un flux balayant la
couche supérieure vers le naso-pharynx afin que-ciekoit expectorée. Chez un patient CF, le
battement des cils est bloqué par la trop grandeosité du mucus. Les bactéries stagnent puis
s’installent sur la paroi bronchique (Lyczek al, 2002).Par ailleurs, la modification ionique
observée a la surface des poumons inhibe I'actantémicrobienne des lysozymes (Sméthal,
1996), des lactoferrines, des peptides antimicrab{@ défensive de type 1) ainsi que des cellules
phagocytaires du systeme immunitaire, telles gaeneutrophiles polymorphonucléaires (PMNSs)
(Tageret al, 1998).
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Figure 1.2 Processus infectieux dans la mucoviscidose (manusleu, cellules épithéliales en
jaune, gradient d’'oxygene en bleu et rouge). Léatue de sécrétion en Gingendre une
hyperabsorption d’eau et d’ions sodium (Mala clearance mucociliaire normale (A) ne
fonctionne plus chez le patients CF (B). Le mudggasssit et devient visqueux (C) et propice a
I'infection bactérienne (D). Formation de microcnoles et de biofilm (E). Difficulté du systéme
immunitaire a combattre les bactéries (F) (Worlitz&t al., 2002)

La transmission bactérienne s’effectue le plus entnsoit par contamination directe avec le
matériel médical, soit par transmission entre pé&ieDes études ont montré que la colonisation
bactérienne a lieu trés tét dans la vie du patetrque les especes bactériennes impliquées varient
au cours de la vie (fig.1.3). Au stade précoceadmdladie, les germes le plus souvent retrouvés
sont $aphylococus aureus et Haemophilus influenzaais vers I'age de 10 afseudomonas
aeruginosainfecte environ 80 % des patients, et ce, de falgfimitive (Aebiet al, 1995). La
détérioration préalable de [I'épithélium respiretopar $aphylococus aureus et Haemophilus

influenzaefaciliterait 'adhésion d®seudomonas aeruginoflayczaket al, 2002).
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Figure 1.3 Prédominance selon I'age, des bactéries infectastvoies aériennes des patients
atteints de mucoviscidose en 2004. [ObservatoiréioNal de la Mucoviscidose - Bilan des

données 2004, Vaincre la Mucoviscidose et InedisPa006] (adaptation).

1.2. La bactéridPseudomonas aeruginosa

1.2.1. Présentation

Pseudomonas aeruginosat une bactérie Gram-négatif opportuniste vivaotmalement a I'état
saprophyte dans l'eau, les sols humides et lestaddgémais qui peut également vivre a I'état
commensale sur la peau ou a l'intérieur du systeigestif de divers animaux. Le pathogéne est
inoffensif pour les individus en bonne santé ndasient rapidement trés dangereux pour les
personnes souffrant de déficiences immunitaireprésentant des pathologies pouvant initier le
développement d’une infection, tels que les grdmdges. A I'hdpital, certaines souches sont plus
dangereuses par leur forte densité et leur résistdne a la sélection exercée par les antibiotiques
(Livermore, 2002)Pseudomonas aeruginosast, avec les staphylocoques et les entérobestéri
la bactérie la plus souvent responsable d'infestimmsocomiales telles que les septicémies, les

infections urinaires, les pancréatites et les détesa ainsi que les pneumonies associées aux

14



appareils de ventilation (VAP). La colonisation pohaire chronique survenant chez les patients
atteints de mucoviscidose (CF) s’avere souventlét@ause finale de décés (Odeh and Quinn,
2000).

Le séquencage du génome de la souche de référ&@® e Pseudomonas aerugingsa
achevé en 2000, a révélé un vaste génome de diBnsmitle paires de bases codant pour 5570
genes (Stoveet al, 2000). Parmi ces genes, 8.4 % codent des prsténgliquées dans des
fonctions de régulation faisant de cette bactéripdthogene possédant le plus grand nombre de
genes de régulation. Des travaux comparant diffésesouches de. aeruginosant montré que
son génome était relativement bien conservé mapodait néanmoins des variations (10%) sur
certaines portions codant pour des facteurs déevice. Des études menées sur les souchBs de
aeruginosaprésentes dans les poumons de patients atteimsidoviscidose ont révélé que 20%
de celles-ci présentent une forte activité de nmaratce qui pourrait expliquer la grande
adaptabilité dePseudomonas aeruginosaux différents environnements hostiles ainsi qae s
grande pathogénicité (Wolfgamg al, 2003).

1.2.2. Pathogénicité et toxicité dans les infections redpires

Pseudomonas aeruginosatilise plusieurs systemes de secrétions distipotsr injecter les
protéines toxiques qui jouent un role fondamentate de l'infection (fig.1.4). Le systéme de
sécrétion de type Il secréete des exo-produits rfesxiet enzymes de dégradation) dans
I'environnement proche des cellules alors que Eesye de sécrétion de type Il délivre les
toxines directement dans le cytoplasme de la echdke (Kipniset al, 2006). Les secrétions de
ces facteurs de virulence sont assujetties a desnmsénes de régulation complexes tel que le
« quorum sensing » permettant a la bactérie d’adapin phénotype au milieu dans lequel elle se
trouve en formant notamment un biofilm, souventostré dans les infections chroniques.

Nous aborderons dans les chapitres suivants cégugseéléments, tout en sachant qu’ils
ne constituent en aucun cas une liste exhaustinmipes facteurs de virulence exprimés par la

bactérieP. aeruginosa
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Figure 1.4.Vue d'ensemble schématique des principaux systdensécrétion de protéines dans
les bactéries Gram négatif. Les systéemes de seécréé type |, Il et IV sécrétent des protéines
en une seule étape sans intermédiaire périplasmigeg systemes de sécrétion Chaperone-usher,
autotransporteur, précipitation-nucleator et de eyt utilisent des intermédiaires périplasmiques
qui sont transportés par la voie de sécrétion galeerC, espace cytoplasmique ; E, espace
extracellulaire ; IM, membrane intérieure ; OM, mierane externe ; P, periplasme (Kipnis, Sawa
et al., 2006).

1.2.2.1. Systéeme de sécrétion de type Il et prdgé&ncrétées

La sécrétion par le systeme de type Il comprendatebreuses proteines. Parmi celles-ci, citons

les ATPases, les protéines chaperones et les psptidLes protéines exportées par ce systeme
possédent une séquence d’acides aminés hydropluitees,séquence signal », qui est nécessaire
a leur exportation mais qui sera éliminée par |aigase dans I'espace périplasmique.

L’élastase (lasB) est une métalloprotéine a zéwétée paP. aeruginosa l'intérieur de
I'espace cellulaire via le systeme de sécrétionyge Il. Cette protéine exerce son réle toxique
dans les infections pulmonaires par la rupture I'd&astine, un composant majeur de
I'épithélium respiratoire, responsable notammentladeontraction et de I'extension des tissus
pulmonaires lors de la respiration. Sa dégradatammmente la perméabilité de I'épithélium et
facilite ainsi l'action d’autres protéines toxiquészghani et al, 2000). Il a été montré que

I'élastase diminuait également la réponse immumitan détruisant les protéines surfactantes A et
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D (Marienchecket al, 2003). D’autres études ont montré une activité mflammatoire

augmentant la concentration en interleukine IL-8r{lét al, 1999).

Les phospholipases C sont également sécrétéés gpmtéme de sécrétion de type Il. Elles
ciblent la membrane lipidique des cellules eucayoElles participent a l'inflammation (Konég
al., 1996) et a I'inactivation des surfactants entatpiant aux phosphatidycholines (Hoémnal,
1991).

L’exotoxine A (ExoA) est une toxine de type AB temant un domaine A catalytique et
un domaine B interagissant de maniére spécifiqee &s récepteurs de la cellule hote. L'exoA
tient un réle majeur dans la virulence de la bat@vliiyazaki et al, 1995). C’est une ADP-
ribosyl transférase qui est secrétée dans I'espseeellulaire via le systeme de sécrétion de type
Il qui inhibe le facteur d’élongation 2, ce qutmeine I'arrét de la synthése protéique et la rdert
la cellule par nécrose (Wiakt al, 1990).

La pyocyanine est un pigment bleu sécrété parat@ébe et qui est impligué dans de
nombreux mécanismes pathogenes (edal, 2004). Elle réprime la réponse immunitaire de la
cellule hoéte, induit I'apoptose des neutrophiledidi et al, 2005) et augmente le nombre
d’interleukine IL8 (Denninget al, 1998).

1.2.2.2. Le systéme de sécrétion de type Il (S&tTtbxines

Le systeme de sécrétion de type lll permet a laébacd’injecter directement les toxines a
I'intérieur de la cellule en utilisant un appendiegtracellulaire. La translocation des toxines
depuis la bactérie s’effectue en traversant la nman bactérienne a l'aide d’'un appendice
ressemblant a une aiguille capable de percer lalreara de la cellule eucaryote. Des travaux ont
montré que le systeme de sécrétion Il permettailes souches dB. aeruginosaissues de
patients CF de résister a l'action bactéricide mestrophiles polymorphonucléaires humains
(PMNSs) et induisait leur mort cellulaire alors go’'systeme de sécrétion Il rendu non fonctionnel
ne pouvait plus induire la mort cellulaire de PM{Iacheuxet al, 1999) et que les protéines
sécrétées par le SSTT conduisaient a I'oncose demophages (Dacheuet al, 2001). Plusieurs
toxines sont maintenant connues pour étre sécrei@éese systéme pd?. aeruginosa l'exoY,
I'exoS, I'exoT et I'exoU.

ExoS et ExoT sont des cytotoxines partageant 76%wnddlogie de séquence et

comprenant deux domaines actifs : une ADP-ribcmy#iférase en C-terminal et un domaine
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activateur de la rho GTPase (GAP, GTPase actiyqtintein) en N-terminal. Les protéines Rho
sont impliquées dans le maintien du cytosqueletietide. L’activité GAP de ExoS et ExoT
semble étre identique biologiquement bien que iVa@ét de ExoT apparaisse moindre et plus
spécifique. L'activité GAP sur les cellules engendn déréglement de I'organisation normale du
cytosquelette de la cellule. L'expression du domal8DP-ribosyltransférase inhibe aussi
I'internalisation de Pseudomonaspar les cellules épithéliales et les macropha§es\(er and
Hauser, 2004, Barbieri, 2004 #126).

EXxoY est une adenylate cyclase injectée directeipanite systeme de sécrétion de type Il
dans le cytosol de la cellule héte et nécessiteelvention de cofacteurs eucaryotes. Une étude
récente a montré que I'ExoY augmentait le niveald\BIPc intracellulaire ce qui engendrait la
formation de trous intercellulaires et la détatmm des cellules endothéliales pulmonaires
(Sayneret al, 2004).

ExoU posséde une activité phospholipase/lysophdigpise dégradant la membrane
cellulaire une fois transloquée dans le cytosolactivée par des cofacteurs eucaryotes encore
inconnus (Satat al, 2005). L’exoU montre une cytotoxicité 100 foisuplgrande que celle de
ExoS (Leeet al, 2005).

1.2.3. Le quorum sensing

Le « quorum sensing » (QS) est un systeme de comatiom entre bacteries dépendant de la
densité de population bactérienne et reposantassyrithése et la diffusion de petites molécules
appelées acylhomosérines lactones (AHL). Ce QSifiengt coordonne I'expression de génes de
virulence en activant leur transcriptiofseudomonas aeruginosala particularité de posséeder
deux systemes de régulation : le systéaseet le systemehl. Le premier comprend les genes
lasR et laslcodant respectivement pour la protéine régulatritasR et une enzyme Lasl
nécessaire a la synthése des AHL spécifiques, 4@s0&12-HSL, capables de traverser les
membranes facilement. Lorsque la concentration dh Atteint un seuil critique, témoin d’'une
forte population bactérienne typiquement entreHaspe exponentielle de croissance et la phase
stationnaire, les AHL forment un complexe avec dewtéines lasR, ce qui active la transcription
de plusieurs génes de virulence de maniere synetdans toute la population bactérienne.

18



Le second systeme fonctionne de la méme facontilesant les géneshlR etrhll codant
pour les protéines RhIR et Rhll nécessaires arthége d’'un second type de AHL : les C4-HSL.
Il existe une interaction hiérarchique entre lespdsystéemes de régulation puisque les AHL

sécrétées par le systetas régule positivement le systéemig.

Plusieurs études quantifiant la présence des AHis dies expectorations et les biopsies
des patients CF attestent du rble que joue le @S da type d’infections chroniques (Davids
al., 1998, Ericksoret al, 2002, Geisenberger, 2000 #46. Par ailleurs leg3Simpliqué dans les
derniéres étapes de la formation de biofilm (Daetesl, 1998).

1.2.4. Le biofilm

Parmi les bactéries pathogénes responsables dsdions bronchiques, certaines souches se
développent au sein d'un biofilm, architecture cosde de microcolonies enchassées dans une
matrice d’exopolysaccharides (EPS) et formant desctsires en forme de champignons
spécifiques de l'infection (fig. 1.5). Cette couate biofilm protectrice, signe d’'une installation
durable des bactéries aux structures contamigéeg, la pénétration des antibiotiques et permet
une résistance a la phagocytose et aux anticompss €tapes peuvent étre distinguées dans la
formation du biofilm : une étape initiale d’attachent a la surface des muqueuses, une étape de
prolifération aboutissant a la formation de miclooges et une étape de structuration du biofilm.

Cette architecture ajoute encore a I'obstructioa latviscosité des poumons CF.

Bactérie
planctonique

Chimiotactisme, e ¢ Formation du
motilité du Biofilm
flagelle
b
7
i G2
. ; ¢ |
Formation de Lu"l' Q0
f microcolonies et o'’ ) A Y
« quorum sensing » ’ &
8
F | :_ L [
Adhésion . .f;lﬂ & &
£ ! L [ ]
- - Iy

Surface cellulaire

Figure 1.5.Formation du biofilm bactérien (Kolter and Losidig§98).
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1.3. Les sucres : éléments stratégiques de l'iiviect

...home, sweet home

Les paragraphes qui vont suivre ont pour objetd#montrer que les sucres, qu’il s’agisse de
glycoconjugués ou de polysaccharides sécrétés,pantiie de I'environnement immédiat de la
bactérie et interviennent a divers niveaux dansmésanismes de l'infection. On les retrouve
présents a la surface des membranes cellulairées loiectérie et de la cellule héte. lls assurent
aussi une part importante de la structure du lbmofiL’étude de ces glucides ainsi que des
molécules susceptibles d’interagir avec ceux—csquméent donc un intérét pour la compréhension

du processus infectieux.

1.3.1. Les exopolysaccharides (EPS)

La matrice extracellulaire que constitue le biofilnse compose essentiellement
d’exopolysaccharides (EPS) constituant 50 a 90%& aeatieére organique totale du biofilm, mais
aussi de protéines et de sels. (Wingeneleal, 1999). La nature biochimique et physico-
chimique des EPS dépend largement des microorgasisooncernés et des conditions
environnementales (pH, salinité, température). EBS ont une haute masse molaire et sont tres
hétérogenes. lls forment des unités répétitivesadieohydrates plus ou moins longues, pouvant
posséder des ramifications, des fonctions alcooin@, acide, ainsi que des groupements sulfate
et phosphate. La forte implication @seudomonas aeruginostans les maladies nosocomiales
fait que son biofilm est aujourd’hui I'un des pkisidiés.

Certaines études ont ainsi trouvé dans le biofienpresence d'alginate, un polysaccharide
linéaire également produit par certaines alguesdwul’alginate est un polysaccharide chargé
négativement et qui se compose d’'acidgmluronique (G) eb-mannuronique (M) liés entre eux
par des liaison$-1,4 (Evans and Linker, 1973) (fig.1.6). Durant scansfert périplasmique, il
subit quelques modifications telles qu’une aceiytatet une épimérisation (Remminghorst and
Rehm, 2006). Le polymeére s’organise de trois fagmussibles : soit en une succession de blocs
d’homopolymeres, (MMM) ou (GGG), ou bien en blobétéropolymeres (MGMG).
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Figure 1.6. (A) Monosaccharides constituant l'alginatéB) Structure du polymere d’alginate
pour différents types d’alternances (MMM), (GMGM)@GG (Chitnis and Ohman, 1990).

Les conditions inflammatoires rencontrées dangdesnons de patients atteints de mucoviscidose
engendrent une surproduction d’alginate par la évectet sa différenciation en souche
dites « mucoides » (Mathe¢al, 1999, DeVries, 1994 #48).

Bien que l'alginate participe a I'architecture dioftm (Hentzeret al, 2001), son réle n’est pas
encore bien compris. Des études récentes ont fbeuraicontesté la predominance ainsi que le
réle des alginates dans le développement de biafilez les souches PAOL et PA14 (Wozreak
al., 2003). D’autre part, de nouveaux gepeset psl, identifies dans les bactéries de la souche
PA14 , seraient impliqués dans la production depmsants matriciels respectivement riches en

glucose et en mannose (Friedman and Kolter, 2004).

1.3.2. Les lipopolysaccharides (LPS)

La membrane externe des bactéries Gram négatif ceshposée principalement de

lipopolysaccharides (LPS). Les LPS sont des moéScabnstituées de trois parties: une partie

hydrophobe, le lipide A, qui s’enchasse dans ladoiche phospholipidique de la bactérie, un

noyau oligosaccharidique et un polysaccharide andegO variable, qui constituent la base de
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I'identification antigénique du sérotype de la lgaiet. Le lipide A, appelé également endotoxine,
est responsable de la stimulation excessive démgstmmunitaire qui peut provoquer des chocs
septiques (Ernstt al, 2003). Deux formes de LPS sont synthétisée®paeruginosale type A

et le type B, qui difféerent par la composition oégiccharidique de I'antigene-O

Le noyau LPS d®seudomonas aeruginosat commun a d’autres bactéries Gram négatif.
Il est composé de kétodéoxyoctonate, d’heptoséexdsamines et d’hexoses. Selon la présence
ou I'absence de la partie antigene-O, les souabrgisdites de phénotype « lisse » ou « rugueux ».
Les souches dB. aeruginosacausant les infections chez les patients attelatenucoviscidose
sont de phénotype rugueux. La perte de l'antig@ngermettrait a la bactérie d’échapper au
systeme immunitaire qui cible ces antigenes (Golgibed Pler, 1996) mais le mécanisme de ce
changement n’est pas encore connu. Dans le casmadoviscidose, la protéine CFTR interagit
avec les LPS dB. aeruginosanduisant l'internalisation de la bactérie pardefiules épithéliales
pulmonaires. Ce processus est en fait une protecbatre les infections car ces cellules sont par
la suite éliminées par le mécanisme de clearanadiliaire. Des travaux ont en effet montré
que la protéine CFTR sauvage internalise 50 fais pe bactéries que la protéine CHIIRS08
(Pieret al, 1997).

1.3.3. Les mucines

Les voies aériennes sont recouvertes d’'une couehendcus. Celui-ci est un mélange de
différentes molécules sécrétées par les cellulegususes et séreuses des glandes bronchiques
submucosales de la surface. Il contient entre saudies peptides et des protéines ayant des
propriétés protectrices tels que des anticorps, alggprotéases, des peptides antimicrobiens
commele lysozyme et des défensines capables de délesiellules de la paroi bactérienne ainsi
que des lactoferrines qui chélatent le fer reqais pe métabolisme bactérien.

Les constituants majeurs du mucus sont les mucides glycoprotéines linéaires dont la taille
varie de quelques nanomeétres a quelques micromaregui contiennent de une a plusieurs
centaines de points de glycosylation. Les chairesatbohydrates de plusieurs centaines a
plusieurs milliers de kDa que I'on retrouve se8 mucines humaines représentent de 70 a 80 %
du poids total de la protéine (Lambkt al, 1991). On compte environ 30 monosaccharides pour
100 acides aminés. L’attachement de ces structswesla partie peptidique, I'apomucine,

s’effectue via une O-glycosylation entre un réditacetylgalactosamine (GalNAc), seul élément
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commun a toutes ces chaines O-glycane, et un acideé hydroxylé (sérine ou thréonine).
L’apomucine présente en effet une proportion élexgesérine et en thréonine dont l'ordre et la
répétition produisent une grande diversité de foreteinfluencent vraisemblablement les
premieres glycosylations. Les apomucines humaioes @dées par au moins sept genes MUC
différents (MUC1, MUC2, MUC4, MUC5B, MUC5AC, MUCand MUCS).
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Figure 1.7.Représentation schématique de quelques oligoseadelsaucosylés (fucose en rouge)

présents dans les glycoconjugués et les mucineaihes

L’élongation de ces chaines engendre une extrémersité d’extensions linéaires ou
branchées et leur biosynthése nécessite un pracesslii-étapes impliquant de nombreuses
glycosyl- ou sulfotransférases. Les mucines hunsairentiennent principalement les
monosaccharides suivants : fucose, galactose, tylglceosamine, N-acetylgalactosamine et
acide sialique (fig.1.7). Elles peuvent égalememrtenir du sulfate et du mannose en petite
quantité. On retrouve parmi les extrémités non ctdies des chaines, des structures portant les
oligosaccharides des groupes sanguins A ou B, H-®ilfaté, ainsi que les épitopes Lewis a,
Lewis b, Lewis x ou Lewis y mais aussi les sialgl/ou sulfo- Lewis a et Lewis x. Les mucines
interagissent avec des nombreux composants (pestéipeptides, lipides). Leur nature
filamenteuse et leur capacité a polymériser contédes propriétés visco-€lastiques au mucus,

essentielles pour l'efficacité de la clearance rolliegre.
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1.3.4. Modification de la sulfatation et de la gigglation dans la mucoviscidose

Diverses anomalies ont été décrites concernartrdatsre des glycoconjugués observés sur les
cellules épithéliales des patients atteints deawiscidose. Des études rapportent que la protéine
CFTR pourrait, en plus de son réle sur les mouvésnehons, influencer directement ou
indirectement le fonctionnement des diverses gyitansferases (Rhiet al, 2001).

Concernant la glycosylation, une augmentation dedasylation a été observée a la fois sur
les glycoconjugués des cellules épithéliales et das mucines pulmonaires des patients CF. Ce
phénomeéne est réversible lorsque ces mémes ceflatgstransfectées avec la protéine CFTR
sauvage (Rhinet al, 2000). Ces études révelent que ces résidusduaditionels sont le plus
souvent liés en position 3 ou 4 de la N-acetylgbaroine (Fual,3/4GIcNAc) correspondant
respectivement aux structures Lewis a et Lewis ar &llleurs, la sialylation est elle aussi
modifiée. Des études ont montré une diminution aleyalilation sur les glycoproteines et les
gangliosides des cellules épithéliales CF (Dosanhgi, 1994) alors qu’on observe deux fois plus
de composants sialylés et sulfatés dans les mu€iRegue dans les mucines non-CF (Xtaal,
2005,Lamblin, 2001 #112).

Pour expliquer ces anomalies, certains ont suggée l'acidification défectueuse de
'appareil de Golgi, due a un mauvais fonctionnetmgum canal a chlorure, pourrait modifier
I'activité ou la localisation cellulaire de plusisusialyltransférases (protéines sensibles au pH)
(Barasch and al-Awgqati, 1993). Cependant cette thgse reste controversée (Sekstkal,
1996) et une hyperacidification des organelles sadmles dans les cellules épithéliales de CF a
eégalement été envisagée (Posdatadl, 2001). D’autres études suggerent que la condemtran
donneurs de sulfate (PAPSs) serait réglée en ppatiecCFTR, ce qui influencerait de ce fait le
processus de sulfatation (Pasyk and Foskett, 1997).

D’autres travaux ne trouvent aucune corrélatidnediexpression de CFTR et I'activité des
glycosyltransferases (Brockhausenal, 2001) et soulignent que I'état d'inflammation npait
étre responsable des modifications de synthése gfydosylation de certaines glycoprotéines.
Ainsi, les TNFe pourraient modifier I'activité des glycosyl- etlfatransferasegsesponsables de la
biosynthese du Lewis x et de son épitope sialyuetulfaté (De Graadt al, 1993, Delmotteet

al., 2002), en accord avec l'augmentation de ces pgstalans les mucines pulmonaires des
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patients souffrants de mucoviscidose ou de broacbitronique. Les changements dans la
composition du mucus qui surviennent suite a ume fiieaction inflammatoire peuvent étre un
facteur important dans la colonisation des voispiratoires paPseudomonas aeruginogahim

et al, 2004).

1.4. Pili et flagelle dé. aeruginosa

...Identifier, sonder, adhérer, cibler : le r6le destines

La membrane cellulaire est une structure complexeposée de divers éléments enchassés dans
la bicouche lipidique. Elle présente notamment deloreux glycoconjugués qui sont autant de
marqueurs et de récepteurs conférant une spégiéitiine identité a la cellule. Ces sucres exposeés
ainsi a la surface sont alors la cible de protéspxifiques capablent d’identifier ces structures
diverses : les lectines. Avant de s’intéresser pagiculierement aux lectines bactériennes,
rappelons que les lectines sont des protéines ®glgeoprotéines pouvant étre d’origine variée :
virale, bactérienne, végétale ou animale. Ellest sdépourvues d'activité enzymatique,
n‘appartiennent pas a un systéme immunitaire étcsgables de reconnaitre spécifiguement des
oligosaccharides complexes sans les modifier (Galdset al, 1980). Elles sont souvent
multivalentes, soit parce qu’elles possedent plusiesites de reconnaissance par molécule, ou
bien parce qu’elles s’associent en multimeres, weegplique le fait qu’elles peuvent précipiter
des polysaccharides et agglutiner des bactérieddesu cellules telles que les érythrocytes

(hemagglutination).

L’adhésion bactérienne sur les tissus est souagmieimiere étape du processus d’infection
et dans de nombreux cas, des lectines spécifiquasimpliquées dans la reconnaissance et
I'adhésion aux récepteurs moléculaires exposékesuissus. Certaines adhésines interferent avec
le systeme immunitairejéclenchant des voies signalétiques chez la baotéria cellule héte,
assistant la livraison de molécules toxiques dansellule héte et favorisant linvasion
bactérienne. C’est pourquoi ces protéines sontste jtitre considérées comme des facteurs de
virulence et font aujourd’hui l'objet d’'une attemti particuliere. Les lectines bactériennes

connues sont associées aux fimbriae (pilis et lieg)e aux toxines, ou sont libres en solution.
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1.4.1. Les pilis ou fimbriae

Afin de déterminer le lieu le plus propice a lewtonisation, les bactéries ont développé une
sensibilité a leur environnement proche (gradientptl, de température, de lumiére) rassemblé
sous le non de «chimiotactisme ». Pour leur ntéjilicertaines bactéries se sont dotées
d'appendices cellulaires leur permettant sondesutface de la cellule héte et se donnant la
capacité de se déplacer dans le milieu. Ces ollgandd surface sont respectivement les pilis et
les flagelles.

Les pilis de type IV

Les pilis de type IV ont un diametre de 5 a 7 nnpetivent s’étendre sur plusieytsn de
longueur. lls sont composés principalement de gi(jorotéine PilA), dont les monomeres sont
assemblés de maniére hélicoidale (5 sous-unitésopay et qui peuvent étre glycosylés et/ou
phosphorylésP. aeruginosapossede de nombreux pilis dont les mouvemenistaghing » dus

a leurs propriétés rétractiles, permettent a laéo@cde se disperser sur les surfaces humides
(Mattick, 2002). Les pilis de type IV sont d’'uneportance capitale dans la phase d’adhésion et la
virulence de la bactérie (Hahn, 1997). Des travamix montré que les pilis de type IV étaient
responsables de 90 % de la capacité d’adhérendesscellules pneumocitaires humaines A549

et responsables de 90% de la virulence sur leglegltie souris (Farintet al, 1994).

Les pilis de type IV se fixent aux glycosphingalips asialo-GM1 et asialo-GM2 des
membranes cellulaires épithéliales (Gugtal, 1994). Des tests effectués avec les souches PAO
et PAK ont permis d’identifier plus précisément ntif disaccharide GalNA@Q1-4)Gal des
glycosphingolipides comme récepteur des pili {Bkeal, 1994). Des tests d’interaction ont mis
en évidence que seule I'extrémité du pilus intessajt avec les asialo-GM1 et qu’une boucle
fermée d’un pont disulfure dans la région C-terr@rde la sous-unite piline et comptant de 12 a
17 acides aminés semi-conserveés, était impliquas ldareconnaissance. Les données structurales
ont par la suite mis en évidence que cette partitne est masquée par I'empilement du pilus et
n'est exposée qu’'a I'extrémité apicale (Hageal, 2000). Cette boucle C terminale est conservée
chez dautres types de pilis de type IV comme clez bactériesN. gonorrhoeaeet N.

meningitidis.
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La structure tridimensionnelle de la piline MS11Nlegonorrhoeaa été résolue (Pargs
al., 1995) et permet de rationaliser les premieramées structurales concernant les piliRde
aeruginosaKeizeret al, 2001). Une hélice hydrophobe est fortement carégeet constitue sans
doute l'architecture commune a ce type de protdilextérieur de la fibre est constitué par un
échafaudage fortement organisé de feuilftsassemblés autour de I'hélice ainsi que par une
région exposée d'une grande variabilité. Les stnest cristallines de pilines tronquées des
souches PAK et K122-A de. aeruginosant également été résolu@raig et al., 2003, Audette,
2004 #16)fig.1.8).

(©)

ul‘::JUEI
&

AT

3 AI’-’

‘|.u.

WA

Figure 1.8. Structures cristallines de différentes pilin@$ structure tronquée de P. aeruginosa
K122-4 (1QVE) (Audette et al., 2004)) P. aeruginosa PAK (10QW) (Craig, Taylor et al.,
2003);(c) piline MS11 de N. gonorrhoeae (1AY2)(Parge, Foeest., 1995).

Les pilis de type |

Des pilis présentant un autre type d’assemblagerdtgmt d'une protéine chaperone CUP ont été

identifiés a partir du séquencage du génome deuahe P. aeruginosaPAOLl(Valletet al,
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2001). Les domaines terminaux présentent des hgmesloavec des adhésines de souches
uropathogénes dg. coli: FimH qui contient un domaine lectine a manndsenget al, 2002) et
PapG qui contient un domaine spécifique de gloogi@alNAB1L-3Ga{1-4GaPB1-4GlcCer)
(Dodsonet al, 2001). Ces domaines lectiniques adoptent degemephts similaires de typ@

sandwich allongé mais ont des sites de reconnaissiifiérents.

Figure 1.9. Structures cristallines de domaines lectines dsites fimbriales :(a) PAPG
complexé avec le tétrasaccharide GBO4 (pdb 1J&R).FimH complexé avec butyle-D-
mannopyranoside (pdb 1UWKE) F17-AG en complexe avec le GIcNAc (pdb 109W)

1.4.2. Le flagelle

P. aeruginosapossede un unique flagelle responsable de la ithotke la bactérie par un
mouvement de type « swimming ». Ce flagelle partage forte homologie structurale globale
avec le systeme de secrétion de type lll. Il sepmse a sa base d'une structure « moteur »
enchassée dans la membrane bactérienne et dastateom est assurée par transport de proton,
d'une partie supérieure dite « crochet » en raidensa forme courbe, et d’'un long filament
flexible constitué de monomeres de flagelline {@re FIiC) (Bardyet al, 2003, Berg, 2003)

(fig.1.9). Au cours de la mise en place du flagd#ilagelline est transportée a I'extrémité dista
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via l'intérieur du flagelle. L'empilement est aséuar la coiffe flagellaire (protéine FliD) (Ikeda
et al, 1996) (Yonekurat al, 2000). Des travaux ont mis en évidence limpilaadu flagelle
dans la reconnaissance et I'adhérence sur leacggriépithéliales (Simpsat al, 1992) et son
implication dans la formation de biofilm (O'ToolacaKolter, 1998). Des tests d’interactions in
vitro ont montré I'adhésion de la flagelline aukyaplipides GM1 et aux asialoGM1 (Feldmah
al., 1998). Plus récemment, d’autres travaux ont néowue les flagellines adhéraient aux
mucines MUC1 (Lillehogt al, 2002).

FID__,

AL _
Pk Flagelllnes/'

(FIiC)

Partie motrice
de flagelle

Figure 1.9. (a) Représentation du flagelle et localisation de$édéntes protéines le composant.
(b) Vue stéréographique de l'association des flage#lifFliC) qui constitue le filament du
flagelle. Données obtenues par microscopie élemwmn sur le flagelle de Salmonella
typhimurium(Yonekuraet al, 2003).

Les protéines de la coiffe flagellaire (FIiD) serd également impliquées dans la reconnaissance
des glycannes de I'héte. La protéine FIliD inhili@éraction dd°seudomonas aeruginosar des
mucines (Aroraet al, 1998). Deux types seulement de protéines FliDasdss respectivement
aux deux types de flagelline des souches PAK et PAfGt été recensés (Arost al, 2000,
Spangenbergt al, 1996). Des tests d’adhésion indiquent que ldaépre FliD de la souche

PAO1 (type B) reconnait les glycoconjugués dérivemivés a la périphérie des mucines
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respiratoires humaines portant du Lewis x ou siagix x, alors que I'adhésion des flagellines
se limiterait au Lewis x. En revanche, la protéFé de type A (souche PAK) n'est pas
impliquée dans l'attache aux glycotopes Lewis alykie*, ou sulfosialyl-Lé (Scharfmaret al,
2001). Cependant les domaines lectines de la flagedt de FIiD n’ont pas encore été localisés et

caractérisés.

1.5 Lectines solubles d& aeruginosa

Parmi les facteurs de virulence sécrétés par lgbac deux lectines solubles ont été découvertes.
La premiere, PA-IL (ou LecA), d’'une taille de 1XDa, montre une spécificité pour le galactose.
La lectine PA-IIL (ou LecB) d’une taille de 11.7 &BDnontre une tres forte affinité pour le fucose
(Gilboa-Garber, 1986). Le deux protéines sont fpalement présentes dans le cytoplasme de la
bactérie mais ont aussi été identifiées sur laasertle la membrane externe de la bactérie (Tielker
et al, 2005). Le deux lectines ne montrent aucune itlede séquence mais sont toutes les deux
dépendantes de la présence de calcium pour éivesackes paragraphes suivants feront I'état
des données bibliographiques concernant leurstéaistiques biochimiques, leurs fonctions et

leurs structures.

1.5.1. La lectine PA-IL
Spécificité et affinité

La lectine PA-IL fut découverte en 1972 suite a degériences d’hémagglutination
d’érythrocytes traités a la papaine en préseneerdits deP. aeruginosala lectine fut ensuite

isolée par chromatographie d’affinité sur une colnle sépharose a partir d'une culturePde

aeruginosa(Gilboa-Garber, 1972). La lectine est spécifiquaur le D-galactose avec une
constante d'associatiork{) de 3,4x10" M (Garberet al, 1992). Elle montre une préférence
pour 'anoméran du galactose et se lie avec une force décroissantedisaccharides suivants
aGall-6Glc (mélibiose)aGall-4Gal (galabiose)uGall-3Gal. La lectine fixe aussi un grand

nombre de glycoproteines et de glycosphingolipismi eux, les glycoconjugués contenant les
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structures non-substituée&all-4Gal tels quies antigenes humains du groupe sanguin P1 et Pk,
ou encore les disaccharide§all-3Gal du groupe sanguin B. Cette spécificitéanun outil
intéressant pour tout ce qui concerne les xéngitantations puisqu’elle peut marquer le xéno-

antigéne responsable des rejets lors des grefbegaties de porc sur ’lhomme.

Roéle de PA-IL dans l'infection

Des études ont montré que I'expression de PA-lkit égulée par le « quorum sensing » et
dépendait directement du systéeme RhIR/C4-HSL. Hreaa production dépend de la phase de
croissance bactérienne et nécessite le cofacten Rpécifique de la phase stationnaire (Winzer
et al, 2000). D’autres études ont identifié un nouvesgulateur MvaT régulant négativement la
production de PA-IL (Digglest al, 2002) ainsi que la présence nécessaire de me&signal de
quinolone (Diggleet al, 2003). Le rble de la lectine est multiple. Pendarfection, les bactéries
peuvent se protéger contre les défenses immumstaineformant des colonies (Gilboa-Garber,
1997), et la lectine PA-IL, de par sa nature malawte, pourrait jouer un réle par l'intermédiaire
de dérivés de galactose présents sur les lipapaiharides (LPS) de la membrane externe
(Sadovskayaet al, 1998). Des traces de LPS sont toujours retrolorésdes purifications de la
lectine et il a été également démontré que PA-kwpque l'agglutination des bactérigs coli
(Sudakevitz and Gilboa-Garber, 1982).

PA-IL pourrait également étre impliquée dans larfation et la stabilisation du biofilm.
Des analyses statiques d’épaisseur de biofilm sumpalystyréene ont montré une réduction
d'épaisseur aprés déletion du géne lecA et une entgition lorsque celui-ci est surexprimé dans
les souches PAO-P47. En outre, un biofilm formévaduétre dispersé par I'addition d'IPTG
(Diggle et al, 2006).

D’autres études ont mis en évidence l'importancePdellL dans l'adhérence deP.
aeruginosasur les cellules épithéliales intestinales de isamais aussi dans la permeéabilité des
cellules permettant ainsi aux exoproduits cytotogg] tel que l'exotoxine A, de traverser la
barriere épithéliale (Laughliret al, 2000). D’autres études ont démontré la partimpat
d’interactions de type lectine dans le processasitésion dé?. aeruginosaNK 125 502 a la
fibronectine immobilisée. L'adhésion d& aeruginosaest fortement réduite en présence de
I'acide sialique du N-acetylglucosamine (GIcNAd)de N-acetylgalactosamine (GalNAc) et de

facon moindre en présence de glucosamine, detgstéamine, du fucose, du mannose, et du
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galactose, confirmant la participation de dérigésgalactose en tant que composants importants
pour l'adhérence bactérienne (Rebiere-Hetetll, 2004). Par ailleurs, PA-IL est directement
cytotoxique pour les cellules épithéliales respiras et inhibe leur croissance (Bajolet-Laudinat
et al, 1994).

Structure de PA-IL

La structure quaternaire de PA-IL montre un arramy# tétramérique autour d’un pseudo axe de
symétrie C222 (Ciocet al, 2003) (fig.1.10). Chaque monomeére adopte uneamnt de brain
antiparallele de typp-sandwich. La structure complexée avemdyalactose montre que tous les
groupements hydroxyle du sucre, a I'exception de @teragissent avec la protéine et plus
particulierement O3 et O4, qui participent a lardination du calcium. Une autre boucle allant
des acides aminés 36 a 64 interagit de maniérefisjppcavec le groupe hydroxymethyl en O6
afin d’établir des liaisons hydrogene via Hisb0n&d. et une molécule d’eau faisant un pont
hydrogéne. Le calcium en combinaison avec un rédealinisons hydrogene forme un site de

liaison tres spécifique pour le galactose.
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Figure 1.10.Structure cristallines de la lectine bactérienne-RAcomplexée avec du galactose:

(a) tétrameére(b) monomere(c) site de reconnaissance (pdb 10KO).
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1.5.2. Lalectine PA-IIL

Spécificité et affinité de PA-IIL

La lectine PA-IIL, dépendante de la présence d'imalents, se caractérise par une forte affinité
pour leL-fucose avec une constante d’affinité (Ka dexiLé® M) rarement rencontrée lors d’une
interaction proteine-sucre (Garbet al, 1987). Les tests d'inhibitions d’hemagglutinationt
montré cependant qu’elle était capable de recaenatec une affinité décroissante les
monosaccharides suivantgucose>L-galactose>p-arabinose>d-fructose et enfin I®-mannose,
alors que lep-galactose n'est pas reconnu (Imbegly al, 2004) La lectine s’avére aussi
reconnaitre les oligosaccharides contenant du éucosmme le trisaccharide Lewis a qui est a ce
jour son meilleur ligand naturel alors que Il'ati@npour le Lewis x est meilleure, indiquant que
I'orientation du groupement N-acetylglucosaminegjame rdle important dans la reconnaissance.
Nous reviendrons plus en détail sur la structuobale de la lectine ainsi que sur son mode de

reconnaissance dans les chapitres suivants.

Roéle de PA-IIL dans l'infection

La lectine PA-IIL est produite sous le contrdle €gquorum sensing ¥Schusteret al, 2003,
Wagneret al, 2003, Winzer, Falconeet al, 2000). Elle a la capacité d'inhiber le battement
ciliaire des cellules pulmonairés vitro (Adam et al, 1997). Des travaux récents ont montré que
des souches mutantes ne produisant plus la |defrkL devenaient inaptes a former du biofilm
(Tielker, Hackeret al, 2005). Ces travaux montrent de plus que la lecinlocalise sur la paroi
extracellulaire de la bactérie en s’associant dyzogonjugués présents sur la surface de celle-ci
(Tielker, Hackeret al, 2005). La lectine pourrait étre impliguée dansrdaonnaissance et
'adhésion bactérie-hbte, bactérie-bactérie ou mncbactérie-biofilm (fig. 1.11). Mieux
comprendre la spécificité et le mode des interastimises en jeu dans les interactions entre la
lectine PA-IIL et les oligosaccharides présents durface des cellules épithéliales des patients
atteints de mucoviscidose constitue un axe de relshenouveau pour combattre les infections

causées par la bactérie.
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Figure 1.11.Les roles possibles de la lectine PA-IIL duramiféction (Imberty et al., 2004). La
lectine soluble PA-IIL (en vert) présente a la agd de la bactérie pourrait reconnaitre les
glycoconjugués de la surface épithéliale (en roufgs) mucines (en rose) ou les oligosaccharides

présents dans le biofilm (en bleu). Son réle préeste a déterminer.

Objectif de cette thése de recherche :

Mes travaux ont pour objet I'étude de l'affinité et de la spécificité de la lectine PA-IIL pour
différents ligands. Ce qui revient dune part, a ientifier les sucres qui sont
préférentiellement reconnus par la lectine (notammet a l'aide de tests d’interaction) et
d’autre part, a comprendre pourquoi tel sucre est thvantage reconnu plutét qu’'un autre.
L'analyse des structures et des mécanismes d’intezon mis en jeu dans chaque cas est
alors nécessaire. Pour ce faire, jai utlisé la d¢stallographie aux rayons X et la
microcalorimétrie de titration isotherme (ITC). Dans un premier temps, jai étudié la lectine
complexée avec différents monosaccharides et oligasharides naturels, ainsi que l'impact
de mutations ponctuels dans la séquence de PA-lllusl'affinité et la spécificité. L'étude
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structurale a ensuite été élargie a des complexegeg des glycomimetiques de synthése afin
de chercher des composés pouvant etre des ligandeare meilleurs.

Pourquoi faire tout cela ?

Le rOle exacte de PA-IIL reste a déterminer, maisds éléments trouvés dans la littérature
fondent I'hypothése que la lectine PA-IIL serait diectement ou indirectement impliquée

dans I'adhésion de la bactéridP’seudomonas aeruginosa la surface des poumons lors des
infections survenant chez les patients atteints daucoviscidose. Préciser la cible de la lectine
revient donc a préciser son rble biologique, maisusgout, ces données structurales
permettront peut-étre la conception de composeés thaepeutiques dérivés des sucres qui par
compétition avec les cibles naturels pourront inhibr 'adhésion de la bactérie sur les cellules

épithéliales pulmonaires.
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Les outils de I'étude de
I'Interaction lectine-sucre

Introduction

Devenir soit méme tout petit, jusqu’a I'échelleratque, et voir de ses yeux, et en temps réel une
interaction moléculaire comme si on y était, eséle de tout biochimiste. Ce n’est hélas encore
pas possible. Mais la combinaison de plusieursnigales expérimentales permet néanmoins de
s’en approcher. Parmi celles-ci, la cristallograpdies protéines au rayonnement synchrotron
constitue I'alternative la plus performante a lteeactuelle dans linvestigation structurale des
molécules biologiques puisqu’elle restitue une ienaglimensionnelle de la macromolécule. Si la
connaissance structurale permet d’appréhendeopedogies de surface, les forces d’interaction
et les conflits stériques, autrement dit I'aspestatique » d’'une interaction, elle ne permet pas
toujours de comprendre un mécanisme réactionnie.r&ffre qu’une vision relativement figée
du phénoméne tant il est vrai qu’il s’agit d’'un@Rotographie » instantanée de l'interaction et
que la protéine sous forme cristallisée est lois denditions biologiques. C’est pourquoi
I'association d’autres techniques comme la micir@étrie qui permet d’accéder aux grandeurs
thermodynamiques au cours de [linteraction appades informations complémentaires
nécessaires a la compréhension du mécanisme résati®’autres techniques comme les tests de
compétition entre ligands nous renseignent davansag la spécificité de la protéine. C’est donc
bien la complémentarité des méthodes qui permétuader le réle et le fonctionnement d’'une

protéine et d’envisager la conception de molécthiésmpeutiques par exemple.
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2.1. Lacristallographie aux rayons X

2.1.1. La cristallogenése

Sous certaines conditions, il arrive que des mdddgcicomme les protéines, s'agglomerent de
maniere a former des cristaux. Durant ce procedsusristallisation, les molécules en solution
interagissent et passent progressivement d’ursélable & un état solide ordonné, en s’organisant
en un réseau tridimensionnel périodique.

Si la plupart des substances minérales et degpe@tiblécules organiques cristallisent facilement,
I'obtention de cristaux de macromolécules biologsjuest souvent plus délicate et constitue en
soit le premier obstacle a franchir pour le bistilographe. Les protéines sont en effet des
structures biologiques fragiles dont la stabilitgpend fortement de I'environnement immédiat
(solvant, pH, lumiére, concentration etc), et dewigite précaire en dehors des conditions
physiologiques habituelles. Les protéines préséntdm surcroit une certaine flexibilité,
notamment au niveau des chaines latérales desamuitiaés. Tous ces éléments rendent difficile
une cristallogenése qui impose généralement d’awwér solution initiale pure et homogéne afin

de conduire a un solide cristallin et non a unipr&&amorphe.

Afin d’obtenir des cristaux de protéine, une deshmées fréequemment utilisée est « la diffusion
en phase gazeuse avec goutte pendante » (fig.LaXchnique consiste a mettre en présence
dans une enceinte hermétiquement close, une gdettquelques microlitres d’'une solution
tamponnée contenant la protéine ainsi que des @igedttipitants, avec en contrebas, un réservoir
d’'un volume largement supérieur (700 plitres) coat# une solution sans protéine et dont la
concentration en agents précipitants est supériewalle établie dans la goutte. Avec le temps,
les composés volatils (eau ou solvants organiqua®) diffuser dans I'enceinte par voie gazeuse
entre les deux liquides jusqu'a ce que les cora@mis — ou plutot les potentiels chimiques —
soient eéquivalents de part et d'autre. Cet équilittrermodynamique et cinétique engendre du
méme coup la saturation en protéine, qui alorsgiegere spontanément initiant ainsi la
croissance de microcristaux dans la goutte. Toistefa méthode reste empirique et le succes
aléatoire tant les parametres physico-chimiquesrvehant sont nombreux. Concentrations des
solutés, pH et température, pour ne citer qu’ewiyaht étre pris en compte lors de tests

successifs tendant a préciser petit a petit I'e@itnes conditions expérimentales requises. Des
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échantillonnages commerciaux tels que les « Screlamspton Research» criblant de multiples

conditions, constituent souvent le point de dégestessais.

VvV —| Goutte (5uf) : Protéine +agents précipitanmts en faible
« .0 corncentration (lieu de formation du cristaf)
2
Solvant
I Réservoir (TO0u) : Solution concentrée an agents précipitants

Figure 2.1. Principe de la croissance cristalline par la métkodite de « diffusion en phase

gazeuse par goutte pendante ».

Caractériser l'interaction protéine-ligand nécesdibbtention de cristaux dans lesquels la
macromolécule est complexée avec le ligand. Pofaioe protéine et ligand sont mélangés dans
la goutte afin que tous deux interagissent et allisent ensemble : on parle alors de co-
cristallisation. Selon les ligands mis en préseteasomplexe proteine-ligand ne cristallise pas
toujours dans les mémes conditions expérimentaledans le méme groupe d’espace (fig. 2.2).
La méthode dite du « trempage », consistant & baiglus ou moins longtemps un cristal natif
(protéine non complexée) dans une solution contdealigand afin que celui-ci diffuse dans le

cristal, est aussi une alternative, a conditionefmis que I'accessibilité au site de fixation & s

pas obstruée par les molécules voisines.

Figure 2.2. Cristaux de PA-IIL obtenus par co-cristallisatiae 10 mg/ml de protéine avec
250pg/ml de monosaccharide, dans 1,75M de sulfatardonium, 0,1M de Tris-HCI a pH 8,5 et
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2mM de CaCl (Groupe d’espace R (a) : Complexe avec le-fucose (b) : Complexe avec le
Me-a-L-galactopyranoside(c) : Complexe avec le MBD-arabinopyranoside(d) : Complexe
avec le pentasaccharide LNnFP-V (lacto-N-neofuctamese-V) (Groupe d’espace P1l)(e) :
Complexe avec le trisaccharide Lewis a, dans 0,&Matodylate de sodium a pH 6,5, 30% PEG
[poly(éthylene glycol)] 8000 et 0.2 M de sulfatammonium. (f) : Complexe avec le 2-fucosyl-
lactose dans 0,1M de cacodylate de sodium a pH &6% PEG 8000 et 0,2 M de sulfate
d’ammonium (plaques trop fines et fragiles, lesrdm®@s n'ont pas pu étre collectées).

2.1.2. Principe de la diffraction aux rayons X

Un cristal étant un réseau tridimensionnel, il gsssible de définir une maille élémentaire. La
maille élémentaire est le plus petit volume gquansiaté dans les trois directions de I'espace (a
distances multiples de a, b et ¢, qui sont lesmeanas de maille), génére un cristal entier. On peu
définir aussi une multitude de plans atomiquesligdea équivalents (plans de Bragg) qui coupent
le cristal dans toutes les directions. Chaque pktnidentifié avec les indices de Miller (h,k,l)
définissant la famille de plans. Les vecteurs pedprilaires a chaque plan de Bragg et ayant une
longueurinversement proportionnelle a la distance entrexdaans consécutifs sont nommés
vecteurs réciproques. L’ensemble de ces vecteersapt leur origine au méme endroit, définit le

réseau réciproque dans la représentation d’Ewigdréf 2.5).

Notons que les différents jeux de plans parallél@sdes espaces interplanaires différents. W.L.
Bragg a démontré que pour un faisceau X incidenbgueur d’'onde traversant un cristal sous
un angled, les plans cristallins paralleles d’indice hkidstspace interplanaire,g produisaient
un rayon diffracté (que I'on appelle réflexion)(fig.3) seulement si la condition géométrique

suivante est rencontrée :

2dhk|sin6 =M ,

ou n est un entier. Dans ce seul cas, le réseatalin amplifie la radiation en créant des
interférences constructives. Compte tenu du traadgnombre de plans présents dans le cristal,

les autres situations finissent toujours par dofieara des interférences destructrices.
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Figure 2.3. Loi de Bragg : La diffraction n’a lieu que si lafffirence de trajet parcouru par les

rayons X correspond a un nombre entier de longukamde

Puisque pour une position fixe donnée, seuls eertalians donneront lieu a des réflexions, il est
donc nécessaire pour explorer tous les atomesidetburner le cristal sur lui-méme devant le
faisceau X incident afin que tour a tour chaquen @téomique puisse engendrer ses réflexions
propres. La construction mathématique a I'aideadsphere d’Ewald et du réseau réciproque est
une vue de l'esprit ingénieuse permettant de viserakt d’'indexer chaque réflexion lors de la

collecte (fig. 2.4).

i/d Ve s ' 5 Rayon
& ) Sphere d'Ewald S
]llr}\l i
1A 3 & \
g— a3
sin@/A Cristal - y
/ origine du
(= 1/2d) /  réseau
5 W réciprogue

Figure 2.4. Construction d’Ewald: le cristal placé au centraude sphéere de rayon //tourne
sur lui-méme, ce qui équivaut a tourner le réseéeiproque qui a son origine sur l'intersection
de la sphére avec le rayon incident. Quand un nokudéseau réciproque croise la sphére

d’Ewald, le rayon est diffracté d’un angl®2qui peut varier de 0 a2

Sur une ligne de lumiére d’'un synchrotron de téms génération tel que I'European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) a Grenoble, le temps diasition d’'une image est de l'ordre de

guelques secondes. Chaque image peut étre comsidérdme une «tranche » de l'espace
réciproque. Des centaines de réflexions croiserdplaere d’Ewald et sont mesurées a chaque

degré de rotation par un détecteur CCD (Charge-leoDevices). Celui-ci est recouvert de
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phosphore qui émet une lumiere visible en répomnserayons X. Le dispositif est en fait un
compteur de photons qui accumule puis convertiexacte proportion la quantité de photons
recus en charge électrique, et ce, avec un tengegjuaisition trés court (fig. 2.5). Ces données
permettent de reconstituer un cliché de diffractians lequel chaque tache est 'empreinte d’'une
unique réflexion d’'indices hkl possédant une initénspropre résultant de la distribution de la

densité électronique dans l'unité asymétrique.

2.1.3. Parametres importants et stratégie durantdllecte de données

Selon I'objectif a atteindre, la stratégie de ldlexte ne va pas étre la méme. En effet, il peut
s’agir par exemple d’obtenir les phases a l'aiderdéthodes MAD, SAD, auquel cas, on essayera
d’avoir le maximum de multiplicité, et I'on travlita & une longueur d’onde spécifique afin
d’obtenir un signal anomal. S’il s’agit de caraigér au mieux un site de reconnaissance, et que
I'on possede déja les phases grace a une strymoédente, on tentera d’obtenir le maximum de
résolution, afin d’obtenir le maximum de détailg i structure. D’autres parameétres comme le
temps d’exposition du cristal dans le faisceau samusi importants car le cristal subit des
dommages radiatifs, et ceux-ci détruisent petitét [ cristal durant la collecte.

Les éléments de symétrie du groupe d’espace duaders la stratégie de la collecte. La
complétude définit le pourcentage de réflexiongjues mesurées et le rapport entre le nombre de
réflexions totales et de réflexions uniques s’appehultiplicité. Ces parametres tabulés,
permettent au cristallographe de juger de la qualds données et donc de la pertinence de la

construction moléculaire qui va en découler.

La collecte a 'ESRF se fait sous un flux d'azofen ale minimiser les mouvements
atomiques des protéines dans le cristal, et augmel® ce fait la résolution. Pour éviter la
formation de cristaux de glace qui détruisent la&tyie du réseau de la protéine, les cristaux de
protéines sont plongés préalablement dans unei@olatyoprotectrice (glycerol, PEG, huile

minéral etc). Le choix de ce cryoprotectant peurtcdétre déterminant.

Lorsque I'obtention de données a trés haute réaeal@st envisageable, comme ce fut le
cas pour le complexe PA-IIL/fucose & 1,0 A de néonh, il est alors nécessaire d’effectuer deux
collectes sur le méme cristal : une a faible wdsmh et une autre a haute résolution. En eféet, |

limite de résolution augmente lorsque I'écran dtect&ur se rapproche du cristal diffractant. Il

42



est donc dans notre intérét de rapprocher le dgtectu maximum. Cependant, si les clichés
offrent de meilleures données a haute résolutienx-ci sont du méme coup, pour des raisons
techniques, saturés pour les taches de faibleutgsol Il est donc impératif de faire une autre
collecte a faible résolution, donc a une distanices gloignée. Les deux collectes sont ensuite

rassemblées et mises a I'’échelle.

2.1.4. Indexation, intégration et mise a I'échellejeu de données

Image par image, les données sont indexées a l@@deprogrammes informatiques tels que
Mosflm (Leslie, 1992) ou Denzo (Otwinowski and Min@997). La détermination de la maille du
cristal est améliorée par I'ajustement de certparameétres comme la distance cristal-détecteur et
la position du faisceau. Un profil de diffractioropre & chaque groupe d’espace est alors prédit;
puis ajusté aux taches observées sur le clich&gquehi@che se voit attribuer les indices de Miller
hkl correspondant a la maille déterminée. L'intensie chaque tache de diffraction est mesurée
en prenant soin de retrancher le bruit de fonds fensemble des images intégrées est mis a
I'échelle afin de constituer un jeu de données detmgt homogene. En effet, chaque image
differe par la dose de rayons X recue et par laseadu pouvoir de diffraction du cristal. Les
intensités collectées proviennent parfois de difiées collectes. Afin de garantir la consistance
des intensités d’'un bloc de données a un autre,mise a I'’échelle est moyennée sur les
réflexions équivalentes par symétrie ou collectplsieurs fois. La qualité de cette mise a
I'échelle peut alors étre estimée par le paramByg entre les réflexions équivalentes sur

I'ensemble du jeu de données.

3 (-0 ()
RS Y0 €ad

h

ou lj(h) est la i-eme mesure ¢él(h)) la moyenne pondérée de toutes les mesufes des

réflexions équivalentes.
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Figure 2.5. (a): détecteur ADSC Quantum 4 CCD de la cabine dedaell®14-EH2 a lESRF
de Grenoble(b) : cliché de diffraction de la protéine PA-IIL, @rpe d’espace R2

2.1.5. Facteur de structure et densité électronique

Chaque rayon diffracté produisant une réflexionlswétecteur est une onde qui est la somme des
diffractions contributives de tous les atomes dmddlle. La fonction mathématique qui la décrit
est le facteur de structure. Pour une maille ecarien atomes, ce facteur de structusie d5t la
somme de tous les facteurs de structure atomijguees atomes individuels et s’écrit simplement

comme la série de Fourier ou chaque terme esnigilootion d’'un seul atome:
— _ 271 (hx; +ky; +1z.)
Fi _Z frw | fog = fje P (Eq. 2)
i

ou f est une fonction mathématique assimilant I'atomeuree simple sphére de densité
électronique. Elle differe pour chaque atome pugsiquis n’ont pas le méme nombre d’électrons,
ce qui deéfinit donc I'amplitude de leur contributia(x, ¥;, z ) sont les coordonnées de |'atome j
dans la maille, établissant de ce fait la phaséede contribution. h, k et |, sont les indices de

Miller de la réflexion dans I'espace réciproque.
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La représentation sphérique et ponctuelle des atatans la maille ne rend pas compte de la
réalité puisqu’il s’agit en fait de nuages élecigoes. Pour plus d’exactitude, le facteur de
structure doit étre considéré comme la contribud@éments volumiques infiniment petits dV,

centré en (X,y,z) de densité électronique volumigxey,z). Ce qui équivaut a réécrire la somme

discrete Ry sous la forme intégrale suivante:
Fhkl = Lp(x’ y’ Z) EZIT(hX+ky+|Z)dV (Eq 3)

En appliquant la transformée de Fourier, on expratwes la densité électronique comme une

fonction des facteurs de structung F

1 =278 (hx+ky+lz
p(X, Y Z):VZ Fra€™ (criysiz) (Eq. 4)

hkl

La densité électronique est la transformée de Eodegs facteurs de structure, ce qui signifie que
I'on peut théoriquement convertir les données altisgraphiques et faire la reconstitution spatiale
du contenu de la maille de cristal. Malheureusepdants I'équation précédente une information
primordiale est manquante pour chaque facteurrdetste. Le facteur de structure se caractérise
par son amplitude et sa phase. Expérimentalemantiejuence est connue, I'amplitude est
accessible, elle est proportionnelle &1} racine carré de l'intensité mesurée sur la xéfte),

mais la phase est inconnue. Ces phases sont néegsgaur construire la carte de densité
électronique. Pour les obtenir, plusieurs altemestisont possibles, elles sont développées dans le

paragraphe suivant.

2.1.6. Obtention des phases
Difféerentes méthodes sont utilisées pour obtersr ppases. Beaucoup d’entre elles sont des
méthodes dites « physiques » basées sur ['utilisate métaux, telles que les méthodes MIR,

SAD, MAD qui sont expliquées plus en détail en amng de la thése. Nous développerons ici la

méthode « semi-directe » a I'aide du logiciel ACQRIMISI que le remplacement moléculaire.
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La structure & 1A de résolution du complexe PAfiltdse a été résolue en utilisant le logiciel
ACORN (Yao et al., 2006). Ce logiciel fut développéorigine comme un outil de recherche de
phases ab initio lorsque des données de trés hésméution étaient disponibles (<1.3 A). La
méthode consiste dans un premier temps a obterensemble de phases légerement meilleures
que celles obtenues de maniére aléatoire. Cellpstnient étre calculées a partir d'un fragment de
la structure, qu'il s'agisse d'un atome unique dgat d’'un petit fragment (1-8% de la molécule)
ou d’'un modéle complet de protéine. Comme pouremmpiacement moléculaire, des recherches
spatiales peuvent étre effectuées afin d’orienteffragment de molécule et fournir les phases
initiales. Ces phases permettent de tracer unei@rermarte qui est ensuite itérativement affinée
par un procédé dynamique de modification de laitem$ectronique (DDM). Pour la structure
PA-lIL/fucose a 1 A de résolution, seules les pos# de cingatomes de calcium issus d’une
structure préalable & 1,3 A, ont été utilisées.

La philosophie de la DDM est la suivante : en dshia la région occupée par le fragment, plus la
densité dessinée par la carte est forte plus laahitité que cette position soit effectivement
occupée par la véritable densité électronique dstracture est élevée. Ceci conduit a une

modification de la densité électronigpdasée sur la déviation standardde la carte de densité

telle que :

0 sp< 0
p'= p tanh [0,2p/0)* sip>0
kno sip’> kno

ou k est une constante donnée par l'utilisatelevgar défaut 3) et n est le nombre de cycles
d’itération de la DDM (5 au maximum). Une densiégative, (une valeur non physique) est fixée

a zéro. Les plus faibles densités, qui ont une dreiprobabilité de correspondre a la vraie densité
de la protéine, sont atténuées par rapport auxitdendus élevées. Les densités les plus hautes
sont tronquées afin que le fragment ne biaise temékes. Cette valeur augmente au fur et a
mesure que s’améliore la densité, ce qui évitelalen I'information structurale nouvellement

acquise. L’affinement des phases ne requiert auicii@eention du cristallographe.

Le coefficient de corrélation (CC) rend compte 'dedrt entre les facteurs de structure calculés F

et ceux observés,F
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2.1.7. Le remplacement moléculaire

Il est parfois possible d'utiliser comme phase dpait, les phases provenant d’'une autre
molécule. En effet, certaines protéines ou famitlesprotéines ont des séquences peptidiques
similaires. Ces similarités de séquence impliquerntlus souvent une similarité de la structure
spatiale. Un minimum de 25 % de similarité de ségaeest requis pour avoir une bonne chance
de succés. Dans le cas de la lectine PA-IIL, sédal changement intervient dans le site de
reconnaissance de la protéine (mutation ou ligaledyeste de la structure est inchangé. En
pratique, le remplacement moléculaire procede dadan suivante. A l'aide de la fonction de
Patterson (cf. annexel), des logiciels tels querdpo(Vagin and Teplyakov, 1997) ou Amore
(Navaza, 1994) cherchent d’abord l'orientation @e nholécule, puis des translations sont
effectuées afin de trouver la position de la mdaans la maille. Compte tenu du nombre de
parametres a considérer (trois pour les rotatmsur des axes centrés sur la molécule (x, \t, z) e
trois encore pour les translations dans la maileeprocessus en deux étapes est beaucoup plus

rapide qu’une recherche simultanée.

2.1.8. Affinement et vraisemblance du modeéle

A partir des phases, il est possible de tracemuemiére carte de densité électronifgg et de la
visualiser a l'aide de logiciel graphique tel que(d@nes et al., 199¥8t plus récemment Coot
(Emsley and Cowtan, 2004) (fig. 2.6). Ces phaskisliEgs ne sont pas parfaites, ce qui engendre
une carte de densité partiellement fausse ou inEgeplLe cristallographe peut néanmoins
construire un premier modele moléculaire, généabors un nouvel ensemble de phases calculées,
permettant le tracage d’'une nouvelle carte amdiote& processus cherche a minimiser les
différences entre les facteurs de structugg Ealculés a partir de son modele, et les facteers d
structure observésyls Des cartes de densité peuvent étre calculéesatte (Fo-Fc) et la carte
(2Fo-Fc) d’apres I'équation suivante
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1 =2Mi(hx+ky+lz
p(x, y,Z ) VZ( )e 2 ky iz} : avec n entier (Eq.6)
hkl

Ces cartes permettent de faire des ajustements swdéle, et sont le plus souvent effectuées a la

main a travers l'interface graphique.

En pratique, le cristallographe alterne modificasiananuelles et traitements informatiques
a laide de logiciels d’affinement comme Refmac (shudov et al.,, 1997), utilisant un
algorithme de type statistique nommé le maximurnaliliood. Cet algorithme qui maximise la
probabilité que le facteur de structure obseryg $0it en accord avec le modeéle, tout en
considérant de nombreux parameétres tels que lesl@uoées et le type des atomes, le facteur
d’'agitation thermique B, mais aussi des paramétmegturaux comme les longueurs, les angles
de liaison et les torsions. Pour juger de la coyeece de l'affinement, le facteur d’accord

cristallographique R est défini par :

z H Fobs(hk|)| - | I:calc (hkl)”
R = Eq. 7
S [ D) (6. 7)

hkl

La valeur de R indique la progression de l'affinetée la structure. Plus cette valeur est basse,
plus le modéle est en accord avec les données.difine pas suraffiner la structure, un second
facteur Ry se calcule de la méme facon que le facteur R ctiorel, mais a partir d’'une
fraction de réflexions (normalement 500 a 100Ceréfins qui typiquement représentent de 3 a 5%
du jeu de données) non prise en compte duraninéffent. En fin d’affinement, les parameétres
structuraux de la protéine sont vérifieés et companéx valeurs typiques des structures protéiques
avec le logiciel Whatif (Vriend, 1990). La struaupeut alors étre déposée dans la base de

données internationales : RCSB Protein Data Bank.
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Figure 2.6. Visualisation graphique de la carte de densitéctmique. La carte 2Fo-Fc est
représentée en bleu, la carte Fo-Fc négative esbage signifiant un excés de densité calculé a

cet emplacement. La carte Fo-Fc positive est ehetesignifie un manque de densité.

2.2. La microcalorimétrie de titration isothermé&Q)

2.2.1. Quelques rappels thermodynamiques

L’interaction non covalente entre une macromoléddleet son Ligand L, donnant lieu a la

formation d’'un complexe ML peut s’écrire commedéaction réversible suivante :

M+L o ML, -— e ® — (©

..

La propension que cette réaction se fasse darenkde la formation du complexe se calcule a
l'aide de la constante d’affinité Kse définissant comme le rapport des concentratot® la

forme complexée sur les formes libres des diff@gntolécules. Ainsi Ks'écrit :

ML]

Ka = ™ML (Eq. 8)

Comme toute interaction moléculaire, celle-ci doriee a des eéchanges d’énergie qui sont

fonction de I'état initial (molécules libres) ehéil (complexe formé) de la réaction, ainsi que du
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chemin réactionnel suivi entre les deux états. poimt de vue thermodynamique, la constante
d’affinité K, est fonction de I'énergie libre de I'interactiainérgie de Gibbs) et s’écrit aussi de la

maniére suivante :

K, =e'%T 50T est la température et R= 8,31 Jhict (Eq. 9)

Plus cette constante est grande, plus I'affinitdigland pour la protéine est forte. La réaction est
spontanée lorsquAaG est négatif. Cette énergie est en fait la rastdt de deux contributions

energeétiques : I'enthalpisH et I'entropieAS,

AG =AH -TAS (Eq.10)

D’un point de vue trés général, I'enthalpie est grendeur thermodynamique rendant compte de
I'énergie échangée par un systéeme (qu’elle soits doume thermique ou mécanique). Tout
systéme ayant tendance a avoir I'énergie la plasébpossibledH tend a étre négatif. L'entropie
fait référence au degré de désordre d'un systéaemouvements Brownien sont responsables de
'augmentation de I'entropie. Cet effet augmentecala température.AS tend a étre positif.
Dans le cadre plus restrictif des interactions mdbires, ces deux grandeurs thermodynamiques

correspondent a des mécanismes d’interactiongeiitfe.

2.2.2. Les contributions enthalpiqudH) et entropique 4S)

La contribution enthalpique reflete la force deseiiactions qu’entretient le ligand avec la
protéine par rapport a celles entretenues aveaVard (fig. 2.7) Ces liaisons sont principalement
dues a la formation de liaisons hydrogene et ateractions de Van der Waals. Une enthalpie
d’interaction favorable requiert un placement ccrreles groupes donneurs et accepteurs
d’électrons dans le site de fixation. Pour la pgretécomme pour le ligand, ce sont des
groupements polaires qui interviennent dans ce tgfeteraction et leur enthalpie de

désolvatation est défavorable. Ces deux processiserd étre considérés pour connaitre

I'enthalpie globale de la réaction.
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Figure 2.7. Réaménagement du solvant lors d’une interackorabsence de ligand les molécules
d’eau établissent des liaisons hydrogénes dangtdedse reconnaissance. Ces molécules sont
chassées lorsque vient se positionner la partia Agdnd, ce qui représente un gain entropique et
un gain enthalpique. La rigidité occasionnée loeslgupartie B du ligand rentre dans le site, ainsi

que la capture d’'une molécule d’eau représentementropie défavorable.

La contribution entropique peut provenir de deuxér@menes: le premier est dd a un
réaménagement du solvant qui s’opére autour derd&ipe lors de la reconnaissance. Bien
souvent cette entropie de solvatation est faverdtnisque les surfaces mises en jeu dans la
reconnaissance sont hydrophobiques. En effet, éaules d’eau présentes dans les premiéeres

sphéres de solvatation de la protéine et/ou dundigsont en quelque sorte, chassées par le
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rapprochement des surfaces hydrophobes et relargiades la solution. Le deuxieme phénomene
est di a une diminution des degrés de liberté dantd ou de la protéine au moment de
I'interaction. Cette contribution entropique estusent défavorable. En effet, un ligand en
solution peut adopter plusieurs conformations duesrotations autour des angles de torsion par
exemple. L'interaction avec la protéine contramtlipand dans une seule conformation, ce qui

engendre une perte en entropie (fig. 2.8).

A B C _ie
0 J | A AH
0 J = A4S
-5

-10

-15

(cal/mol) o

Fortes liaisons Liaisons hydrogéne Interaction conduite
hydrogéne et et contributions par liaisons
changement de hydrophobiques hydrophobiques

conformation

Figure 2.8 Trois différents types d’interactions souventcamntrés. (Adapté d’aprés Isothermal
Titration Calorimetry and Drug Design, ITC Applieat Note, Microcal). Les interactions
protéine-sucre sont généralement dans le cas A.

2.2.3. Le microcalorimétre de titration isothergh€C) : principe

Parmi les difféerentes méthodes qui permettent diétda thermodynamique de la reconnaissance
entre un récepteur et son ligand (protéine-sucmdéime-protéine ou autre), la microcalorimétrie
de titration isotherme est la seule permettant télmb tous les parametres caractérisant
I'interaction en une seule expérience, telle gue cdnstante d’affinité (K, la stcechiométrie
d’interaction (n) ainsi que les contributions empigues QAH) et entropiques @S). De plus,

contrairement a d’autres méthodes nécessitant kihilisation du ligand ou du récepteur,
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pouvant parfois géner l'interprétation des réssjtéa microcalorimétrie laisse les molécules
libres en solution.

Le microcalorimetre (fig. 2.9) contient deux cedlsilisolées de I'environnement externe
par une enceinte adiabatique qui est maintenuenpé&m®ture constante pendant le temps de la
titration. Une cellule de référence contient dugamuniguement. La méme solution contenant la

protéine est placée dans une deuxieéme celluledditeavail.

Enceinte adiabatique <+— Ligand

(Tampon + protéine)

el

Cellule de référence I Cellule de travail

Température maintenue constante entre les
deux cellules

Figure 2.9 Microcalorimetre ITC

A intervalle régulier, des aliquotes de ligand sejdutés a l'aide d’'une seringue . A chaque
injection, linteraction entre les deux moléculeacsompagne d'un dégagement ou d'une
absorption de chaleur (réaction exothermique owtedmique) qui entraine une variation de la
température de la cellule de travail. Afin de réloper la température entre les deux cellules,
I'appareil appliqgue une puissance électrique. Géessignal qui est mesuré par le calorimeétre. La

puissance fournie est mesurée en fonction du tepuis intégrée.
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Fin de la titration
. ) Tous les sites sont occupés
Time (min) On mesure seulement une enthalpie de dilution

0 30 60 90 120
T T i T T T T T T T T T T T T u T

”* 0- A
1 Affinité

-3.0 4 -

| |Enthalpie

pcallsec

Point équivalent Staechiométrie

La chaleur dégagée [diminue

-6.0 1 & chaque injection ] 1 .
| T P
0.0 05 10 15 20

Début de la titration Rapport molaire
Grands pics de méme hauteur : Toutes les molécules de ligand se fixent a la
protéine. La protéine n'est pas saturée

Kcal/mol de ligand

Figure 2.1Q Données microcalorimétriques brutes (gaucheggndées puis ajustées a la courbe
sigmoide théorique (droite)

Au deébut de la titration, des quantités importantes chaleur sont dégagées, indiquant la
formation du complexe protéine-ligand. En fin @agation, tous les sites de liaison sont déja
occupés et chaque nouvel ajout de ligand a comnle senséquence sa dilution dans la cellule
de travail. La variation d’enthalpf&H, la constante d’associatitf et la stoechiométrie peuvent
étre déterminées avec un ajustement de la cougEimentale sur le modele théorique approprié
(Wisemanet al, 1989) (fig. 2.10). Il est possible d’évaluer lzaqtité de chaleukQ instantanée,
qui est proportionnelle a la variation de concaimradu complexe formA[ML] , le nombre de

sites de liaisom, I'enthalpie de liaiso&AH® et le volume Y de la cellule de travail tel que :
AQ = nA[ML]AH ©V, (Eq. 12)

On peut déterminer la quantité de chaleur cumuiléeaurs de toutes les injections. Pour un

modele d’interaction dans lequel chaque site etpandant, on obtient :

dQ _AHY, |, 1-[L], [M], —n/K,[M],
dcle 2 (el um] ek ] -4l ],

(Eq. 13)

54



ou [X]; et [M]; sont les concentrations respectives totales dndiget de la protéine), est le
volume effectif de la cellule de mesured€ est le variation de la quantité de chaleur échangé
calculée a chaque point de la courbe de titraticenthalpie AH et la constante d’affinité K
permettent de déduire tous les autres paraméteesitialynamiques. L'enthalpi&éH° influence
directement I'amplitude de la courbe, tandis queptsition du point d’inflexion donne la
stcechiométrien. Par contre, la forme générale de la courbe dédanparamétre de Wiseman

qui est défini comme
c=n[M,JK,

ou n[M,] représente la concentration initiale de sitedigison en solution. La courbe doit se
rapprocher de la  forme sigmoidale afin de déteemiau mieux les parametres
thermodynamiques. En pratiqguedoit étre compris entre 10 et 100 car des valeupgrieures
génerent des courbes dont les pentes trop élevégermettent pas une mesure fiabl&gdeDes
titrations a différentes températures sont eneahblps afin d’analyser la variatidéCp (capacité

calorifique) en fonction de la températuldCr est reliée a I'enthalpie par I'équation :

(a_Hj = ACP
oT ),

ACp nous renseigne sur I'évolution des différentes rdomtions entropiques et enthalpiques en

fonction de la température et refléte le comportende solvant pendant I'association.
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2.3. Les tests d'interactions

2.3.1. Lestests ELLA

Dans la « quéte du Graal » que constitue la rebkelte nouvelles substances pouvant constituer
des molécules thérapeutiques, une des méthodsgeitilans les reconnaissances lectine-sucre est
la méthode ELLA (Enzyme Linked Lectin Assay) (f5311). Elle consiste a évaluer la faculté que
possede une molécule donnée a inhiber l'interacitne une protéine et une surface recouverte
d’un ligand de référence. Dans notre cas, noussautiisé une surface de-L-fucose puisque |l
s’agit du ligand monosaccharide de référence téngle de la lectine PA-IIL. Pour ce faire, des
microplagues en polystyréene de 96 puits servensujgport a I'adsorption (interactions non
spécifigues de type hydrophobe) de poly[N-(2-hygeiRyl)acrylamide] (PAA) contenant du

fucose en ramification (Lectinity Holding, Inc).Gabtient ainsi une surface recouverte ade-

fucose.
' \% PAA-Fucose
© © - . .-, . i : BSA
. : ? Etape d'inhibition
‘ ‘ ) “ e Lectine
5 % wm»zw g T
@ Inhibiteur
Etape de révélation Streptavidine
-peroxydase
Coloration
apres ajout

du substrat

Figure 2. 11.Principe du test ELLA: Plus I'inhibiteur (en blea¥t efficace, moins la lectine se
fixe sur la surface recouverte du polymere de fec@n orange). Des lavages éliminent les

lectines non fixées sur la surface. La BSA (boemura albunie) empéche les interactions non

spécifiques avec la plaque plastique.
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Différentes concentrations en inhibiteurs sontsatestées pour inhiber l'interaction de la lectine
avec la surface. Les courbes obtenues permettestirder I'lC50 (concentration en inhibiteur
donnant 50% d'inhibition). Pour évaluer la quant& lectine fixée sur la surface, la protéine
utilisée a été préalablement biotinylée. La visalon s'effectue grace a linteraction de la
steptavidine couplée a une peroxydase qui catédyfemation d’'un composé coloré a partir d’'un
substrat commercial. Ces tests peuvent aussi steéfeen inversant le sens des interactions, c'est-
a-dire en recouvrant la surface du puits avecdanle et en mettant en solution un sucre biotinylé

de référence en compétition avec des inhibiteurs.

2.3.2. Les « glycans array »

Connaitre la ou les cibles d’'une lectine est umtpoié dans la recherche de sa spécificité et de
son réle biologique. Jusqu'a récemment, la graodeplexité des interactions proteine-glycane,
I'absence de large bibliotheque de glycane lorstelets effectués et I’'hétérogénéité des méthodes,
ne permettaient pas une bonne évaluation de latséie des glycoprotéines. Pour palier cette
faiblesse, le « Consortium for Functional Glycomic€CFG), fondé par le « National institute of
General Medical Sciencea mis au point de nouveaux outils de routine déncomprendre le
réble des interactions proteine-carbohydrate dans cdenmunication cellule-cellule (voir

http://www.functionalglycomics.org/static/consortitl)

Les premiers tests proposés sont basés sur lagaiatISA. Ils comprennent une bibliothéque
de ligands biotinylés fixés a I'aide de bras espeg sur des plaques recouvertes de steptavidine.
La miniaturisation des systémes permet de travasle des plaques de 384 puits. Les lectines
doivent étre soit marquées par un composé fluongsseit fournies avec un anticorps (fig. 2.12).

2.3.3. Les puces a sucre ou « printed arrays »

Les méthodes plus récentes proposées par ConsddiuRunctional Glycomics et par d’autres

laboratoires dans le monde reposent sur le prirsgsepuces a sucre ou « Printed covalent glycan

array ». Elles utilisent des plaques commercialies verre fonctionnalisé avec du N-
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hydroxysuccimidine (NHS) capable de se lier de @@nicovalente avec des glycanes ou des

glycocongugeés, a condition que ceux-ci soient caiplun groupement amine (Blettal, 2004).
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Figure 2. 12.Principe des test micro-arrays (a gauche) et @tharrays (a droite)

Cette étape étant relativement facile, la bibligth& de glycanes fonctionnalisés sur la plaque

compte aujourd’hui plus de 200 structures divergessentes sur les parois cellulaires, les

glycoprotéines et les glycolipides. La technigéeassite également que la protéine soit marquée
a l'aide d’'un fluorochrome (dans notre cas le tataophenyle (TFP) Alexa fluor 488) ou soit

fournie avec un anticorps.
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PA-IIL : Interaction avec des
monosaccharides

3.1. Les lectines bactériennes solubles

Les lectines solubles sont par définition toutaspgmtéines solubles exprimées par la bactérie, se
liant spécifiqguement a des glucides et ne monjastd’activité enzymatique. Elles peuvent étre
cytoplasmiques ou sécrétées a I'extérieur de l&€bac Jusqu'a aujourd’hui, peu de structures de
lectines bactériennes solubles ont été caractéri&semi celles-ci, la lectir@yanovirin-Nisolée

de la cyanobactéridostoc ellipsosporurtenviron 11 kDa) présente un intérét particuliar gon
activité anti—-HIV car elle possede une affinitéomnolaire pour les oligosaccharides mannosylés
Mang et Manry de la glycoprotéine gp120 qui forme I'enveloppééerure du virus (Boyet al,
1997, Bewley, 2001 #149) (fig. 3.1).Une autre baetpathogeneRalstonia solanaceanuuui
S'attaque aux racines des plantes, produit uneinéedRS-L spécifique du fucose et des
xyloglucanes fucosylés présents dans la paroi aég€fig. 3.1). Sa structure quaternaire est une
association de trois monomeres. L’'assemblage dsaresunités forme une structure de type
propeller a six lames(Kostlanovaet al, 2005). Enfin, la bactériePseudomonas aeruginosa
produit deux lectines solubles PA-IL et PA-IIL dardus avons vu précédemment qu'elles étaient
associées aux facteurs de virulence lors des iofectsurvenant chez les patients atteints de
mucoviscidose. Des séquences homologues a PA-IIL é&é retrouvées cheRalstonia
solanaceanu, Chromobacterium violace(#inger-Yosovichet al, 2006) ainsi que chez les

bactéries du complexgurkholderia cepacia.
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(b)

Figure 3.1.(a) dimeére de la lectine Cyanovirin-N complexéecasta polymannose Man(pdb
1M5M) (b) trimere de la lectine RS-L complexée altetucose (pdb 2BS5)

3.2. Structure de la lectine PA-IIL

3.2.1. La structure quaternaire

La structure cristalline de la lectine PA-IIL pugd deP. aeruginosaa été résolue en 2002
(Mitchell et al, 2002) (fig. 3.2). La forme active de la lectiret an homotétrameére constitué de
guatre sous-unités indépendantes arrangées autoumpseudo axe de symétrie C222. Chaque
monomeére adopte un repliement du type sandwictb@n8 3 qui s’agencent enlé grecquela
dimérisation résulte d'une association «téte auguwe de deux monomeres interagissant par
l'intermédiaire de feuillet$. Pour chaque dimére, et de maniere insolite dessnteractions
protéine-sucre, I'extrémité C-terminale de chaquaomere (résidu Glyl14) est localisée dans le
site de liaison du monomeére voisin et participeaardconnaissance du sucre. Deux dimeéres
forment un tétramére par I'association antiparallde I'un de leurs feuillets avec le feuillet

homologue du dimere voisin.
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Tétramére PAIl-L/fucose (2 orientations)

Dimére 2

Figure 3.2 Structure de la lectine PA-II représentée en rubhes atomes de calcium sont
représentés par des spheéres roses, le fucosegsdnatons rouges et bancs)
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3.2.2. Le site de reconnaissance

La structure a 1.3 A de résolution de la lectinecistallisée avec du fucose révéle un mode de
reconnaissance unique parmi les interactions ipetucre (Mitchell, Houlegt al, 2002). Le

site de reconnaissance est une poche acide c@esprincipalement de deux asparagines et de
quatre acides aspartigues dont les chaines |latésatd capables de coordonner les deux atomes
de calcium distants de 3.8 A. L’extrémité C-ternhéndu monomeére adjacent participe également
a la coordination d’'un des deux atomes de calcibes deux atomes de calcium ont une
coordination classique de huit ligands avec dixma® d'oxygéne de la protéine, provenant
principalement des résidus aspartate. Une boucleodedination (acides aminés 95-103) est
essentiellement impliqguée dans la fixation des atude calcium. Cette boucle est partiellement

désordonnée en absence de calcium dans la podee(horiset al, 2003).

Figure 3.3. Site de reconnaissance de la lectine PA-IIL. @@mplexe avec le-fucose, (b)
structure native de PA-IIL. L'extrémité C-termindl monomére adjacent est marquée d’'un
astérisque. Les liaisons de coordination sont reprnéées en traits pleins gris, les liaisons

hydrogene sont en vert pointillé, les moléculead’@V) sont représentées par des spheres vertes.

Trois des groupes hydroxyle du fucose participelat @oordination des atomes de calcium : Les
oxygenes O2 et O4 participent a la coordinationndaiome de calcium chacun, alors que

'oxygene O3 intervient sur les deux atomes de igalc En plus de ces interactions
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électrostatiques, ces trois mémes groupes hydrgattcipent a plusieurs liaisons hydrogéne
avec les groupes acides de la boucle de coordmadt® groupement méthyle en position 6 du
fucose fait une interaction favorable avec unet@ene hydrophobe de la protéine. En I'absence
de fucose, quatre molécules d’eau remplacent lggemes O2, O3, O4 des groupes hydroxyle et
O5 du cycle pyranose (Lores al, 2003) (fig. 3.3).

3.3. Bases moléculaires et thermodynamiques dautelaffinité

(Article n°1)

Des premiers tests d’inhibition d’hémagglutinatioet de dialyse a I'équilibre ont révélé une
affinité micromolaire de la lectine PA-IIL pour le-fucose (Garberet al, 1987). Afin de
comprendre les raisons de cette forte affinité peducose, la structure de la lectine PA-IIL co-
cristallisée avec du fucose et du calcium a étéroghée a la résolution de 1.0 A (Mitchetlal,
2005). Grace a ces données de résolution atomiguesitionnement des atomes d'hydrogene
dans le site de reconnaissance, et le réseauisienbahydrogéne ont été modélisés. Ainsi, le rble
stabilisateur d'une molécule d'eau particuliéretgmainle fucose avec la chaine principale de la
protéine a été identifié. Le calcul des chargasiglles, en utilisant des méthodes informatiques
ab initio a réveélé une forte délocalisation des charge éedratomes de calcium, le fucose et les
chaines latérales aspartate et glutamate. Cett®dmpa rationalisé le réle trés spécifique des
deux ions calcium dans ce mode de reconnaissahebiinel. lls fournissent une délocalisation
des charges, et sont responsables d’une forteilwotidn enthalpique d’interaction. De plus, leur
désolvatation lorsque le ligand vient se fixer, rfou une contribution entropique favorable,

rarement observée lors d’interactions protéineesucr

3.4. Spécificité pour d’autres monosaccharidéstidle n°2)

Les tests d'inhibition ont démontré que plusieursnosaccharides pouvaient également étre
reconnus par PA-IIL avec une affinité décroissanfacose (Fuc) >.-galactose (L-Gal) -

arabinose (Ara) > |l®-fructose (Fru) >>-mannose (Man) (Garber, Guemglal, 1987). Tous
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ces monosaccharides présentent soit une configaraialactg soit une configuration-manno
Toutes deux présentent deux groupements hydroxgdatériaux et un groupement hydroxyle
axial lorsque le cycle pyranose est respectivendemts une conformatiofC, et “C,. Cette
combinaison d’orientations des groupements hydexglavére indispensable pour la

coordination des deux ions calcium.

OH
HO

OH
Configurationgalacto Configurationmanno
SérieL, conformationC, SérieD, conformatiorfC;
(@] R,
R 3 O R1 H 3 O Ra
A OH 5 OH
HO 2 HO 4
OH OH
Monosaccharide R, R, Monosaccharide R, R,
a-L-Galactopyranose H CH,OH B-D-Mannopyranose H CH,OH
a-L-Galacturonic acid H COOH B-D-Mannuronic acid H COOH
a-L-Fucopyranose H CHs; B-D-Rhamnopyranose H CHs;
B-D-Arabinopyranose H H B-D-Lyxopyranose H H
B-D-Fructopyranose CH,OH H B-D-Tagatopyranose CH,OH H

Figure 3.4. Représentation graphique des différents monosaittds contenant le motif
structural impliqué dans la coordination des atordescalcium. Les groupes hydroxyle impliqués
sont surlignés en rouge. Une rotation de 180° demasaccharides de la série-manno
positionne les groupes OH dans la méme orientajioe ceux de la sériegalacto (Sudakevitz et
al., 2004)

Les structures cristallines, déterminées pour desptexes avec do-mannose et do-fructose
confirment les bases moléculaires de la largeigée de PA-IIL (Loris et al, 2003). Nous

avons souhaité comparer les modes de liaison dissnronosaccharides ayant I'affinité la plus
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élevée pour PA-IIL, a savoir : lesFuc,L-Gal etb-Ara, qui difféerent uniquement par la nature du

groupe situé en C5. Deux structures cristallinedit@mhnelles ont été déterminées a haute
résolution pour les complexes avea lgalactose et Ie-arabinose. La constante d’affinité ainsi

qgue les grandeurs thermodynamiques associées antetaction ont été évaluées puis corrélées
avec les données structurales existantesaileFuc est le meilleur ligand en raison d'une

interaction hydrophobe due au groupement methg®et a un pont hydrogéne faisant intervenir
I'oxygene O1 du fucose (cf. article 2).
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(Article n°1)

High affinity fucose binding of Pseudomonas aeruginodactin PA-IIL:
1.0 A resolution crystal structure of the complexcombined with

thermodynamics and computational chemistry approachs

Mitchell EP,Sabin C, Snajdrova L, Pokorna M, Perret S, Gautier C,
Hofr C, Gilboa-Garber N, Koca J, Wimmerova M, ImigeA.

PROTEINS : Structure, Function, and Bioinformat8¢3): 735-46 (2005)
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High Affinity Fucose Binding of Pseudomonas aeruginosa
lectin PA-IIL: 1.0 A Resolution Crystal Structure of the
Complex Combined with Thermodynamics and
Computational Chemistry Approaches

Edward P. Mitchell,! Charles Sabin,"? Lenka Snajdrova,>? Martina Pokorna,* Stéphanie Perret,?
Catherine Gautier,? Ctirad Hofr,* Nechama Gilboa-Garber,? Jaroslav Koéa,> Michaela Wimmerova,>° and

Anne Imberty?>”
1E.S.R.F. Experiments Division, Grenoble, France

2CERMAYV - CNRS (affiliated with Université Joseph Fourier), Grenoble, France

SNCBR, Masaryk University, Brno, Czech Republic

4Institute of Biophysics, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno, Czech Republic

5Bar-Ilan University, Faculty of Life Sciences, Ramat Gan, Israel

SDepartment of Biochemistry, Masaryk University, Brno, Czech Republic

ABSTRACT PA-IIL is a fucose-binding lectin
from Pseudomonas aeruginosa that is closely related
to the virulence factors of the bacterium. Previous
structural studies have revealed a new carbohydrate-
binding mode with direct involvement of two calcium
ions (Mitchell E, Houles C, Sudakevitz D, Wimmerova
M, Gautier C, Peréz S, Wu AM, Gilboa-Garber N,
Imberty A. Structural basis for selective recognition
of oligosaccharides from cystic fibrosis patients by the
lectin PA-IIL of Pseudomonas aeruginosa. Nat Struct
Biol 2002;9:918-921). A combination of thermody-
namic, structural, and computational methods has
been used to study the basis of the high affinity for the
monosaccharide ligand. A titration microcalorimetry
study indicated that the high affinity is enthalpy
driven. The crystal structure of the tetrameric PA-ITL
in complex with fucose and calcium was refined to 1.0
A resolution and, in combination with modeling, al-
lowed a proposal to be made for the hydrogen-bond
network in the binding site. Calculations of partial
charges using ab initio computational chemistry meth-
ods indicated that extensive delocalization of charges
between the calcium ions, the side chains of the
protein-binding site and the carbohydrate ligand is
responsible for the high enthalpy of binding and
therefore for the unusually high affinity observed for
this unique mode of carbohydrate recognition.
Proteins 2005;58:735-746. © 2004 Wiley-Liss, Inc.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; lectin; fu-
cose; cristallography; thermodynamics;
quantum chemistry

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacterium
that is found in various environments including soil,
water, and vegetation. It is also an opportunistic pathogen,
responsible for numerous nosocomial infections in immuno-
compromised patients. The bacteria colonize patients suf-
fering from a number of chronic lung diseases, particularly

© 2004 WILEY-LISS, INC.

those under assisted ventilation. Their infections are
frequently fatal for cystic fibrosis patients. The airway
epithelia glycoconjugates and the abundant mucins of CF
patients are known to be modified and serve as attachment
points for P. aeruginosa.'® For this reason, the different
carbohydrate-binding proteins of these bacteria (pilin,
flagellin, and non-pili lectins) are of high interest for their
role in host recognition and specific adhesion. Under
certain culture conditions, P. aeruginosa expresses two
intracellular lectins, PA-IL and PA-IIL, specific for galac-
tose and fucose, respectively.* The two lectins consist of
four subunits of 12.7 kDa® and 11.7 kDa,® respectively.
These lectins, which do not display sequence similarity,
are mainly associated with the inner membrane of the
bacteria,” but can also be exposed at the surface.®

The present study focuses on PA-IIL, the fucose-binding
lectin that recently attracted much attention.® In hemag-
glutination inhibition tests, the strongest monosaccharide
derivative inhibition was obtained with p-nitrophenyl-a-L-
fucose followed by L-fucose > L-galactose > Dp-arabinose >
D-fructose, and D-mannose while D-galactose was not ac-
tive.'® PA-IIL is characterized by high affinity for L-
fucose'® with an association constant (K_) of 1.6 X 10°
M. Such micromolar affinity range is very unusual
among lectin-monosaccharide interactions where the milli-
molar range is more commonly observed. PA-IIL has been
the subject of two crystallographic studies®!! that yielded

Abbreviations: CF, cystic fibrosis; PA-IL, Pseudomonas aeruginosa
first (galactose-binding) lectin; PA-IIL, Pseudomonas aeruginosa sec-
ond (fucose-binding) lectin

The Supplementary Materials referred to in this article can be found
at http:/www.interscience.wiley.com/jpages/0887-3585/suppmat/
index.html. Included is a table of charges similar to Table V but for
other calculation methods (HF and Mulliken).
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several structures: in addition to the native lectin and the
calcium-free one, complexes with three monosaccharides
L-fucose, D-mannose, and D-fructopyranose have been de-
scribed. In the PA-IIL/fucose complex,! the fucose residue
locks onto a pair of calcium ions with three of its hydroxyl
groups participating in the coordination of these cations.
Such a protein/carbohydrate binding mode has never been
observed before. The different orientation of mannose and
fructose in complex with the lectin® yielded isosterical
arrangements of three sugar hydroxyl groups in direct
contact with the calcium ions. More recently, a sequence-
related protein purified from the plant pathogenic bacte-
rium Ralstonia solananacearum, RS-IIL, has been cocrys-
tallized with mannose and the structure displays the same
peculiar role for a pair of calcium ions in the binding site.'?

The presence of the two calcium ions in the binding site
appears to be the clue for the two particularities of PA-IIL:
the weak specificity and the high affinity. The weak
specificity has been fully characterized by crystallography
and the requirement for the particular stereochemistry of
two equatorial and one axial hydroxyl groups is now well
established'? and leads to a number of sugars being able to
bind. The aim of the present work was to investigate the
high affinity of PA-IIL for fucose. The thermodynamic
basis of the affinity has been studied by analyzing en-
thalpy and entropy contributions while the atomic basis is
characterized fully by the 1.0 A resolution crystal struc-
ture of the complex. Further rationalization is brought by
the study of charge distribution carried out with ab initio
calculations. This combination of structural and thermody-
namic approaches could serve for further development of
anti-adhesion therapeutics against P. aeruginosa infec-
tions.

MATERIALS AND METHODS
Construction of Plasmid for Expression of PA-IIL

The oligonucleotides used as primers were as follows:
5'-GGA GAT ACC ATA TGG CAA CAC AAG GAG-3’
(27-mer) and 5’-TTC CAA GCT TCT AGC CGA GCG G-3'
(22-mer). The former is designed for the introduction of
Ndel and the latter for HindIII restriction sites, respec-
tively. The PCR was performed by using Taq polymerase
(Qiagen, GmbH, Germany) and template DNA from
Pseudomonas aeruginosa ATCC 33347. After digestion
with Ndel and HindIII, the amplified fragment was intro-
duced into multiple cloning site of pET-25(b+) vector
(Novagen, Madison, WI) resulting in plasmid pET25pa2l.

Expression and Purification of PA-IIL

E. coli BL21(DE3) cells containing the plasmid
pET25pa2l were cultured in 1 L of Luria broth (LB) at
37°C. When the culture reached an optical density of
0.5-0.6 at 600 nm, iso-propyl-B-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) was added to a final concentration of 0.5 mM. Cells
were harvested after 3 h incubation at 30°C, washed and
resuspended in 10 ml of the buffer (20 mM Tris/HCI, 100
mM NaCl, 100 pM CaCl,, pH 7.5). The cells were dis-
rupted by sonication (Soniprep 150, Schoeller instru-
ments, GB). After centrifugation at 10,000 g for 1 h, the

E.P. MITCHELL ET AL.

supernatant was further purified on D-Mannose Agarose
(Sigma-Aldrich, USA). PA-IIL was allowed to bind to the
immobilized mannose in the equilibrating buffer (20 mM
Tris/HCI, 100 mM NaCl, 100 uM CaCl,, pH 7.5) and then
was eluted by the elution buffer (20 mM Tris/HCl, 100 mM
NaCl, 100 pM CaCl,, 0.1 M mannose, pH 7.5). The purified
protein was intensively dialyzed against distilled water for
1 week (for the removal of b-mannose), concentrated by
lyophilization and kept at —20°C.

Hemagglutination Activities and Their Inhibition

Samples (0.05 ml) of the native and recombinant PA-IIL
solutions, each at a concentration of 1 mg per ml, were
serially twofold diluted with 0.05 ml saline. Then 0.05 ml
of 5% suspension of papain-treated type O human erythro-
cytes* was added to each tube. Following a short shaking
and 30 min at room temperature the tubes were centri-
fuged for 30 s (1000X) and the hemagglutination was
examined. For the inhibition test L-fucose and p-mannose
solutions at 0.15 M concentration were serially twofold
diluted in 0.05 ml saline for each lectin preparation
analysis. 0.05 ml of each lectin preparation at the dilution
giving a titer of 1:32 was added to each tube in the
respective series. After 30 min at room temperature 0.05
ml of the erythrocyte suspension was added to each tube
and the hemagglutinating activity was examined as de-
scribed above.

Microcalorimetry Experiments

Titration calorimetry experiments were performed us-
ing two different systems, a Microcal VP-ITC microcalori-
meter (Microcal, Northampton, MA) and CSC4200 (Calori-
metry Sciences Corp.), respectively. All titrations were
performed in 10 mM Tris.HCI buffer containing 0.1 M
NaCl and 1-3 mM CacCl,, at different pH as specified in
Table II. Aliquots of 4 or 5 pl of each carbohydrate,
dissolved in the same buffer, were added at 4 min intervals
into the lectin solution present in the calorimeter cell. In
the titrations, the protein concentration in the cell varied
from 0.078 to 1 and 0.20 to 0.25 mM for Microcal VP-ITC
(cell volume = 1411 pl) and CSC4200 (cell volume = 1300
wl), respectively. The sugar concentration in the 250 pl
syringe was 10 to 20 times higher than the protein
concentration used in the experiment (typically 1 and 4-5
mM for Microcal VP-ITC and CSC4200, respectively). The
temperature of the cell was controlled to 25 + 0.1°C. Data
from a control experiment performed by identical monosac-
charide injections into the cell containing only a buffer
were subtracted prior to data analysis. Integrated heat
effects were analyzed by nonlinear regression using a
single site-binding model (Microcal Origin 5.0 and Bind-
works 3.0). Fitted data yielded the binding constant (K,)
and the enthalpy of binding (AH,). Other thermodynamic
parameters, i.e., changes in free energy, AG,,, and entropy,
AS,,, were calculated from equation

AGb = AHb - TASb = - RTanb

where T is the absolute temperature and R = 8.314
J.mol 1K ! At least two independent titrations were
performed for each ligand tested.
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TABLE I. Data Collection and Refinement Statistics

Data Collection and Phasing
Wavelength (A)
Resolution (A) )
Highest resolution shell (A)
Completeness (%)
Space group
a, b, c(A)
B()
Measured reflections
Unique reflections
Average multiplicity
Nb of passes (low and high)
RMerge (%)
Average I/o(I)
Wilson B-factor (A?)
ACORN phasing statistics
Correlation coefficient
R factor

Refinement .
Resolution range (A)
Nb of reflections
Protein atoms
Residues modelled with multiple locations
Water molecules
Solvent ions
Metal ions
Ligands
R
Rfree
Cruickshank’seDPI based on maximum likelihood (A)
Average B, (A)
All atoms
Main chain
Side chain and water
RMS Deviation from ideality
Bond (A)
Angles (degrees)
Percent of refl. for Ry
Residues with alternative conformations
Double

Triple

0.934
1.0

1.00 — 1.04
97.7(94.3)

P2,

52.735, 72.827, 54.747
94.21

706877

216831

33(29)

2

0.063 (0.228)
5.0(2.8)
6.6

0.38 (166355 medium E reflections)
0.44 (166355 medium E reflections)

30-1.0

212499

3308

27

682 (59 with occupancy 0.5)
2 sulfate groups
8Ca?*

4 fucose residues
0.1146

0.1351

0.023

13.1
8.8
16.7

0.015
1.89
3% (4332 reflections)

A31,A41,A46,A60,A62, A68,A77,B29,B46, B53,B68,B77,
C13,029, C59,C77,082,D13, D41,D66,D68,D77.
A81,B81,C81,D16,DS1.

Crystallization and Data Collection

Lyophilized purified PA-IIL was dissolved in water (10
mg ml~ ') in the presence of fucose (250 ug ml™1), and salts
(ZnCl,, CaCl,, MgCl, at 2 mM). Crystallization trials were
performed with Hampton crystallization screens I and II
(Hampton research, Laguna Nigel, CA) using the hanging
drop technique. After optimization of conditions, hanging
drops were prepared using 2.5 pl of this preparation and
2.5 pl of the reservoir solution consisting of 1.75 M
ammonium sulphate in 0.1 M Tris HCI (pH 8.5), and stored
at 20°C. Crystals grew in a rectangular form to maximum
dimensions of 0.3 X 0.3 X 0.5 mm? after one month. They
belong to space group P2; with unit cell dimensions of a =
52.735 A, b = 72.827 A, ¢ =54.747 A, and B = 94.21° at
100K. The asymmetric unit is a tetramer, corresponding to
aV,, 1.75 A Da ! and a solvent content of 29%.

A crystal was cryo-cooled at 100 K, after soaking it for as
short a time as possible in glycerol 25% v/v in the precipi-

tant solution. All data images were recorded on an ADSC
Q4R CCD detector (Quantum Corp.) on the fixed energy
beamline ID14-2 at the ESRF (Grenoble, France). To avoid
the loss of the strongest reflections owing to saturation,
two sets of data, at low and high resolution, were collected
in that order on the same crystal. For the high resolution
data the detector was positioned as close as permitted on
ID14-2. This did mean that the full resolution available
from the crystal was not collected and resulted in a high
resolution bin R,,c,q. 0f 22.8%. Measurements were made
at a single X-ray wavelength of 0.934 A. Data were
processed with the HKL Suite'® and scaled and converted
to structure factors using the CCP4 program suite'* (see
Table I for data collection and diffraction data statistics).

Structure Determination

Phasing was performed with ACORN,'® using only the
position of five of the calcium ions from the crystal
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structure of PA-ITL/fucose complex previously solved at 1.3
A resolution.* No reflections were omitted for the pur-
poses of calculating the normalized structure factors for
input to ACORN. Using the ACORN phases, an initial
structure was built automatically using ARP/warp!® to
give 440 residues out of a total of 456 for the asymmetric
unit cell. The structure was edited using the program O'”
to add missing residues, calcium ions, and fucose ligands
that were clearly defined in the electron density maps.
This model was then subjected to 20 cycles of refinement in
REFMAC'® yielding R,y of 20.10% and R, of 21.80%.
After several cycles of REFMAC refinement with isotropic
B-factors, including automatic water molecule placement
using ARP/warp, manual rebuilding with O, addition of
riding hydrogens in REFMAC, and construction of alterna-
tive conformations of side chains, R, and Ry, values
respectively decreased to 15.91% and 16.89%. In the next
stage, refinement including anisotropic B-factors and riding
hydrogens on all protein and fucose groups except hy-
droxyl moieties, was performed with SHELXL.'® Addi-
tional water molecules were placed on the basis of Fo-Fc
difference maps. Water molecules were added if the elec-
tron density was greater than three sigma and the hydro-
gen bonding network was sensible. In a number of cases
the water molecules, though clearly present, were less
than 2.0 A apart and for these two water molecules, each
with an occupancy of 0.5, were positioned in the model.

In order to study the protonated state of the aspartic and
glutamic acids in the binding site, the last cycles of
refinement were conducted without stereochemical re-
straints on the carbon-oxygen bond lengths and bond
angles of the carboxylate groups. This resulted in a final
model of 456 residues with four fucose molecules (one per
monomer), eight calcium ions (two per monomer), 682
water molecules of which 59 have a half occupancy, two
sulfate ions with R, of 11.46% and Ry, of 13.51% at 1.0
A resolution (Table I). Additionally, the last six cycles of
SHELX refinement were performed in parallel without the
hydrogen atoms modeled on the fucose ligands in order to
create an omit map and give a gauge for visualizing the
binding site hydroxyl hydrogens (which had never been
modeled during the refinement). Coordinates for the 1.0 A
resolution X-ray structure of PA-IIL/fucose complex have
been deposited in the Protein Data Bank?® with the code
1UZV.

Location of Hydroxyl Groups by Molecular
Modeling

The hydrogen bond network in the binding site was built
using the molecular graphics package Sybyl.2! Hydrogen
atoms on carbons were added geometrically in their riding
position. Hydrogens of carbohydrate hydroxyl groups (02,
03, 04 and 06) and protein (OG or Ser23) were oriented
towards the closer acceptor carboxylate group, when
present. Several orientations were tested for the water
molecules in order to optimize the resulting hydrogen-
bond network. Finally, partial charges were added accord-
ing to the parameterization developed previously for pro-
tein—carbohydrate interactions®? for the Tripos force-
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field®® and the positions of all hydrogen atoms of the
binding site were optimized.

Quantum Chemical Calculations

Quantum-chemical calculations were performed on a
selected part of the 1.0 A crystal structure of PA-IIL/
fucose, with hydrogen atoms located as described above.
The ligand-site amino-acid residues Asn21, Ser23, G1u95,
Asp96, Asp99, Aspl01, Asn103, Asp104 from the A-chain
and Glyl114 (from the B-chain) were included in all the
calculations. Two calcium ions, one fucose residue and one
water molecule that create a hydrogen-bond bridge be-
tween the fucose and the protein were also included.

As the first step, the geometry was optimized to ensure
that the X-ray structure would be correctly reproduced by
quantum chemical calculations. Because of the size of the
system (138 heavy atoms), the initial geometry optimiza-
tions were performed by semi-empirical methods. All
optimizations were carried out with the program
MOPAC2002%* using eight different combinations of meth-
ods and techniques: two semi-empirical methods, AM12°
and PM32627 were combined with two SCF procedures,
conventional or MOZYME, and two optimizers, BFGS or
EF. The following optional keywords were used: GEO-OK,
MMOK, NOXYZ, and NODIIS. The optimizations were
performed with both 1.3 A and 1.0 A resolution structures.
The data analysis was performed using the program
TRITON.28 The best results, with the lowest RMSD differ-
ence between the calculated and X-ray data, were obtained
by the combination of PM3/EF with conventional SCF
procedure. This procedure was therefore used for optimiz-
ing the binding site geometry. In order to render the
computation less demanding, all backbone atoms were
removed, except for Asn21, replacing the Ca atoms by
methyl groups. The population analysis on the ab initio
level was performed on the binding site with no hydrogen
atoms added on the aspartate and glutamate groups,
leading to a net charge of —2 for the system. Identical
calculations were repeated for different protonation states,
adding one or two hydrogen atoms on selected acetate
groups. Mulliken population analysis® and the population
analysis based on the electrostatic potential (ESP) with
the subsequent RESP procedure3®-3! were performed on
this reduced binding site model. The population analyses
were based on two different single-point ab initio calcula-
tions, performed at the HF/6-31G** level, and the DFT
B3LYP/6-31G** level. All the ab initio calculations were
performed using the program Gaussian98.32

Data Mining of Similar Sequences

Blast searches®® were performed on general databases
(www.infobiogen.fr) as well as on microbial databases
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils) both at the peptide
and DNA sequence levels. When only DNA sequences were
available, they were translated starting from the first ATG
motif upstream. Peptide sequence alignments were per-
formed using Clustalx®* and displayed with Genedoc.>®
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Fig. 1. Titration calorimetry results of L-Fuc (0.78 mM) binding to

PA-IIL (0.08 mM) in 10 mM Tris buffer containing 100 mM NaCl and 3 mM
CaCl, (pH 7.5), at 25°C. Top: data obtained from 28 automatic injections,
10 pl each, of L-Fuc, into PA-IIL in the cell. Bottom: plot of the total heat
released as a function of total ligand concentration for the titration shown
above (squares). The solid line represents the best least-square fit for the
obtained data.

RESULTS
Comparison of Hemagglutination Activity of
Recombinant and Native PA-IIL

The hemagglutinating titers of both the native and
recombinant lectin preparations were almost the same,
1:256-1:512. The hemagglutination appeared more rap-
idly with the recombinant lectin. Both lectin preparations
also showed similar carbohydrate affinities: being inhib-
ited by fucose dilution up to 0.147mM (11 tubes) and by
mannose dilution up to 4.7 mM (5—6 tubes).

Thermodynamic Data

The results of a typical microcalorimetry experiment are
displayed in Figure 1, showing a steep decrease in the
exothermic heat of binding while saturation is achieved.
The values of binding affinity K, binding enthalpy AH,
and stoichiometry per monomer n have been obtained by
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fitting a classical equation for single-site binding.?¢ The
thermodynamic parameters, free energy, and entropy of
binding, AG, and AS,, were calculated as indicated in the
experimental section. The data obtained under different
experimental conditions are listed in Table II. Depending
on the pH and conditions of measurement, the binding
affinity varied between 120 to 180 10° M™%, corresponding to
dissociation constants ranging between 5.6 to 8.3 107¢ M.
The experiments performed on the CSC and MicroCal
calorimeters gave slightly different values for the stoichiome-
try of the interaction. While an occupancy of almost one
fucose per monomer was measured on the Microcal, for the
other machine only 75% saturation was obtained. This could
be ascribed either to some defects in the protein preparation,
with one monomer inactivated, or to problems due to the
need of higher protein concentration and/or due to the lower
sensitivity of the CSC microcalorimeter. Nevertheless, this
does not affect the evaluation of the thermodynamic parame-
ters. In all measurements, a high enthalpy of binding (AH,, ~
—27.5 kJ/mol) was observed. The entropy contribution is weak
but slightly favorable (TAS, ~ 2 kJ/mol), contributing to less
than 7% of the free energy of binding (AG,, ~ —29.5 kJ/mol).

Analysis of the Binding Site in the Very High
Resolution Crystal Structure

The crystal structure of the PA-IIL/fucose complex re-
fined at 1.0 A resolution displayed the same overall
features [Fig. 2(A)] as those previously refined at 1.3 A
resolution in the same P2, space group'' and refined at 1.2
A resolution in P2,2,2, space group.® In addition to the
eight calcium ions, and four fucose ligands, 682 water
molecules and two sulfate ions have been refined; 27 amino
acids were modeled with two or three conformations.

Each monomer is characterized by a calcium and fucose
binding site made up primarily by one long beta-hairpin
loop with the participation of a shorter loop and of the
C-terminal acidic group at Glyl1l4 of the neighboring
monomer. The high resolution allows a detailed analysis of
the site. Distances of interest for both the coordination of
the two calcium ions, both hepta-coordinated, and the
binding of fucose are given in Table III. The two calcium
ions are very close to each other, with distances varying
from 2.73 to 2.75 A in the four monomers.

Figure 2(B) illustrates the quality of the electron density
map at the ligand site. The omit Fo—Fc difference map
allows all of the aliphatic hydrogen atoms of fucose to be
located. The difference map contour around the hydrogen
at C-1 also indicates that a minority population of fucose
adopts the B-configuration, though this was not modeled.
The hydroxyl hydrogen atoms are of the greatest interest
since they are involved in the hydrogen-bond network
between the fucose residue and the protein side chain.
Unfortunately only one of three hydroxyl groups can be
oriented from the density map. As seen in Figure 2(B), the
hydrogen atom of the O-2 hydroxyl group points towards
oxygen OD1 of the Asp96 side chain.

Since not all hydrogen atoms can be identified clearly, it
is not possible to conclude from the X-ray electron density
maps alone the protonation state of the acidic groups
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TABLE II. Thermodynamics—ITC for PA-IIL with Fucose’

Calcium Kb 10° —-AG —AH —AS —TAS
pH (mM) M1 n (keJ/mol) (kdJ/mol) (J/mol. K) (kdJ/mol)
Exp 1—fucose® 7.4 4 12(+0.1)  0.78(+0.02) 29.0 (= 0.1) 27.7(+ 0.5) -41(x1.8) -1.3(x0.5)
Exp 2—fucose® 8.5 1-3 1.6(*+0.2) 0.79 + (0.06) 29.6 (= 0.3) 275(+14) —7.1(+3.7) —-2.1(+0.1)
Exp 3—fucose® 7.5 3 1.8(*+0.2) 1.05 = (0.02) 299 (*+ 0.2) 27.3(+0.3) =59(x1.7) —2.6(+04)

"Experiments 1 to 8 have been conducted using different batches of recombinant protein. Values in parentheses are standard deviations from at

least two separate titrations.
“Data from CSC ITC microcalorimeter.
PData from a Microcal VP-ITC microcalorimeter.

TABLE III. Geometrical Details of the Four Binding Sites (Distances in A) in the 1.0-A Resolution Crystal Structure

of PA-ITL/Fucose Complex"
Chain A Chain B Chain C Chain D

Interactions between the calcium ions and the protein.
Ca-1 Asp101.0D1 2.37 2.37 2.37 2.36
Ca-1 Glu95.E1 2.46 2.46 248 245
Ca-1 Glu95.E2 241 2.42 2.42 241
Ca-1 Asp99.0D1 2.36 2.36 2.37 2.38
Ca-1 Asp104.0D2 242 241 241 241
Ca-2 Asn21.0 2.38 2.39 2.37 2.39
Ca-2 Asp101.0D2 241 241 2.42 243
Ca-2 Asn103.0D1 2.34 2.34 2.33 2.33
Ca-2 Asp104.0D1 2.35 2.35 2.36 2.34
Ca-2 Gly114.0* 2.42 244 243 241
Interactions between the calcium ions and the fucose residue.
Ca-1 02 2.51 2.49 2.51 2.48
Ca-1 03 2.47 2.48 2.48 2.48
Ca-2 03 248 249 2.50 2.46
Ca-2 04 2.49 2.51 2.48 2.50
Direct interactions between the fucose residue and the protein.
02 Asp96.0D1 ##* 2.67 2.66 2.62 2.66
03 Asp99.0D1 2.98 3.00 2.94 3.00
03 Asp99.0D2 ¥ 2.55 2.57 2.55 2.58
03 Aspl101.0D1 2.95 2.94 2.96 2.96
03 Asp101.0D2 2.94 2.94 2.94 2.92
03 Asp104.0D2 2.99 3.01 3.02 2.99
04 Asn21.0 3.01 3.11 3.07 3.03
04 Gly114.0XTa#* 2.53 2.55 2.58 2.58
05 Ser23.N ##* 2.92 2.96 2.95 2.98
C-Me Thr45.CG2 4.06 4.27 4.09 4.07
Interactions between the fucose residue and the protein via water molecules.
01 Wat_1 ##* 3.16 3.27 3.13 3.27
02 Wat_1 *** 3.00 3.04 3.13 3.04
01 Wat_2 *#* 2.76 2.70 2.75 2.76
Wat_1 Thr98.N *#* 2.90 2.97 2.90 2.93
Wat_1 Asp99.N *## 3.32 3.18 3.28 3.16
Wat_2 Ser23.0G *#* 2.68 2.711 3.32 2.62

"The three stars indicate distances with geometrical feature in agreement with existence of a hydrogen bond.

2C-terminal residue from the other monomer.

involved in ligand binding. Nevertheless, due to the high
resolution of the data (around 5.6 observation per parame-
ter during anisotropic B-factor refinement), it was possible
to perform 20 refinement cycles without stereochemical
restraints on the bond lengths of the COO groups in the
ligand site and to analyze the differences, if any. There are
few differences between the four monomers of the asymmet-
ric unit, and therefore only the average bond lengths are
listed in Table IV. Larger average bond length differences
are observed for Asp99 (1.22 A for CD-OD1 vs. 1.27 A for

CD-0D2). This can be compared to values of 1.24 and 1.32
A observed for COOH observed in the atomic resolution
endocellulase crystal structure.®” The C-O bonds of the
fucose site carboxylates, bar Asp99, refine to lengths
between 1.25 and 1.27 A which are compatible with no
protonation of those groups (the estimated average coordi-
nate error being 0.023 A). Further comparison of the
molecular model with the protonated structure of the
binding site, as treated by computational chemistry ap-
proaches are discussed below.
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Modeling of Hydrogen-Bond Network

Where it is assumed, accordant with the X-ray data,
that none of the aspartate and glutamate side chains of
the binding site are protonated, the modeling study
arrives at only one possible network of hydrogen bonds
between the sugar and the protein. The most buried
hydroxyl groups of fucose, i.e., O3 and O4, donate a
hydrogen bond to Asp99.0D2 and Gly114*.0OXT, respec-
tively. The third hydroxyl group, O2, also donates a
hydrogen bond to an acidic group, i.e., to OD1 of Asp96,
this hydrogen bond being the only one that could be
identified from the X-ray data. With the participation of
the backbone NH of Ser23, that gives a hydrogen to the
fucose ring oxygen O5, this gives a total of four direct
hydrogen bonds that can be modeled unambiguously
between the protein and the sugar [Fig. 2(C)]. The
hydrogen atoms of the conserved water molecule Wat1l
could also be modeled: the orientation of the water
molecule could be deduced from the facts that it receives
two hydrogens from NH of Thr98 and Asp99 and that it
donates one hydrogen to the O2 hydroxyl of fucose. The
second hydrogen of the same water molecule can then
point to O1 of fucose. The special location of this water
molecule seems to allow the water to stabilize the tip of
the calcium-carbohydrate binding loop made up of 14
amino acids in a beta-hairpin motif. This particular
water is conserved in all PA-IIL/fucose complexes (all
four monomers, 1.3 and 1.0 A resolution). Its special role
in maintaining the conformation of the loop is illus-
trated by the fact that it is also conserved in the native
PA-IIL structure, but not in the demetallized one, in
which the calcium-binding loop is partially disordered.®

The second water molecule, Wat2, that stabilizes the
alpha configuration of fucose by bridging the anomeric
oxygen atom to the side chain of Ser23 is not so well
conserved in all monomers and splits in two close sites
(modeled at 0.5 occupancy each) in one of them. As a
consequence, there are several possibilities for orienting
the protons between the Ser23.0G, Wat2 and O1 of fucose
and the network shown in Figure 2(C) represents only one
possibility.

The proposed network displayed in Figure 2(C) results
in the formation of seven direct or indirect hydrogen bonds
between one monosaccharide and the protein.

Fig. 2. Structure of the 1.0 A resolution structure of the PA-IIL/fucose
complex. A: Ribbon representation of the tetramer consisting of the
asymmetric unit with stick representation of sugar and sulfate and cpk
representation of the calcium ions. B: Final sigma weighted 2F —F,
electron density map (blue color contoured at 4 o) around the monosac-
charide residue, water molecules and calcium ions and sigma weighted
F.—F. omit map (green color contoured at2.5 o) after six cycles of
refinement omitting the hydrogen atoms riding the fucose carbons. C:
Interactions of PA-IIL with calcium ions and fucose with modeled hydro-
gen atoms. Coordination contacts are indicated by orange solid lines and
hydrogen bonds by green dashed lines. The * symbol indicates the
terminal glycine from the other monomer. All molecular drawings were
prepared with MOLSCRIPT®® and RASTER-3D.**
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TABLE IV. Carbon-Oxygen Bond Lengths in PA-IIL Binding Site

Length from ab initio calculations, A

Length from Non- Gly114*- Asp96- Both
Residue C—O bond X-ray data A* protonated protonated protonated protonated
N21 O 1.25 1.23 1.23 1.23 1.23
N103 OD1 1.23 1.24 1.24 1.24 1.25
G114 (0] 1.27 1.25 1.25 1.25 1.25
OXT 1.27 1.26 1.33" 1.26 1.33°
E9% OE1l 1.26 1.27 1.27 1.27 1.27
OE2 1.27 1.27 1.27 1.28 1.28
D96 OD1 1.25 1.27 1.26 1.34° 1.34°
OD2 1.26 1.25 1.26 1.22 1.22
D99 OD1 1.22 1.27 1.27 1.28 1.27
OD2 1.27 1.26 1.26 1.25 1.26
D101 OD1 1.26 1.27 1.27 1.27 1.28
OD2 1.25 1.27 1.28 1.27 1.28
D104 OD1 1.25 1.28 1.29 1.27 1.28
OD2 1.27 1.27 1.26 1.27 1.26

fComparison between crystallographic data and models calculated using semi-empirical methods for different protonation states.
2Average over the four monomers. Standard deviations less than 0.02 A.

PProtonated oxygen atom.

Prediction of Protonation State by Ab Initio
Calculations

As described above, the PA-IIL binding site is character-
ized by the presence of six carboxylate groups that are
involved in the binding of two calcium ions. Since there are
no amino acids that are likely to be positively charged in
the close vicinity of the binding site and assuming zero
protonation of the carboxyl groups, the overall charge of
the site is expected to be —2. In order to confirm the
crystallographic data indicating the absence of protona-
tion, semi-empirical calculations were performed on the
binding site in different ionization states. The following
residues could potentially be protonated: Glu95, Asp96,
Asp99, Asp101, Asp104, and Gly114B. Since both oxygens
of Glu95, Asp101, and Asp104 are coordinated by calcium
ions, they were excluded. Also Asp99 is unlikely to be
protonated because the only position of a hydrogen would
be in steric hindrance with O3 hydroxyl group of fucose.
Therefore, the most probable candidates for protonation
are the C-terminus carboxylate of Gly114B and the Asp96
residue. Four different systems were constructed and
optimized: the fully deprotonated structure (i.e., none of
the carboxyl groups of the binding site was protonated)
with a net charge of —2, two systems with net charges of
—1 (one with Gly114B protonated, the other with Asp96
protonated), and one system with a zero net charge (with
both Gly231 and Asp96 protonated). In all the above
calculations, the original X-ray structure was correctly
reproduced with low RMSD (see Table IV) except for the
structural details described below. Analysis of the result-
ing geometries (Table IV) indicates that the computed C-O
bond lengths are indeed dependent upon the protonation
state with bond length varying from 1.27 (+/—0.03) A for a
delocalized carboxylate C-O bond to 1.33 (+/—0.01) Afora
carboxylic C-OH bond. These lengths can be compared
readily to the experimentally measured values in very
high resolution crystal structure of endocellulase that

contains one protonated glutamate with C-O and C-OH
distances of 1.24 and 1.32 A, respectively.?” Comparison of
the X-ray derived distances with the calculated ones
indicates that only the calculation performed without any
protonation is in agreement with experimental values.
The binding site has been therefore considered as nonpro-
tonated for the rest of the study.

Calculation of Charge Distribution by Ab Initio
Calculations

Charge distribution has been calculated on a mini-model
of the site as described in the experimental section.
Mulliken and RESP charges were calculated using various
methods and levels of theory and on different systems:
isolated fucose, the binding site of PA-IIL without any
ligand, the binding site of PA-IIL with two Ca®" ions and,
finally, the binding site of PA-IIL with two Ca®" ions and
either a fucose residue or three water molecules (the water
molecules replacing the 02, 03, and O4 atoms of fucose)
(Table V). The Mulliken scheme does not separate greatly
the above different scenarios of the binding site (data in
Supplementary Material). However, when the RESP proce-
dure is applied, the charge distribution is very dependent
on the composition of the complex. Results obtained by
taking RESP charges from B3LYP/6-31G** calculations
and from HF/6-31G** calculations are listed in Table V.
The complete results, including all data, are provided in
supplementary material.

The atomic charges calculated with B3LYP or with
HF/6-31G** calculations are in good agreement. When
there is no ligand present in the binding site, the global
charge of —6 is distributed mainly over the carboxyl
groups. When including two calcium ions in the system,
highly negative charges are induced in their neighborhood
(i.e., on oxygen atoms of carbonyl and carboxyl groups).
The calcium ions themselves keep relatively high positive
charges of about +1.5. On the other hand, isolated fucose
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TABLE V. Charge Distribution in the Binding Site Calculated on Different Systems, Using BSLYP/6-31G** (HF/6-31G** in
Italics) Ab Initio Calculations with RESP Charges

PA-IIL/Ca2+ Fucose PA-IIL/Ca2+ Water PA-IIL/Ca2+ Isolated molecule

Protein
Asn21.0 —0.36/—0.44 —
Gly114.0 —0.46/—-0.56 —
Asn103.0D1 —0.52/—-0.60 -
Asp99.0D1 —-0.67/-0.78 —
Asp104.0D1 —0.42/-0.52 —
Aspl101.0D1 —0.50/-0.61 —
Asp101.0D2 —0.65/-0.76 —
CaZ" ions
Cal 1.08/1.19
Ca2 0.61/0.71
Fucose
Fuc.02 —0.18/—-0.24
Fuc.03 0.02/0.01
Fuc.04 0.00/—0.03
Water
Wat2 —
Wat3 —
Wat4 -

0.42/-0.50 —0.45/-0.56 -0.32*
0.56/—0.65 —-0.67/-0.78 —0.54
0.51/-0.63 —0.61/-0.72 —0.56
0.74/-0.87 —0.82/-0.93 —0.64
0.60/-0.72 —-0.77/-0.90 —0.65
0.58/-0.70 —0.65/—0.77 -0.51
0.69/—0.81 —0.76/-0.87 —0.81
1.33/1.49 1.48/1.62
0.99/1.18 1.48/1.64
—0.52/-0.60
—0.49/-0.57
—0.52/-0.60
0.73/-0.84
0.35/-0.46
0.54/-0.67

2B3LYP/6-31G** calculations on isolated protein binding site did not converge.

is a neutral molecule but displays rather negatively charged
hydroxy-oxygens with partial charges of about —0.5. When
two calcium ions and fucose are present in the binding site,
the charges on both calcium ions decreases significantly
(by about 0.6 to 0.9). A strong charge transfer from three
oxygen atoms of fucose and also from the neighboring
oxygen atoms of amino acids in the binding site to calcium
ions occurs. The situation is somewhere “in between” when
there are three water molecules coordinated on calcium
ions instead of three oxygens of fucose (see Table V).

In summary, when fucose is not present in the active
site, the calcium ions bind by ionic bonds. In this case, the
solvent molecules should be very competitive since the free
energy of Ca ion solvation is —381 kcal/mol.?® This would
suggest that there is no strong structural role of Ca ions in
the unliganded PA-IIL. The fucose binding can be consid-
ered as an aqua-substitution reaction for the calcium ion:
the fucose hydroxyl groups have a larger mean polarizabil-
ity than water molecules, resulting in a larger charge
redistribution upon binding. In this case, the binding is
very strong and this suggests that the Ca ions have a
significant structural role in the complex as the charge
delocalization is crucial for its stability. Also, the binding
site of the protein is stabilized by charge delocalization. It
is interesting that when fucose is present, the charge
transfer is not as significant on calcium 1 (charge 1.08) as
it is on calcium 2 (charge 0.61). This may be caused by the
difference in the functional groups that surround the ions
and contribute differently to charge delocalization. While
calcium 2 is coordinated by oxygens of three carboxyl
groups, two carbonyl groups and two oxygens from fucose,
calcium 1 is coordinated by oxygens of five carboxyl groups
and two oxygens of fucose. So the real difference is the
presence of two carbonyl groups which replace two car-
boxyl groups.

Search for Similar Sequences in Databases

With the rapid progress of bacterial genomics, genes
coding for PA-IIL-like proteins were identified in the
newly sequenced genome of other bacteria: Ralstonia
solanacearum,®® Chromobacterium violaceum™*® and Burk-
holderia cenocepacia (The Sanger Institute, unfinished
sequence data were obtained from http:/www.sanger.ac.uk/
Projects/B_cenocepacia/). A similar gene is also present in
the newly sequenced genome of another strain of Pseudo-
monas aeruginosa, UCBPP-PA14 (Harvard Partners Cen-
ter for Genetics and Genomics, http://www.hpcgg.org:8080/
hpcgg/jsp/hpegg/Sequence/mouse/pseudomonas.jsp). The
gene product, protein accession number ZP_00136733.1, is
apparently shorter at the N-terminus then the protein
from P. aeruginosa PAO1. Detailed analysis of nucleotide
sequence prior to the gene sequence revealed that an
alternative initiation GTG codon for the automatic gene
annotation was taken into account, not considering a
presence of the classical initiation ATG codon 15 bp
upstream. Moreover, 11 bp further upstream of this new
ATG translational start site, a putative Shine-Delgarno
sequence can be found, confirming that five amino acids in
the annotated gene ZP_00136733.1 are missing. The cor-
rected N-teminus sequence results in complete homology
of both P. aeruginosa lectins. The alignment of the PA-IIL
like region of all the identified and putative lectins is given
in Figure 3. In all cases, the PA-IIL-like domain corre-
sponds to the C-terminus, finishing with a fully conserved
WPLG sequence. The calcium and sugar binding loop
(Asp96 to Asp104 in PA-IIL) is also highly conserved. Four
of the sequences, i.e., the ones from both strains of P.
aeruginosa, from R. solanacearum, and from C. violaceum,
have very similar lengths and almost similar N-term
sequences, while the three B. cenocepacia sequences have
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Fig. 3. Alignment of PA-lIL-like sequences from different bacteria. The sequences are from the following genes, with their NCBI/EMBL deposition
number between [brackets]. P.a_PAO01, fucose-binding lectin from Pseudomonas aeruginosa PAO1 [TrEMBL: Q9HYNS5]; P.a_UCBPP, ORF
Paer104401 from Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 [NCBI: ZP_00136733.1Gl 32038461]; R.s., mannose-binding lectin from Ralstonia
solanacearum GMI1000 [TrEMBL: Q8XUAS5]; Ch.v., ORF CV1744 from Chromobacterium violaceum ATCC12472 [NCBI: NP_901414.1 G1:34495455];
B.c.1, B.c.2 and B.c.3, ORFs predicted from unfinished sequence data of Burkholderia cenocepacia J2315 [chromosome 2, complement:
215683-216501, 214786-215556 and 216624-217013]; Numberings of amino acids is putative for P.a_UCBPP, Ch.v. and the three B.c. and correspond
to the most probable limits of the ORF. PA-IIL residues involved in calcium binding are marked by an asterisk and the ones responsible for the fine

monosaccharide preference are indicated by an exclamation mark.

longer and more variable N-term regions with no similar-
ity with known proteins (data not shown here).

DISCUSSION
Thermodynamic Basis of PA-IIL Affinity to Fucose

The present microcalorimetry study confirms the very
high affinity of the PA-IIL for fucose, albeit with values
one order of magnitude lower than that published previ-
ously from equilibrium dialysis study (Ka : 1.5 106 M~ 1).1°
The discrepancies between theses values could be due to
differences between methodological approaches or be-
tween the protein samples. Nevertheless, a review of
lectin—protein interactions indicates that the affinity mea-
sured here is much higher than the millimolar range
usually observed for binding unsubstituted monosacchar-
ides,*! the highest reported value being a Ka of 9 10° M~ !
for the binding to GalNAc of soybean agglutinin.*?

Analysis of the different thermodynamic contributions
demonstrates that the above interaction is characterized
by a strong enthalpy of binding, accompanied by a weakly
favorable entropy term (Table II). When compared to
classical millimolar range lectin-monosaccharide interac-
tions, the unusual affinity is explained not only by the
relatively high enthalpy of binding, but also by the absence
of an entropy barrier.

The favorable entropy of binding is very unusual in
protein—carbohydrate complexes where an entropy barrier
is generally observed.*' The barrier is higher for the
binding of flexible oligosaccharides, but unfavorable nega-
tive entropy contributions are also observed for monosac-
charide binding and are generally attributed to the dis-
placement of water molecules from disordered locations in
amphiphilic regions of the carbohydrate binding sites to
more ordered networks in bulk water solution.*® Neverthe-
less, favorable entropy has already been observed for the

binding of glucose by Lens culinaris lectin®* and the
binding of galactose by Erythrina corallodendron lectin.*®
In the latter case, structural studies indicated that the
favorable entropy may be due to the release of two tightly
bound water molecules upon galactose binding.*® Similar
explanation could apply to the favorable entropy observed
in PA-IIL/fucose interaction since three water molecules
are tightly bound to calcium in the crystal structure of the
native lectin® and are replaced by fucose hydroxyl groups
in the complex.

Atomic Basis of the PA-IIL Affinity for Fucose

A direct interaction between one calcium atom and a
sugar ligand has previously been observed in the carbohy-
drate recognition domain (CRD) of C-type animal lectins
that binds neutral monosaccharides with two equatorial
hydroxyl groups such as D-mannose, L-fucose or L-
galactose.*” However, in the C-lectin family, the dissocia-
tion constant for monosaccharides is in the millimolar
range. Another family of lectins that includes serum
amyloid P component (SAP) and C-reactive protein (CRP),
contains two close calcium ions involved in binding diverse
ligands but it differs from that of PA-IIL since it is only
directed to negatively charged carbohydrates.*®

In the present work, the very particular environment of
the two close calcium ions was analyzed. Three of the
fucose hydroxyl groups are directly involved in the coordi-
nation sphere of the calcium ion. Two of these hydroxyl
groups create very strong hydrogen bonds with acetate
from protein side chains with an O—O distance of 2.55
(+/-0.02) A, a value significantly shorter than that cur-
rently observed in protein carbohydrate interactions. Fur-
thermore, the acetates that are involved in the hydrogen
bonds also coordinate the calcium ions. This yields two
peculiar six-membered ring arrangements (—O3—03H—
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D99.0D2—D99.CD—D99.0D1—Cal— and a similar ring
involving 02, Gly114 and Ca2) that could be responsible
for the strong charge delocalization shown by the ab initio
calculations and could therefore play a major role in the
unusually high affinity observed between PA-IIL and the
monosaccharide.

Biological Occurrence of this Sugar Binding Mode

The PA-IIL sequence, first identified in 2000, has been
reported recently in other phylogenetically related bacte-
ria, the plant pathogen R. solanacearum and C. viola-
ceum.? This latter gram-negative saprophytic bacterium
from soil and water is of high interest for biotechnology
since it produces diverse antibiotics. It is normally consid-
ered as a nonpathogen, although it is occasionally involved
in infections and may cause fatal septicemias in human
and animals.*® Using the homology searches described
above, three ORF's are described for the first time which
code for three proteins containing C-terminal sequences
highly similar to PA-IIL in another emerging pathogen,
Burkholderia cenocepacia (previously B. cepacia). In the
1980s, it was found to cause life threatening pulmonary
infections in cystic fibrosis patients with complications
caused by B. cepacia having a mortality rate of 80%.%° It
has to be noted that all amino acids involved in calcium
binding are fully conserved in these different proteins,
including the C-terminal glycine. All these proteins can
therefore be postulated to bind two calcium ions and also
to display the same dimeric structure as PA-IIL. On the
other hand, some variations are observed in the three-
amino-acid motif that is responsible for sugar specificity'?
and it is difficult to predict what will be the highest affinity
monosaccharide ligand for each sequence. The occurrence
of the PA-IIL sequence in four different bacteria may give
some clues as to the function of this lectin. These bacteria
share some particularities: they are soil inhabitants, oppor-
tunistic pathogens, and highly dangerous once an infection
is established. It has been observed that the ORFs of C.
violaceum that present a close similarity to ORFs of both
R. solanacearum (17.4%) and P. aeruginosa (9.6%) are
mostly coding for proteins involved in the interactions of
these bacteria with their environment.*°

CONCLUSION

Two paradigms dictate protein—carbohydrate interac-
tions. The first one is that the efficacy of these interactions
in biological processes is due to their multivalency that
creates an “avidity” or “Velcro” effect that would compen-
sate the low affinity (i.e., millimolar range) generally
observed for each binding site.?’ The second paradigm is
that protein/sugar binding is mainly due to two types of
interaction: the numerous hydrogen bonds, owing to sugar
hydroxyl groups, contribute to the affinity, and the van der
Waals interactions, mainly due to stacking of the hydropho-
bic face of sugar to side chains of aromatic amino acids, are
responsible of the specificity.?® The interaction between
PA-IIL soluble bacterial lectin and monosaccharides is
clearly of a different type: almost no hydrophobic contact is
involved and the interaction displays a higher affinity
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than other protein—carbohydrate interactions, due to the
direct involvement of two cations in the binding.

The very fine present analysis of the interaction gives
some clues for the development of high-affinity ligands.
Possible routes for a rational design of high-affinity anti-
adhesive compounds encompass further stabilization of
the charge distribution, enhancement of the hydrophobic
interactions that are minimal in the complexes studied to
date and rational use of the presence of water molecules.
These approaches could yield compounds of therapeutic
interest not only against P. aeruginosa, but also against
several other related dangerous pathogens that use simi-
lar lectins for their colonization strategy.

ACKNOWLEDGEMENTS

We thank the ESRF, Grenoble, for access to synchrotron
data collection facilities. The work was supported by
Ministry of Education (LS, MP, JK, MW contract
LNO00AO016), and by Grant Agency (CH, Grant 202/01/
D110) of the Czech Republic, by CNRS, by French Ministry
of Research ACI Microbiologie program and by Vaincre la
Mucoviscidose. Travels and visits between NCBR and
CERMAY are supported by a BARRANDE exchange pro-

gram.
REFERENCES

1. Scharfman A, Degroote S, Beau J, Lamblin G, Roussel P, Mazurier
J. Pseudomonas aeruginosa binds to neoglycoconjugates bearing
mucin carbohydrate determinants and predominantly to sialyl-
Lewis x conjugates. Glycobiology 1999;9:757-764.

2. Lamblin G, Degroote S, Perini JM, Delmotte P, Scharfman A,
Davril M, Lo-Guidice JM, Houdret N, Dumur V, Klein A, Roussel
P. Human airway mucin glycosylation: A combinatory of carbohy-
drate determinants which vary in cystic fibrosis. Glycoconj J
2001;18:661-684.

3. Roussel P, Lamblin G. The glycosylation of airway mucins in cystic
fibrosis and its relationship with lung infection by Pseudomonas
aeruginosa. Adv Exp Med Biol 2003;535:17-32.

4. Gilboa-Garber N. Pseudomonas aeruginosa lectins. Meth Enzymol
1982;83:378-385.

5. Avichezer D, Katcoff DJ, Garber NC, Gilboa-Garber N. Analysis of
the amino acid sequence of the Pseudomonas aeruginosa galacto-
philic PA-Tlectin. J Biol Chem 1992;267:23023-23027.

6. Gilboa-Garber N, Katcoff DJ, Garber NC. Identification and
characterization of Pseudomonas aeruginosa PA-IIL lectin gene
and protein compared to PA-IL. FEMS Immunol Med Microbiol
2000;29:53-57.

7. Glick J, Garber NC. The intracellular localization of Pseudomonas
aeruginosa lectins. J Gen Microbiol 1983;9:3085-3090.

8. Loris R, Tielker D, Jaeger K-E, Wyns L. Structural basis of
carbohydrate recognition by the lectin LecB from Pseudomonas
aeruginosa. J Mol Biol 2003;331:861-870.

9. Imberty A, Wimmerova M, Mitchell EP, Gilboa-Garber N. Struc-
tures of the lectins from Pseudomonas aeruginosa: Insights into
molecular basis for host glycan recognition. Microb Infect 2004;6:
221-228.

10. Garber N, Guempel U, Gilboa-Garber N, Doyle RJ. Specificity of
the fucose-binding lectin of Pseudomonas aeruginosa. FEMS
Microbiol Lett 1987;48:331-334.

11. Mitchell E, Houles C, Sudakevitz D, Wimmerova M, Gautier C,
Peréz S, Wu AM, Gilboa-Garber N, Imberty A. Structural basis for
oligosaccharide-mediated adhesion of Pseudomonas aeruginosa in
the lungs of cystic fibrosis patients. Nat Struct Biol 2002;9:918—
921.

12. Sudakevitz D, Kostlanova N, Blatman-Jan G, Mitchell EP, Lerrer
B, Wimmerova M, Katcof fDJ, Imberty A, Gilboa-Garber N. A new
Ralstonia solanacearum high affinity mannose-binding lectin
RS-IIL structurally resembling the Pseudomonas aeruginosa fu-
cose-specific lectin PA-IIL. Mol Microbiol 2004;52:691-700.



746

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
. Dewar MJS, Zoebisch EG, Healy EF, Stewart JJP. AM1: A new

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.
. Altschul SF, Madden TL, Schéffer AA, Zhang J, Zhang Z, Miller

34.

35.

Otwinowski Z, Minor W. Processing of X-ray diffraction data
collected in oscillation mode. In: Carter CWJ, Sweet RM, editors.
Macromolecular Crystallography, Part A. San Diego: Academic
Press; 1997. p 307-326.

Collaborative computational project number 4. The CCP4 suite:
programs for protein crystallography. Acta Crystallogr D Biol
Crystallogr 1994;50:760—-763.

Cowtan KD, Zhang KY. Density modification for macromolecular
phase improvement. Prog Biophys Mol Biol 1999;72:245-270.
Perrakis A, Morris R, Lamzin VS. Automated protein model
building combined with iterative structure refinement. Nat Struct
Biol 1999;6:458-463.

Jones TA, Zou JY, Cowan SW, Kjeldgaard M. Improved methods
for building protein models in electron density maps and the
location of errors in these models. Acta Crystallogr A 1991;47:110—
119.

Murshudov GN, A.A.Vagin, E.J.Dodson. Refinement of macromo-
lecular structures by the maximum-likelihood method. Acta Crys-
tallogr D Biol Crystallogr 1997;53:240—-255.

Sheldrick GM, Schneider TR. Shelxl: High-resolution refinement.
Meth Enzymol 1997;277:319-343.

Berman HM, Westbrook J, Feng Z, Gilliland G, Bhat TN, Weissig
H, Shindyalov IN, Bourne PE. The Protein Data Bank. Nucleic
Acids Res 2000;28:235-242.

Tripos Associates, 6.4. 1699 S. Hanley Road, Suite 303, St Louis,
MO 63144 USA.

Imberty A, Bettler E, Karababa M, Mazeau K, Petrova P, Pérez S.
Building sugars: The sweet part of structural biology. In Vijayan
M, Yathindra N, Kolaskar AS, editors. Perspectives in Structural
Biology. Hyderabad: Indian Academy of Sciences and Universities
Press; 1999. p 392—-409.

Clark M, Cramer RDI, van den Opdenbosch N. Validation of the
general purpose Tripos 5.2 force field. J Comput Chem 1989;10:
982-1012.

MOPAC, 2002. Tokyo: Fujitsu Limited; 1999.

general purpose quantum mechanical model. J Am Chem Soc
1993;107:3902—-3909.

Stewart JPP. Optimisation of parameters for semi-empirical
methods I. Method. J Comp Chem 1989;10:209-220.

Stewart JPP. Optimisation of parameters for semi-empirical
methods II. Applications. J Comp Chem 1989;10:221-264.
Damborsky J, Prokop M, Koca J. TRITON: graphic software for
rational engineering of enzymes. Trends Biochem Sci 2001;26:71—
73.

Mulliken RS. Electronic population analysis on LCAO-MO molecu-
lar wave functions I. J Chem Phy 1955;23:1833-1846.

Bayly CI, Cieplak P, Cornell WD, Kollman PA. A well-behaved
electrostatic potential based method using charge restraints for
deriving atomic charges—the RESP model. J Phys Chem 1993;97:
10269-10280.

Cornell WD, Cieplak P, Bayly CI, Kollman PA. Application of
RESP charges to calculate conformational energies, hydrogen-
bond energies, and free-energies of solvation. J Am Chem Soc
1993;115:9620-9631.

Gaussian, 98, Revision A. 9. Pittsburgh: Gaussian, Inc.; 1998.

W, Lipman DJ. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation
of protein database search programs. Nucleic Acids Res 1997;3389—
3402.

Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ. CLUSTAL W: improving
the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through
sequence weighting, position-specific gap penalties and weight
matrix choice. Nucleic Acids Res 1994;22:4673—4680.

Nicholas KB, Jr. NHB, Deerfield DWI. GeneDoc: Analysis and
visualization of genetic variation. EMBNEW News 1997;4:14.

36

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

E.P. MITCHELL ET AL.

. Wiseman T, Williston S, Brandts JF, Lin LN. Rapid measurement
of binding constants and heats of binding using a new titration
calorimeter. Anal Biochem 1989;179:131-137.

Varrot A, Davies GJ. Direct experimental observation of the
hydrogen-bonding network of a glycosidase along its reaction
coordinate revealed by atomic resolution analyses of endoglu-
canase Cel5A. Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 2003;59:447—
452,

Magini M, Tanaka N, Ohtaki H, Tamamushi R. Ions and mol-
ecules in solution. Amsterdam: Elsevier; 1983. 97 p.

Salanoubat M, Genin S, Artiguenave F, Gouzy J, Mangenot S,
Arlat M, Billault A, Brottier P, Camus JC, Cattolico L, Chandler
M, Choisne N, Claudel-Renard C, Cunnac S, Demange N, Gaspin
C, Lavie M, Moisan A, Robert C, Saurin W, Schiex T, Siguier P,
Thebault P, Whalen M, Wincker P, Levy M, Weissenbach J,
Boucher CA. Genome sequence of the plant pathogen Ralstonia
solanacearum. Nature 2002;415:497-502.

Brazilian National Genome Project Consortium. The complete
genome sequence of Chromobacterium violaceum reveals remark-
able and exploitable bacterial adaptability. Proc Natl Acad Sci
USA 2003;100:11660-11665.

Dam TK, Brewer CF. Thermodynamic studies of lectin-carbohy-
drate interactions by isothermal titration calorimetry. Chem Rev
2002;102:387—-429.

Gupta D, Cho M, Cummings RD, Brewer CF. Thermodynamics of
carbohydrate binding to galectin-1 from Chinese hamster ovary
cells and two mutants. A comparison with four galactose-specific
plant lectins. Biochemistry 1996;35:15236-15243.

Lemieux RU, Delbaere LT, Beierbeck H, Spohr U. Involvement of
water in host-guest interactions. Ciba Found Symp 1991;158:231—
245.

Schwarz FP, Puri KD, Bhat RG, Surolia A. Thermodynamics of
monosaccharide binding to concanavalin A, pea (Pisum sativum)
lectin, and lentil (Lens culinaris) lectin. J Biol Chem 1993;268:
7668-76717.

Surolia A, Sharon N, Schwarz FP. Thermodynamics of monosac-
charide and disaccharide binding to Erythrina corallodendron
lectin. J Biol Chem 1996;271:17697-17703.

Elgavish S, Shaanan B. Structures of the Erythrina coralloden-
dron lectin and of its complexes with mono- and disaccharides. J
Mol Biol 1998;277:917-932.

Drickamer K. Ca(2+)-dependent sugar recognition by animal
lectins. Biochem Soc Trans 1996;24:146-150.

Thompson D, Pepys MB, Tickle I, Wood S. The structures of
crystalline complexes of human serum amyloid P component with
its carbohydrate ligand, the cyclic pyruvate acetal of galactose. J
Mol Biol 2002;320:1081-1086.

Duran N, Menck CF. Chromobacterium violaceum: a review of
pharmacological and industrial perspectives. Crit Rev Microbiol
2001;27:201-222.

Mahenthiralingam E, Baldwin A, Vandamme P. Burkholderia
cepacia complex infection in patients with cystic fibrosis. J Med
Microbiol 2002;51:533-538.

Sacchettini JC, Baum LG, Brewer CF. Multivalent protein-
carbohydrate interactions. A new paradigm for supermolecular
assembly and signal transduction. Biochemistry 2001;40:3009—
3015.

Vyas N. Atomic features of protein-carbohydrate interactions.
Curr Opin Struct Biol 1991;1:732-740.

Kraulis P. Molscript: A program to produce both detailed and
schematic plots of protein structures. J Appl Crystallogr 1991;24:
946-950.

Merrit EA, Murphy ME. Raster3D version 2.0. A program for
photorealistic molecular graphics. Acta Crystallogr D Biol Crystal-
logr 1994;50:869—-873.



(Article n°2)

Binding of Different Monosaccharides by Lectin PA-IL from Pseudomonas
aeruginosa Thermodynamics datacorrelated with X-ray structures

Sabin C, Mitchell EP, Pokorna M, Gautier C, Utille J.P,Mfnerova M, Imberty A

FEBS Letters, 580: 982-87 (2006)

69



70



FEBS Letters 580 (2006) 982-987

Binding of different monosaccharides by lectin PA-IIL from Pseudomonas
aeruginosa: Thermodynamics data correlated with X-ray structures

Charles Sabin®®, Edward P. Mitchell®, Martina Pokorna®, Catherine Gautier?,
Jean-Pierre Utille®, Michaela Wimmerova®, Anne Imberty™*

# CERMAV-CNRS (affiliated with Université Joseph Fourier), 601 rue de la Chimie, Grenoble BP53, F-38041 Grenoble cedex 09, France
"ESRF Experiments Division, BP-220, F-38043 Grenoble cedex 09, France
¢ National Centre for Biomolecular Research and Department of Biochemistry, Masaryk University, Kotlarska 2, 611 37 Brno, Czech Republic

Received 9 December 2005; revised 10 January 2006; accepted 12 January 2006

Available online 19 January 2006

Edited by Irmgard Sinning

Abstract The lectin from Pseudomonas aeruginosa (PA-IIL) is
involved in host recognition and biofilm formation. Lectin not
only displays an unusually high affinity for fucose but also binds
to L-fucose, L-galactose and p-arabinose that differ only by the
group at position 5 of the sugar ring. Isothermal calorimetry
experiments provided precise determination of affinity for the
three methyl-glycosides and revealed a large enthalpy contribu-
tion. The crystal structures of the complexes of PA-IIL with
L-galactose and Met-f-p-arabinoside have been determined
and compared with the PA-IIL/fucose complex described previ-
ously. A combination of the structures and thermodynamics pro-
vided clues for the role of the hydrophobic group in affinity.

© 2006 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Lectin; Cystic fibrosis; Crystal structure;
Thermodynamics; Galactose; Arabinose; Pseudomonas
aeruginosa

1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a gram negative bacterium and
an opportunistic pathogen that infects immunocompromised
patients and which is often involved in nosocomial infections.
The bacterium is also responsible for chronic respiratory tract
infections of individuals under mechanical ventilation and pa-
tients suffering from cystic fibrosis (CF). Carbohydrates play
an important role in infections, since they are a target for bac-
terial binding through virulence factors such as adhesions,
present on pili or flagella, and soluble lectins [1]. In the partic-
ular case of CF lungs, an increase of fucosylation is observed,
both at the levels of epithelia glycoconjugates [2] and altered
mucins [3], and a fucose binding lectin from P. aeruginosa
(PA-IIL) has been demonstrated to bind specifically to CF air-
line culture cells [4]. The tetrameric lectin that was first identi-

“Corresponding author. Fax : +33 476 54 72 03.
E-mail address: imberty@cermav.cnrs.fr (A. Imberty).

Abbreviations: PA-1IL, lectin 11 from Pseudomonas aeruginosa; CF,
cystic fibrosis; L-Gal, L-galactose; Fuc, r-fucose; Man, p-mannose;
Ara, D-arabinose; Me-a-L-Gal, a-methyl-L-galactopyranoside; Me-o-
Fuc, o-methyl-L-fucopyranoside; Me-o-Man, a-methyl-D-mannopyr-
anoside; Me-B-Ara, B-methyl-p-arabinopyranoside

fied and characterised from P. aeruginosa cytoplasm [5] has
been shown to be present in large quantities on the outer mem-
brane of the bacteria and to also be involved in biofilm forma-
tion [6].

Through protein crystallography at high resolution, a pre-
cise three-dimensional knowledge of lectin has allowed the
structural basis of the interaction between PA-IIL and fucose
and fucose-containing oligosaccharides to be understood
[7,8]. An unusual binding mode, mediated by two calcium
ions, is responsible for the micromolar affinity for fucose
which is much higher than that classically observed in pro-
tein/carbohydrate interactions [9]. Previous inhibition tests
have demonstrated that other monosaccharides are also
recognised by PA-IIL with affinity (strongest first) L-fucose
(Fuc) > L-galactose (L-Gal) > p-arabinose (Ara) > D-fructose
(Fru) > p-mannose (Man) [10]. Indeed, these monosaccha-
rides all have either an L-galacto or a D-manno configuration
that contains two equatorial and one axial hydroxyl groups
when in the 'C4 and *C; pyranose conformation, respec-
tively. This set of groups are needed for the coordination
of the two calcium ions (Fig. 1) as was observed in the X-
ray crystal structures of the PA-IIL complexes with mannose
and fructose [11].

In the present work, we focus on comparing the binding
modes of the three monosaccharides with highest affinity for
PA-IIL, i.e. Fuc, L-Gal and Ara, that differ only by the nature
of the group at C5 (Fig. 1). Precise equilibrium association
constants, together with their enthalpic and entropic contribu-
tions, were evaluated for PA-IIL interacting with these mono-
saccharides and two additional crystal structures have been
determined at very high resolution for the complexes involving
L-Gal and Ara. Such studies can provide the basis for design-
ing higher affinity ligands that could be of therapeutic interest
as antibacterial compounds.

2. Materials and methods

Recombinant PA-IIL was purified from Escherichia coli
BL21(DE3) containing the plasmid pET25pa2l as described previ-
ously [9]. Fuc, Man, pB-methyl-D-arabinopyranoside (Me-B-Ara)
and o-methyl-D-mannopyranoside (Me-a-Man) were purchased from
Sigma. o-Methyl-L-fucopyranoside (Me-o-Fuc) was purchased from
Interchim. L-Gal was either purchased from Sigma or Institute of
Chemistry (Bratislava) or prepared from vr-galactono-1,4-lactone
(Fluka) by preparing 1,2,3,4,6-penta-O-acetyl-L-galactose according
to Thiem et al. [12] followed by deacetylation using the conventional

0014-5793/$32.00 © 2006 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Schematic representation of the monosaccharides of interest
together with numbering of ring carbons. The three hydroxyl groups
involved in the coordination of calcium when complexed with PA-IIL
are indicated in bold.

Zemplén reaction (MeO Na* 1 M in MeOH). a-Methyl-L-galactopy-
ranoside (Me-a-L-Gal) was synthesised from L-Gal with the follow-
ing procedure: Me-L-galactoside isomers were prepared by
refluxing L-Gal in dry MeOH in the presence of BF3 etherate for
15 h. Silica gel chromatography led to the separation of pure Me-
o-L-Gal; "H NMR of the acetylated derivative showed a coupling
constant J;» = 3.66 Hz in agreement with an a-L-configuration [12].
13C NMR (D,O, 75 MHz): 100.41 (Cl1), 71.74, 70.47, 70.26, 69.19
(C2,C3,C4,C5), 62.25 (C6), 56.06 (OCH3).

Isothermal calorimetry (ITC) experiments were carried out at
25°C with a VP-ITC calorimeter from Microcal (Northampton,
MA). Proteins and sugars were dissolved in the same buffer (0.1 M
Tris—-HCI with 0.03 mM CaCl, at pH 7.5, filtered through 0.22 um
). The protein concentration in the microcalorimeter cell (1.4 ml)
varied from 0.05 to 0.3 mM in order to keep the C value between
5 and 100 (where C= K,M, where M is the initial concentration
of the macromolecule). A total of 30 injections of 10 ul of sugar
solution at concentrations varying from 0.4 to 3 mM were added
at intervals of 5 min whilst stirring at 310 rpm. Control experiments
yielded insignificant heats of dilution. The thermodynamic
parameters n, K, and AH were obtained by fitting the classical
titration curve [13] to experimental data using Origin7.0 software
(Microcal).

The crystals were grown using the hanging drop vapour diffusion
method and Hampton Screens I and II (Hampton Research) at
20 °C. The best results were obtained usin;% 2.5 ul of lyophilised puri-
fied PA-IIL dissolved in water (10 mg ml ") in the presence of Me-f-
Ara or L-Gal (250 pg ml™!) and CaCl, salt (2 mM) mixed with 2.5 ul
of the reservoir solution consisting of 1.75 M ammonium sulfate in
0.1 M Tris—HCI, pH 8.5. Crystals of both complexes were cryo-cooled
to 100 K, after soaking them for as short a time as possible in 25%
glycerol v/v in the precipitant solution. All data images were recorded
on an ADSC Q4R CCD detector (Quantum corp.) using X-rays of
0.93 A wavelength on beamline ID14-1 or ID14-4 at the ESRF (Gre-
noble, France). The data were processed with MOSFLM [14] and
scaled and converted to structure factors using the CCP4 programme
suite [15] (Table 1).

The phases were first determined by the molecular replacement
technique with the MOLREP program of CCP4 using the mono-
meric PA-IIL/Fuc structure (PDB code 1UZV) [9] stripped of water
molecules, calcium ions and sugar ligands as the search probe. Four
clear solutions were found for both complexes, resulting in tetramers
in the asymmetric units. Initial structures were entirely rebuilt auto-
matically using ARP/warp [16] and clear electron density could be
observed for the monosaccharides (Fig. 2). Refinement was per-
formed with REFMAC [17]. Alternating cycles of refinement with
manual construction using O [18] of missing residues, alternative
conformations, water molecules, calcium ions and sugar ligands re-
sulted in the final structures. Coordinates and structure factors of
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Table 1
Data collection and refinement statistics

PA-IIL/Me-B-Ara

PA-IIL/Me-a-L-Gal

Data collection
Beamline (ESRF) ID14-2 ID14-4
Wavelength (A) 0.933 0.932

Resolution range (A) 1.8-30.0 1.5-19.4
Highest resolution 1.80-1.90 1.50-1.55
shell (A)
Space group P2, P2,
Cell dimensions
a(A) 50.64 52.63
b (A) 80.17 54.53
c(A) 52.52 94.38
° . 109.92 94.38
Matthews coef (A>DA) 1.74 1.90
Solvent content (%) 29 35
Measured 133138 213637
reflections
Unique reflections 35769 63528
Average 3.73 (3.45) 3.82 (3.80)
multiplicity®
Completeness® (%) 97.9 (89.0) 96.8 (95.1)
Average® Ilol 7.50 (3.64) 10.35 (3.08)
R merge™® (%) 7.4 (19.0) 5.0 (23.0)
Wilson B-factor 11.4 10.3
(A%
Refinement
Rerys® (no. of 0.137 (34653) 0.143 (61594)
observations)
Rireed (n0. of 0.172 (1116) 0.166 (1934)
observations)

RMS deviation from ideality

Bonds (A) 0.011 0.012
Angles (°) 1.320 1.398
Total number of atoms:

Protein 3308 3308
Ligand 44 66
Calcium 8 8
Water 612 430

Average refined B-factors per chains (A/B/C/D)

Protein 8.6/9.5/9.7/8.3 8.4/10.1/10.0/8.9
Ligand 7.7/10.8/10.6/7.9 6.5/8.8/8.3/8.3
Calcium 6.4/8.5/6.7/8.7 5.9/6.9/6.0/6.0
Water 25.3/26.2/25.1/26.2  22.4/ 22.9/23.5/21.9
Number of side 17 16
chains modelled Chain A: S23, Chain A:
with alternative K62, V81 S23, L31, N46,
conformations S68, V77, V81
Chain B: V54, Chain B:
V77, V81 S59, V77, V81, 182
Chain C: S23, Chain C:
T39, Q53, V81, E86 N29, S41, S77
Chain D: S23, Chain D:
T39, N70, V77, N46, V77, V81
V81, E86
PDB deposition 2BOJ 2BP6
code

“Numbers in parentheses refer to the highest resolution shell.

meerge =31 = (DY (D), where I = observed intensity.

“Reryst = D |Fo — FIY |F,|, where |F,| = observed structure factor
amplitude and |F,| = calculated structure factor amplitude.

9 Reree 18 Reryse for 3% of reflections excluded from the refinement.

the PA-IIL complexes with L-Gal and Me-B-Ara have been depos-
ited in the Protein Data Bank under codes 2BP6 and 2BOJ, respec-
tively.
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Fig. 2. Initial sigma-weighted F,—F, electron density map. (A) The map has been contoured at 30 around the Met-B-D-arabinopyranoside in the PA-
IIL-Me-B-p-Ara complex calculated after molecular replacement and after the first cycle of refinement without ligand and water molecules. (B) Same
representation for the L-Gal in the PA-IIL-L-Gal complex. The final positions of the monosaccharides, calcium and water in the model have been
superimposed as stick representation for comparison. Molecular drawings were prepared with Pymol (DeLano Scientific LLC).

3. Results

3.1. Thermodynamics of PA-IIL binding to monosaccharides

Thermodynamic data were recorded for the interaction of
PA-IIL with methyl-glycosides of the monosaccharides of
interest, i.e. Me-a-L-Gal, Me-B-Ara and also Me-a-Fuc and
Me-a-Man for comparison. The use of methyl derivatives
avoids the problems related to anomeric disorder in solution
and also gives a better mimic of real biological interactions
where the monosaccharides are not free but linked to glyco-
conjugates.

A typical titration curve of PA-IIL interacting with Me-
o-Fuc is shown in Fig. 3. The thermodynamic parameters
are reported in Table 2. The stoichiometry of binding is usually
close to 1, whilst some protein batches occasionally display
lower values (minimum 0.75). Nevertheless, the other binding
constants are not affected by the variation in stoichiometry.
The affinity is maximal for binding to Me-a-Fuc with a disso-
ciation constant of 430 nM. The affinity for the methyl-
fucoside is 10-fold higher than for the unmodified sugar, an
effect that is usually observed in protein—carbohydrate interac-
tions. The qualitative order of preference that was observed by
inhibition of haemagglutination experiments [10] is confirmed
by the present data. Quantitatively, PA-IIL affinity for
Me-o-Fuc is threefold stronger than for Me-a-L.-Gal and
Me-B-Ara and 140-fold better than for Me-a-Man.

All complexes formed here are driven by enthalpy. The inter-
action of the lectin with monosaccharides of the L-galacto con-
figuration gives a higher enthalpy of binding (AH < —30 kJ/
mol) than for mannose (AH = —20 kJ/mol). The PA-IIL/Me-
o-Fuc complex has the highest enthalpy of binding with
AH = —40 kJ/mol. The entropy contribution —7AS can be
slightly unfavourable, as in the case of Me-a-Fuc and Me-f-
Ara, or slightly favourable, as in the case of Me-a-L-Gal and
Me-o -Man, but it is always a low contribution with a maxi-
mum of 17% of the free energy of binding.

3.2. Crystal structure of PA-IILIL-Gal complex

The overall structure of the PA-IIL complex with L-Gal to
1.4 A resolution is similar to the PA-IIL/Fuc complex deter-
mined previously [7,9]. All 114 amino acids can be observed
together with the two calcium ions and the monosaccharide
of each subunit of the tetramer (Fig. 4). Two sulfate ions
and 430 water molecules were incorporated in the model.

Time (min)

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100110120130
LI L L LA BN LA NN JNLEN LA NLAN NLEN NN BLAN LA

0.0 - {ﬂ S—

-0.2 4 =

0.4 - .

-0.6 + -

pcal/sec

-0.8 1 -

-1.0 < -

Kcal/mole of injectant

T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5

Molar Ratio

Fig. 3. Titration microcalorimetry results of Me-a-Fuc (0.44 mM)
binding to PA-IIL (55.8 uM) in 100 mM Tris buffer, pH 7.5, with
0.03mM CaCl,. Top: data obtained from 30 automatic injections
(10 pl) of Me-a-Fuc each into the cell containing PA-IIL. Lower: plot
of the total heat released as a function of total ligand concentration for
the titration shown in the upper panel. The solid line represents the
best least-squares fit for the obtained data.

The monomer is a B-sandwich composed of 8 antiparallel
strands of which the first five are arranged in Greek key
and which form an acidic pocket allowing the binding of
two intimate Ca>* jons (3.75 A separation). The amino acids
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Table 2
Thermodynamics—ITC data for different monosaccharides interacting with PA-IIL*

Ka 10*M™! Kd 107°M n —AG (kJ/mol) —AH (kJ/mol) —TAS (kJ/mol)
L-Fuc® 34 (£3) 2.9 (£0.03) 0.96 (£0.04) 31.5 (20.2) 31.2 (20.1) —0.3 (£0.1)
Me-o-Fuc 235 (£8) 0.43 (£0.01) 0.77 (£0.03) 36.4 (£0.1) 41.3 (£1) 4.9 (£1)
Me-o-L-Gal 85 (£5) 1.17 (£0.07) 0.90 (£0.04) 33.8 (£0.1) 31.5 (2£0.6) —2.3(£0.7)
Me-B-Ara 60 (£5) 1.7 (£0.1) 1.10 (£0.03) 33.0 (£0.2) 37.9 (2£0.8) 5.4 (£1.0)
Me-o-Man 1.42 (£0.05) 71 (£3) 0.94 (£0.01) 23.7 (£0.1) 17.8 (£0.4) —5.9 (£0.3)

#Values in parentheses are standard deviations from three separate isothermal titrations.

®Taken from Perret et al. [8].

Fig. 4. Ribbon representation of the PA-II lectin/L-Gal complex. (A)
Tetramer consisting of the asymmetric unit with stick representation of
L-Gal ligand and cpk representation of the calcium ions. (B) Same
representation for the monomer. Molecular drawings were prepared
with MOLSCRIPT [23] and RASTER-3D [24].

of the pocket, Asn2l, Glu95, Asp99, Aspl01, Asnl03,
Aspl04, as well as the Glyl14" terminus of the adjacent
monomer, complete a large part of the coordination sphere
of the two calcium ions (Fig. 5). One calcium ion is
coordinated by five oxygen atoms from carboxylate groups
and two from the sugar ligand, whereas the other calcium
receives three oxygen atoms from carboxylate groups, two
from carbonyl groups and two from the sugar ligand. The
sugar ring oxygen OS5 forms a hydrogen bond with the
NH backbone group of Ser23. One water molecule plays a
special role by bridging between the L-Gal oxygen atoms
Ol and O2 and the main chain NH groups of
residues Thr98 and Asp99. Details of distances are listed
in Table 3.

The hydroxymethyl group of L-Gal is tucked into a shal-
low cavity with amphiphilic character between Thr45 and
Ser23. The CH2 group at C6 makes hydrophobic contacts
with the methyl group of Thr45. Some conformational
disorder is observed for the O6 atom of the hydroxymethyl
group. In three of the four binding sites, the O6 atom is in
the gauche-trans (gt) conformation (relative to O5 and C4
[19]) and makes a hydrogen bond to a water molecule. This
water molecule does not bridge directly to the protein but is
part of a complex network with variations between the
binding sites. In the fourth binding site (chain A), the
hydroxymethyl group adopts another conformation, referred
to as trans-gauche (tg), and makes contact to another water
molecule. These two rotamers of the hydroxymethyl group
of galactose have been reported to be the two most
populated ones, both in the crystalline state [19] and in
water solution [20]. Interestingly, this alternative conforma-

tion makes some free space for the hydroxyl group of
Ser23 that becomes flexible and adopts two alternative
conformations.

3.3. Crystal structure of PA-IIL |Me-f-Ara complex

The crystal structure of the PA-IIL complex with Me-B-Ara
is isomorphous to those of PA-IIL/Fuc and PA-IIL/L-Gal and
the overall tetrameric structures are similar. In addition to
eight calcium ions and four Me-B-Ara ligands, one sulfate
and 612 water molecules could be located in the electron den-
sity map. The orientation of the Me-B-Ara ring in the binding
site is similar to that of L-Gal described above (Fig. 5 and
Table 3). The ring carbon atom C-5 does not carry any substi-
tuent and therefore leaves an empty space between Thr45 and
Ser23 side chains. As a result, the hydroxyl group of Ser23
adopts two alternative conformations in all binding sites
except in chain B.

4. Discussion

A comparison of the two crystal structures described
here to that reported previously for the PA-IIL/Fuc complex
[9] allows the particular role of the moiety at position 5 of
the ring to be explored. Indeed, all other contacts
between the protein and the monosaccharides are identical
in the different complexes and the differences in binding
affinity must therefore be correlated with this particular
group.

In terms of affinity, the present study highlights the impor-
tant contribution of hydrophobic contacts. In general, interac-
tions between proteins and carbohydrates present a balance of
hydrogen bonds and hydrophobic contacts. PA-IIL is a rather
unique case since its interaction with fucose is established
mainly through coordination by calcium ions and hydrogen
bonds. The only hydrophobic interaction is established be-
tween the methyl group at C5 of fucose and the side chain of
Thr45. When this interaction is weakened, as in the complex
with L-Gal, or absent, as with Me-B-Ara, the affinity is de-
creased by 3-fold.

The relative contributions of the different thermodynamic
parameters are more difficult to rationalise. The entropic
term is the sum of multiple effects. A favourable entropic
contribution is obtained when the increase of solvent entro-
py coming from water driven out of the site is correlated
with minimal loss of conformational degrees of freedom in
either ligand or protein chains during binding. This is not
usually the case in protein-carbohydrate interactions where
a strong entropy barrier is usually observed [21,22].
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Fig. 5. Binding sites of PA-IIL complexed with monosaccharides. Left panel: superposition of the four binding sites of the asymmetric unit. Sugar
and water molecules belonging to the same monomer are drawn with the same shade of green. Coordination contacts are indicated by blue solid lines
and hydrogen bonds by green dashed lines. The * symbol indicates the terminal glycine from the second monomer. Right panel: Accessible surface of
the protein calculated with the MOLCAD program [25] for one binding site. (A) PA-IIL/L-Gal complex, (B) PA-IIL/Me-B-Ara complex, (C) PA-IIL/
Fuc complex from PDB code 1UZV [9].

However, in the sugar free structure of PA-IIL [11] three
water molecules strongly coordinated to the calcium ions
replace the three hydroxyl groups O2, O3 and O4 of the
fucose complex. The release of these water molecules that
are more strongly bound than in a classical carbohydrate
binding site can explain the absence of a strong entropy bar-

C. Sabin et al. | FEBS Letters 580 (2006) 982-987
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rier for the PA-IIL/monosaccharide interaction. In our
study, galactoside and mannoside are the two glycosides
with favourable entropy of binding and this observation
may be correlated to the conformational flexibility of the
O6 hydroxyl group, as observed in the X-ray structures of
both complexes.
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Table 3 A
Comparison of contact distances in A the PA-IIL binding site®
PA-IIL/ PA-IIL/ PA-1IL/
Fuc® Me-B-Ara L-Gal
Calcium coordination
Ca-1 02 2.50 2.53 2.51
Ca-1 03 2.48 2.50 2.49
Ca-2 03 248 2.46 2.46
Ca-2 04 2.49 2.52 2.50
Hydrogen bonds
Asp96.0D1 02 2.65 2.63 2.62
Asp 99.0D1 03 2.98 2.99 3.00
Asp 99.0D2 03 2.56 2.54 2.57
Asp 101.0D1 03 2.95 2.97 2.94
Asp 101.0D2 03 2.93 2.92 2.92
Asp 104.0D2 03 3.00 3.03 3.05
Asn 21.0 04 3.07 3.01 3.02
Gly 114".0XT¢ 04 2.56 247 2.51
Ser23. N 05 2.95 2.93 2.95
Wat_1¢ ol 3.2 3.03 3.17
Wat_1 02 3.05 3.02 3.05
Wat_2° (01 3.05 - 2.84

Hydrophobic contacts
Thr45.CG2 C6e 4.12 - 4.08

“Distances given are a mean from the distances observed in the four
independent molecules in the asymmetric unit.

®Values taken from PDB structure 1UZV [9].

°C-terminal residue from neighbouring monomer.

dWater bridging to Thr98.NH and Asp99.NH.

“Water bridging to Ser23.OH.
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Mutations et spécificité de la
lectine PA-IIL

La lectine PA-IIL a un site de reconnaissance pscrigninatoire puisqu'elle reconnaituducose
mais aussi le>-mannose, bien qu'avec une affinité plus faibleseltait intéressant de pouvoir
ingéniérer cette lectine afin de lui apporter upécticité plus stricte. En effet, les lectines tson
couramment utilisées en biochimie ou en biotectgielcet de nouvelles lectines a haute affinité

seraient des outils appréciés par les glycobidlegis

4.1. Recherche de séquences similaires chez d’autrédriesc

Des séquences homologues a PA-IIL ont été idesitdans le génome de deux autres bactéries
opportuniste€€hromobacterium violaceuet deRalstonia solanacearuifZinger-Yosovichet al,
2006) (fig. 4.1). Les trois séquences ont 60% desiaminés en commun. La structure de RS-IIL
(Ralstonia solanacearuna) été résolue en 2004 (Sudakeeital, 2004). La structure tertiaire de

la protéine est trés similaire a celle de PA-IILisnae montre pas la méme spécificité envers les
monosaccharides. En effet, alors que PA-IIL s@iéférentiellement au-fucose, RS-IIL montre
une affinité élevée pour Emannose (Pokornat al, 2006). La lectine CV-IIL quant a elle, a un
comportement intermédiaire et reconnait le fucdske enannose de fagon similaire (Pokorna,
Cioci et al, 2006).
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*

ATQGVFTLPANTRFGVTAFAN- |SSEATQTVNVLVNN- - ETAATFSGQSTNNAVI GTQVLNSGSS : 60
AQQGVFTL PANTSFGVTAFAN- JAANTQTI QVLVDN- - VWKATFTGSGTSDKLLGSQVLNSGS- : 59
Ch.v : AQQGVFTLPARI NFGVTVLVN-|SAAITQHVEI FVDN- - EPRAAFSGVGTGDNNLGTKVI NSGS- : 59

* * % * % *

PA-11L: GKVQVQVSVNGRPSDLVSAQVI LTNE- - ------ LNFALVGSEDGTDNDYNDAVWI NWPLG : 115
RS-11L: GAI KI QUSVNGKPSDLVSNQTI LANK- - - - - - - - LNFAMVGSEDGTDNDYNDGI AVLNWPLG : 114
Ch.v : GNVRVQ TANGRQ@SDLVSSQLVLANK- - - -- - - - LNLAVVGSEDGTDVDYNDSI VI LNWPLG @ 114

Figure 4.1 Comparaison des séquences des lectines PA-IHILRS CV-IIL. Les acides aminés
différents dans les trois structures sont surligeésgris, les acides aminés impliqgués dans la
coordination des ions calcium sont marqués par éode. Les acides aminés en position 22, 23

et 24 sont encadrés en rouge (« boucle de spé€ifiy

L'étude structurale comparative du site de liaisowgle que la différence de spécificité entre PA-
IIL et RS-IIL est principalement due a la natures geides aminés constituant la « boucle de
spécificité » (fig. 4.2). La séquence Ser22-SerB&& chez PA-IIL est remplacée par la
séquence Ala22-Ala23-Asn24 chez RS-IIL. La compamai des structures cristallines du
complexe avec le mannose de PA-IIL (Loetsal, 2003) et de RS-IIL (Sudakeviet al, 2004)
permet de comprendre le réle d'un acide aminé qudigr dans la différence d'affinité. Le
groupement hydroxyle de la Ser22 chez PA-IIL établie liaison hydrogene avec I'Asp96.
L’'oxygéene O6 dub-mannose n’'a pas la place nécessaire pour sequositi au fond du site et
pointe par conséquent vers l'extérieur du site. Dencas de la lectine RS-IIL, 'Asp96 est
disponible pour effectuer une liaison d'hydrogemecal’oxygene O6 dub-mannose. Cette

interaction supplémentaire a pour conséquence diaater I'affinité pour leo-mannose.
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Figure 4.2 Superposition des sites de liaison de RS-IIL ¢exéie avec du Me-D-mannoside

(en gris et blanc) et de PA-IIL complexé aveadhtmannose (en vert) (Sudakevitz et al., 2004)

Afin de confirmer le réle de cette boucle partieéudi dans la spécificité mannose/fucose, nous
avons entrepris de produire des mutants, desipestéhybrides" ou chacun des trois acides

aminés de PA-IIL est remplacé par son équivalens @RS-IIL.

4.2. Productions de mutants de PA-IIL et données theymahiques

Cette partie du travail a été effectuée par MartifRokorna (Brno) dans le cadre de sa thése

soutenue le 12 octobre 2006. Une publication comrawst en cours de rédaction.

Les trois lectines PA-IIL mutantes S22A, S23A etdB2ont été réalisées par le Dr Martina
Pokorna du NCBR a l'université Masaryk de Brno,République Tchéque selon le procédé
suivant : la construction pETR&2l, constitué du plasmide pET-25(b+) (Novagen) etgéue
codant lintégralité de la lectine PA-IIL issue d@ souche sauvage de. aeruginosa La
mutagenése dirigée a été réalisée avec le kit QuikGe" Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) d’aprés les instructions du fournissées oligonucléotides utilisés pour les
mutations ont été congus comme suit: Pour le muPakIL/S22A, la paire d’amorces PA-
[IL/S22Asens/antisens a été (5°- CCG CCT TCG CCAGACGT CCG GAA CCC AGA CGG -
3'/5- CCG TCT GGG TTC CGG ACG CGT TGG CGA AGG CG@)). Pour le mutant PA-
[ILS23A, la paire d’amorces PA-1ILS23Asens/antisen®té (5- CCG CCT TCG CCA ACT
CGG CCG GAA CCC AGA CGG - 3/5 - CCG TCT GGG TTGG CCG AGT TGG CGA
AGG CGG - 3)). Pour le mutant PA-IILG24N, la paotamorces PA-IILG24Nsens/antisens a
été(5- CCG CCT TCG CCA ACT CGT CCA ACA CCC AGA CCI&A ACG - 3/5 - CGT
TCA CCG TCT GGG TGT TGG ACG AGT TGG CGA AGG - 3L succes des mutations a été
confirmé par séquencage de ’ADN, et les nouvedasmides comportants les mutations désirées
ont été transformés dans les souchesEdecoli: Tuner(DE3) et BL21(DE3) (Novagen).
L’expression des mutants a ensuite été réaliség l@anconditions décrites pour la protéine PA-
IIL native (Mitchell et al, 2005). Les protéines ont été purifiées par chtographie d’affinité

sur colonne mannose-agarose, puis lyophiliséasehtées a -20C.
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Les affinités des lectines mutantes ont été évalypae microcalorimétrie ITC pour les ligands
Me-a-L-fucoside et Mea-D-mannoside et comparées aux données précédemntentied pour
PA-IIL sauvage, RS-IIL et CV-IIL (tab. 4.1).

Ka Kd AG AH TAS
(10" M-1) (uM) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

PA-IIL G24N

Me-o-L-Fuc  524.3 (+36.73) 0.2 (0.01) -38.4 (+0.18)  -40.1 @).  -1.8 (+0.68)
Me-a-D-Man 2.3 (0.17) 42.9 (+¥3.12) 249 (+0.18)  -27.1 (x+0.77 -2.1 (+0.88)
PA-IIL S23A

Me-o-L-Fuc  418.0 (¥72.83)  0.25 (x0.24) -37.8 (+0.41)  -33.9.p4) 3.8 (+0.87)
Me-a-D-Man 1.9 (+0.33) 53.9 (+9.32) 244 (+0.43)  -16.7 (¥2.27 7.7 (¥2.7)
PA-IIL S22A

Me-o-L-Fuc 26.4 (+4.9) 3.96 (+0.91) -30.9 (+0.52)  -37.1(+0.58 -6.2 (+0.95)
Me-o-D-Man 36.0 (£1.8) 2.78 (£0.14) -31.7 (x0.12) -24.3 (x0.60 7.4 (x0.70)
PA-IIL native

Me-a-L-Fud® 235.0 (= 8) 0.4 (£0.01) -36.4 (£ 0.10) -41.3 (£Q) -4.9 (+ 1.00)
Me-a-D-Mar? 1.4 (+ 0.05) 71.0 (£3.00) -23.7(+0.10) -17.80#0) 5.9 (+ 0.30)
CV-lIL
Me-a-L-Fud 59.4 (£ 0.2) 1.7 (£ 0.01) -32.9 (£ 0.01) -21.8(20 11.1(x0.10)
Me-a-D-Marf 5.4 (+0.6) 19.0 (+2.00)  -27.0(+0.30)  -17.81(B) 9.2 (+1.60)
RS-IIL

Me-a-L-Fud n d*
Me-a-D-Marf 438.0 (+2) 0.2 (0.01) 37.9 (x0.10) 24.9 (#1.30)  .0L@0.23)

3 (Pokorna, Ciocet al, 2006), ° (Sabinet al, 2006),” non détectable, valeur <“1®™

Tableau 4.1 Données thermodynamiques obtenues par ITC a 2888, interactions du Me-L-
Fuc et du Mea-D-Man avec les lectines CV-IIL, PA-IIL et RS-lILs(lééviations standards ont

été calculées a partir de trois expériences indépetes)

Les mutants PA-IIL S23A et G24N ne présentent qeie ge différence par rapport a la lectine
native. Il est cependant intéressant de noter apgedeux mutations augmentent légerement
I'affinité (facteur 2), a la fois pour le mannoseeur le fucose. Par contre, la mutation S22A a un
effet trés net puisqu'elle multiplie par 10 l'affénpour le mannose et diminue par 10 ['affinité

pour le fucose. La lectine PA-IIL S22A a donc lamegaffinité pour les deux sucres. Une légére
préférence pour le mannose est observée, ce quepee dire que la spécificité de la lectine a été

fortement modifiée par cette expérience d'ingémieri
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4.3. Structures cristallines

4.3.1. Préparations des cristaux

Les mutants de la lectine PA-IIL ont d'abord étéstallisés en présence de fucose, car ce
complexe cristallin est le plus facile a obteniesLmeilleurs cristaux obtenus dans les conditions
de cristallisations définies par les « screens Hamp et Il » ont ensuite été trempés 24 heures

dans des solutions des Mes-Man ou de Mea-L-Fuc a 10 mM

Les cristaux complexés avec le fucose et utilisggr ge trempage ont été obtenus dans les
conditions suivantes:

*  G24N/Meq-L-Fuc: 0,2M de sulfate d’ammonium et 30% de PEG 4000

*  G24N/Me@a-bD-Man: 0,1M d’HEPES (pH 7,5), 10 % d’iso-propanobet20% PEG 4000

e« S22A/ Mega-D-Man: 0,2M sulfate de lithium monohydrate, 0,1M T&s hydrochloride (pH
8,5) et 30% de PEG 4000

e S22A/ Mega-L-Fuc: 0,2M de sulfate de lithium monohydrate, 0,d&Tris hydrochloride (pH
8,5) et 30%de PEG 4000

 S23A/ Meqa-L-Fuc: 0.2M de chloride de calcium dihydraté, 0,1Racdtate de sodium
trinydraté (pH 7.5) et de 20% d’iso-propanol

4.3.2. Reésultats

La présence des mutations a été vérifiée par iattee phases lors du remplacement moléculaire
de la structure native dans les cartes de dersit&r@niquefo-fc et 2fo-fc (fig. 4.3). De méme, les
configurations alternatives de certains acides émiont aussi été révélées au cours des
affinements successifs en observant les cartesedsitd. L’'affinement a montré que selon
I'empilement cristallin, les monosaccharides d’iété’ont pas toujours pu se substituer au fucose
initial dans tous les sites du tétramere. Ainsijrpa structure PA-IIL S22A/Me+D-Man, trois
monomeres sur quatre contiennent le monosacchdiittérét, et uniguement deux monomeres

sur quatre ont été substitués pour les structiedmplexes PA-IIL G24N/Mea-L-Fuc et PA-
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lIL S22A/Me-a-Fuc. Les données statistiques de I'affinement s@mertoriées dans le tableau 2.
La présence de Me-D-Man n'a jamais été observée dans les cristauxAdBLPS23A/fucose
trempés dans le Me-D-Man. Les sous-unités du tétramere comportant deesd’intérét ont été
superposées afin d’'identifier les molécules d’eéawcturales participant de maniére systématique
a l'interaction du monosaccharide. L'analyse degles) des distances et des facteurs thermiques
B des molécules d’eau a aussi été prise en conapie cktte étude. Les données statistiques de la
collecte et de l'affinement des données sont dé&sil dans le tableau 4.2, les distances

interatomiques dans le site de reconnaissancesfigdians le tableau 4.3.

4 s '
;;'_\ NI 7 -
S KL 7R
K ; A8
e —_—
iz I ( ¢ -
a=) <)y NS
Vi = 4 Asn

Figure 4.3 Cartes de densité électronique 2fo-fc (contodr@sigma, en bleu) et fo-fc (contour

a 3.0 sigma en vert et -3.0 sigma en rouge), auteua boucle contenant les acides aminés 22-
23-24 lors du remplacement moléculaire avec laditne native. (a) Complexe avec le Me-
Man : mutation de Ser22 en Ala, (et présence denfocmations alternatives de Ser23). (b)
Complexe avec le Me-D-Man : mutation de Gly24 en Asn. (c) Complexe dgdde-a-L-Fuc :

mutation de Ser23 en Ala.
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Collecte de données
Ligne de lumiere (ESRF)
Longueur d’onde (A)
Résolution (A)

Zone haute résolution (A)
Groupe d’espace

Maille

Coef de Matthews (#Da)
Solvent (%)
Reflec.mesurées/unique
Multiplicité moyenné*
Completudé(%)
Moyenné I/ o/

R mergé? (%)

Facteur B de Wilson &
Affinement

Reys (observation)

Riwre’ (Observation)
Nombre d'atomes:
Hetero/ Proteine/ Solvent
Facteur B moyen
Chaines : A/B/C/D/Eau
Deviation RMS/ideal

PA-IIL G24N

Me-a-D-Man

ID29
0.987
1.70-49.45
1.70-1.74
R2
a=50.4A;b=80.1A;
c=525A; B=109.6°
2.13
422
146877/42206
3.5 (3.0)
97.8 (88.7)
20.1 (6.6)
0.054 (0.20)
9.68

0.143 (40067)
0.172 (2117)

60/ 3414/ 446

7.8/9.2/81/7.4/22.0

Mea-L-Fuc

ID14-EH2
0.933
1.50-28.69
1.50-1.54
P2
a=52.6 A; b=74.9A;
c=535A B=1147°
2.04
39.7
224211/60074
3.7 (3.7)
99.7 (99.7)
14.8 (3.3)
0.060 (0.36)
12.31

0.151 (57022)
0.193 (3024)

66/ 3525/ 430

10.2/9.7/10.2/ 10.2/ 26.4

PA-IIL S22A
Me-a-D-Man Me-a-L-Fuc
ID29 ID14-EH2
0.976 0.933
1.30-21.20 0134.69
13FB 1.70-1.74
P2 P2

a=525Ab=729A;
c=546A; p=943°
2.22
447
1974299982
4.2 (3.8)
99.2 (96.4)
23.1 (12.4)
0.042 (0.079)
10.28

0.13D¢3)
0.155 899

60/ 3414/ 446

6.9/ 7.4/ 7.3/ 7.2/ 23.8

a=52.7 A; b=73.1A,;
c=549A B=943°
2.25
453
160284/43407
3.7 (3.6)
95.4 (92.4)
14.4 (3.5)
0.0832)
11.29

0.177 (41187)
0.223 (2200)

66/ 3360/ 524

9.0/9.2/9.3/10.8/ 22.3

PA-IIL S23A
Mea-L-Fuc

ID14-EH2
0.933
1.30-87.71
1.30-1.33
c2
a=951A;b=457A;
c=879A B=942°
2.03
39.4
292549/98919
3.3(3.2)
95.8 (93.0)
1@B)
0.054 (0.35)
12.86

0.170 (94498)
0.197 (4421)

56/ 4232/ 592

10.8/10.9/ 9.8/ 11.3/ 26.2

Liaisons (A) 0.013 0.016 0.011 0.011 0.013

Angles (°) 1.26 1.58 1.42 1.29 1.47

Code PDB deposition non déposé non déposé nonélépos non déposé non déposé

Nombre entre parenthéses font référence a la zopiud haute résolutioRmege=2 | 1 = ( 1)/ (1), oU I = intensité observéBeys =X || Fo- Fc||/ = | Fo|, ot | Fo| = amplitude des facteurs de strcutrure observés et

. 4 ) )
| Fc| = amplitude des facteurs de structure calcURgs. correspond au &« pour 3 % des reflections exclues de I'affinement.

Tableau 4.2 Données statistiques de la collecte et de fiaffient des structures cristallines
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PA-IIL G24N PA-IIL S22A PA-IIL S23A

Me-a-D-Man Me-a-L-Fuc Me@a-D-Man Me-a-L-Fuc Me@a-L-Fuc
Man (O6) -- Ser23 (OG) 2,80 - 3,50 - -
Man (O6) -- Asn24 (ND2) 3,31 -- - - -
Man (O6) -- Asp96 (OD2) - - 2,67 - -
Man (O6) -- Ser23 (N) - - 3,20 - -
Man (06) -- Gly24 (N) - - 2,94 - -
05--Ser22 (0OG) _ 3,44 - - 3,44
05--Ser23 (0OG) 3,20 3,19 3,19 3,35 -
Asp96 (OD2) -- Ser22 (OG) 2,71 2,78 - - 2,70
Asp96 (OD2) -- HO (2) - - - 2,60 -
H,0 (2) — Ser23 (0OG) - - - - -
Fuc (01) -- HO (1) - 3,08 - 3,19 3,03

Tableau 4.3 Distances interatomiques des ligands dans ledgiteeconnaissance de PA-IIL

4.4. Discussion et conclusion

4.4.1. Interaction avec le Me--Fucoside

Lorsque l'on compare l'affinité du Me-L-Fucopyranoside pour la lectine PA-IIL en
fonction des différentes mutations (fig. 4.4), dapsrcoit que I'affinité du monosaccharide
est divisée par dix en présence de la mutation SEuUr expliquer cette forte baisse
d’affinité, il faut regarder la structure nativee késidu Ser22 fait, via I'oxygene de la chaine
latérale, une liaison hydrogéne de 2,7 A avec i@ne de la chaine latérale de I'acide aminé
Asp96 et comble le fond de la poche constituamsitke de reconnaissance. La mutation de la
Ser22 par une Alanine libére 'acide aminé Asp9bpguit alors fixer une molécule d’eau, ce
qui concorde avec la pénalité entropique obseri@e.contre, il est difficile d'expliquer
pourquoi I'enthalpie d'interaction de S22A pouMe-a-L-Fuc est moins bonne que celle de
la PA-IIL native.

A l'inverse, I'affinité du Meea-L-fucopyranoside pour la lectine ayant subi la momaS23A

est multipliée par deux tout en restant dans un en@mre de grandeur. On note cette fois une
contribution entropique favorable conséquente 8ek3/mol. Comparée avec la contribution

défavorable de 4,9 kJ/mol observée dans le cas d#rdcture native, on observe un gain

relatif de 8,7 kJ/mol, ceci au détriment de la dbation enthalpique. En effet, bien que le
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résidu Ser23 fasse une liaison hydrogéne avec démg O5 du cycle pyranose des
monosaccharides, il est relativement libre et dorfrequemment lieu a plusieurs
conformations alternatives, davantage encore esepog® de monosaccharides methylés en
O1 (Sabinet al, 2006). La contrainte occasionnée habituellemers tle la complexation
avec la forme native et qui engendrait de ce fadt pénalité entropique n’est plus retrouvée
dans la forme mutée. De surcroit, le groupe; @el I'alanine de remplacement établit une

nouvelle interaction hydrophobe avec le méthyl©érdu Mee-L-Fuc.

Il est plus ardu d’expliquer la hausse d’affinité sthonosaccharide pour la structure mutée
G24N, le résidu ne fait en effet aucune nouvelteraction directe ou indirecte avec le sucre.
La contribution de I'enthalpie quoique diminuée sstsiblement la méme, I'entropie quant &
elle, est moins défavorable de 3 kJ/mol attestant-ptre d’'une meilleure complémentarité de
surface entre le sucre et la protéine qui, paréagnce de I'Asn24, ferme davantage la poche

du site de reconnaissance autour du sucre et ge pias d’eau.
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Figure 4.4 Me-a-L-Fuc et Mea-D-Man,

complexés avec difféerents mutants de la
lectine PA-IIL. Les acides aminés mutés
sont représentés en jaune. Eau (sphére
rouge), calcium (sphére beige), liaisons
hydrogéne (pointillés verts), liaisons
hydrophobes (gros pointillés jaune). La
liaison hydrogene liant la Ser22 et I'’Asp96

est représentée par des pointillés violets.



4.4.2. Interaction avec le Me-D-mannopyranoside

L’affinité du Me-a-D-Man pour la lectine mutée G24N est sensiblemerilieuee mais reste
du méme ordre que celle obtenue lors du complexe & forme native de la protéine.
Cependant les contributions des grandeurs thernamigues se repartissent differemment.
En effet, la contribution de I'enthalpie est sigrativement plus forte pour la lectine mutée
G24N, puisque la valeur de -17.8 kJ pour la forraéve est désormais de -27.1 kJ. Par
ailleurs, la contribution entropique favorablej ggprésentait un tiers de I'énergie libk&
dans le cas de la lectine native, devient legenthéfavorable et ne représente plus que 8 %
du total des contributions pour la lectine mutéeti&2L’analyse de la structure cristalline
révele que 'oxygéne O6 du M&b-Man pointe vers I'extérieur du site de reconnaissaet
participe a deux liaisons hydrogéne mettant el’gaygéne de la Ser23 ainsi que l'azote de
’Asn24. Par ailleurs, cet azote fait aussi un pbyirogéne avec I'oxygéne de la chaine
principale du résidu Asp96 via la capture d’'uneéunole d’eau. L’établissement de nouvelles
interactions et la capture d’une molécule d’eawcstrrale supplémentaire expliquent ces

variations thermodynamiques

L’affinité ainsi que les grandeurs thermodynamiqobsenues pour la lectine mutée S23A
sont sensiblement identiques a celles obtenuesladarme native. Les données structurales
sont absentes ici, mais par analogie avec la steictu Mee-D-Man complexé avec PA-
IIL/G24N, le méme raisonnement que celui effectuéc@demment pour le Me-Fuc

explique la Iégére baisse enthalpique et le Iégar gntropique.

Le plus grand changement réside dans les donnéesugls pour le complexe du N3ep-
Man avec la lectine mutée S22A. La constante diafiest environ vingt fois plus forte que
celle obtenue lors du complexe avec la lectineveati’énergie libreAG a considérablement
augmenté due a la contribution favorable et simékade I'enthalpie passant -17,8 kJ a -24,3
kJ et de I'entropie passant de +5,9 kJ a +7,4 dJencore, la disponibilité retrouvée de
I'acide aminé Asp96 du fait de la mutation de lairfge22 en alanine, a permis la formation
d’'une nouvelle interaction directe avec le sudreaxygéne O6 du Mex-D-Man pointe cette
fois vers l'intérieur du site de liaison et faibis liaisons hydrogéne supplémentaires dont
deux avec les azotes des chaines principales dissaaminés Ser23 et Glu24 et une avec
I'oxygéne de la chaine latérale de I'acide amin@%%s Il est important de signaler que cette
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mutation produit pour la premiere fois une invensians I'affinité de la lectine pour ses
ligands. Ainsi, la lectine PA-IIL mutée S22A monttésormais une affinité plus forte pour le
mannose que pour le fucose. De plus, le mécanismterdction du Mea-bD-Man avec PA-
[IL/S22A est homologue a celui rencontré lors detéraction avec la protéine RS-IIL (fig.
4.5).

Figure 4.5 Superposition du site de reconnaissance du muiRAaliL S22A (en bleu) et de
RS-IIL (en vert) en complexe avec le Me-Man. Les liaisons hydrogéne sont représentées
par des traits pointillés. Les molécules d’eau smyrésentées par des sphéres bleues et

vertes, les ions calcium sont représentés parphsres blanches.
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Interaction entre PA-IIL et les
oligosaccharides naturels

La lectine PA-IIL se lie a des oligosaccharides spris sur les voies respiratoires.
L'identification des oligosaccharides récepteurdadiectine est de premiere importance a la
fois pour comprendre le mécanisme d'interactiorpair concevoir des glycomimétiques

ayant un fort pouvoir compétiteur avec les ligandturels.

5.1. Recherche de ligands oligosaccharidiques pénade de

criblage.

Les méthodes d'analyse de spécificité disponibkass de "Consortium for Functnional
Genomics" permettent de tester un trés grand nodibligosaccharides. La lectine PA-IIL a
été marquée avec le fluorochrome Alexa Fluor 48&mtoyée a Rick Alvarez (U. of
Oklahoma). Plus de 250 oligosaccharides naturdlgténtestés par les méthodes de « printed
array » (fig. 5.2) et « glycan array » (fig. 5.19uP des raisons techniques, les informations
obtenues par la méthode « printed array » sonhiebement qualitatives. En effet, la taille
minuscule des puits utilisés et le procédé de tectdiscriminent les oligosaccharides
fortement reconnus par la lectine (puits éclaid&sgeux qui le sont pas ou peu (puits éteints
ou faiblement éclairés), sans fournir de véritabigermations quantitatives. La méthode

« glycan array », quant a elle, est d’avantage tifative.
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Figure 5.1. Interaction de la lectine PA-IIL (intensité de dhescence) évaluée par la

méthode de « printed array ». Seuls les picsggs ont été étiquetés.
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Figure 5.2. Interaction de la lectine PA-IIL (intensité de dhescence) évaluée par la

méthode de « glycan array ». Seuls les pics inteoseéte étiquetés.
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Quelle que soit la méthode utilisée, on confirmes RA-IIL peut interagir avec des
oligosaccharides mannosylés ou fucosylés. La métiued"Printed array" indique que tous
ceux comportant tout ou partie des motifs LewisFac@1-4)GlcNac(3-B)Gal ou Lewis x
(Fuc(@1-3)GlcNac(4-B)Gal), ainsi que les oligosaccharides dans lesdaelfucose est lié
en positional-2 dup-Galactose sont bien reconnus. On retrouve aussiipas meilleurs
ligands, des oligosaccharides-dnannose tel que le motif Manl-6)Man@1-6)[Man(@1-3)]

et Man@1-2)Man@1-6)[Man(@1-3)].

La méthode "Glycan array”, indique que les pics filgorescence les plus intenses
correspondent tous a des oligosaccharides contdeafitcose lieé en position 4 sur un
GIcNAc. Le Lewis a (Fug(1-4)GlcNac(3-B)Gal) serait donc le ligand préférentiel de la

lectine PA-IIL, comme cela avait été proposé aipafetudes préliminaires sur un petit

nombre de déterminants oligosaccharidiques (Mitatedl, 2002)

5.2. Oligosaccharides fucosylés du lait maternel.

Le lait maternel humain est un mélange complexe pom@& de plusieurs centaines
d'oligosaccharides difféerents (Miller and McVeadt999, Kunz, 2000 #177). Bien que
certains composants soient communs a d’autres nignesy le lait humain comporte un
grand nombre d’oligosaccharides spécifiques en tgéaasignificative puisqu’ils viennent en
troisiéme position apres le lactose et les lipié¢deur quantité globale est supérieure a celle
des protéines (tab. 5.1). La nature des oligosaittdsaprésents dans le corps d’un individu, y
compris ceux du lait humain est déterminé génétimpre. Il n’est donc pas étonnant de
retrouver une similitude structurale entre les ad@ccharides du lait et ceux des groupes
sanguins. Des expériences ont d'ailleurs montré aoreélation entre les oligosaccharides
retrouvés dans le lait maternel humain et le grospeguin d’appartenance de la mere
(Vivergeet al, 1990).
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La fonction biologique des oligosaccharides estmament liée a leurs conformations
structurales. Les monosaccharides constituant ligesaccharides du lait humain (HMOs)
sont leDp-glucose (Glc), l-galactose (Gal), le N-acétylglucosamine (GlcN&x)-fucose et
I'acide sialique (NeuAc). Les oligosaccharidesésglusqu'a présent ont une longueur variant
de 3 a 10 monosaccharides et portent tous un &ias-Gal(1-4p-Glc) a leur terminaison
réductrice. Ces structures sont produites danpdiagl de Golgi ou le disaccharide de base,
le lactose, est synthétisé a partir d’'UDP-galactesede glucose sous l'action d’une
galactosyltransférase régulée pam-lactalbumine. Ce lactose sert ensuite de substrat
d’autres transférases (galactosyl-, fucosyl-, siabt N-acétylglucosaminyltransférases) qui
ajoutent les monosaccharides complémentairest ilgmrtant de noter que prés de la moitié

des sucres du lait humain caractérisés sont sgalylé

Quantité (g/litre)

Composant Lait Lait de
humain vache
Lactose 55-70 40-50
Oligosaccharides
Lacto-N-tetraose 0.5-1.5 Traces
Lacto-N-fucopentaose | 1.2-1.7 .
Lacto-N-fucopentaose Il 0.3-1.0 .
Lacto-N-fucopentaose I 0.01-0.2 _
Lacto-N-difucohexaose | 0.1-0.2 .
NeuAc(i2-6)lactose 0.3-0.5
0.03-0.06
NeuAc(2-3)lactose 0.1-0.3
NeuAc-lacto-N-tetraose a 0.03-0.2 Traces
NeuAc-lacto-N-tetraose ¢ 0.1-0.6 Traces
NeuAg-lacto-N-tetraose 0.2-0.6 Traces
Oligosaccharides (total) 5.0-8.0 Traces

Tableau 5.1 Comparaison des oligosaccharides présents datatlenaternel humain et le
lait de vache (Kunz et al., 2000).

La présence du fucose dans le lait est une spékific lait maternel humain, il n'est pas
présent dans le lait de vache. L’addition du fucad&pend de l'action de trois
fucosyltransférases différentes, déterminées gfugrient. L&-1-2-fucosyltransférase est
exprimée chez 77% des caucasiens que l'on classiiieme « sécréteur » (Erney al,

2000). Le lait humain, chez les individus sécr&tege caractérise par la présence du 2-
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fucosylactose (Fucl-2Gap1-4Glc), du lacto-N-fucopentaose | (Fuc2Gap1-3GIlcNa@31-
4Glc) et d’autres oligosaccharides plus complexesportant tous le motif Fad-2Gap1-
3GIcNa@1-4Glc. Une autre fucosyltransférase dépendantéhe dewis attache un résidu
fucose en position1-4 du résidu subterminal GIcNAc des chaines de fiypDans le lait de
ces individus (non sécréteurs), l'oligosaccharideogylé majoritaire est le lacto-N-
fucopentaose Il (GBL-3[Fual1-4]GIcNAB1-3Ga1-4Glc) correspondant au déterminant
du group sanguin Lewis a. On retrouve ce trisacdbacthez 20 % de la population. Si les
deux fucosyltransférases sont exprimées par l'iddivI'oligosaccharide du lait humain
majoritaire est le lacto-N-difucohéxaose (Ble2Gap1-3[fucal-4]GIcNAB1-3Gap1-4Glc)
correspondant au déterminant du groupe sanguinsLbwKunz, Rudloffet al, 2000). Pour
les 5% de la population appartenant au group sanigenvis a b, on trouve un troisieme
oligosaccharide portant un fucose lié eh-3 du GIcNAc dans les chaines de type 2.
L'oligosaccharide qui en résulte est le (@ak[fucal-3]GIcNAB1-3GaB1-4Glc)

correspondant au déterminant du groupe sanguinsbewi

Type 1 Type 2

LNT Galji1-3GIchNACE1-R Lactose Gal[\1-4Gic (for 2FL, 3FL, LDFT)
Pl LNneoT Galji1-4GIcNAcH-1-R (for LNF 11l)

LNF 1, H-1 LNF I, Le? 2°FL, H-243 [aFL, LeX gy LNF Il LeX
Galp1-3GIcNAc1-R Gam1-ae|or|s.,r\c|-.1-ﬂ Giun:-aazc Gaqn-:c‘:-:i-ﬂ \Rz

Fucel 24— Fucud 4 Fueal,2 Fuecie1.3
T s N\ T
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S G +igH 3
v f | pfths e ¥ R ey N e NG
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- 1 H " 5,
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Figure 5.3. Représentation schématique des oligosaccharidesglies fréquents dans le lait

maternel humain (Newburg et al., 2004)
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5.3. Les applications thérapeutiques des oligosamds du lait

humain

Pour des raisons évidentes, les études concemmmiMOs ont principalement été menées
sur le systeme digestif des nourrissons. Il a éténtré qu'un certain nombre
d’oligosaccharides n’étaient pas digérés par ltite gréle des nourrissons puisqu’on les
retrouve intacts dans le gros intestin et les wsrin€eci suggere d'une part, que ces
oligosaccharides auraient un effet prébiotique riBrililler et al, 1998) et d'autre part,
gu’ils conservent leur configuration structuraledeinc toutes leurs fonctions puisqu’ils ne
sont pas dégradés dans l'estomac. En effet, lg@saccharides de lait humain sont les
analogues solubles des glycoconjugués exposés surface des cellules épithéliales et
peuvent rentrer en compétition avec eux dans fattéon avec les pathogenes comme les
bactéries ou les virus. Chaque fois qu’'un nourriste, 100 a 500 mg d'oligosaccharides
traversent les voies intestinales (Kunz, Rudkiffal, 2000). 70% des otites survenant chez
les nourrissons sont la cause d’infection Paeumococcou Haemophilus influenzad.a été
démontré que l'adhésion de ces microorganismes sasderes spécifiques des cellules
épithéliales buccales étaient inhibés par le laimain (Anderssoret al, 1986). D’autres
études démontrent que les oligosaccharides nedirést humain protégent les intestins des
nouveaux nés du cholera (Holmgrenal, 1983) ou que les oligosaccharides du lait humain
sialylés inhibent I'adhésion des souchegoli responsables de méningite chez le nourrisson.
Les oligosaccharides du lait humain pourraient attdéisés comme traitement ou en
prévention des infections. lls constituent des #gyethérapeutiques particulierement

intéressants puisqu’ils ne sont ni allergisant®xiques pour I'organisme.

5.4. Interaction entre PA-IIL et les oligosacchasddu lait humain
(Article n° 3)

De nombreux sucres du lait humain sont fucosylédoat potentiellement reconnaissables

par la lectine PA-IIL. Des expériences ont monté g¢hémagglutination par la lectine était
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inhibée en présence de lait humain et non en présdancelui de vache (Lesman-Movshovich
and Gilboa-Garber, 2003) (fig. 5.4).

8 1 B Lait humain

6 = Lait de vache

L

Con A

PA-II

Figure 5.4.Inhibition d’hémaglutination par du lait humain kbvin des lectines PA-IL, PA-
IIL et concanavaline A (ConA). Adapté de (LesmarndWovich and Gilboa-Garber, 2003)

Les oligosaccharides complexes comme ceux du uaitain sont cependant difficiles a isoler
en grande quantité ou a reproduire chimiquemene téthode développée au CERMAV
procédant par voie enzymatique dans une souchérleamie deéE.coli a permis la fabrication
et la purification des pentasaccharides LNnFP-¥t@iN-neofucopentaose V) et LNnDF-II
(lactoN-neodifucohexaose 1) (Dumaet al, 2001). Les tests ELLA ont pu étre menés sur un
ensemble d'oligosaccharides fucosylés et les rmedlliggands ont été retenus pour les études
par microcalorimétrie ITC.

La microcalorimétrie confirme que le L.est le meilleur ligand naturel de PA-IIL avec
une affinité environ 10 fois supérieure & cellefaeose (K = 4.7 16M™?, Ky = 2.1 10" M).
La structure du complexe PA-lIL/Eea été résolue a 1.75 A de résolution. Il apparait
clairement que, en supplément des contacts précgdetmidentifiés entre le fucose et la
protéine, une stabilisation supplémentaire intenivigrace a un contact entre le O-6 du
GIcNACc et la chaine principale de la protéine. Desple galactose établit également un
contact avec la protéine par I'intermédiaire d'unelécule d’eau. PA-IIL a pu également étre
cristallisé avec le pentasaccharide de lait hunhdNnFP-V, fournissant ainsi la premiere
structure démontrant comment le lait humain peoguér 'adhésion de pathogene dans

l'intestin des nouveaux nés. Cette structure adgélue a 1.05 A et le pentasaccharide établit

des contacts avec un sucre voisin dans le cresajui permet de le localiser avec précision.
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Structural basis for the interaction between human milk oligosaccharides
and the bacterial lectin PA-IIL of Pseudomonas aeruginosa

Stéphanie PERRET*", Charles SABIN*+", Claire DUMON*, Martina POKORNAZ, Catherine GAUTIER*, Oxana GALANINAS, )
Shahov ILIA§, Nicolai BOVINS, Magali NICAISE||, Michel DESMADRIL||, Nechama GILBOA-GARBERY], Michaela WIMMEROVAZ,
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Modélisation et Ingénierie des Protéines, Bat. 430 Université Paris XI, 91405 Orsay, France, and 9Bar-Ilan University, Faculty of Life Sciences, Ramat Gan 52900, Israel

One of the mechanisms contributing to the protection by breast-
feeding of the newborn against enteric diseases is related to the
ability of human milk oligosaccharides to prevent the attachment
of pathogenic bacteria to the duodenual epithelium. Indeed, a var-
iety of fucosylated oligosaccharides, specific to human milk, form
part of the innate immune system. In the present study, we demon-
strate the specific blocking of PA-IIL, a fucose-binding lectin of
the human pathogen Pseudomonas aeruginosa, by milk oligosac-
charides. Two fucosylated epitopes, Lewis a and 3-fucosyl-lactose
(Lewis x glucose analogue) bind to the lectin with dissociation
constants of 2.2 x 1077 M and 3.6 x 107 M respectively. Ther-
modynamic studies indicate that these interactions are dominated
by enthalpy. The entropy contribution is slightly favourable when

binding to fucose and to the highest-affinity ligand, Lewis a. The
high-resolution X-ray structures of two complexes of PA-IIL with
milk oligosaccharides allow the precise determination of the con-
formation of a trisaccharide and a pentasaccharide. The different
types of interaction between the oligosaccharides and the protein
involve not only hydrogen bonding, but also calcium- and water-
bridged contacts, allowing a rationalization of the thermodynamic
data. This study provides important structural information about
compounds that could be of general application in new therapeutic
strategies against bacterial infections.

Key words: crystal structure, fucose, human milk oligosaccharide,
lectin, Pseudomonas aeruginosa, thermodynamics.

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that infects
immunosuppressed individuals and compromised tissues, such as
burn wounds or the trachea of intubated patients. The bacteria en-
danger especially patients with cystic fibrosis. For pathogenic or-
ganisms, the ability to adhere to host tissues is essential to initiate
an infection, and host cell surface glyconjugates represent a spe-
cific target for bacterial receptors [1]. P. aeruginosa produces a
variety of carbohydrate-binding proteins that could be involved
in host recognition and adhesion. Some of them are located at the
tip of pili [2] and flagella [3], whereas others are soluble lectins
present in the cytoplasm and at the surface of the bacteria [4].
The role of carbohydrate—lectin adhesion in several bacterial
infections of the stomach, ears and bladder has been recognized,
and oligosaccharide-based treatments have been tried [5,6]. In the
intestine of the human newborn, maternal milk oligosaccharides
offer natural protection against pathogen infection [7]. Human
milk contains a significant amount of structurally diverse oligosac-
charides, most of which are fucosylated neutral oligosaccharides
carrying lactose at their reducing end [8] (Figure 1). Since human
milk oligosaccharides are soluble analogues of epithelial cell sur-
face glycoconjugates, they competitively inhibit the binding of
pathogenic bacteria and viruses to epithelial ligands [9]. More
particularly, fucosylated human milk oligosaccharides inhibit
binding in vitro or in vivo of several pathogens, such as entero-

pathic Escherichia coli[10], Campylobacter jejuni [11], Norwald-
like virus [12] and Helicobacter pylori[13]. P. aeruginosa can also
colonize the gastrointestinal tract and cause paediatric diarrhoea.
Moreover, undetected endogenous gastrointestinal carriage can
lead to severe infection in other parts of the body [14,15].

A fucose-binding lectin, PA-IIL, has been isolated from the
P. aeruginosa cytoplasm [4] and its amino acid sequence charac-
terized [16]. This soluble lectin is also present at the surface of
the bacterial cell [17], is regulated by quorum sensing and is as-
sociated with virulence factors [18]. It has been demonstrated
recently that human milk, but not cow’s milk, specifically blocks
haemagglutination by PA-IIL [19]. In the last 2 years, our group
has deciphered the structural basis of the interaction between PA-
IIL and fucose [20,21]. Fucose binding is mediated by two cal-
cium ions, and this very unusual binding mode is responsible for
the affinity (K, 0.18 x 10° M~"), which is much higher than is
classically observed in protein—carbohydrate interactions [22].

Characterization of the interaction between PA-IIL and human
milk oligosaccharides may help in understanding the role of PA-
IIL in bacterial infection. Furthermore, detailed description of
the structural and thermodynamic interactions will help in the
design of carbohydrate-based compounds that can be used against
P. aeruginosa infections such as those that threaten the lives of
cystic fibrosis patients. We present here a study of the fine speci-
ficity of PA-IIL towards a number of human milk oligosac-
charides, and characterization of the thermodynamics of binding

Abbreviations used: ELLA, enzyme-linked lectin assay; FucLac, fucosyl-lactose; ITC, isothermal titration microcalorimetry; Le?, Lewis a; Le*, Lewis X;
Le* g.a., Le* glucose analogue; LNFP-II, lacto-N-fucopentaose-Il; LNNDFH-II, lacto-N-neodifucohexaose-Il; LNnFP-V, lacto-N-neofucopentaose-V;
Me-aFuc, methyl-a-L-fucopyranoside; SialLe?, sialyl Lewis a; SialLe*, sialyl Lewis x; T-PBS, PBS containing 0.05 % Tween.

' These authors contributed equally to this work.

2 To whom correspondence should be addressed (email imberty@cermav.cnrs.fr).
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Figure1 Representation of major human milk oligosaccharides illustrating

the great variety of neutral oligosaccharide structures

All core molecules carry lactose at their reducing end. 2’-FL, 2'-FucLac. Lewis structures are
shown in brackets.

for the highest-affinity ligand. The crystal structures of PA-IIL
in complex with fucosylated tri- and penta-saccharide have been
solved to a resolution of 1.75 and 1.05 A respectively (where
1 A=0.1nm), yielding the first atomic-resolution structures of
human milk oligosaccharides and their interaction with bacterial
receptors.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Recombinant PA-IIL was purified from Escherichia coli
BL21(DE3) containing the plasmid pET25pa2l as described
previously [21]. L-Fuc and 2'-FucLac (2'-fucosyl-lactose) were
purchased from Sigma; Me-aFuc (methyl-a-L-fucopyranoside)
was purchased from Interchim; LNFP-II (lacto-N-fucopentaose
II), Le* (Lewis x), Le* (Lewis a), Siale (sialyl Lewis a) and
SiaLe* (sialyl Lewis x) were purchased from Dextra. 3-FucLac,

© 2005 Biochemical Society

LNnFP-V (lacto-N-neofucopentaose-V) and LNnDFH-II (lacto-
N-neodifucohexaose-II) were produced in engineered E. coli
strains and purified as described previously [23].

ELLA (enzyme-linked lectin assay) experiments

ELLAs were conducted using 96-well microtitre plates (Nunc
Maxisorb) coated with PA-IIL (5 pwg/ml) diluted in carbonate
buffer, pH 9.6 (100 1) for 1 h at 37°C. After blocking at 37 °C for
1 h with 100 pul per well of 3% (w/v) BSA in PBS, plates were
incubated at 37°C for 1 h with 100 ul of biotinylated polymeric
fucose (Lectinity Holding, Inc.) at 5 ug/ml in the presence of
serial dilutions of inhibitors. After washing with T-PBS (PBS con-
taining 0.05 % Tween), 100 ul of streptavidin—peroxidase conju-
gate (dilution 1:5000; Boehringer-Mannheim) was added and
left for 1 h at 37°C. The colour was developed using 100 ul per
well of 0.05 M phosphate/citrate buffer containing O-phenylene-
diamine dihydrochloride (0.4 mg/ml) and urea hydrogen peroxide
(0.4 mg/ml) (Sigma-Aldrich). The reaction was stopped by the
addition of 50 wl of 30 % H,SO,. Absorbance was read at 490 nm
using a microtitre plate reader (Bio-Rad; model 680).

ITC (isothermal titration microcalorimetry) analysis

ITC experiments were performed with a VP-ITC isothermal
titration calorimeter (Microcal). The experiments were carried out
at 25°C. Sugars and proteins were dissolved in the same buffer,
i.e. 0.1 M Tris with 0.03 mM CaCl, at pH 7.5. The protein concen-
tration in the microcalorimeter cell (1.4 ml) varied from 23.5 to
50 uM. A total of 22 injections of 13 ul of sugar solution at con-
centrations varying from 0.24 to 0.5 mM were added at intervals
of 5 min while stirring at 310 rev./min. Control experiments per-
formed by injection of buffer into the protein solution yielded
insignificant heats of dilution. The experimental data were fitted to
a theoretical titration curve using software supplied by Microcal,
with AH (enthalpy change), K, (association constant) and n
(number of binding sites per monomer) as adjustable parameters,
from the relationship:

nPAHV, A, N 1
e 2 nP, ' nKP,

H_Al_i_ 1y 4A.
nP, nKP, nP,

where P, is the total protein concentration, A, is the total con-
centration of the ligand, V, is the volume of the cell and Q; is the
total heat released for injection i. AG values and entropy contri-
butions were determined from the standard equation:

AG=—RTInhK=AH-TAS

where AG, AH and AS are the changes in free energy, enthalpy
and entropy respectively of binding, T is the absolute temperature,
R=8.32J-mol™!'-K~! and K is the association constant. All ex-
periments were performed with ¢ values 100 < ¢ <200 (c =K,M,
where M is the initial concentration of the macromolecule).

Crystallization

Crystallization conditions were screened using the hanging-drop
vapour diffusion method from complete Hampton Screens I and 1T
(Hampton Research) and the best conditions were selected. For
the PA-IIL-LNnFP-V complex, hanging drops were prepared
using 2.5 ul of lyophilized purified PA-IIL dissolved in water
(10 mg - ml™") in the presence of LNnFP-V (1300 wg-ml™"') and
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CaCl, salt (2 mM) and 2.5 ul of reservoir solution (1.75 M am-
monium sulphate in 0.1 M Tris/HCI, pH 8.5). Crystals, obtained
within 3 weeks at 20°C, belong to space group P1 (¢ =47.01 A,
b=4835A, ¢=5247A, a=8535°, f=80.05 and y=
65.60°), with four molecules per asymmetric unit, corresponding
to a V,, (Matthews coefficient) of 2.3 A3-Da™' and a solvent
content of 46 % . For the PA-IIL-Le* complex, lyophilized protein
was dissolved in water (10 mg-ml~') in the presence of Le®
(806 g -ml™") and CaCl, salt (2 mM). Crystalline plates were
obtained from hanging drops of 2.5 ul of protein solution mixed
with 2.5 ul of reservoir solution {0.1 M sodium cacodylate
at pH 6.5, 30% PEG [poly(ethylene glycol)] 8000 and 0.2 M
ammonium sulphate}. The crystal plates belong to space group
P2, (a=51.57A, b=7582A, ¢=52.74A and B=93.48°),
with four molecules per asymmetric unit, resulting in a V,, of
2.2 A% . Da" and a solvent content of 44 %.

Data collection and structure solution

Crystals were cryo-cooled at 100 K after soaking them for as short
atime as possible in 25 % (v/v) glycerol in the precipitant solution.
All data images were recorded on an ADSC Q4R CCD detector
(Quantum Corp.) at a wavelength of 0.934 A on beamline ID14-1
at ESRF (Grenoble, France). Data were processed with MOSFLM
[24], and scaled and converted to structure factors using the CCP4
programme suite [25]. In the particular case of the 1.05 A PA-TIL—
LNnFP-V complex, to avoid the loss of the strongest reflections
owing to saturation, three sets of data (one low- and two high-
resolution passes) were collected from the same crystal.

Phasing of the PA-IIL-LNnFP-V complex was performed with
ACORN [26], using only the positions of three of the calcium
ions from the crystal structure of the PA-IIL—fucose complex sol-
ved previously at 1.0 A resolution [21]. Using the ACORN phases,
an initial structure was built automatically using ARP/warp [27].
The resulting electron density maps showed clear features corres-
ponding to the oligosaccharide ligands. Cycles of iterative manual
rebuilding and refinement were performed using the programs O
[28] and REFMAC [29]. In the binding sites of monomers A
and C, only four and three sugar residues respectively could be
positioned in the electron density maps, whereas a pentasaccha-
ride could be positioned in monomers B and D.

The structure of the Le*-complexed lectin was solved by the
molecular replacement technique with the MOLREP program
[25], using the monomeric structure of the PA-IIL—fucose com-
plex (PDB code 1GZT) stripped of water molecules and calcium
ions as the search probe. Four clear solutions were found, corres-
ponding to a tetramer in the asymmetric cell described previously
[20]. The initial F,—F . difference maps showed clearly the pre-
sence of four Le® ligands, one for each monomer. Cycles of manual
model rebuilding with O and refinement with REFMAC gave the
final structure. Co-ordinates of the final structures (see refinement
statistics in Table 1) have been deposited in the Protein Data
Bank under codes 1W8F and 1W8H for the LNnFP-V- and Le*-
complexed structures respectively.

RESULTS

Specificity of the interaction between PA-IIL and human
milk oligosaccharides

Since haemagglutination by PA-IIL has been demonstrated to be
blocked specifically by human milk [19], we studied the affinity
of different human milk oligosaccharides towards the lectin using
ELLAs. The fucosylated oligosaccharides shown in Figure 1
were tested for their inhibitory properties against the binding

Table 1 Data collection and refinement statistics
Data in parentheses show statistics for the highest-resolution shell. rmsd, root mean square
deviation.
Parameter PA-IIL-LNnFP-V PA-IIL-Le?
Data collection
Wavelength (A) 0.934 0.934

Resolution (A)
Space group
Unit cell

14.51-1.05 (1.08-1.05)

P1

a=47.015A, b=48352A,
C=52472 A, o =85.35°,
p=80.05°, y =6560°

26.82-1.75 (1.81-1.75)
P2

a=5157h b=75824,
c=5274 A p=93.48°

Observed reflections 737998 141130
Unique reflections 180478 34767
Multiplicity 41(35) 41(3.4)
Completeness (%) 93.3(89.5) 85.7 (41.7)
lol 7.0(1.8) 13.2(3.8)
Rimerge (%) 6.6 (32.2) 8.8(33.0)
Refinement statistics
Reyst (%) (no. reflections) — 10.5 (171406) 12.5(34037)
Rire (%) (no. reflections) 12.3(9072) 16.9 (730)
Average B factor (A2) 7.314 9.679
Protein atoms (n) 3564 3362
Ligand/water atoms () 197/727 204/438
rmsd bonds (A) 0.021 0.014
rmsd angles (°) 2.1 15
Lea
(0.51)
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Figure 2 Potency of different sugars relative to fucose

ICso values in M, as determined from the inhibition curves, are given in parentheses. Each
value has been averaged from at least three independent measurements. FL, FucLac; SLe, Siale.

of L-fucose-biotinylated polyacrylamide to immobilized PA-IIL.
These oligosaccharides are representative of the variety of fuco-
sylated epitopes found in human milk oligosaccharides: «Fucl-
2Gal, aFucl-4GlIcNAc, aFucl-3GIcNac and aFucl-3Glc. ICs,
values ranged from 23 M for 2'-FucLac to 0.5 uM for the best
inhibitor, Le*. After normalizing values to that of fucose, the inhi-
bitory potency of the oligosaccharides appears to be directly
dependent on the linkage between the fucose moiety and the
carrying oligosaccharides (Figure 2). Oligosaccharides containing
a fucose residue linked to position 2 of galactose (2'-FucLac) are
poor inhibitors. Similarly, the Le* series, which contain a fucose
on position 3 of a GIcNAc residue, bind less efficiently to PA-IIL
than does fucose alone. On the other hand, the Le* g.a. (Le* glu-
cose analogue) series, in which the GIcNAc is replaced by Glc,
binds approx. 6-fold better than fucose. The best inhibitors belong
to the Le" series, which contain fucose linked on position 4
of a GIcNAc residue; these are 8—10 times stronger inhibitors
than fucose. These data demonstrate that the presence of a sialyl
group does not improve the inhibitory potency of the Le* and Le*
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Figure 3 ITC analysis of the interaction of PA-IIL with Le?

Curves are shown for Le? (0.324 mM) binding to PA-IIL (32.7 «M) in 100 mM Tris buffer
containing 0.03 mM CaCl,, pH 7.5, at 25 °C. Upper panel: data were obtained from 22 automatic
injections (13 4! each) of Le? into PA-IIL in the cell. Lower panel: plot of the total heat released
as a function of total ligand concentration for the titration shown in the upper panel (M). The
solid line represents the best least-squares fit for the obtained data. 1 kcal =4.184 kJ.

oligosaccharides. Moreover, the length of the oligosaccharides
containing the Le* g.a. or Le* epitope does not modify the strength
of the interaction. This indicates that only the Lewis epitope
part of the oligosaccharide is responsible for the high-affinity
binding to the lectin. Together, these data confirm and complete
those obtained previously using different binding assays [20].

Table 2

Values are means + S.D. from at least two separate titrations.

ITC analysis for binding of PA-IIL to various oligosaccharides

Thermodynamics of the interactions between PA-lIL and
human milk oligosaccharides

In order to characterize further the interactions of the lectin with
some of the most potent competitors, K, values and thermody-
namic binding parameters were analysed using ITC. A typical
titration curve for the Le* trisaccharide, the most potent ligand of
PA-IIL found in the ELLA experiments described above, is shown
in Figure 3. The association constant of PA-IIL-Le* binding was
4.7 x 10°M™', some 14 times stronger than for binding of L-
fucose (Table 2). The Le* g.a. from human milk and the Le* g.a.-
containing oligosaccharides LNFP-V and LNFP-II presented K,
values 5-8 times higher than that for L-fucose. On the other hand,
the affinity of the lectin for the Le* trisaccharide was slightly lower
than for fucose. These values are in agreement with the relative
inhibitory potencies calculated from the ELLA experiments (Fig-
ure 2). The affinity constants described here for PA-IIL are much
higher than those usually observed for lectin—oligosaccharide
interactions [22].

Analyses of the different thermodynamic contributions to li-
gand binding indicate that the interaction is unambiguously
enthalpy-driven. In all cases except one, the entropy term is small,
with the TAS value close to 10 % of the free-energy term — AG
(Table 2). The strong enthalpy term is not surprising, since the
characteristics of fucose binding to the primary binding site are
dominated by hydrogen bonding and a very unusual co-ordination
to two calcium ions [20,21]. Interestingly, there is no or almost
no entropy barrier for the binding of mono- or oligo-saccharides
to PA-IIL. Two ligands, L-fucose and Le* trisaccharide, present a
slightly favourable entropy term, and for one ligand, Le*, the
entropy contributes almost one-third (28 %) of the binding free en-
ergy. This is unusual in protein—carbohydrate interactions, where
several factors, usually attributed to flexibility of the ligand and
displacement of water molecules from amphiphilic surfaces [30],
generally yield an unfavourable entropy term [22]. The oligo-
saccharides of the Lewis series are uncommonly rigid, due to
their branched structure [31,32], and this could explain the atyp-
ical favourable entropy contribution. Interestingly 3-FucLac, the
glucose analogue of Le*, binds with unfavourable entropy, which
is perhaps due to a decrease in the rigidity of the trisaccharide
with the absence of the N-acetyl group at position 2 (Figure 1).

Crystal structures of complexes of PA-IIL with two human
milk oligosaccharides

The crystal structures of the PA-IIL-Le* and PA-IIL-LNnFP-
V complexes contain the same overall features as the PA-IIL—
Fuc complex crystallized in the P2, space group and previously
refined to 1.0 A resolution [21], and in space group P2,2,2; at
1.2 A resolution [17], showing a conserved quaternary arrange-
ment, as well as the calcium- and fucose-binding modes (Fig-
ures 4A and 4B). The structural basis for fucose binding was

Oligosaccharide 105 x K, (M~")  n — AG (kJ/mol) — AH (kJ/mol) —TAS (kJ/mol)
Fucose 0.34+0.03 0.96 +0.04 315402 312401 —03+0.1
Le? 47402 1.08+0.01 38.06 +0.08 34.95+0.07 —3.11+0.01
3-Fuclac 27102 1.02+0.01 36.7+0.2 40.0+05 33+06
LNnFP-V 1.56 +0.04 1.02+001  3533+0.06 356+0.2 03+03
LNFP-II 2.01+0.04 0.94+0.01 35.96 +0.05 378+04 18+04
Le* 0.29+0.02 095+001 311402 223+0.1 —88+03
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Figure 4 Graphical representation of PA-IIL—(milk oligosaccharide) complexes

(A) Ribbon representation of the PA-IIL—Le? complex tetramer, consisting of the asymmetric unit with stick representation of sugar and sulphate and cpk representation of the calcium ions.
(B) Same representation for the structure of the PA-IIL-LNnFP-V complex, showing the interaction between two tetramers (orientation orthogonal to that of A). (G) Interactions of PA-IIL with calcium
ions and Le?. Co-ordination contacts are indicated by orange solid lines and hydrogen bonds by green dashed lines. (D) Same representation for the interaction of PA-IIL with calcium ions and
LNnFP-V. (E) Interaction between two pentasaccharides in the PA-IIL—LNnFP-V complex. Hydrogen bonds are represented by dotted lines. (F) Superimposition of the binding sites of the PA-IIL—Le?

and PA-IIL-LNnFP-V complexes.

discussed in detail previously [21]. There are few structural data
on fucose-binding lectins at the present time; complexes of fucose
with Ulex europaeus lectin I [33], eel lectin [34], fungal Aleuria
aurantia lectin [35] and mutated mannan-binding protein-A [36]
interestingly display completely different structural features, and
no comparisons can be made.

Of special interest is the analysis of the conformations of the two
oligosaccharides that are reported here for the first time in the
crystalline state, together with their interactions with the protein
receptor. There are no significant differences among the four
monomers of PA-IIL-Le® present in the asymmetric unit. Analysis
of the mode of binding of Le* by PA-IIL reveals a large num-
ber of contacts between the sugar and the protein (Figure 4C).
All three of the monosaccharides interact with the protein surface

either directly (hydrogen bonding and co-ordination of calcium)
or indirectly through bridging water molecules (Table 3). In
addition to the nine direct hydrogen bonds between the fucose and
the protein described previously, the GIcNAc residue establishes a
hydrogen bond between its O-6 atom and the main-chain carbonyl
group of Asp-96. Two water molecules play an important bridging
role in the interaction: one bridges O-1 and O-2 of fucose to
the amide nitrogen of Thr-98, whereas the other bridges the Gal
residue (O-2 and O-1) to the side chain of Ser-23. Hydrophobic
contacts are very limited and only involve the methyl group of
fucose with that of Thr-145. Due to its branched structure, Le*
has been described as a rigid trisaccharide in NMR and modelling
studies [31,32]. Indeed, our results show that the conformation
adopted by Le* in the binding site is similar to that predicted by
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Table 3 Contact of interest in the binding site of PA-lIL-oligosaccharide
complexes

Distances (A) are averaged over the four proteins in the asymmetric unit, and S.D.s on the
last digit are given in parentheses. Wat_1 and Wat_2 are the water molecules present in
the carbohydrate-binding site (coloured blue in Figures 4A and 4B). The asterisk in Gly-114*
OXT indicates that this residue belongs to the neighbouring monomer. Bridging is indicated
by superscript numbers as follows: *bridged to Thr-98 N, 2bridged to Thr-98 N and Asp-99 N,
3bridged to Ser-23 0G, *bridged to Asp-96 0, Sbridged to Thr-98 0G1.

PA-IIL-Le? complex PA-IIL-LNnFP-V complex

Interacting species

Interacting species

PA-IIL Le? Distance (A)  PA-IIL LNnFP-V  Distance (A)
Ca-1 0-2 Fuc 2.50 (3) Ca-1 0-2Fuc  245(1)
Ca-1 0-3 Fuc 2.53(5) Ca-1 0-3Fuc  247(1)
Ca-2 0-3 Fuc 2.50(3) Ca-2 0-3Fuc  247(1)
Ca2 0-4 Fuc 247 (2) Ca2 0-4Fuc  249(1)
Wat_1" 0-1 Fuc 2.96 (9) Wat_1? 0-1Fuc 296 (4)
Wat_1 0-2 Fuc 31(1)
Asp-96 OD1 0-2 Fuc 2.64(2) Asp-96 OD1 0-2Fuc  27(1)
Asp-99 0D1 0-3 Fuc 2.98(7) Asp-99 0D1 0-3Fuc 2972
Asp-99 0D2 0-3 Fuc 248 (1) Asp-99 0D2 0-3Fuc 255
Asp-1010D1  0-3 Fuc 2.94(1) Asp-1010D1  0-3Fuc  2.97(1)
Asp-1010D2  0-3Fuc 2.94(3) Asp-1010D2  0-3Fuc  2.98(1)
Asp-104 0D2  0-3 Fuc 3.07(3) Asp-1040D2  0-3Fuc  3.00(1)
Asn-210 0-4 Fuc 2.98 (4) Asn-210 0-4Fuc  3.01(4)
Gly-114* OXT ~ 0-4 Fuc 2.55(3) Gly-114*OXT  0-4Fuc 256 (1)
Ser-23 N 0-5 Fuc 3.03(3) Ser-23 N 0-5Fuc  2.96(1)
Thr-45 CG2 C-6 Fuc 410 (5) Thr-45 CG2 C-6Fuc  4.1(1)
Asp-96 0 0-6 GIcNAc 2.7 (1) Asp-96 OD1 0-2Gle 2.74(3)
Wat_2° 0-7GlcNAc ~ 3.1(2) Wat_3* 0-1Glc  24(1)
Wat_4° 0-6Glc  3.0(1)
Wat 2 0-1Gal 3.08(2) Wat 2 0-2Gal  272(2)
Wat_2 0-2 Gal 2.72(3) Wat_1 0-6Gal  271(3)
Wat_54 0-6Gal  3.1(4)

Table 4 Torsion angles of interest of Le? in the binding site of PA-IIL

Mol A to Mol D correspond to the four different monomers present in the asymmetric unit. &
is defined as ®(0-5—C-1-0-1-C-x); W is defined as ®[C-1-0-1-C-x—C-(x + 1)].

Mol A Mol B Mol C Mol D
aFucl-4BGlcNac
@ —66.9 —728 —75 —1771
v —105.2 —100.6 —104.9 —105.4
BGal1-38GIcNAc
[ —65.7 -7 —62.3 —783
v 1347 130.5 128.6 1445

those earlier studies, confirming the rigidity of the trisaccharide.
Torsion angles of interest are listed in Table 4.

Among the four independent molecules of the PA-IIL-LNnFP-
V complex, clear electron density can be observed for two com-
plete pentasaccharides (Figure 5), whereas only a tetrasaccharide
and a trisaccharide can be located for the two remaining sites.
The fact that two of the oligosaccharides can be completely visual-
ized is due the rigidity of their linear part resulting from fortuitous
crystal packing that generates extensive contacts between two
adjacent sugars centred around a pseudo two-fold axis of sym-
metry (Figure 4E). It is this interaction that allows the very-
high-resolution structure of milk pentasaccharide to be described
here for the first time. The protein-binding site, together with the
calcium ions and fucose moiety, are identical with those described
previously. Additional interactions with the protein surface are
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Figure 5

Initial sigma-weighted F,—F electron density map

(R) The map has been contoured at 1o around the trisaccharide in the PA-IIL-Le® complex
calculated after molecular replacement and first cycle of refinement without ligand and water.
(B) Same representation for the pentasaccharide in the PA-IIL—LNnFP-V complex after phasing
with Acorn. The final positions of the oligosaccharide and calcium in the model have been
superimposed as thin lines for comparison.

established by the glucose and galactose residues of the Le*
g.a. moiety (Figure 4D and Table 3). The glucose establishes
a direct hydrogen bond between its hydroxy group at position 2
and the side chain of Asp-96. In addition, five interactions are
mediated by a water molecule, involving O-1 of fucose, O-1 and
0O-6 of glucose, and O-1, O-2 and O-6 of galactose. Hydrophobic
interactions are observed for the methyl group of fucose, but
also for C-6 of galactose, which interacts with the carbon of a
glycerol molecule located at the protein surface. The other part
of the pentasaccharide, i.e. the 8Glc1-48GlcNAc linked to posi-
tion 3 of galactose, does not interact with the protein surface, but
instead is involved in extensive interactions with the neighbouring
carbohydrate in the crystal lattice (Figure 4E).

The conformations of the pentasaccharide correspond to a
low-energy minimum of each glycosidic linkage, as established
previously by conformational analysis studies [32]. The 3-FucLac
moiety (Le* g.a.) is the most rigid part, and it adopts a conform-
ation with glycosidic linkage orientations similar to those ob-
served in the crystal structure of hydrated Le* [37] (Table 5).

DISCUSSION

The binding of carbohydrate ligands to the fucose-binding lectin
of P. aeruginosa presents some particular features that are not
commonly observed in protein—carbohydrate interactions. Its
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Table 5 Torsion angles of interest of LNnFP-V in the binding site of PA-IIL

Mol A to Mol D correspond to the four different monomers present in the asymmetric unit.
® is defined as ©(0-5-C-1-0-1-C-x); W is defined as ®[C-1-0-1-C-x—C-(x + 1)]. For
Le*, torsion angles are given for aFuc1-3GIcNAc and BGal1-4GIcNAc linkages in the two
independent molecules of hydrated Le* crystal.

Mol A Mol B Mol B Mol D Lef

aFucl1-38Glc
o] —764 —755 —789 —775 —1725/—16.7
v 138.6 1412 1423 140.6 139.2/139.0
BGall-4pGlc
) —703 —69.7 —68.3 —-693  —80.0/—705
v —104.1 —104.2 —1014 —104.0 —104.6/—107.7
BGIcNAc1-38Gal
o] -91.8 —84.6 817
v 84.2 119.4 1201
BGall-48GIcNAC
o] 713 —76.9
\\ —112.2 —-111.8

monosaccharide binding has been characterized previously: the
low specificity was rationalized in terms of the structural features
required to co-ordinate the two calcium ions [17], whereas the
high affinity has also been attributed to the presence of cations with
charge delocalization [21]. A special feature is the favourable,
albeit very weak, entropy that has been observed for fucose bin-
ding that could be generated by the release of three tightly
bound water molecules (observed in the crystal structure of the
unliganded lectin [17]) that are replaced by fucose hydroxy groups
in the complex.

When looking at oligosaccharide binding, and more particularly
at human milk oligosaccharides that can play a role in early-
stage colonization, the specificity of PA-IIL is limited to those
oligosaccharides with fucose linked to position 4 of GlcNAc,
and not to position 3. This is rationalized by the two high-resol-
ution crystal structures presented here. In Le?, the Fuc1-4GlcNAc
linkage positions O-6 of GIcNAc in a favourable location to create
an additional hydrogen bond with the protein backbone (Fig-
ure 4C). For the Le* trisaccharide, the Fucl-3GIcNAc linkage
would locate the N-acetyl group to the same position, therefore
creating steric conflicts; this will result in a deformation of the
trisaccharide, weaker binding and, more particularly, as observed
in ITC, a large decrease in the enthalpy term. In Le* g.a., the
N-acetyl group at position 2 is replaced by a hydroxy group that
makes a hydrogen bond to the protein (Figure 4D). Superim-
position of the two binding sites (Figure 4F) shows that Le* g.a.
adopts a slightly different orientation than Le* in the binding site.

The specificity range established by ELLA experiments gives
same order of ligand affinity as the titration study in solution,
demonstrating that the lectin is fully active when fixed on the
surface. The microcalorimetry study confirmed that the highest-
affinity ligand was the Le* trisaccharide, and that it binds with
very high enthalpy contribution (AH = — 35 kJ/mol) and slightly
favourable entropy (— 7T AS = — 3 kJ/mol). Interestingly, the Le*
g.a. presents an unfavourable entropy contribution. This could be
due either to the absence of the N-acetyl group that brings higher
flexibility to the adjacent linkage, or to the fact that the binding
involves three more bridging water molecules, immobilization of
which generates an entropy penalty.

The large variety of fucosylated oligosaccharides that are pre-
sent in human milk (> 100) may represent an adapted and specific
response to block a large number of pathogens. For example,
C. jejuni is specifically blocked by H(O) antigen («Fuc1-28Gall-
4GIcNAc) [11] whereas H. pylori is blocked by Lewis b epitope

(«Fucl1-28Gall-3[aFuc1-4]GlcNAc) [13]. The presence of the
three different fucosyl epitopes in milk, i.e. «Fuc1-28Gal, «Fucl-
3Glc/GlcNAc and aFucl-4GIcNAc, is genetically determined
primarily by the action of a Lewis gene coding for an «1,3/
4-fucosyltransferase and a secretor gene coding for «1,2-fuco-
syltransferase [38]. In the European population, as a consequence
of polymorphisms yielding inactive or partially active enzymes,
approx. 70 % of women will have «1,2-, «1,3- and «1,4-linked
fucosyl residues in their milk. Fucosyl residues linked 1,2 and
a1,4 will be absent from 20 % and 10 % of the population res-
pectively. A clear relationship has been established between
maternal genotype and the risk of diarrhoea in their infants [39].
The P. aeruginosa lectin is blocked by «1,4GlcNAc- but also by
«1,3Glc-linked fucosyl residues that are present in the milk of
all women. It is therefore most interesting that these two epitopes
are the ones that present the highest affinity found to date for the
soluble lectin of Pseudomonas aeruginosa.
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Recherche de candidats a
I'inhibition de PA-IIL: les
glycomimétiques

6.1. Les médicaments glycomimétiques

6.1.1. Quelques exemples

La surface cellulaire est recouverte de structaligesaccharides qui prennent part a un large
éventail de processus de reconnaissance biologapr, certains jouent un réle dans des
pathologies telles que le cancer ou les infectimngobiennes. Tous ces processus sont les
cibles potentielles d’interventions thérapeutiques plusieurs médicaments de type
«glycomimétiques » représentent un axe de recherofajeur pour les industries
pharmaceutiques et biotechnologiques.

Les applications sont multiples, et incluent pagragle la thérapie contre le cancer. En effet,
les cellules tumorales échappent au systéme imaitign présentant des glycolipides et des
glycoprotéines spécifiques sur leurs surfaces.eCadicouverte a ouvert une voix nouvelle
pour la mise au point de vaccins dérives des mafliscidiques présents sur ces
glycoconjugués (Slovirt al, 1999). Ainsi des tests cliniques de phase lsaiilt un vaccin
basé sur le globo H, un hexasaccharide complexmraré des résultats encourageants contre
le cancer du sein. D’autres vaccins développésrér mhu tétrasaccharide Lewis Y sont
actuellement en cours d'étude contre les cancessodaires, du sein et de la prostate
(Sabbatiniet al, 2000).
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Parce gu’ils différencient le soi du non-soi, légcgles jouent un réle barriere indésirable
lors des transfusions sanguines et greffes d'osgdrietilisation d’organes issus d’animaux
tel que le cochon (xénotransplantatino) constiitiena palliatif au don d’organe mais les
anticorps humains reconnaissent spécifiqguementtiigame Gal¢1-3)Gal recouvrant les
cellulesdes endothelia des organes animaux. Une solutiosistant a saturer I'anticorps anti
a-Gal avec un pentasaccharide a été explorée (Sssonet al, 1994)

Les glucides pourraient aussi étre utilisés commiwieaux puisqu’une étude a démontré que
'activité du virus de I'hépatite B était inhibéen eprésence de I'imino-sucre N-
butyldéoxynojirimycine (Block et al, 1994) De méme, des analogues solubles du
galactosylcéramide, un ligand secondaire du réoepgpl20 du HIV-1 potentiellement
impliqué dans la fusion membranaire du virus awecéllule hote, s’est montré capable

d’inhiber I'intrusion du HIV-1 dans les cellules munitaires CD4 (Fantiret al, 1997).

Enfin et plus proche des préoccupations abordées l@athese, les sucres constituent une
ressource prometteuse d’antibactériens. De homésangections sont initiées par la fixation
des microorganismes sur les glycoconjugués expasesa surface des cellules hotes. Au
cours des derniéres décennies, la résistance antésdes bactéries aux divers antibiotiques
est devenue un probleme de plus en plus préoccuplamdt que de tuer les bactéries comme
le fait un antibiotique, l'alternative serait d'arférer au moment de I'adhésion cellulaire. La
connaissance des structures oligosaccharides indgliglans I'adhésion bactérienne peut
permettre la conception d’analogues solubles dapatientrer en compétition avec les
glycoconjugés de surface. En inhibant 'adhésians@ttaque aux tout premiers stades de
I'infection (fig. 6.1).

Malgré lastructure complexe des branchements et des Imigtytosidiques qui rendent
difficile I'analyse et la production d'oligosacclid&s, ces derniéres années ont vu des progres

significatifs dans la conception et la synthesendéécules thérapeutiques dérivées des sucres.
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(@) (b) -

Figure 6.1. Principe imagé de l'adhésion bactérienne en absefa et en présence (b)

d’analogues solubles des glycoconjugués des swiguithéliales

6.1.2. L’essor des systemes multivalents

Une forte affinité est requise pour I'applicatiorafique d’'une stratégie de compétition. Or,
I'affinité relativement faible (de I'ordre du miliolaire) souvent rencontrée dans les
interactions entre monosaccharide et lectines septé I'obstacle majeur qui accompagne la
conception de molécules actives basées sur ce dgpeeconnaissance. Détudes ont
démontré que la multivalence était une approch&aei pour augmenter de maniére
significative la force d’interaction des molécutissynthese.

Différents systemes modeles ont été développésai@eont un faible niveau de valence tels
que les glycoclusters qui comportent généralemer d 5 ligands dont I'espacement et les
orientations géomeétriques sont particulierementdiétu pour s’adapter au mieux a une
configuration multimérique de la protéine étudidasi, des glycoclusters en forme d’étoile
sont des inhibiteurs efficaces de la toxine du efzo(protéine pentamérique), apportant une
amélioration significative de I'affinité (Faet al, 2004) D’autres systemes de valence plus
haute tels que les dendrimeres et dendrons (pdétsdriméres) sont des polymeres
arborescents composés d’une structure noyau suellagsont branchés plusieurs groupes

fonctionnalisés répétés a la maniere d’une grappaidin.
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Selon la longueur du bras espaceur, deux phénongéfif@®nts peuvent se produire. Soit le
ligand s'attache a plusieurs sites de la méme ipeotEhélation), et on observe un effet
coopératif di a la multivalence ; soit le ligandliged plusieurs protéines et on observe la
formation d’'un réseau tridimensionnel qui pré@pn solution. Cette situation est fréquente
puisque les lectines sont tres souvent multimésceie bon nombre d’entre elles présentent
des sites de reconnaissance relativement éloigmésl@space.

La chélation est favorisée si I'énergie libre gltEbdesN interactions &G P°%) est plus
favorable que I'énergie libre de cé$interactions monovalenteNAG ™). Les principaux
systemes d'interactions possibles sont illustréssda figure 6.2 pour un systéme divalent
mais sont extrapolables a un systeme de N résidesthalpie d'interaction reflete la
stabilisation du complexe ligand-récepteur. Apeeformation du premier contact, I'enthalpie
d'interaction du second résidu peut étre égalérigire ou supérieure au premier. Si
I'alignement résidu-récepteur est parfait, son alpike est identigueAH=2AH ™). Ce cas

de figure est rare puisqu’il est difficile de comoe des bras espaceurs positionnant de fagon
optimale les ligands dans les diverses poches trémep Bien souvent, la seconde liaison
engendre des contraintes sur les bras qui ajo@eénalité énergétique a I'enthalpie globale
de linteraction. Parfois des interactions supplétaiees entre le bras espaceur et la protéine
viennent ajouter de la stabilité et augmenter Hattie de la seconde interaction. L’entropie
reflete le degré de désordre intervenant lors detefaction et résulte de diverses
contributions : rotation, translation, conformatitwydratation. Etant donné que la plupart des
bras possedent des degrés de liberté, la chél@igshpossible que si ce colt est faible. Dans

le cas contraire (bras trop courts, trop longs @u flexibles, la chélation ne se fait pas.
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A. Enthalpie (AH ")

|. Bras rigide II. Contraintes ll. Interactions

B. Entropie (AS ")

|. Bras rigide . Flexibilité [ll. Bras trop court,
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Figure 6.2 (A) enthalpie, (B) entropie lors de la chélatidn ligand divalent. (C)

Agrégation d’'une lectine avec un ligand divalent.
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6.2. Interactions entre PA-IIL et des séries de@hyimétiques:
Approche expérimentale

6.2.1. Synthése des inhibiteurs

Plus de 60 molécules de synthese glycomimétiqueétérsynthétisées par le Dr René Roy et
son équipe (Cathy Préville, Sarah Beha, Karine Mayoau département de chimie et
biochimie de I'Université du Québec a Montréal AMND). La liste exhaustive de ces
composés est reportée en annexe 2 de la thésexéeption du composé4, tous les
inhibiteurs comprennent un fucose comme élémenbate sur lequel différents groupes

substituants ont étés ajoutés.

6.2.2. Mise au point des tests ELLA

Les tests ELLA ont été réalisés en plusieurs famisfur et a mesure que nous parvenaient les
molécules glycomimétiques. Pour des raisons prasigies premiers tests ELLA furent
réalisés en immobilisant la lectine au fond dedsp(interactions non spécifiques) et en
mettant en solution pour la compétition les difféseinhibiteurs avec un Fuc-PAA biotinylé
contenant 20% de fucose. Les résultats obtenusiragt fa mesure des tests ont permis aux
chimistes de décider de l'orientation a suivre pts synthéses ultérieures. Dans les
premiers temps, seuls des monomeéres étaient tesés|orsque les chimistes ont entrepris la
synthese de molécules dendriméres, ces tests Ebhapparus mal adaptés. Les résultats de

ces premiers tests ELLA ne sont pas montrés dahgse.

Une nouvelle procédure a été mise au point en savetle sens des tests ELLA. Pour ce faire,
il a fallu fixer le ligand polymérique au fond demits, et marquer la protéine en la
biotinylant. On peut ainsi évaluer le potentiel ibiteur des glycomimétiques contre

'adhésion de la lectine PA-IIL a une surface dgcgtonjuqués. Tous les résultats ELLA

donnés dans ce chapitre ont été obtenus parmaéttede.
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6.2.3. Protocole des tests ELLA utilisant la leetPA-IIL libre en solution

La biotinylation de la lectine PA-IIL a été réaksd’aprés un protocole de la littérature (Bayer
and Wilchek, 1990). 2@ de PA-IIL en solution dans 0,1M de NaHgé€&r 0,2M de NaCl
sont mélangés a une solution de diméthyle formar(idF) contenant 4,5mM de biotine
durant 2 heures a température ambiante sous agitdia solution est ensuite dialysée une

premiére fois contre 0,15 M de NaCl, puis contréehau et enfin lyophilisée

Les tests ELLA ont été réalisés sur des plaqugsotistyrene de 96 puits (NuncMaxisorb)
recouverte avec 1ag/ml de PAA-Fuc (poly[N-(2-hydroxyethyl)acrylamidejontenant 20%
de fucose en ramification (Lectinity Holding, Inpendant 1heure a 37°C. Aprés ringage,
chaque puits est ensuite rempli avec 400d’'une solution de PBS contenant 3% de BSA
pendant 1 heure a 37°C. Les plaques sont ensuitbées 1h a 37 °C en présence de PA-IIL
biotynilée et une série de dilutions en inhibitedpres deux rincages de 3 minutes au PBS-
T (solution de PBS contenant 0.05% de Tween), Qe steptavidine-peroxidase (dilution
1:5000; Boehringer-Mannheim) sont ajoutés dans whauuits et incubés 1h a 37°C. la
couleur est alors développée en utilisantl@@r puits de peroxyde d’hydrogene (0.4mg/ml)
(Sigma-Aldrich). La réaction est stoppée par I'ajda 50l de SO, a 30%. L'absorbance

est lue a 490 nm a l'aide d’un lecteur de plaquemitrotitration (Bio-Rad; model 680).

6.2.4. Etudes cristallographiques

Pour quatre inhibiteurs glycomimétiques, il a édégible d'obtenir des cristaux du complexe
avec la lectine PA-IIL. Les complexes ont été obtepar trempage (24 heures dans une
solution de 10mM en inhibiteur) de cristaux prébdaient co-cristallisés avec ddfucose
dans les conditions suivantes : 1,75 M de sulfa&enchonium, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5. Le
remplacement moléculaire a été réalisé avec leilddgilolrep (Vagin and Teplyakov, 1997),
et I'analyse visuelle de la structure s’est faiteaae du logiciel graphique Coot (Emsley and

Cowtan, 2004). Les données de la collecte et @fnkanent figurent dans le tableau 6.1.
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inhibiteurs

13 15 50 10
Collecte de données
Ligne de lumiere (ESRF)  ID14-EH2 ID14-EH2 ID14-EH2 ID14-EH2
Longueur d’onde (A) 0.933 0.933 0.933 0.933
Resolution (A) 1.10-22.26 1.10-22.30 1.30-27.28 0u47.11
Zone haute résolution (A) 1.10-1.30 1.10-1.30 Eike:g 1.70-1.79
Groupe d’espace p2 P2 P2 P2

Maille

Coef de Matthews
(A%DA)

a=52.55A; b=72.83 A;

c=54.37 A; p =94.28°
2.21

a=52.63 A; b= 73.09A;
c=5450 A pB=94.36°
2.23

a=52.55A; b=72.67 A;

c=54.72 A; p=94.41°
2.22

a=53.08 A; b= 73.18 A;
c=55.36 A B=93.86°
2.29

Solvent (%) 44.4 44.8 44.6 46.2

Reflections mesurées 827162 834551 368957 168445

Reflections uniques 158737 165425 100063 46062

Multiplicité moyenne' 5.2 (3.6) 5.0 (3.5) 3.7 (3.6) 3.70 (3.8)

Completud&(%) 96.3 (92.7) 99.4 (97.6) 99.4 (99.5) 9@4.5)

Moyenné I/ o/ 22.6 (9.4) 18.7 (6.5) 18.6 (9.5) 7.3(2.2)

R mergé? (%) 0.050 (0.12) 0.054 (0.18) 0.045 (0.11) 0.161(0.49)

Facteur B de Wilson 3 9.89 9.61 9.23 14.68

Affinement

Rune (Observation) 0.126 (153917) 0.130 (167060) 0(0B840) 0.191 (43714)

Rimre* (Observation) 0.145 (4790) 0.150 (9319) 0.152 499 0.210 (2326)

Nombre d’atomes:

Hetero/ Proteine/ Solvent 117/ 3527/ 588 123/ 3525/ 548 92/ 3451/ 735 89/ 3390/ 608

Facteur B moyen

Chaines : A/IB/C/D/Eau  6.25/ 6.97/ 6.88/ 8.00/ 6.84/ 7.33/ 7.26/ 8.10/ 6.30/6.40/ 6.37/6.90/  9.13/9.69/ 9.40/ 10.85/
26.63 22.6 22.67 30.20

Deviation RMS/ideal

liaisons (A) 0.016 0.017 0.012 0.015

Angles (°) 1.487 1.540 1.56 1.28

'Nombre entre parenthéses font référence a la zopiud haute résoluticRyerge=> | I=(1Y/ 21y, ol | = intensité observéBRqys:

=Y ||Fo- Fc||/ X | Fo|, ot | Fo| = amplitude des facteurs de strcutrure observg&et= amplitude des facteurs de structure

.4 T ee
calculés Rjure correspond au &s pour 3 % des réflections exclues de l'affinement.

Tableau 6.1Données statistiques de la collecte et de I'affieentes structures cristallines

6.3. Interactions entre PA-IIL et des séries degtyimétiques :

Comparaison des glycomymetiques et affinité
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6.3.1. Les dérives du disaccharid&uc(al-4)GlcNac

Les tests ELLA effectués antérieurement ont moqué le trisaccharide Lewis a été le

meilleur ligand naturel de la lectine PA-IIL (Pefret al, 2005). Les données structurales
suggerent que le disacchariddruc(@1-4)GIcNac du Lewis a participé a I'essentiel des
interactions avec la protéine et peut constituemégif commun d’'une série d’inhibiteurs a

tester en ELLA.

(0,60) (0,51) (0,61)
8,3 9,8 8,2
OH 2 o N OH
o Oty N? ofio 2N OH 0 O N N
HO / — HO / OH
NHAC .
WOH NHAC® OH4 NOH NOH NHA \/Ho(
o] HO HO
OH OH OH
12 13 14
(0,50) (0,50)
10,0 10,0
OH OH
o) /N\\N 0 /N\\N
07Ho N\%(OMe 07Ho N\%/NHBOC
?OioH NHAC I poiOH NHAC
oK oH
15 16

Figure 6.3. Molécules inhibitrices dérivées d&uc(al-4)GIcNAc. Les données entre
parenthéses et en gras font respectivement référemax valeurs de IC50 (uM)
(concentration nécessaire pour inhiber 50 % detémaction) et au potentiel d’inhibition de

la molécule par rapport au-fucose(Série 1)

Une premiére série contient les inhibiteurs possedamme structure de base commune, le
disaccharide.-Fuc(@1-4)GIcNac, ainsi qu’urriazole lié par 'azote N1 en position C1 du
GIcNAc (fig. 6.3). Toutes ces molécules ont effeethent montré un IC50 voisin de celui du
Lewis a, et certaines molécules montrent méme uengiel d’inhibition (PI) Iégérement

Supérieur.
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Figure 6.4. Dendrimeéres de la moléculi8. Les données entre parenthéses et en gras font

respectivement référence au valeurs de IC50 (ubhdentration nécessaire pour inhiber 50

% de I'interaction) et au potentiel d’inhibitioreda molécule par rapport aufucose durant
les tests ELLA(Série2)
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Dans un deuxieéme lot, plusieurs dendrimeres dedkceunle13 ont été développés par les
chimistes en variant la nature et la longueur des kspaceurs (fig. 6.4). Plusieurs diméres
liés par une chaine poly-éthylene-glycol (PEG)algueur variable ainsi qu’'un dimere et un
trimére dont les motifs sont liés par un groupenm@mnyle ont été testés par ELLA. Les
dimeres constituent les meilleurs inhibiteurs ®giéqu'a présent. Tous partagent un potentiel
d’inhibition d’'un méme ordre de grandeur, allantid®?2 pour le dimérd8 a 17,8 pour les
diméres20 et 22. Le trimére quant a lui, possede un Pl deux foigriatir a la forme
monomerique puisque son IC50 n’'est que de 1,10 pM pne valeur de 0,51 uM pour la

moléculel3.

La microcalorimétrie de titration (ITC) a été wgée pour mieux caractériser les interactions
des molécules les plus intéressantes des deuxagdopnomeres, diméres et trimére) avec
la PA-IIL. Les molécules multivalentes posent de®bjgemes particuliers dus a la
précipitation de la lectine dans la cellule. Cexise des problemes dans la ligne de base apres
le point de titration et certaines expériences sliffitiles a interpréter mais il est cependant
possible de mesurer I'enthalpie de l'interactiodaetonstante d'association pour plusieurs
composés (fig. 6.5). Les données thermodynamigessnthibiteurs disaccharidiques figurent
dans le tableau 6.2.

Temps (min)

0 30 60 90 120 150 ]
0 EEEEEEEEEEEEEEEE

0.1 ———— 1 g
] =24
0.0 H / Tt T 4]
] © 1
0.1 2 64
- b~ ]
Data: inhibiteurC_NDH o -84
g -0.2 4 Model: OneSites @ 10 ]
b ] Chi"2/DoF = 6.925E4 o 7]
= N 0.678 +0.00335 7
8 0.3 K 1.24E7 1 42E6 g -12 4
= 1 AH  -1.643E4 £131.7 I 14
-0.4 - AS 226 ~ ]
| -16 -
-0.5 4 ]

-18 — .

—_— .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
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Figure 6.5 (a) Courbes de titration ITC obtenue pour le dendrien2t. (b) Intégration et

ajustement au modéle théorique
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Ka Kd n -AG -AH -TAS
10° Mt (LM) (kd/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
Monoméres
*Le? 4.70 (+0.20) 0.21 (x0.02) 1.08 (+0.01)  38.06 (+0.08 34.95 (+0.07)  -3.11 (+0.01)
13 3.17 (+0.26) 0.32 (+0.03) 0.98 (+0.01)  37.10 (+0.20 43.03 (+0.14)  5.92 (+0.16)
"5 3.39 (+0.00) 0.29 (+0.00) 0.78 (+0.00)  37.28 (+0.00 36.60 (+0.10)  -0.62 (+0.00)
Dimeéres
22 599 (+0.32)  0.17(+0.01)  0.62(+0.01) 38.68(*3) 73.98(+x1.93) 35.3 (+2.06)
21 11.04 (¥0.14)  0.09 (+0.01) 0.66 (+0.02)  40.198f). 69.65 (+0.86)  29.46 (+1.16)
Trimére
23 7.27 (+0.46) 0.14 (+ 0.01) 1.13 (x0.12)  39.16 (8).1 37.92 (+1.05)  -1.24 (+0.89)

Tableau 6.2 Données thermodynamiques obtenues par ITC a 288€ interactions de la
lectine PA-IIL avec les inhibiteurs basés sur{euc(al-4)GlcNac (Les déviations standards
ont été calculées a partir de trois expériencegpahdantes).*(Perret, Sabin et al., 2005),

*Expérience unique,

L’affinité de PA-IIL pour les inhibiteurs monomeétigs 13 et 15, est du méme ordre de
grandeur que celle obtenue pour le trisaccharesla. L'interaction reste dans les deux cas
principalement dirigée par I'enthalpie. On obsemans le cas du composE3, une
contribution entropique défavorable non négligealaes,92 UM comparée aux contributions
entropiques faibles ou négligeables observéeslpdie et le composés.

Pour les complexes PA-lIL/dimeres, les grandeugsniodynamiques se repartissent de fagon
singuliere puisqu’'on observe dans les deux cas, gwade contribution entropique
défavorable de 30 kJ/mol environ, compensée partigseforte contribution favorable de
I'enthalpie d’'une valeur moyenne de 70 kJ/mol. fingte qui en résulte est de deux a trois
fois plus forte que celle observée pour le mononmig&ele complexe PA-IIL/trimére, ne
présente pas une affinité forte puisqu’elle n'est de 7,27 10M™, soit deux fois plus élevée
que celle observée dans le cas du monomere, @pdatition de grandeurs thermodynamiques
est sensiblement équivalente. Il est important akernque la formation d’agrégats dans la
cellule de l'appareil ITC a été observée en firr@grction, attestant des limites de la méthode
dans I'étude de ce genre d’interaction.
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y 4

Figure 6.6. Structure cristallines des inhibiteut8 (a gauche) el5 (a droite) dans le site
de reconnaissancéa) Site de reconnaissance, les liaisons hydrogene esovert pointille,

les liaisons de coordination en orange, les molésul’eau sont représentées comme des
sphéres rouges, les ions calcium comme des spbearge, la surface de la protéine est en
Bleu pétrole transpareni{b) Cartes de densité électronique fo-fc (contour @ dgma, en

bleu) avant la mise en place du ligand dans led#eeconnaissance.

Les contacts entre la partie disaccharidique ptdgine (fig. 6.6) sont tres semblables a ceux
observés dans la structure du complexe PA-IIL/Rerretet al, 2005). En particulier, la
liaison hydrogéne établie par I'nydroxyle secorel@6 du GIcNAc avec Asp96 est conservée
dans les différentes structures. Le groupementzdiéa n'apporte pas de contact

supplémentaire ce qui explique que l'affinité ni gas meilleure que celle observée pour le

Lewis a.
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6.3.2. Les dérivés du fucose

Plusieurs autres séries d’inhibiteurs basés surdrosaccharide fucose modifié en position
C1, O1 ou C5 ont aussi été testées (fig. 6.7), @ig), (fig. 6.9), (fig. 6.10). Les valeurs
signalées font respectivement référence aux vadeil€50 en uM (entre parenthéses) et au

potentiel d’'inhibition de la molécule par rappautlafucose durant les tests ELLA.
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Figure 6.7.Inhibiteurs : groupement isoxazole-(R) en posittihdu fucoseg(Serie3).
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Figure 6.8.Inhibiteurs : groupement triazole-(R) en positoh du fucosgSérie 4).
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Figure 6.9.Inhibiteurs: groupement hydrophobe en positiond0Fucos€Série 5).
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Figure 6.10.Inhibiteurs : groupement en position C1 du fuc(3érie 6).

Il apparait clairement que seuls les inhibiteuntgra un héterocycle en position anomérique
du fucose peuvent avoir un PI d'environ 10, c'edirédu méme ordre de grandeur que celui

du Lewis a. Ces héterocycles azotés ont un caeaataphiphiles car ils présentent a la fois
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des carbones hydrophobes et des N ou O pouvanptaccdes liaisons hydrogéne. lls

semblent donc pouvoir mimer le réle que joue leN&lc dans le Lewis a.

Ka Kd n -AG -AH -TAS

1P Mt (LM) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
45 0.24 (#0.29)  4.25(+0.56)  0.79 (+0.26)  30.70 (+0.30 24.66 (+0.91)  -6.04 (1.20)
43 1.85(¥0.17)  0.55 (¥0.05) 1.05(+0.01)  35.76 (+0.22 39.19 (+5.40)  3.43 (5.40)
50 1.87 (+0.52)  0.58(x0.16) 1.15(+0.33) 3571 (#0) 41.50 (+0.40) 5.8 (+1.70)
1 2.41 (¥0.03)  0.42(+0.01) 1.20(x0.04)  36.42 (+0.03 35.59 (x0.50)  -0.83 (x0.51)
48 2.97 (¥0.28)  0.34(+0.03) 1.18(x0.01)  36.94 (+0.24 36.21 (¥0.31)  -0.73 (x0.32)
4 3.05(+0.27)  0.33(+0.03) 0.95(+0.04)  37.00 (+0.06 44.09 (+0.67)  7.08 (+0.72)
5 3.38 (+0.01)  0.30(+0.01) 1.03(x0.01)  32.27 (+0.01 41.83 (+0.01)  4.57 (+0.01)

Tableau 6.3 Données thermodynamiques obtenues par ITC a 286€ interactions de la

lectine PA-IIL avec les inhibiteurs fucose modifiés déviations standards ont été calculées

a partir de trois expériences indépendantes).

Les expériences ITC (tab. 6.3) confirment que teslpits4, 5 et48 présentent une constante
d'association pour le PA-IIL d'environ 3°M™, proche de celle mesurée pour le Lewis a (4
10°M™). Les composed et 5 contiennent un groupement aromatique supplémentpii
semble favoriser I'enthalpie d'interaction. Partagnles liaisons additionnelles résultent en
une entropie légérement défavorable.
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Figure 6.11 Inhibiteurs50 (a gauche) eflO (a droite) dans le site de reconnaissan@.
Cartes de densité électronique 2fo-fc, (contour.@ digma).(b) Site de reconnaissance,
(liaisons hydrogéne en vert pointillé, liaisonsab®rdination en orange, les molécules d’eau
sont représentées comme des sphéres rouges, Esdtmum comme des sphéres oranges,
les liaisons hydrophobes en jaune pointi(l®. Mise en évidence de la complémentarité de la

surface de la protéine (en Bleu pétrole) avec lfiiteur.
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Des cristaux de complexes de PA-IIL avec les ca@pbO et 10 ont pu étre obtenus et les
structures ont été affinées (fig. 6.11). Dans msxdcas, I'hétérocycle vient se placer dans une
poche légérement hydrophobe de la protéine. Grateurataille réduite, les cycles a 5
s'adaptent mieux dans cette poche que ne le faBIt®&NAc du Lewis a. Cependant
contrairement au compod® dont le groupement triazole ne fait aucune inteyacavec la
protéine, le compos®&0 fait deux nouvelles interactions avec la protéife,premiére
interaction est indirecte, et met en jeu un pordrbgéne entre le groupe C(O)gHdu
groupement isoxazole et la Ser23 via une moléctdaud intermédiaire. La deuxiéme
interaction est directe, et met en jeu l'azote galeca 5 de l'isoxazole et 'oxygéne de la

chaine principale de 'Asp96.

6.4. Discussion et conclusion
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Figure 6.12.Schéma récapitulatif du potentiel d’'inhibition desilleurs glycomimétiques.
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Parmi les inhibiteurs monomériques, ces premiessiltats confirment que le seul motif
disaccharideL-Fuc(@1-4)GIlcNac suffit pour égaler l'affinité du Lewis. des données

structurales confirment ce résultat en révélanthambre important de liaisons hydrogéne
effectuées par le disaccharide alors que le groapemniazole ajouté sur le GlcNac ne fait

aucune interaction directe ou indirecte avec lagime.

Parmi les inhibiteurs basés sur un fucose modggé, d’amélioration est possible lorsque I'on
change de groupement hydrophobe en position Chudosé, et ce sans doute a cause de
'encombrement stérique qu’occasionnent ces groep&ndans le site de liaison. Les
meilleurs inhibiteurs sont les résidus fucose niédifen position C1l. Les séries 3 et 4
comptent parmi les meilleures familles d’inhibitetestées. Les composés(serie3) eb, 4,

1 (série 4) atteignent des potentiels d’inhibitiapérieurs au Lewis a durant les tests ELLA
(fig. 6.12). Les données thermodynamiques des ceégih 4, 5 48 montrent que ces
inhibiteurs ont une affinité élevée proche de celld_ewis a. Tous les composés de ces séries
n'ont malheureusement pas pu étre cristallisés.e@ignt, a en juger par la structlze
appartenant a la série 3, on peut constater urte tmmplémentarité de forme entre le
composé et la surface de la protéine expliquant-@ee son fort potentiel d’inhibition. Le
composé0 n'est pas le meilleur inhibiteur de sa série &@rdans les test ELLA (fig. 6.12).
Ceci s’explique peut-étre par le pont hydrogéne fgitel’'oxygéne du groupe C(O)GHle
I'isoxazole avec la Ser23 et qui fige la Ser 28rsalque le composé8 ayant a cette méme

place un groupement méthyle laisse la Ser23 libne®tion.

En ce qui concerne les diméres de compb3éceux-ci sont effectivement les meilleurs
inhibiteurs testés mais leur potentiel d’'inhibitiofest que deux fois supérieur a ceux des
disaccharides monomeéres, La forte pénalité ento@pabservée en microcalorimétrie résulte
sans doute de la perte de flexibilité des chai&s EBspacant les composEs Compte tenu
des longueurs de chaine courtes et de la topatiegie protéine, la chélation de plusieurs sites
de liaison n'est pas possible. Seule la formatiam déseau de type ¢@rotéine-ligand-
protéine- » est possible, (comme ce fut confirmé par I'exameuel des solutions apres
expériences ITC). Dans un tel cas de figure, I'agiggation de I'affinité s’explique par le fait
gue la dissociation est considérablement raleatie fois que I'agrégation est établie puisque

les différents constituants sont maintenus en cbatgec des partenaires complémentaires.
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La forme tridentée23) de la moléculel3 est uncomposé relativement rigide, dans lequel les
ligands sont peu espacés les uns des autres. Wit st#rique empéchant I'approche d’'une
troisieme molécule de PA-IIL une fois que les dptemiéres sont en place peut expliquer la
faible affinité observée durant les tests ELLA. ffidté de 0,14 pM observée en

microcalorimétrie confirme que ce trimére a le mé@omportement qu’un dimére.
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Conclusion et perspective

7.1. Lectine PA-IIL et infections bactériennes

Au cours de cette thése, je me suis intéresséuméédes mécanismes de l'interaction entre la
lectine PA-IIL, sauvage et mutée, et difféerentafids: monosaccharides, oligosaccharides
naturels et glycomimétiques de synthése. Les denecréstallographiques, thermodynamiques
ainsi que les tests d’interaction, ont permis dexatariser I'affinité et la spécificité de la
lectine PA-IIL pour ces différents composés. Cepmndes véritables cibles de I'adhésion ne
sont pas clairement identifiées et le role phygimoe joué par la lectine est encore loin
d’étre complétement élucidé. Des études menéesaeallgde par un autre groupe ont
néanmoins montré que PA-IIL était associée a la lomane externe de la bactérie et qu’elle
jouait un réle important dans la formation du Hraf(Tielker et al, 2005).

Par ailleurs, la production de la lectine est sleusontréle du « quorum sensing »
(Winzeret al, 2000) et cette protéine est capable de bloquieattement ciliaire des cellules
épithéliales des voies respiratoires (Adanal, 1997). Beaucoup d’indices retrouvés dans la
littérature attestent que la lectine PA-IIL estrbien facteur de virulence, ce que confirme, le
fait de retrouver des séquences similaires cheztrd's bactéries opportunistes. En effet, les
génomes deRalstonia solanacearumun pathogéne des plantes, @hromobacterium
violaceum un pathogene humain opportuniste, contiennergame codant pour une protéine
tres similaire a PA-lIILBurkholderia cenocepaciaesponsable d’infections particulierement
graves chez les patients atteints de mucovisciduom®jent dans son génome, trois genes
codant pour des protéines contenant toutes un idensémilaire & PA-IIL (Imbertyet al,

2004). Ces bactéries opportunistes sont capablassdapter trés rapidement a de nouveaux
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environnements et sont fortement dangereuses usa@de l'infection est établie. De plus,

I'étude structurale des PA-IIL mutées a confirmé ge ponctuelles mutations dans le site de
reconnaissance modifiaient I'affinité et la spéxié de la lectine, puisqu’une seule mutation a
transformé une lectine a fucose en une lectineifgpée du mannose. On peut voir dans ces

résultats, une illustration plausible de I'adapitdbbactérienne a I'environnement extérieur.

7.2. Du ligand naturel au médicament

Développer une molécule active revient a choisitlead" puis a augmenter son affinité pour
le site de reconnaissance. Dans cette optiqust passible d'utiliser la thermodynamique en
jouant sur les contributeurs de I'énergie de GilgmsrendanfAH plus négatif et/ol\S plus
positif. Pour un substrat naturel ayant une a8innitiale de I'ordre du micromolaire, on
s'accorde a dire qu'une molécule thérapeutique ieeguune affinité de l'ordre du
nanomolaire pour avoir un intérét pharmaceutique.

Puisqu’ une perte d’entropie conformationelle eéfadorable, une approche consiste a
minimiser cet effet indésirable en rigidifiant laokdcule afin que celle—ci ne soit plus
pénalisée en rentrant dans le site de reconnamssatautre méthode souvent utilisée pour
améliorer I'entropie d’interaction est l'ajout juieux de groupements hydrophobes sur la
molécule candidate. L'inconvénient qui peut alausvenir est une perte de solubilité de la
molécule active. De plus, si 'astuce augmenteeselfaffinité de la molécule, c’est parfois
davantage par « désamour » du solvant que pamourasndu site actif, et la molécule peut
venir se loger dans n’'importe quelle autre pochardghobe On s’apercoit que
laugmentation de I'affinité ne s’accompagne pasurpautant d’'une amélioration de la

spécificité.

Comment jouer sur I'enthalpie ? Nous savons q@&ikoffit pas simplement de multiplier les
groupements polaires pouvant interagir car I'éreeddg désolvatation en sera d’autant plus
codteuse. (~9kcal/mol pour NH2, NH, OH). C’est diatage la configuration des liaisons
hydrogéne ou des autres contacts (direction aridlengueur) qui définit la spécificité et la
sélectivité. C’est finalement la complémentarité mes de type clef-serrure, ou piece de

puzzle qui offre les meilleures chances de suddgs.molécule préformée a la géométrie du
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site cible garantit simultanément I'affinité et dpécificité car la probabilité de trouver une

autre situation équivalente devient faible.
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Des travaux sont en cours, concernant les moléglyesmimeétiques étudiés durant la these,
notamment, en évaluant leur impact sur la croissahcbiofilm bactérien (collaboration Dr.
Sophie de Bentzmann, Marseille et Dr. Ina Attré&ranoble). Des test® vivo, sur des
souris infectées p&. aeruginosasont aussi prévus dans un futur proche (collalmordtrof.

B. Guery, Lille). Cet axe de recherche apparaitmatbeur pour prévenir les stades précoces
d’infections bactériennes et pourrait représentercomplément ou une alternative aux
traitements antibiotiques. Cependant, étant domeéla bactérie possede un vaste arsenal de
récepteurs se liant aux cellules hétes (fig. Al Xput envisager de bloquer plusieurs lectines
et adhésines a la fois, peut-étre a partir d’unangg d’oligosaccharides, afin de reproduire
dans les poumons de patients atteints de mucousejd'effet du lait maternel humain dans
le systeme digestif des nourrissons.

Figure 7.1 Représentation d’une bactérie Pseudomonas a&ersg avec différents
récepteurs interagissant avec les glycoconjugeds durface de la cellule héte. (Imberty et
al., 2006).
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Annexe 1

Le probleme des phases

Afin de résoudre le probleme des phases, il condertiliser la représentation imaginaire
du facteur de structure et se souvenir que celestila somme de facteurs de structure

atomiques comme le montre la figure ci-dessous

F =|F|[&7 =|F|Eosa +isina

Figure 1. Représentation vectorielle d'un facteur de stngctitomme la somme de facteurs de

structure atomiques.

Les méthodes exposées par la suite afin de résteign@bleme des phases, nécessitent de

localiser les atomes lourds. Pour ce fairdotection de Pattersqrdéfinie par :

P(uvw) = \%Z|Fhkl|2 cod2n (hx+ ky +12)]

hkl

est une sorte de série de Fourier débarrasséehdsss Les pics de densité visibles sur une
carte dite « carte de Patterson » représententdsw®cteurs inter-atomiques entre les atomes
de la maille réelle. Exemple : si dans la maillellegil y a deux atomes séparés par un vecteur
r(u,v,w), alors on retrouvera la présence de décsxgans la carte de Patterson, I'un a (u,v,w)

et l'autre a (-u,-v,-w). Il est alors possible @enionter aux positions atomiques. En pratique,



si la longueur d’'onde le permet, presque tous temes a partir du souffre peuvent étre
utilisés comme dérivés lourds tels que le bromeglgon, les métaux de transition et surtout
les lanthanides. Le sélénium, incorporé dans un&téime recombinante comme la

séléniomethionine présente I'avantage de ne pas plesprobleme d’isomorphisme puisque
le méme cristal sert a la fois pour la forme nagéveérivée. Dans le cas de la lectine PA-IIL,
la toute premiére structure a été résolue par rdétBAD en trempant le cristal natif dans une

solution contenant de I'holmium.

1.1. Le remplacement isomorphe

Cette méthode consiste a insérer dans le cristdl uraatome lourd, c'est-a-dire, ayant un
nombre d’électrons importants capable de modifes intensités des taches de facon
détectable, ce qui équivaut a modifier les ampétudes facteurs de structures. Pour étre
utilisable, la méthode impose que le crigtativé (contenant les atomes lourds) conserve le
méme groupe d’espace et les mémes dimensionsite gue le cristal natif, puisque c’est la
différence entre les deux jeux de données qui péande trouver les phases. Ainsi, les
amplitudes et les phases des facteurs de strudcterk structure native et de la structure

dérivéePH sont tels que :

|FH| D|FPH|_‘Fp‘
Fo
@y =y +coS | (Fou 2~ Fo2 = F 2 ) FoFy |

e arH

ou Fy est le facteur de structure de I'atome lourd seul.

Les positions des atomes lourds sont déterminéesilesant la méthode de Patterson. Cette

équation donne deux solutions symeétriques. On péuts essayer les deux possibilités.
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Cependant, pour lever cette ambiguité de phasesainéon est d'utiliser un deuxiéme ou
plusieurs dérivés de facon a discriminer la phasald. On parle alors de méthode MIR

(Multiple Isomorphous Replacement).

Figure 2. Construction vectorielle de la méthode MIR. Unl skrivé laisse une incertitude
entre les phases defet F,, un deuxieme dérivé lourd permet de discrimiaesdlution A

comme étant la phase correcte.

1.2. La diffusion anomale

Quand des atomes lourds sont irradiés par un fais&ed’'une longueur d’onde d’énergie
proche de celle de leur seuil d’absorption, ceurééimettent une radiation avec une phase
altérée appelée diffusion « anomale ». Pour la toaeetton vectorielle, il faut ajouter au
facteur de diffusion classiqi€ un couple de vecteur, dont I'uiv est « en phase » avec F et
l'autref” dont la phase est toujours retardée de 90°.eCutticularité confere a F de ne plus
respecter la loi de Friedel voulant que le modds fhcteurs de structure pour les réflexions
reliées par symétrie soit identique. La méthode f8ingle Anomalous Dispersipatilise la
difféerencel|Fhnomaientre les réflexions liées par symétpaifes de Friedgl La méthode de
Patterson détermine ensuite les positions des at@memaux pour résoudre la phase. De
méme, la méthode MADMultiwavelenght Anomalous Dispersjonmesure le cristal a

plusieurs longueurs d’onde différentes, ce qui émuti a disposer des plusieurs cristaux
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« dérivés ». Par analogie avec la méthode MIR, whagntribution anomale se somme afin
d’augmenter la probabilité de phase.

F+
F anomal T

L

<[ -F

AlF|

anomal

F anomal”

Figure 3. Représentation vectorielle de la diffusion anomddms laquelle kg n'est plus

égale a Bk

138



Annexe 2

o =
OH /
/)
~ / /Lon‘ff N
N N, | . N,
| N X | N N
K(N// //[ N N
N
o o
o o]
0 o o
OH 0 OH OH
HO OH o o
OH OHHO OH OH

’f?}/’\'oz
//N ) o  CooMe ﬁ
N J\N/\ — =N~ ~COOMe
[ [ [
N// N, - N
o f[w
J N
o o
o
OH OH
HO 3 5
OH OH OH

o/\&,;/N 11 OH

OH
OH X O% N OH N
o 1 MNsy3 NN o v °N
o NHAS o NHAc o NHAC
OH on OH OH o
HO HO HO
OH OH OH

/&/ OH N
NHBoc (@] s

NHAc \/Hf NHAC \/b HO NN

HO \%K/OH

NHAc

15 16 17

139



HO 0
OH N AcHN
Nx =
o NN NN ol °
O7ho N\)vo N L o)
o oH NHAc HO
o 18

OH Np n=N AcHN
(0] ! / \ / \ / \ / \ N
O"Ho N\/\/ 0 o \/\\/ o
NHAc HO
Q OH
OH
OH N<p N’N AcHN
(0] N/ / \ / \ / \ / \/ \ N
O"Ho \/k/o o o \)\/ O
NHAc HO
Q OH
HO
OH
OH

/
H/oéS/N\)/\o COOMe

N
o SN
O Ho N\%H 0
07 on NHAC
" 0 HN
OH

140

o]
orH
HOZ\\%
o)
OH
o]
HO
HO
)
HO
)
O
OHO
N
\
NHAC



H Ng
WOH Y on WOH
HO HO HO

OH OH OH

24 25 26

o
A\

CN OH
Q OH Q OH Q OH
HO HO HO
OH OH OH
27 28 29
Ph
® Sy NBoe i I i
N\ N7 "COMe ~ Q
o HO,C
OH M)L 2 OH ?
HO o) o
OH OH OH
30 31 32
CO,H @ oM 9 COMe
o 0 0
N N N, N,
‘ /N /N ‘ //N ‘ //N
N N N N
o o) o o
OH OH OH OH
o o o o
33 34 35 36
OH
o) [ : o) [ : o) /(G/
NHJ\H CO,H NHJ\H co,Me ﬁu co,Me
| N | N | N
N N N
0 37 0 38 0 39
OH OH OH
o o o
OH OH OH

141



142



OMe
o
OH
o
OH
57
0 o7 =
OH
89
60
Ho, ,COOMe
HO > YoH

Oln
T

64

OMe
Z o
OH
(e}
OH
56
HO.
OMe
o
OH
o
OH
58
o N
(6]
OH /\[ /N
N
OH
CO,tBu

143

HO

OMe









RESUME

La colonisation chronique des poumons Bageruginosaest une cause majeure d’infection
et de mortalité chez les patients atteints de macmose (CF). Pour la bactérie pathogene, la
capacité a adhérer aux cellules hbétes est essenfpelur initier linfection, et les
glycoconjugés présents a la surface des cellulgbédiples sont autant de cibles pour les
récepteurs bactériens. Chez les patients CF, dedifications surviennent dans les
glycoconjugués des surfaces épithéliales ainsidgms les mucines pulmonaires et salivaires.
Une augmentation d'oligosaccharides fucosylés dme tiewis est observée, souvent
accompagnée de sialylation et/ou sulfatation.Ursinle soluble, PA-IIL, reconnaissant
spécifiguement le fucose, a été identifiée darg/leplasme dé€. aeruginosaCette lectine,
également présente sur la surface de la bactéoesrait étre impliquée dans la
reconnaissance de I'hdte et/ou dans la formatiohiofiim responsable de la résistance de la
bactérie contre les antibiotiques. Les travaux k@pees dans la these portent sur I'étude
structurale et thermodynamique de l'interactionRiellL avec des ligands naturels et des
glycomimétiques de synthése. Des tests d'interadBbLA (Enzyme-Linked Lectin Assays
ont été mis en place afin d’évaluer les propriétddbitrices de ces composés. Ces travaux
constituent une premiere approche dans la concem® composés dérivés des sucres
pouvant servir comme alternative aux antibiotiquésés dans les infections survenants
chez les patients atteints de mucovisciddg®ojet financé par l'association: Vaincre la
Mucoviscidose)

ABSTRACT

The chronic colonization of the lungs By aeruginosais a major cause of infection and
mortality among cystic fibrosis patients (CF). Rbe pathogenic bacterium, the ability to
adhere to the host cells is essential to initiate ibfection, and the glycoconjugates of the
surface of the epithelial cells are as many tardgetsthe bacterial receptors. Among CF
patients, modifications occur in glycoconjugatestad epithelial cell surface on pulmonary
and salivary mucins. An increase in fucosylatedasdaccharides of Lewis type is observed,
often with sialylation and/or sulfatation. A solablectin, PA-IIL, recognizing the fucose

specifically, was identified in the cytoplasm Bf aeruginosaThis lectin, also found on the

surface of the bacterium, could be implied in teeognition of the host and/or the formation
of the biofilm that is responsible for the resistarof the bacterium against antibiotics. The
work developed in the thesis concerns the structaral thermodynamic study of the

interaction of PA-IIL with natural ligands and gbmimétics. Tests of interaction ELLA

(Enzyme-Linked Lectin Assays) were set up in orteevaluate the properties of inhibition

of these compounds. This work constitutes a begmmn the design of new compounds
derived from sugars. Theses glycomimetics couldige as anti-bacterial in the infections
occurring among CF patien{®roject financed by association: Vaincre la Musmiilose)

DISCIPLINE : BIOLOGIE STRUCTURALE

MOTS CLES: structure, microcalorimetrie, tests ELLA, lectine, oligosaccharides,
glycomimetiques,Pseudomonas aeruginos&Jucoviscidose
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