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1 Introduction 

1.1 Les lectines et les glycoconjugués  

1.1.1 Définition des lectines 

Les lectines sont des protéines d’origine non immunitaire capables de reconnaître des 

glucides complexes de manière spécifique et réversible. Ces protéines ne montrent aucune 

activité enzymatique vis-à-vis de leur ligand (Lis and Sharon 1998). L'expression « d'origine 

non immunitaire » peut être discutée, puisque certaines lectines sont impliquées dans la 

défense immunitaire innée. Cette expression sert principalement à souligner la différence 

entre les lectines et les anticorps du système immunitaire acquis. Les lectines sont aussi 

identifiées chez les bactéries et les êtres vivants primitifs qui ne possèdent pas de système 

immunitaire.  

Les lectines sont présentes dans toutes les branches du règne vivant. L’abondance des 

ces molécules et leur relative facilité de purification leur ont permis d’être largement 

caractérisées et d’être utilisées dans différents domaines de la biologie. 

 

1.1.2 Historique 

La première lectine a été découverte par Peter Hermann Silltmark en 1888 qui décrivit 

dans sa thèse de doctorat présentée à l’université de Dorpat (maintenant Tartu, Estonie) que 

des extraits de graines de ricin (Ricinus communis) agglutinaient des érythrocytes (Sharon and 

Lis 2004). A partir de ce moment là, d’autres substances d'origine végétale possédant une 

activité hémagglutinante ont été découvertes. En 1954, Boyd & Sharpleigh ont démontré la 

propriété de ces protéines d’agglutiner sélectivement des érythrocytes humains d'un groupe 

sanguin donné (Boyd and Shapleigh 1954). Cette notion de spécificité est la base de 

l’étymologie du nom lectine dérivée du mot latin legere qui veut dire « sélectionner ». 

La plupart des lectines présentes plusieurs sites de liaison pour les glucides. Pour cette 

raison, l’interaction de lectines avec les glucides présents à la surface des érythrocytes résulte 

en l’agrégation d’un grand nombre de ces cellules. Cette caractéristique est typique des 

lectines. Elle est aussi classiquement utilisée pour leur détection (Rüdiger 1993) et leur 
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caractérisation (Goldstein, et al. 1980). Lorsque certains sucres sont ajoutés à ces protéines 

lors de l’interaction, leur activité hémagglutinante est inhibée ce qui permet de déterminer 

leur spectre de spécificité (Van Damme, et al. 1998).  

Les lectines peuvent reconnaître de manière spécifique les glycoconjugués présents sur 

les surfaces cellulaires. Ces molécules sont constituées d’une partie glucidique (mono ou 

oligosaccharide) associée de façon covalente à une partie non glucidique (aglycone) de 

protéines ou de lipides et jouent un rôle primordial dans la vie sociale des cellules (Varki 

1993). Les interactions protéine/glucide sont impliquées dans de nombreux phénomènes de 

reconnaissance et d’adhésion cellulaires. La Figure 1 donne une vue schématique des 

interactions lectines-glucides. 

 

 

 

Figure 1 – Rôle de glycoconjugués situés sur la surface cellulaire. Représentation schématique 
d’exemples d’interaction lectines-glucides. 
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1.1.3 La spécificité et l’affinité des lectines 

Les lectines reconnaissent de manière spécifique des mono et oligosaccharides. Les 

protéines spécifiques pour des monosaccharides sont classifiées en cinq groupes, selon le 

sucre pour lequel la lectine présente la plus forte affinité: le mannose (Man), le galactose 

(Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-acétylglucosamine (GlcNAc), le fucose (Fuc) et 

l’acide sialique (NeuAc, acide N-acétylneuraminique) (Lis and Sharon 1998). Cette 

reconnaissance est souvent désignée comme « la spécificité primaire » des lectines. Ces 

monosaccharides et leurs dérivés sont ceux qui sont le plus souvent présents sur les épitopes 

glycaniques des surfaces cellulaires. La plupart des lectines peuvent se lier à des 

monosaccharides, mais leur affinité sera en général plus forte pour certains oligosaccharides. 

La constante de dissociation pour les monosaccharides est de l’ordre du millimolaire (mM), 

en revanche, pour les oligosaccharides elle est de l’ordre du micromolaire (µM) (Dam and 

Brewer 2002). Enfin, certaines lectines telles que PHA-L et PHA-E de Phaseolus vulgaris 

reconnaissent exclusivement des oligosaccharides (Cummings and Kornfeld 1982).  

Les similarités structurales entre monosaccharides sont déterminantes pour la spécificité 

des lectines. Par exemple, la plupart des lectines qui reconnaissent le Gal se lient aussi au 

GalNAc. Certaines lectines peuvent reconnaître le mannose et le fucose telles que DC-SIGN 

de mammifère (van Liempt, et al. 2006) ou PA-IIL de Pseudomonas aeruginosa (Imberty, et 

al. 2004). Ce phénomène est dû à la présence dans ces monosaccharides des trois fonctions 

hydroxyles qui ont une topologie très similaire. Certaines lectines présentent une spécificité 

anomérique et peuvent distinguer la configuration en C1 de monosaccharides tels que l’α-

methyl-galactoside et le β-methyl-galactoside. 

La combinaison de plusieurs techniques expérimentales permet d’élucider la spécificité 

des lectines (Park, et al. 2008). Par exemple, en utilisant les techniques de test ELLA 

(Enzyme Linked Lectin Assay) et de test « Glycans array » (glycochips avec différents mono 

et oligosaccharides) la spécificité d’une lectine peut être déterminée. Ces techniques sont 

simples, rapides et requièrent de quantités réduites de matériel. 

La plupart des lectines sont des protéines multivalentes. Elles sont capables de se lier à 

plusieurs molécules de glucides. La multivalence peut provenir de la répétition de type 

« tandem » de domaine lectines dans un polypeptide, de l’association de plusieurs monomères 

ou de la présentation de plusieurs lectines sur une surface cellulaire. Les interactions multiples 
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entre d’une part les lectines multivalentes et d’autre part les glycoconjugués, sont impliquées 

dans les processus de reconnaissance (Lee and Lee 1995). Dans la plupart des cas, les 

systèmes biologiques utilisent des interactions faibles mais multivalente plutôt qu’une seule 

interaction forte. Ainsi, ils peuvent assurer une haute spécificité et affinité entre ces récepteurs 

et les surfaces cellulaires des systèmes biologiques.  

 

1.1.4 Intérêt des lectines pour l’homme 

Les lectines peuvent interagir avec des systèmes biologiques et développer une diversité 

d’événements et fonctions dans ses organismes vivants. Ces interactions ont une grande 

importance car elles se retrouvent impliquées dans des processus biologiques ainsi que dans 

des processus pathologiques (Lis and Sharon 1998). Aujourd’hui les lectines sont largement 

utilisées comme outils dans la recherche et dans le secteur biomédical.  

- De par leur spécificité, les lectines immobilisées sur colonne peuvent être utilisées 

pour l’identification, la purification de glycoconjugués aussi bien que pour leur caractérisation 

(Hirabayashi 2004). 

- Certaines lectines reconnaissent spécifiquement les antigènes des groupes sanguins 

humains (Boyd and Shapleigh 1954) et sont utilisées pour leur identification dans des banques 

de sang. 

- Certaines lectines purifiées à partir des graines de légumineuses tropicales présentent 

des propriétés anti-inflammatoires (Alencar, et al. 2005). 

- Certaines lectines purifiées à partir d’invertébrés terrestres ou marins sont employées 

comme marqueurs histo-chimiques puisque certaines maladies tel le cancer sont associées à 

une modification des glycannes présents sur les cellules (Guillot, et al. 2004), Tableau 1. 
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Non de l’antigène  Séquence glycanique 

Tn  GalNAcα-Ser/Thr 

Sialyl-Tn  SAα2-6GalNAcα-Ser/Thr 

T  Galβ1-3GalNAcα-Ser/Thr 

Sialyl-Leα  
 

SAα1-3Galb1-3GlcNAcb1-3Gal- 
                            | α1-4 
                           Fuc 

Lex  
 

Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal- 
               | α1-3 
              Fuc 

Sialyl- Lex  
 

 SAα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal- 
               | α1-3 
              Fuc 

Ley  
 

Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal 
    | α1-2        | α1-3 
   Fuc           Fuc 

N-acétyllactosamine  Galβ1-4GlcNAc 

Séquence β 1-6-branchée GlcNAcβ1-6Manα1-6Manβ- (oligosaccharides N-liés) 

Tableau 1 – Principaux glycanes associés au cancer (Guillot , et al. 2004). 

 

 

Le Tableau 2 décrit les principales lectines isolées de plantes ou d’invertébrés qui sont 

employées pour la mise en évidence de glycotopes en oncologie ou, plus généralement, en 

histopathologie. Les lectines sont utilisées en fonction des structures glycanniques associées 

aux états pathologiques (Guillot, et al. 2004). De par leur spécificité, les lectines se lient 

préférentiellement à un monosaccharide soit situé au bout de la chaîne soit placé dans une 

position non terminale des oligosaccharides complexes. 

 

 

 

 

 

 



Introduction 

 

________________________________________________________________________________________________________________ 

Etudes structure-fonction de lectines (DiscI et DiscII) de Dictyostelium discoideum                                                             22 

Lectines Source Sucre inhibiteur 

LEA  Lycopersicum esculentum  D-GlcNAc 

PWL  Phytolacca americana  D-GlcNAc 

WGA  Triticum vulgare (wheat germ)  D-GlcNAc 

STA  Solanum tuberosum  D-GlcNAc 

L-PHA  Phaseolus vulgaris  -GlcNAcβ1-6Manα1-6Manβ- 

GSI-B4  Griffonia (Bandeira) simplicifolia  D-Gal 

MPA  Maclura pomifera  D-Gal 

DBA  Dolichos biflorus  D-GalNAc 

LBL  Phaseolus lunatus (Lima bean)  D-GalNAc 

RCA-1  Ricinus communis  D-GalNAc 

SBA  Glycine max  D-GalNAc 

HAA  Helix aspersa  D-GalNAc 

HPA  Helix pomatia  D-GalNAc 

VVA-B4  Vicia villosa  D-GalNAc 

WFA  Wistaria floribunda  D-GalNAc 

ECA  Erythrina crista-galli  D-Galβ1-4D-GlcNAc 

PSL  Laetiporus sulfureus  D-Galβ1-4D-GlcNAc 

GSI-A4  Griffonia (Bandeira) simplicifolia  D-Galβ1-4D-GlcNAc 

ABL  Agaricus bisporus  D-Galβ1-3GalNAc 

PNA  Arachis hypogaea  D-Galβ1-3D-GalNAc 

JAC  Artocarpus integrifolia  D-Galβ1-3D-GalNAc 

LDL  Lactarius deliciosus  D-Galβ1-3D-GalNAc 

VGA  Vicia graminea  D-Galβ1-3D-GalNAc 

EEA  Euonymus europaeus  D-Galα1-3(L-Fucα1-2)D-Galβ1-3/4D-GlcNAc 

Tableau 2 – Lectines utilisées pour la mise en évidence de glycotopes en oncologie. 

 

1.2 Distribution des lectines dans le monde vivant 

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, présentes dans tous les organismes vivants. 

Il existe une grande variété de lectines qui présentent une très grande diversité structurale. Le 

nombre de structures cristallographiques de lectines est toujours en croissance, et on connaît 

aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’environ 770 lectines. Notre laboratoire a 

développé une base de données des structures 3-D des lectines qui rassemble les informations 

structurales de ces protéines (la base de données des lectines est accessible sur: 
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http://www.cermav.cnrs.fr/lectines). La banque de lectines comprend ainsi 48 familles 

structurales différentes dont 6 d’origine végétale, 10 d’origine bactérienne, 18 d’origine 

animale, 5 familles d’origine virale, 8 d’origine fongique et 1 famille d’algues, Tableau 3.  

 

Origine Exemples de Lectines Native Complexé Total 

Plantes 
ConA 

Ricine 
106 201 307 

Bactéries 
PA-IL de Pseudomonas 

Toxine de cholera 
37 79 116 

Animaux 
E-selectin 

Helix pomatia agglutinin 
80 152 232 

Virus  
Hemagglutinin de virus 

Capside de rotavirus 
43 25 68 

Champignons  lectine de mousseron 17 23 40 

Algues Griffithsin 2 7 9 

Total  285 487 772 

Tableau 3 – Récapitulatif des structures tridimensionnelles de lectines.  

 

1.2.1 Lectines de vertébrés 

Les lectines animales sont réparties dans des familles très différentes. Les trois familles 

les plus étudiées sont les galectines, les lectines de type C et les siglecs. Les lectines 

d’invertébrés sont traités séparément dans la suite de ce chapitre. 

Les structures de galectines sont relativement simples. Ces protéines sont spécifiques 

pour le β-galactose et plus précisément pour le lactose (βGal1-4Glc) et le N-

acetyllactosamine (βGal1-4GlcNAc) (Leffler, et al. 2004). La première structure 

tridimensionnelle d’une galectine humaine (la galectin-7 (hGal-7)) a été obtenue dans sa 
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forme native et complexée avec le galactose, le galactosamine, le lactose, et le N-acétyl-

lactosamine (Leonidas, et al. 1998). 

Les lectines du type C présentent un CRD (Carbohydrate Recognition Domain) bien 

conservé qui implique un atome de calcium dans l’interaction protéine-sucre (Drickamer 

1993). Les lectines de type-C sont soit en circulation dans le plasma, soit attachées aux 

surfaces cellulaires par la présence d’un segment transmembranaire. Un exemple de la 

structure 3-D d’une lectine du type C est la E-selectine en complexe avec le Sialyl LewisX 

(PDB 1G1T) (Somers, et al. 2000), Figure 2.  

 

Figure 2 – Représentation graphique de la structure de la E-selectine humaine en complexe avec 
le Sialyl LewisX (PDB 1G1T) (Somers, et al. 2000). Le calcium est représenté par une sphère 
bleue et le ligand par des bâtonnets.  

Les Siglecs, ou lectines de type I, constituent une famille de lectines qui reconnaissent 

l’acide sialique (Crocker 2002). Elles sont membres de la superfamille immunoglobuline (Ig) 

et adoptent un repliement de type immunoglobuline. 

Les autres classes de lectines animales comprennent les lectines du type P qui sont 

formées par les lectines qui fixent le mannose-6-phosphate, comme la lectine bovine CD-

MPR (Roberts, et al. 1998). Les pentraxines qui sont une famille des lectines capables de se 

lier à des ligands de manière Ca2+ dépendante (Emsley, et al. 1994). D’autres types de lectines 

de vertébrés telles que les calnexines-calreticuline comme la lectine calnexine de l’espèce 

Canis familiaris (Schrag, et al. 2001) et les ficolines (Garlatti, et al. 2007) ont récemment été 

mises en évidences. 

La plupart des lectines de vertébrés ont une localisation extracellulaire et sont capables 

de détecter les modifications de glycosylation sur les cellules environnantes. Elles jouent donc 

un rôle dans la vie sociale des cellules et sont impliquées dans des processus tels que la 
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fécondation, la migration et le développement cellulaire. Par exemple, dans le processus de 

fécondation, un glycoconjugué de la surface de l’ovule interagit avec une lectine 

(spermadhésine) du spermatozoïde (Topfer-Petersen, et al. 1998). Il a été aussi montré que 

l'embryon exprime à sa surface cellulaire la L-sélectine six jours après la fécondation. En se 

liant aux sucres spécifiques de l'endothélium utérin, la L-sélectine détermine ainsi la première 

étape indispensable à la fixation du blastocyte à la surface de l'endomètre et permet le début 

de la grossesse (Genbacev, et al. 2003).  

1.2.2 Lectines d’invertébrés 

La présence de lectines a été démontrée chez les invertébrés terrestres ou marins. Ces 

protéines font souvent partie d’un système d’immunité innée et présentent donc des 

spécificités pour les glucides présents à la surface d’organismes pathogènes (Vasta 1992). 

Chez les invertébrés, les lectines sont distribuées dans toutes les classes et sous-classes 

étudiées. Nous pouvons donner en exemple : les gastéropodes avec la lectine d’escargot 

CHA-II de Cepaea hortensis (Gerlach, et al. 2002), les échinodermes avec l’hémagglutinine 

de l’oursin Hemicentrotus pulcherrimus (Yamada and Aketa 1982), les crustacés avec la 

lectine du crabe Charybdis japonica  (Umetsu, et al. 1991), et les insectes avec la lectine du 

sphinx du tabac Manduca sexta (Yu and Kanost 2000). Les lectines présentent des 

localisations variées : système digestif, appareil de reproduction, hémolymphe ou branchies.  

Un nombre limité de lectines d’invertébrés a été cristallisé. La codakine purifiée à partir 

des branchies de la palourde blanche Codakia orbicularis  est une lectine de type C qui a une 

forte spécificité pour des N-glycannes biantennés (Gourdine, et al. in press). D’autres 

exemples de lectines de type C sont la lectine de tunicier Polyandrocarpa misakiensis (Poget, 

et al. 1999) et la lectine I (CEL-I) du concombre de mer Cucumaria echinata (Sugawara, et 

al. 2004). Les structure 3D de lectines de type ricine ont aussi été obtenues telles que la 

lectine III (CEL-III) du même concombre (Uchida, et al. 2004) et la lectine du vers de terre 

Lumbricus terrestris (Suzuki, et al. 2004), ces deux lectines présentant une spécificité pour le 

galactose. La limule, Tachypleus tridentatus, est un fossile vivant qui présente un grand 

nombre de lectines impliquées dans l’immunité innée. Les structures de la tachylectine 2, un 

β-propeller (Beisel, et al. 1999) et de la tachylectine 5A, une protéine de type fibrinogène 

(Kairies, et al. 2001), ont été résolues en complexe avec le GlcNAc. La structure de la lectine 
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extraite de l’escargot Helix pomatia (HPA) (Sanchez, et al. 2006) a permis de définir une 

nouvelle famille de lectine, le type H, qui sera décrite dans la Section 1.3.7.  

1.2.3 Lectines de plantes 

Les lectines végétales d’une même famille taxonomique (e.g., les lectines de 

légumineuse, de céréales, etc.) présentent des homologies de séquence et des similarités 

structurales. Historiquement, les lectines de légumineuses telle que la concanavaline A 

(ConA) ont été les premières à être caractérisées. La première structure cristallographique 

d’une lectine de légumineuses (la ConA) a été déterminée en 1972 (Edelman, et al. 1972, 

Hardman and Ainsworth 1972). Les lectines de légumineuses adoptent toutes un repliement 

typique appelé « β jelly roll » formé par deux feuillets β superposés bien conservées dans les 

nombreuses structures résolues. Les monomères s’associent deux à deux de 7 manières 

différentes ce qui permet de former une variétés d’assemblage macromoléculaires sous la 

forme de dimères ou de tétramères (Sinha, et al. 2007). La Figure 3 représente un tétramère de 

la protéine ConM de Canavalia maritima (PDB 2CY6) complexée avec le tréhalose 

(Delatorre, et al. 2006). La géométrie du site de fixation est fixée par la présence d’un ion 

manganèse et d’un ion calcium qui sont proches du ligand glucidique mais qui n’interagissent 

pas directement avec lui. Les variations en acides aminés autour du site de reconnaissance 

apporte la spécificité pour différents monosaccharides et oligosaccharides (Loris, et al. 1998). 

 

Figure 3 – Tétramère de la protéine ConM de Canavalia maritima complexée avec le tréhalose 
(code PDB 2CY6) (Delatorre, et al. 2006). Les cations sont représentés par des sphères (Calcium 
en jaune et Manganèse en vert) et les ligands par des bâtonnets.  
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Une autre grande famille de lectines d’origine végétale qui a pu être caractérisée est la 

famille des Gramineae (céréales) à laquelle appartient la lectine de germe de grain de blé 

(WGA). Les lectines de céréales présentent des domaines structuraux conservés riches en 

cystéine qui sont aussi appelés domaine hévéine. La première structure cristallographique 

déterminée dans cette famille a été celle de la WGA (Wright, C. S. 1980).  

La famille des Monocotylédones présente des lectines spécifiques pour le mannose, la 

première structure 3-D a été la Galanthus nivalis agglutinine (GNA) (Wright, C.S. and Hester 

1996). La famille de Moraceae est formée par les lectines qui fixent le galactose telle que la 

jacaline isolée des graines de Artocarpus integrifolia (Sankaranarayanan, et al. 1996). La 

famille Amaranthaceae contient la lectine ACA de Amaranthus caudatus qui a été cristallisée 

avec le Galβ1-3GalNAc (Transue, et al. 1997). La famille Euphorbiaceae englobe les lectines 

qui présentent une grande toxicité, un exemple de lectine de cette famille est la lectine RCA 

isolée des graines de ricin Ricinus communis. La ricine est un hétérodimère où la chaine B 

constitue les domaines lectines qui reconnaissent le galactose (Rutenber, et al. 1991). La 

famille Solanaceae englobe les lectines de pommes de terre et des tomates mais aucune 

structure n’a encore été déterminée.  

Les lectines de plantes semblent être impliquées dans la défense contre les 

phytopathogènes et les prédateurs, certaines ayant des activités insecticides (Chrispeels and 

Raikhel 1991, Rudiger and Gabius 2001).  

1.2.4 Lectines de microorganismes 

Les microorganismes pathogènes, virus, bactéries, champignons ou parasites 

eucaryotes, utilisent fréquemment des lectines pour reconnaître les sucres présents sur la 

surface des cellules hôte. Ces interactions lectines-sucres jouent également un rôle dans 

l’adhésion sur les tissus richement glycosylés présents dans les voies respiratoires, digestives 

ou dans l’appareil urogénital (Imberty and Varrot 2008, Sharon 1996). 

L’exemple le plus marquant de lectine de virus est l’hémagglutinine du virus de la 

grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine interagit avec un récepteur de la surface des 

cellules hôtes, l'acide 5-N-acétylneuraminique (l'acide sialique). Sa structure 3-D a été résolue 

en complexe avec son récepteur naturel et avec 12 analogues de ligands (Weis, et al. 1990). 
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Elle est composée de deux polypeptides HA1 et HA2. La sous unité HA1 correspond à un 

domaine globulaire qui contient le site de liaison de la lectine. 

Les lectines bactériennes connues peuvent être classées en trois familles principales : les 

lectines fimbriaes (pili et flagelles), les toxines et les lectines solubles (Imberty, et al. 2005). 

Les lectines fimbriaes sont trouvées dans des organelles de surface des bactéries (pili et 

flagelles) qui présentent diverses fonctions telles que la reconnaissance des glycannes de 

l’hôte et l’adhésion sur les surfaces de cellules cibles. Il existe trois types de pili : les types 

IV, les types I et les types P. Par exemple, la PapG est une adhésine du pili de type P trouvée 

chez les souches uropathogènes de la bactérie Escherichia coli. PapG présente une grande 

importance dans la phase d’adhésion sur les globoside (GbO4) des cellules  humaines du rein 

lors des infections urinaires et la structure en complexe avec la partie tetrasaccharide du 

GbO4 a été résolue (Dodson, et al. 2001). Les lectines de cette famille sur une structure 

allongée avec un repliement de type β-sandwich. 

La famille des toxines est constituée par des protéines secrétées par les bactéries et qui 

exercent une activité toxique sur les cellules de l’hôte. Les toxines du type AB5 sont secrétées 

par différentes bactéries comme Shigella dysenteriae, Borderella pertussis et Vibrio cholerae. 

Le domaine lectine de la toxine sécrétée par le Vibrio cholerae est un β-pentamère et sa 

structure a été résolue complexée avec le pentasaccharide GM1 qui est un ganglioside présent 

sur les epithelia (Merritt, et al. 1994).  

La famille de lectines solubles comprend des protéines cytoplasmiques telles que PA-IL 

et PA-IIL de Pseudomonas aeroginosa respectivement spécifiques pour le α-D-galactose et le 

α-L-fucose. Elles présentent des structures tétramériques ou un ou deux ions calciums 

respectivement sont impliqués dans le site de reconnaissance du sucre (Imberty, et al. 2004). 

Les protozoaires possèdent aussi des lectines. La surface de l’amibe pathogénique 

Entamoeba histolytica présente deux lectines reconnaissant respectivement le GlcNAc et le 

Gal/GalNAc (Mirelman, et al. 1996). Des lectines ont été isolées à partir du merozoide de 

Plasmodium falciparum, le parasite responsable de la malaria (von Itzstein, et al. 2008) et de 

Trypanosoma cruzi qui cause la maladie de Chagas (Marcipar, et al. 2003). Seule la structure 

tridimensionnelle de la lectine TgMIC1 identifiée dans le micronème du protozoaire 

Toxoplasma gondii a été démontrée complexée avec 6-siallylactosamine (PDB 2JH7) et 3-

siallylactosamine , Figure 4. Des protéines du micronème (MIC) sont libérées à la surface du 
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parasite juste avant l'invasion des cellules hôtes et jouent des rôles importants dans 

l'identification, l'attachement et la pénétration de la cellule hôte (Blumenschein, et al. 2007). 

 

 

Figure 4 – Repliement général de la lectine du micronème TgMIC1 chez Toxoplasma gondii 
(gauche, PDB 2JH1). Zoom dans le site de fixation du complexe TGMIC1-6-siallylactosamine 
(droite, PDB 2JH7) (Blumenschein, et al. 2007).  

 

1.3 Les discoidines 

1.3.1 L’amibe Dictyostelium discoideum 

Dictyostelium discoideum est une amibe du sol bien connue des biologistes. Un grand 

intérêt de cette amibe est le fait qu’elle soit un eucaryote simple haploïde qui présente une 

grande similarité avec les cellules animales. Le mycologue Oskar Brefeld (Brefeld 1869) fut 

le premier à observer l’organisme Dictyostelium mucoroides qu’il a nommé ‘Dicty’ qui veut 

dire ‘avec des mailles (comme dans un filet)’, ‘stelium’ qui veut dire ‘tour’ et 'mucoroides' en 

raison de son apparente similitude avec des moisissures du sol du genre ‘Mucor’.  

D. discoideum qui est l'espèce la plus étudiée aujourd'hui en laboratoire fut découverte 

en 1935 par Kenneth Raper dans les forêts de feuillus de la Caroline du Nord aux Etats-Unis, 

Figure 5 (Raper 1935). Les amibes mesurent environ 20µm de diamètre et vivent en milieu 

humide, dans l'humus des sols. Au plan taxonomique, D. discoideum est un eucaryote qui 
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appartient au phylum Mycetozoa dans lequel on trouve la classe Dictyostelia qui inclut l’ordre 

Dictyosteliida et la famille Dictyosteliidae.  

 

 

Figure 5 – Corps fructifère de Dictyostelium discoideum (issue de M.J. Grimson et de R.L. Blanton, 

Université de Technologie du Texas, Lubbock, TX, U.S.A) 

 

 

1.3.2 Le cycle de vie de l’amibe Dictyostelium discoideum 

D. discoideum est capable de développer un extraordinaire cycle multicellulaire. Elle 

présente le pouvoir de vivre à l’état de cellules isolées (état unicellulaire végétatif) ou de 

colonies multicellulaires (état pluricellulaire). Pendant la phase végétative, dans un 

environnement favorable en condition alimentaire, l’amibe s’alimente de bactéries par 

phagocytose. Elle reste isolée de ses consoeurs et se multiplie par une simple division en deux 

cellules filles. Néanmoins, si l’environnement devient difficile, comme dans le cas de carence 

alimentaire, les cellules s’assemblent et s'engagent dans un cycle de différenciation et de 

morphogenèse, Figure 6.  
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Figure 6 – Développement du cycle de vie de l’amibe Dictyostelium discoideum. 

Une phase d'agrégation est induite par chimiotaxie et dirigée par l’impulsion de 

gradients d’AMPc (Konijn, et al. 1967). L’AMPc excrété par une cellule donnée est détecté 

par les récepteurs membranaires des cellules voisines qui migrent vers la cellule émettrice et 

produisent et secrétent de l'AMPc à leur tour. Le signal chimiotactique est ainsi relayé de 

proche en proche conduisant à la formation d’ondes spirales. Dans les agrégats (environ 105 

cellules), les cellules subissent des processus de différenciation et de morphogenèse afin de 

former une sorte de petit limaçon multicellulaire qui est capable de réagir à la lumière et à la 

température. Il se déplace ainsi vers une zone favorable où il se transformera en une 

fructification d'environ 2mm de hauteur. Ce corps fructifère se compose d’une tige mince 

formée par un empilement des cellules mortes avec, à son extrémité, une masse de spores 

rassemblées dans une boule de mucus. Les spores résistent à la dessication et aux 

températures extrêmes. Leur position élevée au sommet de la tige facilite leur dispersion par 

les petits animaux du sol, insectes ou autres.(Firtel and Meili 2000). Lorsque les conditions 

environnementales conviennent, les spores germent pour produire à nouveau des amibes qui 

recommencent le cycle de vie végétatif (Kessin 2001).  

Alors que la bactérie Escherichia coli est l'organisme procaryote le plus couramment 

employé dans la génétique moléculaire, l’amibe D. discoideum est un des organismes modèles 



Introduction 

 

________________________________________________________________________________________________________________ 

Etudes structure-fonction de lectines (DiscI et DiscII) de Dictyostelium discoideum                                                             32 

eucaryotes très utilisé pour étudier les grandes thématiques de la biologie : la transduction du 

signal, la communication cellulaire, la différenciation, la mort cellulaire, la phagocytose et la 

motilité cellulaire (Willard and Devreotes 2006). Elle est aussi utilisée comme organisme 

modèle pour les études des interactions hôte-pathogène (Steinert and Heuner 2005).  

Récemment, le génome complet D. discoideum souche AX4 a été séquencé (Eichinger, 

et al. 2005) et de nombreuses informations sont disponibles sur le site dictyBase 

(http://dictybase.org/) (Chisholm, et al. 2006, Kreppel, et al. 2004). Son génome de 34Mb qui 

se caractérise par une grande richesse en [A+T] (77%) est composé de 6 chromosomes codant 

environ 12.500 protéines. Dictyostelium présente une grande quantité des gènes homologues à 

ceux d’eucaryotes plus complexes. L’arbre phylogénétique qui s'appuie sur une analyse des 

données génomiques et protéomiques associées montre que D. discoideum diverge de la 

branche animal-champignon après la séparation entre les plantes et les animaux, Figure 7.  

 

 

Figure 7 – Arbre phylogénétique qui place Dictyostelium discoideum après la séparation entre les plantes 

et les animaux (Eichinger, et al. 2005). 

1.3.3 Historique des lectines dans Dictyostelium discoideum 

Un nombre très limité de gènes de D. discoideum sont annotés comme codants pour des 

lectines. Ce sont des séquences codant pour des domaines ricines présents dans 10 protéines 
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CupA-J (Cup pour Calcium up-regulated genes) ou des CRD de lectines de type C dans 2 

protéines (DDB_G0269040 et DDB_G0289907). Elles sont toutes très peu caractérisées au 

plan fonctionnel. Le gène comA code pour une protéine de la famille des comitines, des 

protéines impliquées dans le trafic intracellulaire et présentant un domaine lectine (Jung, et al. 

1996). La comitine de D. discoideum a été purifiée et caractérisée (Stratford and Brown 1985) 

et un modèle du domaine lectine complexé avec le mannose a été proposé en utilisant la 

similarité avec la lectine de perce-neige (Barre, et al. 1999). Enfin, des lectines à 

Gal/GalNAc, les discoidines, ont fait l’objet d’un fort intérêt au cours des années 70 et 80. 

Le chercheur américain Steven Rosen démontra pour la première fois dans sa thèse de 

doctorat (Université de Cornell, 1972) que les cellules de D. discoideum sont capables 

d’agglutiner des érythrocytes de moutons lorsqu'elles se différencient en l’absence de 

nutriments. L’activité hémagglutinante spécifique augmente rapidement au cours des 12 h 

après une période de jeûne (Rosen, et al. 1973, Simpson, et al. 1974). Le groupe de Rosen et 

Barondes a démontré ensuite que la protéine lectin-like présente à la surface de D. discoideum 

était constitué de deux lectines, les discoidines I et II (DiscI et DiscII) (Frazier, et al. 1975). 

Ces protéines présentent des similarités mais sont différentes sur de nombreux points tels que 

la mobilité électrophorétique, la composition en acides aminés, la dépendance au calcium, la 

spécificité d’hémagglutination envers des érythrocytes de différentes espèces et la distribution 

spatio-temporelle lors du développement (Tableau 4) (Alexander, et al. 1983, Barondes, et al. 

1983, Berger and Armant 1982, Frazier, et al. 1975). 

 

 DiscIA DiscII 

Spécificité GalNAc>Galactose GalNAc ≈Galactose 

Poids moléculaire 28258.5 28574.7 

Point isoélectrique 6.20 6.65 

Nombre d’acides aminés 253 aa 257 aa 

Coefficient d’extinction 1.50 1.59 

Tableau 4 – Comparaison entre les propriétés biochimiques des DiscI et DiscII. 
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1.3.4 La discoidine I 

La discoidine I (DiscI) a d’abord été décrite comme un tétramère de sous-unités de 26 à 

29.5 kDa, non-glycosylées et de point isoélectrique 6.1 (Frazier, et al. 1975, Ishiguro and 

Weeks 1978, Simpson, et al. 1974). Nos travaux ont démontré que la DiscI forme des 

trimères. L’analyse génomique a démontré que la discoidine I est en fait codée par une famille 

de plusieurs gènes qui résultent en trois isoformes pour la protéine (Poole, et al. 1981, 

Rowekamp, et al. 1980, Tsang, et al. 1981) qui sont appelées chaines A B/C et D (Figure 8) 

(P02886, P02887 et P02288 dans Uniprot). Les séquences sont très similaires avec l’isoforme 

A présentant 96 et 97% d’identité (4 et 3 acides aminés différents) avec les isoformes C et D 

(seule l’isoforme A sera décrite par la suite). Deux gènes codant pour des protéines similaires 

(discoidine1-like) ont également été identifiés.  

 

Figure 8 – Alignement de séquences des trois isoformes de DiscI (dscA, dscC et dscD) et des deux 

protéines DiscI-like, DD7-like et DD7-1. Les séquences de la DiscII (dscE) et une protéine similaire (dsc-

like) sont également représentées.  
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La présence d'une deuxième copie des trois gènes de la discoidine I a été observée dans 

les souches AX3 et AX4 de D. discoideum (dictyBase). La DiscI est constituée de 253 acides 

aminés avec une masse moléculaire théorique de 28258,5 et un point isoélectrique de 6,2. 

Deux domaines ont été identifiés : le domaine N-terminal (1-152), correspond au domaine 

discoidine couramment appelé domaine « discoidin-like » (Kiedzierska, et al. 2007), suivi 

d’un domaine lectine C-terminal (157-253) appartenant aux lectines de type H (Sanchez, et al. 

2006). Les caractéristiques de ces deux domaines sont discutées ci-dessous.  

La localisation et la régulation de l’expression de la DiscI ont été très étudiées, alors que 

la fonction biologique n’est pas encore clairement élucidée. Sa production n’apparaît que dans 

les cellules cohésives, un phénotype induit en stoppant l’alimentation des cellules végétatives 

(Barondes et al., 1983). DiscI commence à être produite entre 9 et 12 h après l’induction et 

s’accumule dans les cellules du manteau de la limace et de la tige du corps fructifère (Cooper 

and Barondes 1984, Fukuzawa and Ochiai 1993). L’expression des gènes codant pour DiscI 

est régulée de manière positive durant l’agrégation (Devine, et al. 1982, Ma and Firtel 1978).  

Les études au niveau du transcriptome montre que l’ARN messager de la DiscI est 

présent avec une fréquence de moins d’une copie par gène durant la phase végétative et 

augmente de 500-1000 fois pendant les premières heures de développement (Rowekamp, et 

al. 1980). Il est également possible d’induire la production de DiscI durant la phase végétative 

en traitant les cultures avec des facteurs protéiques sécrétés par Dictyostelium comme le CMF 

(« conditioned medium factor ») (Jain, et al. 1992) ou le PSF ( « pre-starvation factor ») 

(Clarke, et al. 1987). Un réseau de régulation complexe impliquant une répression par 

l’AMPc et une induction en deux étapes, d’abord par le PSF, puis par le CMF a été mis en 

évidence (Blusch, et al. 1995). L’expression des gènes de la discoidin I est utilisée comme 

marqueur du développement précoce chez Dictyostelium (Strmecki, et al. 2007). 

Il a été proposé que DiscI soit impliquée dans le processus de reconnaissance cellule-

cellule (Cano and Pestana 1984) ou dans la reconnaissance cellule-substrat (Springer, et al. 

1984). Les premières études ont proposé que la lectine soit concentrée dans des corps 

multilamellaires qui serviraient à son exportation (Barondes, et al. 1985). La localisation à la 

surface des cellules cohésives est contreversée (Erdos and Whitaker 1983). Il s’agit d’une 

protéine cytoplasmique qui est nécessaire au maintien de la morphologie allongée qui 

correspond au phénotype agrégatif (Alexander, et al. 1992). Les études sur des mutants de 
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délétion n’ont pas montré de défaut d’agrégation mais les cellules perdent leur mobilité sur 

des surfaces plastiques (Alexander, et al. 1983, Springer, et al. 1984).  

La DiscI agglutine très efficacement les érythrocytes de lapin, et dans une moindre 

mesure ceux de mouton (Frazier, et al. 1975). Cette agglutination est inhibée par des 

monosaccharides ayant une configuration D-galacto tels que le D-galactose, D-fucose, D-

GalNAc ainsi que par les disaccharides contenant une unité D-galactose tels que le lactose et 

le mellibiose. Le GalNAc est le monosaccharide qui se lie le plus fortement à la discoidin I. 

Le L-fucose et le D-glucose présentent un faible potentiel d’inhibition. L’interaction entre la 

lectine et les glucides nécessite la présence d’ions bivalents, avec une préférence pour le 

calcium dans les interactions in vitro (Alexander, et al. 1983). La recherche de récepteurs 

endogènes ou exogènes pour la discoidine I n’a pas donné de résultats clairs. Pour le domaine 

lectine, GalNAc-dépendant, plusieurs glycoprotéines de D. discoideum agissent comme 

récepteurs pour DiscI (Breuer and Siu 1981, Cooper and Barondes 1984, Ray, et al. 1979). 

Une comparaison avec Polysphondylium pallidum, un autre dictyostélide, suggère une 

spécificité d'espèce pour ces récepteurs (Reitherman, et al. 1975). Des polysaccharides 

bactériens extraits de Escherichia coli et Klebsiella aerogenes, utilisés comme proies pour les 

cultures d’amibes, ont aussi la capacité d’être reconnus par la lectine (Cooper, et al. 1983). Le 

domaine RGD présent dans le domaine discoidin DS indique également la possibilité d’une 

liaison indépendante du domaine lectine avec un récepteur spécifique de ce motif (Gabius, et 

al. 1985). 

 

1.3.5 La discoidine II 

Les premières études sur la discoidine II (DiscII) l’ont décrite comme relativement 

similaire à DiscI puisque sous la forme d’un tétramère de sous-unités de 23 kDa (Frazier, et 

al. 1975), et présentant des similarités de séquences au niveau des peptides tryptiques (Berger 

and Armant 1982). Cependant des différences claires ont été observées : la discoidine II 

reconnaît le galactose avec la même affinité que le GalNAc et cette interaction est 

indépendante du calcium (Alexander, et al. 1983). DiscII est codée par un seul gène qui a été 

caractérisé en 1996 (Fukuzawa and Ochiai 1996). La séquence peptidique résultant de la 

traduction comporte 257 acides aminés pour un poids moléculaire de 28575 Da et un point 

isoélectrique de 6,65. DiscI et DiscII ont seulement 48% d’identité de séquence mais elles 
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partagent la même organisation en domaine, avec un DS domaine en N-terminal et un 

domaine H-type lectine en C-terminal. 

Les informations sur la distribution spatio-temporelle, la régulation et la fonction 

biologique de DiscII sont beaucoup plus limitées que celles disponibles pour DiscI. DiscII est 

également caractéristique des cellules cohésives mais elle exprimée un peu plus tardivement 

que DiscI et semble s’accumuler dans les vésicules des préspores (Barondes, et al. 1983 , 

Cooper and Barondes 1984, Fukuzawa and Ochiai 1993). Dans ces vésicules, DiscII se 

fixerait spécifiquement à des polysaccharides qui sont les constituants majeurs de la paroi des 

spores (Cooper, et al. 1983). 

 

 

1.3.6 Le domaine DS 

A la suite du séquençage de la DiscI (Poole, et al. 1981), le motif formé par les 150 

premiers acides aminés a été retrouvé dans un grand nombre de protéines (Kiedzierska, et al. 

2007). Ce domaine est retrouvé sous les noms de domaine discoidin-like, motif discoidine, 

FAAA58C ou F5/8C. Il a été détecté seul, ou en répétition tandem, dans de nombreuses 

protéines telles que des facteurs de coagulation, des enzymes, des récepteurs et des protéines 

impliquées dans le développement neuronal (Baumgartner, et al. 1998, Vogel 1999), Figure 9. 

Le rôle biologique de ce domaine est basé sur ses capacités d’interactions avec une variété 

d’autres molécules telles que les facteurs de croissance, les collagènes, les lipides et 

phospholipides, et certains glucides.  
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Figure 9 – Schéma représentatif de quelques protéines à domaine DS. Abréviations F-A, domaine des 

facteurs V et VIII; CBP, carboxypeptidase; EGF, facteur de croissance épidermique; TK, tyrosine kinase; 

A5, homologue de l’antigène A5; Ig, immunoglobuline; LamG, laminin-G; FIB, fibronectin-like; CUB, 

complément binding; et MAM, meprin/A5/PTPmu. (Vogel 1999). 

 

Les domaines DS peuvent appartenir à la région extracellulaire de protéines 

transmembranaires comme les récepteurs à domaine discoidine (DDRs) qui appartiennent à la 

famille des récepteurs tyrosine kinases activés par le collagène (Curat, et al. 2001). Les 

neuropilines et la neurexine V sont ancrées dans les membranes et jouent un rôle dans le 

développement du système nerveux (Peles, et al. 1997, Soker, et al. 1998). Les domaines DS 

ont également été identifiés dans des protéines circulantes telles que les facteurs de 

coagulation V et VIII qui lient les phospholipides à la surface des plaquettes sanguines 

(Fuentes-Prior, et al. 2002). Plus récemment, la structure cristallographique de la lectine 

d’anguille (AAA) complexée avec le fucose a permis d’identifier des similarités structurales 

avec les domaines DS (Bianchet, et al. 2002). Cette famille, appelée lectine de type-F est 

présente chez d’autres poissons et autres eucaryotes ainsi chez certains procaryotes (Vasta, et 

al. 2004). 
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La première structure cristallographique d’un domaine DS est celle de la galactose 

oxydase (Ito, et al. 1991). Depuis un grand nombre de domaines DS a été résolu (facteurs de 

coagulation, neuropilins…). Le repliement DS consiste en 8 brins β formant un tonneau β 

compact. Les parties N- et C-terminales sont à une des extrémités du tonneau, alors que 

l’autre extrémité présente trois boucles variables qui forment la surface de reconnaissance de 

ligand. Ces domaines apparaissent être monomériques, sauf pour la lectine d’anguille AAA 

où les trois domaines DS s’associent en trimère et présentent les trois sites à fucose sur une 

même face (Bianchet, et al. 2002) (Figure 10). 

Figure 10 – Repliement général du monomère du facteur V (FVa - C2) (PDB 1CZT) (Macedo-Ribeiro, et 

al. 1999) (à gauche) et du trimère de la lectine AAA de Anguilla anguilla complexée au fucose (PDB 1K12) 

(Bianchet, et al. 2002) (à droite). 

1.3.7 Le domaine lectine C-terminal et la famille de type H 

1.3.7.1 Lectines de la famille H 

La fonction du domaine C-terminal n’a été identifiée que récemment, lors du clonage de 

la lectine du corail Sinularia lochmodes (Jimbo, et al. 2005). La structure cristallographique 

de la lectine de l’escargot Helix pomatia (HPA) a ensuite permis de définir ce nouveau type 

de lectine à Gal/GalNAc, appelée lectine de type H (Sanchez, et al. 2006). 

La recherche d’autres séquences similaires aux discoidines peut être réalisée, par 

exemple avec le programme Blast (Altschul, et al. 1990). En supplément des lectines de corail 
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(SLL-2a, SLL-2b et SLL-2c), d’escargots Helix pomatia (HPA) et Cepaea hortensis (CPA), 

on peut identifier des séquences fongiques. Des protéines hypothétiques des champignons 

Gibberella zeae (XP_388374) et une autre protéine de Coprinopsis cinerea (XP_001838808) 

présentent 3 domaines lectine de type H répétés (Thèse M.Walti, ETH Zürich 2008). Un 

alignement des séquences de lectines de type H est représenté dans la Figure 11.  

Figure 11 – Alignement des séquences de Helix pomatia (structure cristallographique HPA et déposition 

uniprot Q575S3), de la lectine d’escargot Cepaea hortensis (CHP-II), des trois isoformes de la lectine de 

corail Sinularia lochmodes (SLL-2a, SLL-2b et SLL-2c). 

1.3.7.2 La lectine de Corail Sinularia lochmodes (SLL-2) 

Des travaux récents ont permis d’établir l’implication de lectines dans la symbiose qui 

réunit plusieurs espèces de coraux mous avec des algues unicellulaires dinoflagellées (Fenton-

Navarro, et al. 2003, Koike, et al. 2004, Wood-Charlson, et al. 2006). Cette association est 

nécessaire à la survie du corail et la perte de l’algue entraîne le « blanchiment » des récifs et 

leur mort. Le corail Sinularia lochmodes produit une lectine à galactose que l’on retrouve à la 

surface des cellules de Symbiodinium libérées du corail, Figure 12 (Jimbo, et al. 2000). Cette 

lectine présente trois isoformes la SLL-2a, la SLL-2b et la SLL-2c qui peuvent reconnaître 

spécifiquement les sucres D-galactose et N-acétyl- D-galactosamine (Jimbo, et al. 2000). 

 

Figure 12 – Le corail Sinularia lochmodes. 
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L’analyse de la séquence protéique de SLL-2 a démontré une forte similarité avec le 

domaine C-terminal des discoidines de l’amibe Dictyostelium discoideum (33%) (Jimbo, et al. 

2005). Lorsque la séquence de la lectine HPA a été séquencée, il est apparu qu’elle 

appartenait à la même famille en termes de similarité de séquence. Une nouvelle famille de 

lectine, les lectines de type-H, a donc été définie (Sanchez, et al. 2006).  

1.3.7.3 La lectine HPA de Helix pomatia  

À la fin des années 1960, une lectine a été découverte chez l’escargot de bourgogne 

Helix pomatia de la classe des Gastropoda phylum Mollusca, Figure 13(Prokop, et al. 1968) 

alors que les propriétés agglutinantes d’extraits de la glande à albumen de l’escargot était 

connues dès la fin du 19ième siècle (Camus 1899). Cette lectine représente 8% des protéines de 

cette glande qui appartient au système de reproduction de l’escargot et produit le fluide 

perivitellin qui entoure les oeufs. Sa caractéristique principale est d’agglutiner spécifiquement 

les érythrocytes du groupe sanguin A, d’où vient son nom de Helix Pomatia « Agglutinin » 

(HPA) (Hammarström and Kabat 1971). Le rôle biologique de HPA n’est pas encore très bien 

connu mais les études précédentes suggèrent que HPA pourraient servir de protection aux 

œufs, en agglutinant les éventuels microorganismes pathogènes.  

Des nombreuses études ont montré la spécificité de HPA pour le résidu N-acétyl-

galactosamine (GalNAc). Par des tests d’inhibition de la réaction d’agglutination des 

érythrocytes du groupe A, les chercheurs ont montré que le méthyl-α-D-GalNAc interagit de 

façon efficace avec HPA (Hammarström and Kabat 1971). Ce résidu est bien présent dans 

l’épitope glucidique du groupe sanguin A : GalNAcα1-3[Fucα1-2]Galβ1-R. Le ligand de plus 

forte affinité est une pentasaccharide, l’antigène de Forssman (GalNAcα1-3GalNAcβ1-

3Galα1,4Galβ1-4Glc) (Baker, et al. 1983). 

 

Figure 13 – Escargot Helix pomatia (HPA). La lectine HPA est localisée principalement dans le système 

reproducteur de cet escargot (Camus 1899), figure issue de Nature Photo-CZ. 
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HPA est une protéine actuellement largement utilisée en histopathologie comme 

marqueur spécifique de certains cancers. En effet, le processus tumoral entraîne tout un 

ensemble de modifications dans l’expression des gènes et ces dérèglements peuvent avoir une 

influence sur les motifs oligosaccharidiques portés par les protéines (Dennis, et al. 1999). 

HPA se lie spécifiquement à la surface des cellules de cancer du sein et du colon à haut 

pouvoir métastatique et représente donc un intérêt en cancérologie (Brooks 2000, Mitchell 

and Schumacher 1999). Cette protéine est utilisable pour la détection rapide des cellules 

métastasiques dans les biopsies, ou les échantillons chirurgicaux ou même comme vecteur de 

médicament. Cependant, des différentes études réalisées avec cette lectine ont constaté une 

variabilité dans les résultats selon la méthode histochimique utilisée. Cette variabilité est 

attribuable en partie à des variations dans les lots de HPA obtenus à partir d’extraits 

d’escargots, ce qui pose des problèmes de pureté et reproductibilité. L’absence de procédure 

standardisée a limité l’intérêt de l’utilisation de cette lectine comme outil d’investigation en 

routine en oncologie (Brooks, et al. 1996). 

La structure cristallographique de la lectine HPA a été obtenue dans notre laboratoire au 

CERMAV (Sanchez, et al. 2006). Les monomères de 13 kDa sont constitués de deux feuillets 

β et s’associent dans un arrangement trimérique. Un hexamère fonctionnel est formé de la 

jonction de deux trimères par de ponts disulfures. La structure cristalline de HPA en 

complexe avec le GalNAc a également été résolue, Figure 14. Les sites de liaison, à 

l’interface des monomères, sont localisés sur les deux faces opposées de l’hexamère formées 

par la lectine.  

La structure de HPA a également été résolue en complexe avec deux épitopes présents 

sur certaines cellules cancéreuses : l’antigène Tn (GalNAcα-O-Ser/Thr) et l’antigène 

Forssman (αGalNAc1-3GalNAc). Les structures des différents complexes montrent que la 

spécificité de cette lectine pour GalNAc est due à un réseau particulier de liaisons hydrogènes 

(Lescar, et al. 2007).  

 



Introduction 

 

________________________________________________________________________________________________________________ 

Etudes structure-fonction de lectines (DiscI et DiscII) de Dictyostelium discoideum                                                             43 

 

Figure 14 – A) Représentation d’un trimère de lectine de Helix pomatia (HPA) en complexe avec N-

acétylgalactosamine (GalNAc) B) représentation du site de liaison d’HPA avec le GalNAc. La sphère 

rouge représente une molécule d’eau et le ligand (GalNAc) est représenté par des bâtonnets jaunes. 

(Sanchez, et al. 2006). C) Hexamère du complexe HPA-antigène Tn (GalNAcα-O-Ser/Thr). 

 

1.4 Objectifs de l’étude  

Le développement d’outils biotechnologiques pour des applications thérapeutiques 

devient d’un grand intérêt. Notamment, aujourd’hui, la technique de marquage spécifique en 

histopathologie peut apporter des progrès importants dans la lutte contre le cancer. Cette 

approche regroupe différentes stratégies qui servent par exemple à l’identification rapide du 

caractère métastatique de cellules cancéreuses. Dans ce contexte, l'étude structurale et 

fonctionnelle de lectines considérées comme d’excellents modèles pour la compréhension de 

la reconnaissance protéine–sucre offrent d’importantes perspectives pour les applications 

biotechnologiques comme rechercher, diagnostiquer tôt et soigner les cancers.  
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La lectine HPA d’escargot Helix pomatia représente un marqueur capable de cibler 

spécifiquement les cellules tumorales à caractère métastatique. Cependant, la variabilité 

observée dans les résultats selon la méthode histochimique utilisée limite l’intérêt de 

l’utilisation de cette lectine comme outil d’investigation en routine en oncologie (Brooks, et 

al. 1996). Le manque de reproductibilité de certains marquages peut être attribué aux 

variations dans les lots de HPA, qui sont obtenus à partir d’extraits d’escargots. Au 

laboratoire, des contaminations de HPA par des métaux (zinc) et par des protéines humaines 

ont été observées. De plus, l’analyse électrophorétique montre la présence de plusieurs iso-

lectines sur les gels. Pour d’une part résoudre les problèmes de pureté et de reproductibilité, et 

d’autre part obtenir des quantités suffisantes de protéines pour s’approcher d’un outil de 

diagnostic, il est nécessaire d’utiliser une approche de production en système hétérologue. Le 

gène codant pour HPA a pu être cloné (Sanchez, et al. 2006), mais à ce jour aucune équipe 

n’a réussi à produire la protéine HPA sous forme recombinante malgré de nombreux essais 

dans Escherichia coli et Pichia pastoris. L’utilisation des lectines similaires présentes dans 

d’autres organismes est donc d’un grand intérêt afin de résoudre les problèmes constatés chez 

HPA. Les discoidines (DiscI et DiscII) de l’amibe Dictyostelium discoideum présentent des 

similarités suffisantes dans leur région C-terminale pour être de bonnes candidates pour une 

approche d’ingénierie protéique afin de mimer les propriétés de HPA en outil diagnostic. 

 

Le but principal de cette thèse est l’étude de la structure et de la fonction des lectines à 

Gal/GalNAc : les discoidines de l’amibe Dictyostelium discoideum en utilisant la 

cristallographie aux rayons X, la microcalorimétrie et les analyses par « Puces à sucres ». Il 

s’agit également d’évaluer les similarités et les différences entre les discoidines et la lectine 

HPA. L’étude de discoidines permet aussi une meilleure compréhension de leur rôle 

biologique dans la vie de l’amibe Dictyostelium discoideum étant donné que cette amibe est 

utilisée comme organisme modèle en diverses expérimentations biologiques. 

Cette thèse comprend donc quatre objectifs principaux:  

- Mettre au point l’expression et la purification des lectines DiscI et DiscII chez E. coli 

suite au clonage des gènes afin d’obtenir les protéines recombinantes et de les purifier par des 

techniques de chromatographie classiques.  
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- Évaluer leur affinité et leur spécificité pour différents mono et oligosaccharides par 

Microcalorimétrie isotherme de titration et par l’utilisation de « Puces à sucres ».  

- Cristalliser et déterminer leur structure 3-D afin d’obtenir les premières structures 

cristallographiques de lectines de l’amibe Dictyostelium discoideum. Ceci permettra d’obtenir 

de nouvelles structures de lectines de la famille du type H pour lesquelles seule la lectine 

HPA est connue. Dans un premier temps,  il s’agira de cristalliser Disc II sauvage et ensuite, 

de cristalliser les deux lectines sous forme recombinantes native et complexées avec des 

monosaccharides. 

- Enfin, établir les similarités et les différences au niveau structural, de spécificité et 

d’affinité entre les discoidines et la lectine HPA. 

L’étude de ces deux lectines présentes chez l’amibe (DiscI et DiscII) et leurs 

caractérisations biochimiques structurales fourniront des informations sur les interactions 

protéines-sucres nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action, de reconnaissance, de 

spécificité et d’affinité à niveau moléculaire. À plus long terme, ces deux lectines produites 

sous forme recombinante pourront être testées pour leur capacité à reconnaître les glycannes 

portés par une tumeur cancérogène. Ainsi les modifications de structure des résidus 

glycaniques membranaires induites par le développement d’un cancer pourraient être mieux 

étudiées et possiblement donner naissance à des vaccins anti-cancer.  
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2 Les outils de l’étude de l’interaction lectine-sucre 

À l’heure actuelle, il existe plusieurs techniques expérimentales qui permettent 

d’évaluer les interactions lectine-sucre. Certaines mesurent la capacité des lectines à inhiber, à 

réticuler ou à agréger les sucres. D’autres mesurent la spécificité et/ou l’affinité de ces 

protéines pour leurs ligands et permettent de comprendre les forces d’interaction mises en jeu.  

Parmi les techniques les plus utilisées, nous pouvons citer: le test d’inhibition 

d’hémagglutination (HIA, Hemagglutination Inhibition Assay), le test par une lectine liée à 

une enzyme (ELLA, Enzyme-Linked Lectin Assay), la microcalorimétrie par titrage 

isotherme (ITC, Isothermal Titration Microcalorimetry), la résonance plasmonique de surface 

(SPR, Surface Plasmon Resonance), les analyses par puce à sucre et la cristallographie des 

protéines au rayon X qui permet une investigation structurale des lectines. La 

complémentarité de ces techniques permettra d’élucider le rôle biologique et le 

fonctionnement des lectines à un niveau moléculaire.  

2.1 Test d’hémagglutination  

La mesure d’activité hémagglutinante est le test le plus simple et le plus largement 

utilisé pour la détection des lectines et leur caractérisation (Goldstein, et al. 1980, Rüdiger 

1993). Il est basé sur la propriété de ces protéines de lier des glycoconjugués de la surface des 

érythrocytes. Ce test repose sur l'observation de l’agglutination (ou agrégation) des 

érythrocytes par les lectines visible à l’œil nu sous forme d’une phase gélatineuse et sur la 

détermination du point d’équivalence qui est la concentration minimale de lectine montrant 

une agglutination évidente, Figure 15. Les érythrocytes de plusieurs mammifères sont parmi 

les plus utilisées (humain, lapin, mouton, porc, etc…). 

L’activité hémagglutinante des lectines DiscI et DiscII sauvages ou recombinantes a été 

réalisée dans des microplaques de titration. Nous avons fait deux dilutions en série. 25 µL de 

tampon Tris 100 mM pH 7,6, NaCl 150 mM ont été placés dans chaque puits de la 

microplaque, puis 25 µL des lectines (1 mg/mL) ont été ajoutés dans le premier puits. Une 

double dilution en série a été réalisée jusqu'au 10éme puits. Ensuite, 25 µL de la suspension 

d’érythrocytes à 2 % en solution saline de NaCl 150 mM sont ajoutés à chaque puits, 

mélangés et incubés à 37° C pendant 30 minutes. La lecture de l'activité hémagglutinante est 

réalisée après 30 minutes d’incubation et après 12 heures à température ambiante.  
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Figure 15 – Le test d’hémagglutination sur microplaque de titration. 

En présence d’un ligand soluble, l’hémagglutination peut être entièrement inhibée et la 

concentration minimale du ligand qui empêche l’hémagglutination est mesurée et donne le 

potentiel d’inhibition du ligand. Ce dernier est généralement dépendant de variables telles que 

la source et l’âge des érythrocytes. Le test d’inhibition d’hémagglutination est un test rapide 

et simple qui permet d’évaluer les ligands solubles de façon comparative, donnant un ordre 

approximatif d'avidité. 

2.2 La calorimétrie isotherme de titration (ITC) 

Depuis 1977, la microcalorimétrie isotherme de titration (ITC) occupe une place de plus 

en plus importante en biologie. Elle permet l’étude des interactions entre les protéines et leurs 

ligands qui peuvent être : d’autres protéines, des glucides, des acides nucléiques, etc… Elle 

permet d’obtenir tous les paramètres thermodynamiques caractérisant l’interaction en une 

seule expérience. Il est en effet possible de mesurer et de calculer la constante d’affinité (Ka), 

la stoechiométrie d’interaction (n), la variation d'enthalpie libre ∆G, l'entropie ∆S et 

l’enthalpie (∆H). 

2.2.1 Principe de la microcalorimétrie isotherme de titration 

Le microcalorimètre contient deux cellules isolées de l’environnement externe par une 

enceinte adiabatique qui est maintenue à température constante (25 °C) pendant le temps de la 

titration. Une cellule de référence contient du tampon ou de l’eau uniquement. La solution 

Dilution 
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contenant la protéine est placée dans une deuxième cellule, dite cellule de travail ou de 

mesure. Dans la Figure 16, nous pouvons voir une représentation de l’appareil.  

 

Figure 16 – Microcalorimètre Microcal VP-ITC (en haut) et schéma de fonctionnement (en bas). 

Cette méthode fonctionne par la mesure d’un dégagement ou d’une absorption de 

chaleur (réaction exothermique ou endothermique, respectivement) pendant la saturation 

d’une protéine par un ligand. En général, la lectine est placée dans la cellule de mesure sous 

agitation continue et le sucre y est ajouté à intervalle régulier à l’aide d’une seringue de 300 

µL par une série de 30 injections espacées d’un temps suffisant (3-10 mn). A chaque 

injection, l’interaction entre les deux molécules s’accompagne d’un dégagement ou d’une 

absorption de chaleur qui entraîne une variation de la température de la cellule de travail. Afin 

de rééquilibrer la température entre les deux cellules, l’appareil applique une puissance 

électrique et c’est ce signal qui est mesuré par le microcalorimètre.  

Au début de la titration, la protéine est progressivement saturée par le ligand et, dans le 

cas d’une réaction exothermique, des quantités mesurables de chaleur sont dégagées indiquant 

la formation du complexe protéine-ligand. La variation de température du milieu permet d’en 

déduire la quantité de chaleur échangée. En fin de réaction, tous les sites de liaison sont déjà 

occupés et chaque nouvel ajout de ligand a comme seule conséquence sa dilution dans la 

cellule de travail. L’énergie µcal/sec est enregistrée en fonction du temps puis intégrée. La 
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variation d’enthalphie de la liaison, ∆H (kcal/mol); la constante d’association, Ka (M-1) et la 

stoechiométrie d’interaction (n) qui indique le nombre de sites de liaison par monomère de la 

protéine peuvent être déterminées par ajustage sur l’équation d’échange de chaleur (plusieurs 

modèle mathématiques possibles suivant le nombre de site, la coopérativité…) (Dam and 

Brewer 2002). Les autres paramètres thermodynamiques, les variations d’entropie (∆S) et 

d’énergie libre (∆G) peuvent être déduits des relations:  

∆G =  – RT ln Ka   

∆G = ∆H – T ∆S 

où T est la température absolue en Kelvin et R la constante des gaz parfaits, 8.314 J mol-1.K-1. 

La forme de la courbe intégrée est fonction de la concentration en lectine et en sucre et de la 

constante d'association du complexe (Figure 17).  

 

Figure 17 – Courbe brute et courbe du titrage d’un VP-ITC. (A) Energie enregistrée en fonction 
du temps. (B) Courbe de la chaleur totale libérée en fonction de la concentration totale en 
ligand; calculée à partir de la courbe A. 

 

Les systèmes biologiques ont tendance à avoir l’énergie la plus basse possible. 

L’enthalpie ∆H tend à être négative. La réaction est spontanée lorsque ∆G est négatif. Cette 
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énergie est en fait la résultante de deux contributions énergétiques: l’enthalpie ∆H et 

l’entropie ∆S (kcal/mol). D’un point de vue thermodynamique, la constante d’affinité Ka est 

fonction de l’énergie libre de l’interaction, plus cette constante est grande, plus l’affinité du 

ligand pour la protéine est forte.  

La contribution enthalpique reflète la force des interactions qui maintiennent le ligand 

avec la protéine et avec le solvant. Ces liaisons sont principalement dues à la formation de 

liaisons hydrogènes et aux interactions de Van der Waals. Une enthalpie d’interaction 

favorable requiert un placement correct des groupes donneurs et accepteurs d’électrons dans 

le site de fixation. Pour la protéine comme pour le ligand, ce sont des groupements polaires 

qui interviennent dans ce type d’interaction et leur enthalpie de désolvatation est défavorable. 

Ces deux processus doivent être considérés pour connaître l’enthalpie globale de la réaction. 

Les principaux avantages de la méthode microcalorimétrie isotherme de titration sont 

l’efficacité et la capacité à fournir tous les paramètres thermodynamiques d’une interaction. 

L’ITC est également devenue une des méthodes favorites pour déterminer la constante 

d’association d’une interaction (Ka). C’est pourquoi elle a vu son utilisation augmentée de 

façon considérable depuis son introduction commerciale au début des années 90, dans les 

études d’interactions entre les biomolécules et leur ligand comme les interactions lectine-

sucre. L’inconvénient majeur de cette technique est qu’elle nécessite une forte quantité de 

protéine et ligand, allant jusqu’à plusieurs milligrammes. 

2.3 Les puces à sucres   

Les puces à sucres sont dérivées de la technologie robotique standard. Elles offrent la 

possibilité de réaliser des analyses en parallèle sur un grand nombre d’oligosaccharides. Les 

puces à sucres permettent de déterminer la spécificité des protéines qui se lient à des 

oligosaccharides, tels que les lectines (Blixt, et al. 2004). Cette technique, où le grand intérêt 

est la miniaturisation et la rapidité de l’analyse, utilise peu de protéine. 

Les puce à sucres ont été développées par le « Consortium for Functional Glycomics » 

(CFG ; http://www.functionalglycomics.org), fondé par le « National institute of General 

Medical Sciences ». Le Consortium a mis au point des outils comme le « Glycan array » et le 

« Printed array », en français « array » signifie réseau ordonné. Ils se différencient 

principalement sur la méthode de fixation des sucres. Dans les deux cas, les lectines doivent 
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être soit marquées par un composé fluorescent comme l’Alexa Fluor® 488–TFP (carboxylic 

acid, 2,3,5,6 tetrafluorophenyl), soit fournies avec un anticorps. 

2.3.1 Glycan array  

Le « Glycan array » est basé sur le principe ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 

assay) qui a été miniaturisé. Cette technique comprend une gamme d’oligosaccharides 

biotinylés fixés par un bras espaceur sur des plaques de 96 à 384 puits, recouvertes de 

streptavidine, Figure 18.  

 

 

Figure 18 – Principe du Glycan array. 

 

2.3.2 Printed array 

Le « Printed array » utilise une bibliothèque d’oligosaccharides qui comporte 

aujourd’hui plus de 40 structures diverses présentes sur les parois cellulaires et représente les 

structures glycaniques importantes des glycoprotéines et des glycolipides. Des plaques de 

verre sont fonctionnalisées avec du N58 hydroxysuccimidine (NHS) capable de se lier de 

manière covalente avec des glycocongugés préalablement couplés à un groupement amine 

(Blixt , et al. 2004) (Figure 19).  
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Figure 19 – Principe des Printed Arrays (figure issue de  (Blixt, et al. 2004). La méthode permet 
de tester un très grand nombre d’oligosaccharides (dans notre cas 377) et exige seulement 0,1-2 
µg de lectine pour obtenir un signal optimal.  

 

2.4 DLS : Diffusion dynamique de la lumière  

La diffusion de la lumière est une technique très puissante pour caractériser les espèces 

macromoléculaires. Elle permet la détermination de nombreuses informations sur les 

particules diffusantes, telles que: la présence ou non d’agrégats, la polydispersité, 

l’homogénéité, la taille des particules en solution, etc… C’est une technique très efficace, 

rapide, précise, simple à réaliser où l'échantillon peut être récupéré. 

Les particules en solution présentent un mouvement aléatoire (mouvement Brownien) 

qui est lent pour les grosses particules et rapide pour les petites. La quantification de leur 

vitesse de diffusion par DLS permet ainsi d'en déduire leur rayon hydrodynamique (grandeur 

qui dépend notamment de leur masse et de leur forme).  

La distribution de la taille est obtenue à partir d’une mesure de la vitesse de fluctuation 

de la lumière réfléchie à un angle donné  par les particules dans la solution (173° dans notre 

cas avec « Zetasizer nano series » Malvern instrument). Les résultats sont présentés par une 

courbe de l’intensité relative de la lumière diffusée en fonction du rayon hydrodynamique des 

particules. Ce rayon est directement proportionnel à la taille des particules en solution. Dans 
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le cas des protéines, il permet ainsi d’élucider leur structure quaternaire. La forme des 

molécules peut être estimée quand la masse moléculaire absolue est connue.  

2.5 La cristallographie aux rayons X 

La cristallographie aux rayons X permet de déterminer spatialement la position de tous 

les atomes d’un cristal qui peut-être d’une molécule inorganique tel un sel ou d’une 

macromolécule biologique comme une protéine. La Figure 20 montre les principales étapes 

du processus de détermination de la structure 3-D d’une protéine par cristallographie.  

Figure 20 – Etapes pour l’obtention de la structure 3-D d'une protéine. 

 

En 1934, les deux chercheurs Bernal et Crowfoot Hodgkin ont obtenu pour la première 

fois un cliché de diffraction à partir de cristaux d’une protéine : la pepsine. Ce fut les débuts 

de la cristallographie des protéines aux rayons X qui depuis est devenue une technique phare 

pour la détermination de la structure 3-D des protéines. 

2.5.1 La cristallogenèse 

La cristallisation est un processus d’ordination, dans lequel un cristal est formé par la 

répétition dans l’espace d’un objet : le motif cristallin (par exemple, un atome, un ion ou une 

molécule) (Janin and Delepierre 1999). Ce phénomène peut se produire de façon naturelle 

et/ou expérimentale. Durant le processus de cristallisation, les molécules en solution passent 

d’un état liquide désordonné à un état solide ordonné où elles s’organisent en un réseau 

cristallin.  

Pour avoir un bon cliché de diffraction, en règle générale les cristaux devront être 

réguliers avec des faces et formes bien définies, ce qui indique une haute pureté et perfection 
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concernant les molécules qui composent les cristaux (Ducruix and Giégé 1992). Dans 

beaucoup de cas, l'obtention d'un cristal de qualité est une barrière pour la résolution de la 

structure de certaines protéines (Geerlof, et al. 2006).   

La quantité de paramètres engagés rend le processus de cristallisation d’une préparation 

protéique différent de celui des petites molécules. En effet, les protéines présentent une 

importante flexibilité de conformation et une grande versatilité. Elles sont des structures 

biologiques fragiles dont la stabilité dépend fortement de l’environnement immédiat. En 

conséquence, ces macromolécules sont plus sensibles aux conditions externes et une grande 

quantité des variables doit être contrôlée afin de rendre possible leur cristallisation. Parmi ces 

paramètres, nous pouvons citer : la pureté des molécules, la solubilité, la température, la 

concentration, le pH, la force ionique, l'effet de divers additifs, etc… (Bergfors 1999). Tous 

ces éléments rendent difficile la cristallogenèse qui reste une méthode empirique au succès 

aléatoire.  

Le processus de cristallisation peut être divisé en trois étapes : nucléation, croissance et 

cessation de la croissance. Ces étapes sont des compromis entre les facteurs 

thermodynamiques (solubilité) et cinétiques (nucléation et croissance cristalline). Lors de la 

cristallisation, la solubilité de la macromolécule diminue jusqu'à atteindre l'état de 

supersaturation qui est favorable à la formation et à la croissance des cristaux, sans toutefois 

tomber dans la zone de précipitation, Figure 21.  

 
Figure 21 – Diagramme de phase d'une protéine. 

Il existe diverses techniques de cristallogenèse et celle utilisée dans notre laboratoire est 

celle de la « goutte suspendue » basée sur la diffusion de vapeur illustrée sur la Figure 22 
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(McPherson 1990). Une goutte formée du mélange de la protéine avec une solution contenant 

des agents précipitants est placée sur une lamelle de verre et scellée au dessus d’un réservoir 

contenant un grand volume d’agents précipitants. Le volume des gouttes est de 2µl en général 

lors de nos tests de cristallisation. 

 

Figure 22 – Système de cristallisation par diffusion en phase gazeuse par goutte pendante. 

L'équilibre s'établit entre la goutte et le réservoir par diffusion des espèces volatiles (eau 

ou solvants organiques) jusqu'à ce que la tension de vapeur soit la même dans la goutte et 

dans le réservoir. La goutte avec la protéine est plus diluée que le réservoir, ce qui entraîne 

une augmentation de la concentration dans la goutte par évaporation d’eau. Cet équilibre 

thermodynamique et cinétique engendre l'état de sur-saturation. Il s’établit progressivement 

en augmentant simultanément la concentration de la protéine qui alors s’agglomère 

spontanément. Si toutes les autres conditions sont favorables, par exemple le pH et la 

température, des cristaux de protéine se formeront alors dans la goutte. 

La recherche des conditions de cristallisation s'effectuée souvent par criblage de 

nombreuses solution vendues en kits, tel que « Crystal Screens Hampton Research » (Jancarik 

and Kim 1991). De nos jours, les nombreux kits disponibles et la robotisation permettent de 

cribler très rapidement un grand nombre de conditions différentes avec peu de matériel, 

augmentant ainsi les chances d'obtention de cristaux.  

Lors de l’étude de complexe molécule-ligand, il existe deux techniques pour 

l’introduction des ligands dans les cristaux : le « trempage » et la « co-cristallisation ». La 

méthode de « trempage » consiste à baigner un cristal natif (protéine non complexée) dans 

une solution contenant le ligand. Celui-ci doit diffuser dans le cristal pour se fixer à la 

protéine, en espérant que le site de fixation soit accessible. La méthode de « co-cristallisation 

» consiste à incuber la protéine avec le ligand avant de réaliser les essais de cristallisations 

afin qu’ils puissent interagir en solution sans contraintes. Si la formation du complexe 
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entraine des changements de conformation dans la protéine qui empêche l’obtention de 

cristaux dans les conditions natives, de nouvelles conditions de cristallisation pourront être 

criblées pour le complexe par co-cristallisation. 

Avant de soumettre les cristaux de protéines aux rayons X lors de la collecte de 

données, ils sont congelés dans l’azote liquide afin de limiter les effets dus aux dommages des 

radiations. Le faisceau de rayons X engendre un échauffement local du cristal et provoque la 

formation de radicaux libres qui à leur tour endommagent les molécules du cristal. La 

propagation des radicaux libres dans le cristal est ralentie par sa congélation dans l’azote 

liquide ce qui prolonge sa durée de vie. Les cristaux sont plongés auparavant dans une 

solution cryoprotectrice (PEG, glycerol, huile minéral etc…) afin de prévenir la formation de 

cristaux de glace qui les détruiraient (Garman and Schneider 1997). 

2.5.2 La diffraction des rayons X par les cristaux 

Un cristal est un objet périodique formé par la répétition à l’identique d’un motif 

géométrique dans les trois directions de l’espace. Le plus petit volume translaté dans les trois 

directions de l’espace qui permet de générer un cristal entier est appelée maille élémentaire. 

Elle est définie par trois vecteurs a
r

, b
r

et c
r

non colinéaires et trois angles notés α,β,γ, Figure 

23. Chaque maille élémentaire peut être remplacée par un ou plusieurs points dont 

l’environnement est égal dans tout le cristal créant ainsi un réseau cristallin auquel un motif 

structural est attaché (un ou plusieurs atomes).  

 
Figure 23 – A : Modèle d’un cristal à trois dimensions. B : motif cristallin. C : maille élémentaire et  

paramètres à trois dimensions. 
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Il existe 14 types différents de maille élémentaires pour décrire l’arrangement de points 

en 3-D qui créent 14 réseaux appelés réseaux de Bravais, Figure 24. Des opérations de 

symétries (rotation au tour d’un axe, inversion et réflexion) peuvent être appliquées ensuite 

dans la maille. Elles appartiennent à un des 32 groupes symétriques qui combinés aux 14 

réseaux de Bravais forment les 230 groupes d’espace qui représentent toutes les combinaisons 

d’opérations de symétrie applicables au motif cristallin.  

 
Figure 24 – Réseaux de Bravais. 

Vu que les protéines sont des molécules chirales, les opérations de symétrie de type 

réflexion et inversion ne peuvent exister dans leurs cristaux ce qui réduit à 65 le nombre de 

groupes d’espace possibles en cristallographie des protéines. On définit ainsi l’unité 

asymétrique qui est le plus petit volume permettant de reconstituer la maille par symétrie (par 

exemple dans la Figure 23B l’unité asymétrique comprend une seule molécule d’alanine).  

Lorsqu’un faisceau incident de rayons X étroit et parallèle est dirigé sur un cristal, il est 

dévié par les électrons groupés autour de chaque atome à l’intérieur de la maille du cristal ce 

qui conduit à l’émission de faisceaux diffractés dans toutes les directions de l'espace, Figure 

25A. Les bases mathématiques qui caractérisent le processus de diffraction ont été formulées 
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principalement par Laue, Bragg et Ewald au début du XXème siècle. Sir Lawrence Bragg a 

montré que la diffraction par un cristal pouvait être considérée comme la réflexion du faisceau 

incident par une série de plans parallèles (les plans réticulaires du cristal), comme le ferait une 

série de miroirs. Chaque ensemble de ces plans est identifié par les indices de Miller hkl. Les 

rayons X réfléchis par des plans adjacents parcourent des distances différentes et Bragg a 

montré qu’un faisceau primaire de longueur d’onde (λ), frappant l’ensemble de plans 

parallèles d’indice hkl et de distance d’espacement dhkl avec un angle (θ), sera réfléchi et 

repartira selon le même angle (θ), Figure 25 B, seulement si la condition géométrique 

suivante est rencontrée : 

 2d sin θ = nλ, 

où (n) est un entier. Si les rayons X frappent les plans parallèles avec un angle qui ne satisfait 

pas cette équation, les rayons adjacents seront diffractés avec des phases différents donnants 

lieux à des interférences destructrices. Ainsi, seulement lorsque cette équation est satisfaite, 

des interférences constructives se produisent et s’additionnent pour être observées sur le 

cliché de diffraction sous forme de tache de diffraction ou réflexion. La position de chaque 

tache se rapporte à une famille de plans réticulaires et est définie par ses indices de Miller. 

Les clichés de diffraction sont une image du cristal et représentent le réseau réciproque, défini 

par les vecteurs a*, b* et c* perpendiculaires aux vecteurs b et c, a et c et a et b 

respectivement et de longueur 1/a, 1/b et 1/c. Ils décrivent la position des ondes diffractées 

tandis que l’espace réel décrit la position des atomes dans le cristal. 
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Figure 25 – A : Faisceau incident de rayons X sur un cristal ; B : Principe de la diffraction selon Bragg. C: 

Construction d’Ewald. 

La construction géométrique d’Ewald permet de visualiser la diffraction dans l’espace 

réciproque plutôt que dans l’espace réel, Figure 25C. Le faisceau incident est placé sur le 

diamètre d’une sphère de rayon 1/λ. Le réseau réciproque représente le cristal et son origine 

est placée à l’endroit ou le faisceau incident émerge de la sphère. Lorsqu’un point du réseau 

réciproque rencontre la sphère d’Ewald, la loi de Bragg est respectée et il y a diffraction. Pour 

une orientation du cristal donnée, seuls quelques points du réseau réciproque seront en 

position de diffraction donc il faut faire tourner le cristal pour que tous les points traversent la 

sphère d’Ewald.  

2.5.3 Indexation, intégration et mise à l’échelle du jeu de données 

Sur une ligne de lumière d’un synchrotron de troisième génération tel que l’European 

Synchrotron Radiation Facility (ESRF) à Grenoble, les détecteurs électroniques de type CCD 

sont capables d’enregistrer un grand nombre d’images dans un temps d’acquisition de l’ordre 

de quelques minutes. 

A) 
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L’intégration des données des clichés de diffraction est réalisée en utilisant des logiciels 

informatiques comme Mosflm (Leslie 1992). Les images analysées permettent d’attribuer à 

chaque réflexion ses indices de Miller hkl  et son intensité (I) associée avec une erreur 

expérimentale (σI). Les intensités sont corrigées, indexées et moyennées entre les réflexions 

équivalentes par symétrie. Les amplitudes des facteurs de structure sont calculées à partir des 

intensités. L’ensemble des images intégrées est mis à l’échelle afin de constituer un jeu de 

données complet et homogène à l’aide de programmes tel que Scala (Collaborative 

Computational Project Number 4 1994). Afin d’évaluer la qualité d’un jeu de données 

expérimental, il est important d’observer des paramètres importants tels que: la complétude, la 

multiplicité, le Rmerge et le rapport entre l’intensité d’une réflexion et son erreur (σI). De par 

la présence d’opérations de symétrie dans le cristal, certaines réflexions sont reliées entre elle 

par symétrie et sont équivalentes. Elles devraient donc avoir la même intensité Et l’accord 

entre ces réflexions est donné par le Rmerge. Les informations nécessaires sur la distribution 

de la densité électronique dans le cristal seront contenues dans un nombre des réflexions 

appelées réflexions uniques. La complétude est le pourcentage de réflexions unique mesurées 

et doit avoisiner au moins les 95% dans un bon jeu de données. Le rapport entre les réflexions 

totales et les réflexions uniques donne la multiplicité que l’on cherche à maximiser pour avoir 

les données les plus précises possible. La résolution maximale d’un jeu de donnée est 

déterminée par la couche de résolution donnant un (I/σI) de 2 et ayant un Rmerge < 40%. 

 

2.5.4 Facteur de structure et densité électronique 

Chaque tache hkl du réseau réciproque représente une onde résultante de la somme des 

diffractions contributives de tous les électrons appartenant à la famille de plans réticulaires 

qu’elle représente. La fonction mathématique qui décrit cette onde est appelée le Facteur de 

structure F(s
r

), aussi noté de Fhkl. Cette fonction peut être calculée par la somme 

infinitésimale de contributions de densité électronique de la maille cristalline par la formule 

suivante: 

 

F(s
r

) = Fhkl = ( ) dVezyx lzkyhxi )(2,, ++Π
∫∫∫ρ      
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La densité électronique ρ pour un point de coordonnées (x, y, z) dans le volume de la 

maille (V) est la transformée de Fourier inverse du facteur de structure Fhkl: 

( ) ( )lzkyhxi

lkh
hkl eF

V
zyx ++Π−∑= 2

,,

1
,,ρ  

La densité électronique peut ainsi se représenter sous la forme d’une somme de termes 

exponentiels complexes, décrivant chacun une onde plane se propageant dans la direction 

d’un nœud du réseau réciproque. Chaque onde est caractérisée par son amplitude |Fhkl| qui est 

proportionnelle à la racine carrée de l’intensité mesurée et par sa phase ϕhkl. 

Malheureusement, les phases sont perdues au cours de l’expérience ce qui représente 

problème majeur en cristallographie.  

2.5.5 Problème des phases 

Plusieurs méthodes ont été mises au point pour résoudre le problème de la perte des 

phases. Elles utilisent toutes un outil très important en cristallographie appelée la fonction de 

Patterson P(u,v,w). Celle-ci est indépendante des phases et dépend seulement des intensités 

déterminées expérimentalement. C’est la transformée de Fourier des intensités. P(u,v,w) est 

large quand ρ(x,y,z) et ρ(x+u, y+v, z+w) sont tous les deux larges donc quand u,v,w 

représente un vecteur interatomique.  

)( ))(22
][

1
,, lwkvhui

h k l
hkl eF

V
wvuP ++−∑∑∑= π  

Une carte de Patterson est calculée ou les pics correspondent à tous les vecteurs inter-

atomiques qui peuvent être tracés entre les atomes de la maille réelle. Le nombre de pics est 

proportionnel au carré du nombre d’atomes N. L’intensité des pics est proportionnelle au 

produit du nombre atomique des deux atomes à chaque extrémité du vecteur.  

Les phases nécessaires à la résolution d’une structure de protéines peuvent être obtenues 

de manière expérimentale par la méthode du replacement isomorphe multiple « MIR multiple 

isomorphous replacement », par l'utilisation de la diffusion anomale par les méthodes SAD 

« Single anomalous diffraction » et MAD « Multiwavelength anomalous diffraction ». Ces 

techniques sont basées sur l’utilisation des variations d’intensités suite à l’introduction dans le 

cristal d’un ou plusieurs atomes dits lourds (MIR) ou diffuseurs anomaux (SAD/MAD). Le 

calcul des cartes de différence de Patterson permet de déduire la position des atomes 
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introduits dans la maille cristalline, de calculer leur contribution aux amplitudes et aux phases 

des rayons diffractés par les autres atomes et enfin de calculer une carte de densité 

électronique. 

Si une protéine de structure inconnue possède un homologue de structure connue, la 

méthode du remplacement moléculaire est alors la méthode de choix pour résoudre le 

problème des phases (Rossmann and Blow 1962). Pour avoir une bonne chance de succès de 

phasage, la similarité de séquence entre les deux protéines doit être au moins de 20 %. Ces 

similarités de séquence impliquent le plus souvent une similarité structurale. Elle consiste à 

placer la molécule modèle dans la maille de structure inconnue de façon à reproduire au 

mieux les facteurs de structures observés et d’utiliser les phases ainsi obtenues comme phases 

de départ. Pour cela une recherche en six dimensions de toutes les orientations et translations 

du modèle est nécessaire. Celle-ci étant longue, il est plus rapide de faire deux recherches 

tridimensionnelles. Tout d’abord l’orientation de la molécule est déterminée par la fonction de 

rotation puis la position par la fonction de translation. De nos jours des programmes de 

recherche automatique de plus en plus puissants sont disponibles tels que AMoRe; (Navaza 

1994) (Navaza, 1994), PHASER (McCoy 2007) qui permettent d’obtenir une solution en 

quelques minutes. 

2.5.6 Affinement et vraisemblance du modèle 

Le premier jeu de phases obtenu par chaque technique contient toujours des erreurs 

donc la première carte de densité est bruitée, partiellement fausse et n’est pas toujours de 

qualité suffisante pour déterminer la position précise des atomes. Elle permet néanmoins la 

construction d’un modèle préliminaire permettant le calcul d’un nouvel ensemble de phases et 

l’obtention d’une nouvelle carte de densité améliorée. On cherche à éliminer la plupart des 

erreurs au cours de l’affinement du modèle qui a pour but de minimiser les différences entre 

le facteur de structure calculé à partir du modèle (Fc) et le facteur de structure observé 

expérimentalement (Fo). Le modèle est ajusté manuellement entre chaque cycle d’affinement 

suite à l’inspection des cartes de densités électroniques 2Fo-Fc et Fo-Fc grâce à des interfaces 

graphiques telle que Coot (Emsley et al, 2004). La carte 2Fo-Fc donne la densité électronique 

pour le modèle observé et la carte Fo-Fc indique les différences de densité entre les cartes 

observées et calculées. Des logiciels d’affinement comme Refmac (Murshudov, et al. 1997) 

utilisent un algorithme de type statistique nommé l’estimation du maximum de 



Les outils de l’étude de l’interaction lectine-sucre 

 

________________________________________________________________________________________________________________ 

Etudes structure-fonction de lectines (DiscI et DiscII) de Dictyostelium discoideum                                                             66 

vraisemblance. Cet algorithme maximise la probabilité que le facteur de structure observé Fo 

soit en accord avec le modèle, tout en considérant de nombreux paramètres tels que les 

coordonnées et le type des atomes, le facteur d’agitation thermique B, mais aussi des 

paramètres structuraux comme les longueurs, les angles de liaison et les torsions. La 

correspondance du modèle aux données expérimentales est mesurée grâce au facteur 

cristallographique R qui indique l’accord entre les amplitudes des facteurs de structure 

calculées et observées et la progression de l’affinement. Il est calculé à partir de la formule 

suivante : 

∑

∑ −
=

hkl

hkl

Fo

FcFo
R  

Un second critère de qualité : le Rfree se calcule de la même façon que le facteur R 

conventionnel, mais à partir d’une fraction de réflexions (5% à 10% du jeu de données) non 

prise en compte durant l’affinement. Si la structure n’est pas suraffinée, le facteur R et le 

Rfree doivent baisser en parallèle.  

Les paramètres structuraux du modèle final sont vérifiés et comparés aux valeurs 

typiques des structures protéiques avec les logiciels PROCHECK ou WHATIF (Laskowski, et 

al. 1993, Vriend 1990). La structure peut alors être déposée dans la base de données 

internationales : RCSB Protein Data Bank (Bernstein, et al. 1977). 
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3 Résultats  

Les résultats obtenus sur les discoidines (DiscI et DiscII) ont fait l’objet de deux 

publications qui forment l’essentiel de ce chapitre. 

Saboia Aragão K., Satre M., Imberty A. & Varrot A. Structure determination of Discoidin 
II from Dictyostelium discodeum and carbohydrate binding properties of the lectin 
domain. Proteins. 73, 43–52, 2008. 

Saboia Aragão K., Imberty A. & Varrot A. Discoidin I from Dictyostelium discoideum : 
structure and specificity comparison with discoidin II . To be submitted. 

 

Seul un résumé en français, accompagné de quelques figures complémentaires, est 

donné ci-dessous.  

3.1 Production de DiscI et DiscII. 

L’amibe Dictyostelium discoideum à l’état de cellules cohésives produit des lectines  

spécifiques du galactose et du GalNAc : les discoidines (DiscI et DiscII). Tout d’abord, nos 

premières tentatives ont été de purifier les lectines à partir d’un extrait de la souche AX2 de 

l’amibe Dictyostelium discoideum fourni par le groupe de Michel Satre (Laboratoire de 

Biochimie et Biophysique des Systèmes Intégrés, iRTSV/BBSI, CEA-Grenoble, France). Les 

deux protéines ont pu être obtenues par chromatographie d’affinité sur colonne Sepharose-4B.  

Par contre, les tentatives de séparation de ces lectines par chromatographie sur résine 

d’échangeuse d’ions se sont révélées infructueuses. Le mélange de lectine a cependant permis 

d’obtenir des cristaux, mais de qualité limitée (faible reproductibilité et résolution limitée à 

2.5 Å).  

Nous avons modifié notre stratégie, en réalisant le clonage des gènes et l’expression 

sous forme recombinante chez E.coli des deux lectines appelées DiscIr et DiscIIr. Pour 

atteindre ce but, nous avons ajouté à la partie N-Terminale des protéines une étiquette 

hexahistidine clivable par la protéase du tobacco etch virus (TEV). Les protéines sont bien 

exprimées dans la bactérie et sont relativement faciles à purifier par chromatographie 

d’affinité sur résine de Nickel en quantité importante (20 mg/L de culture). La pureté des 

lectines a été évaluée sur gel électrophorèse SDS-PAGE (Figure 26) Le profil 

électrophorétique des protéines correspond à un poids moléculaire d’environ 28 kDa. 
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Figure 26 – Analyse électrophorétique sur gel SDS-PAGE 12%,  1) Discoidin I et II sauvages à 5 mg/mL ; 

2) vide ; 3) DiscIr avec Histag 6 mg/mL ; 4) DiscIr sans Histag après stockage pendant 4 mois 5,5 mg/mL ; 

5) DiscIr sans Histag 5mg/mL ; 6) DiscIIr avec Histag 4,6 mg/mL ; 7) DiscIIr sans Histag 6mg/mL ;          

8) Marqueur de poids moléculaire.  

 

3.2 Analyse par diffusion de la lumière 

Par la technique de diffusion de la lumière (DLS), nous avons analysé la présence ou 

non d’agrégats, la monodispersité et la structure quaternaire de nos solutions de lectines. 

Toutes les mesures rapportées ici ont été effectuées sur un Zetasizer Nano S à 22°C en 

utilisant 50µL d’une solution pure de lectines.  

La DiscI se retrouve sous forme monodisperse et sans agrégats avec une valeur d’indice 

de polydispersité égale à 0,187. Le pic majoritaire indique un rayon hydrodynamique de 4,9 

nm pour la taille moyenne de particules (Figure 27).  

 

Figure 27 – Courbe de l’intensité relative de la lumière diffuse en fonction du rayon hydrodynamique 

pour une solution de la DiscI (à gauche) et de la DiscII (à droite).  
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Ces tests, réalisés avec les protéines stockées pendant 4 mois, montrent que ces 

protéines restent stables dans le temps. Un résultat similaire avec un rayon hydrodynamique 

moyen pour les particules de 4,6 nm et une valeur de polydispersité très faible (0,050) a été 

observé pour la DiscII. Les calculs de poids moléculaires indiquent une valeur d’environ 100 

KDa ce qui indique que les Discoidines I et II seraient sous la forme de trimères en solution et 

non de tetramères comme cela avait été proposé lors des premières caractérisations dans les 

années 70s (Rosen, et al. 1973). 

3.3 Interaction avec les ligands glucidiques 

Le potentiel d’hémagglutination des lectines a été étudié en utilisant des érythrocytes 

natifs de lapin. Les lectines recombinantes ont une très bonne capacité d’hémagglutination, 

bien qu’elles ne soient pas aussi efficaces que le mélange de discoidines sauvages (Figure 28). 

Dans cette approche, pour une concentration de départ définie, l’unité d’hémagglutination 

(UH) est définie comme le facteur de dilution à partir de laquelle l’hemagglutination n’est 

plus observée. La DiscI présente un potentiel d’hémagglutination plus important que la DiscII 

(DiscI : 64 UH.mL-1; DiscII : 32 UH.mL-1 ; Discoidines sauvages : 1024 UH.mL-1). Les tests 

d’inhibition d’hémagglutination en présence d’un ligand monosaccharidique montrent que la 

DiscI a une affinité plus forte pour le GalNAc que pour le galactose. La DiscII présente 

presque la même affinité pour les deux sucres testés. 

 

Figure 28 – Comparaison de l’activité hémagglutinante des discoidines recombinantes et de discoidine 

sauvage à 1mg/mL (A) DiscIIr : 32 UH.mL-1 ; (B) DiscIr : 64 UH.mL -1 (C) Discoidines sauvages (mélange 

de DiscI et DiscII) : 1024 UH.mL-1. Contrôle négatif (sang + tampon). 
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La technique de puces à sucres et la microcalorimétrie isotherme de titration ont permis 

d’identifier la spécificité et l’affinité des deux lectines pour différents oligosaccharides. DiscI 

présente une préférence nette pour les motifs GalNAc (ou Gal) substitués en position 3 par un 

monosaccharide d’anomérie β (Galβ1,3GalNAc, GlcNAcβ1,3GalNAc, GalNAcβ1,3Gal…). 

DiscII a un tableau de spécificité plus varié mais semble se lier préférentiellement à des 

GalNAc portant un LacNAc en position 6 (Galβ1,4GlcNAcβ1,6GalNAc). Les tableaux de 

spécificité des deux lectines sont donnés en annexe.  

Un très petit nombre d’oligosaccharides sont reconnus par les deux lectines. Il s’agit 

soit des gangliosides de la série GD1, GD2… qui contiennent à la fois des acides sialiques et 

des GalNAc, ou de structures très fucosylées (Figure 29).  

 

 

Figure 29 – Superposition des résultats de puces à sucres obtenus avec DiscI (rouge) et DiscII (vert) à la 

même concentration (0.1 µµµµg/mL). Les pics communs au deux sont colorés en violet. 
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3.4 Études structurales de  DiscI et DiscII  

L’utilisation de protéines recombinantes a permis d’obtenir des cristaux de très bonne 

qualité (Figure 30). Les structures cristallines des lectines recombinantes DiscI et DiscII ont 

été résolues à 1.8Å et à 1.75Å respectivement. La protéine DiscII cristallise dans un groupe 

d’espace H32 avec un monomère dans l’unité asymétrique et un trimère est organisé autour de 

l’axe de symétrie d’ordre 3. La DiscI cristallise dans le groupe d’espace C2221  et le trimère 

représente le contenu de l’unité asymétrique. La structure de la DiscII recombinante a été 

résolue par la méthode de phasage SAD (single anomalous diffraction) par le Dr. Annabelle 

Varrot. Les structures de la Disc II sauvage et de la DiscII recombinante complexée avec le 

GalNAc ou le β-methyl-galactose et de la DiscI recombinante sous forme native ou 

complexée au GalNAc ont été résolues par remplacement moléculaire à partir de cette 

première structure.  

 

 

Figure 30 – Cristaux de: A) discoidines sauvages (mélange de DiscI et DiscII) obtenus pour la condition 

expérimentale 20% PEG4K, 10mM CdCl2, 0.1M Hepes pH 7.5 ; B) DiscIIr obtenu par co-cristallisation 

avec 10 mM GalNAc, pour la condition expérimentale 25% PEG 550MME 0,1M HEPES pH7.5; et C) 

DiscIr, obtenus pour la condition expérimentale 1.5M sulfate de lithium 0.1M NaHepes pH 7.5. 

 

L’oligomérisation des discoidines résulte d'une association de trois monomères 

interagissant par l’intermédiaire de feuillets-β. Ces protéines présentent deux domaines :  

- Le domaine C-terminal, typique de lectine type H, adopte un repliement du type sandwich à 

deux feuillets de trois brins β antiparallèles qui s’agencent en clé grecque constituée de six 

brins antiparallèles. Les résidus du site de la liaison au sucre qui interagissent avec les 

hydroxyles 3 et 4 de ces sucres sont bien conservés.   

A B C 
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- Le domaine N-terminal est composé de huit brins β agencés en deux feuillets β 

antiparallèles de trois et cinq brins. Ces brins interagissent les uns avec les autres pour 

constituer une forme globale de tonneau. Ce sandwich de feuillets-β est relié par des boucles 

de surface ou il est observé de molécules de PEG ou de MPD pour la DiscII et de MPD pour 

la DiscI. Ce site est situé à l’opposé du site de liaison au sucre observé sur le domaine C-

terminal.  

La comparaison des sites de reconnaissance permet de comprendre la plus haute affinité 

de DiscI pour le GalNAc (Figure 31). Le résidu Asn236 qui n’est présent que dans DiscI 

établit une liaison hydrogène avec le groupement carbonyle de la chaine N-acétyl. 

   

 

Figure 31 – Comparaison des sites de reconnaissance du sucre dans les complexes cristallins DiscI-GalNAc 

(à gauche) et DiscII-GalNAc (à droite).  

 

Une étude complémentaire par modélisation moléculaire (Anne Imberty) a permis 

d’identifier la poche supplémentaire de la DiscI qui apporte la haute affinité pour les 

disaccharides de type β1-3Gal/GalNAc. 
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Abstract 

Discoidin I (DiscI), a galactose-binding protein is a marker of early development in 

Dictyostelium discoideum. It was cloned and expressed in high yield in a recombinant form in 

Escherichia coli bacteria. Purified recombinant protein gave crystals of good quality and its 3-

D structure was solved by X-ray crystallography. We investigated its interactions with 

oligosaccharides using isothermal calorimetry experiments that provided precise 

determination of affinity for the ligands and revealed an enthalpy contribution. GalNAc was 

introduced into the crystals of DiscI by soaking and the complex structure was determined. 

Thus a combination of structures and thermodynamics permits the identification and analysis 

of the binding site at a molecular level. 
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INTRODUCTION 

Lectins are defined as ubiquitous proteins of non-immune origin that interact reversibly 

and specifically with carbohydrates without modifying them 1. A large panel of lectins has 

been identified in invertebrates and considerable attention is focused on their roles in 

biological recognition. Invertebrate lectins are often involved in specific binding to bacterial 

polysaccharides, playing a role in either establishment of symbiosis or precipitation of 

pathogens 2; 3. In other cases, they are involved in self-recognition and in cell-cell aggregation 

that is required for the building of multicellular organisms such as corals and sponges 4. 

The slime mould Dictyostelium discoideum grows as free-living amoebae in the soil, 

feeding on bacteria. Upon starvation, it undergoes a complex developmental cycle in which 

about 10.000-50.000 individual amoebae aggregate to form a multicellular fruiting body that 

is able to produce spores 5. The aggregation of individual Dictyostelium amoebae occurs by 

chemotaxis to periodic cAMP signals (review in 6). Two galactose-binding proteins Discoidin 

I and II (DiscI and II) were characterized in the slime mold. They were extensively studied in 

the seventies or eighties but a lot of questions remain about their role and ligand. They are 

produced upon starvation in cohesive cells and their expression is developmentally-regulated 

as a result of differential gene expression 7; 8. The production of DiscI is prominent during 

aggregation where it comprises about 1% of the cellular proteins whilst DiscII is prominent 

during fruiting body formation and is localized in the prespore vesicules 9. DiscI is 

polymorphic with at least three isoforms per strain 10; 11. The three genes dscA, dscC and dscD 

are found on chromosome 2 and are duplicated on this chromosome in some strain (AX3 or 

AX4). Two copies of a homologue are also found on chromosome I but their role is unknown. 

DiscI is used as a marker of early development in D. discoideum 12 and its lectin activity 

seems dependant on calcium ion 13; 14. DiscI was shown to be involved in cell substratum 

attachment and ordered cell migration during aggregation with the cell adhesion site different 

from the sugar binding site 15. DiscI is proposed to function in association with 

glycoconjugates in the slime around aggregates 16 and was found to bind a cell surface 

glycoprotein of 67 kDa which has not yet been identified 17 via it GRGD motif known to be 

involved in cell attachment in other proteins review in 18.  

DiscI is a two domains protein of 253 amino acids 10 with higher affinity for N-

acetylgalactosamine (GalNAc) than for Galactose (Gal) 8. It displays 48% sequence identity 
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with DiscII whose trimeric structure has been recently solved in unliganded state and in 

complex with Gal and GalNAc 19. Both DiscI and DiscII are two domains proteins. The N-

terminal domain referred as the discoidin domain (DS domain) is a structural and functional 

motif found in various proteins, both eukaryotic and prokaryotic review in 20 It shows a 

considerable functional diversity via interactions with numerous molecules but is mainly 

involved in cell adhesion, migration or proliferation, cell-surface signaling and developmental 

processes 21. The C-terminal domain belongs to the H-type lectin family that has been 

identified in invertebrates such as snails and corals 22.  

We present here the crystal structure of recombinant DiscI unliganded and in complex 

with GalNAc. Specificity and affinity for variety of carbohydrate ligands are analysed. DiscI 

and DiscII present interesting differences in carbohydrate specificity, that may be correlated 

to their differences in localisation in the slime mold. They are compared in term of specificity 

and affinity towards oligosaccharides and comparison of binding site structures is discussed. 

MATERIALS AND METHODS 

Cloning, Expression and Purification of recombinant DiscI 

The discoidin I gene of isoform A (P02886) was cloned in-frame with a N-terminal 

hexahistidine tag and the tobacco-etch virus (TEV) protease cleavage site of the prokaryotic 

expression vector pProEXHTb (Invitrogen) using polymerase chain reaction and standard 

molecular biology techniques. The primers used were the following: 5’-GTG CCA TGG CTA 

CCC AAG GTT TAG TTC-3’ and 5’-GAC TCG AGT TAT TCC AAA GCG GTA GC-3’. 

Sequence analysis was in accordance with the one deposited. 

The protein was overexpressed in Rosetta2(DE3)plysS bacterial cells (Novagen) and in 

Luria broth medium (LB). Cells were cultured at 37°C up to an optical density of 1.2–1.3 at 

600nm before induction with 0.2 mM IPTG overnight at 16°C and harvested by 

centrifugation. Each gram of cell was resuspended in 3ml of buffer A: 20 mM Tris/HCl, 500 

mM NaCl and 10mM imidazol, pH 8.5 before using a cell disrupter (Constant system Ltd). 

After centrifugation 30 min at 40,000g, the supernatant was loaded on 5 mL of Sepharose 

Fast Flow resin (GE healthcare) charged with nickel. After a wash step of five volumes with 

buffer A, DiscI was eluted with a gradient 10-500mM imidazol. The Histag was cut by 

addition of the TEV protease at the ratio 1/100 overnight at 20°C in the presence of 2 mM 
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DTT. Imidazol was removed using a PD10 Column (GE healthcare) equilibrated with Tris-

HCl 20mM, NaCl 150mM pH 7.5 before reloading on the affinity column. The pure protein 

without tag is eluted in the flow-through and concentrated to 5.8 mg/mL using MicrosepTM 

10 K (Pall). Each purification step was analyzed by SDS-PAGE 12%. 

ITC (Isothermal Titration Microcalorimetry) analysis  

ITC experiments were performed using a Microcal VP-ITC microcalorimeter. All 

titrations were carried out in 20 mM Tris-HCl and 150 mM NaCl, pH 7.5 at 25 °C.  Sugars 

and proteins were dissolved in the same buffer. A total of 30 injections of 10 µL of sugar 

solution at concentrations varying from 2 to 40 mM were added at intervals of 5 min to the 

lectin solution present in the calorimeter cell (1.4478 mL) with stirring at 310 rpm. The 

protein concentration was 0.15 mM. Control experiments performed by injection of sugar 

solution into the microcalorimeter cell in the absence of protein solution yielded insignificant 

heats of dilution. Integrated heat effects were analyzed by non-linear regression using a 

single-site binding model (Origin 7.0). The experimental data was fitted and data yielded the 

association constant (Ka) and the enthalpy of binding (∆H). The stoichiometry n was fixed to 

1 for low affinity ligands and fitted to the curve for high affinity ligands. Other 

thermodynamic parameters, i.e. changes in free energy (∆G), entropy (∆S), and number of 

binding sites per monomer (n) were calculated from the equation: 

 

where T is the absolute temperature, R=8.32 J mol-1K-1 and K is the association 

constant. At least two independent titrations were performed for each ligand tested. 

The Glycan Microarray Resource 

Recombinant Discoidin I and II were labelled with Alexa Fluor® 488–TFP (carboxylic 

acid, 2,3,5,6 tetrafluorophenyl) (Invitrogen) according to the manufacturer's instructions and 

purified on a D-SaltTM polyacrylamide 6000 desalting column (Pierce). These proteins were 

used to analyze the printed glycan arrays following the standard procedure of the Consortium 

for Functional Glycomics (http://www.functionalglycomics.org/).  
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Crystallization and structure determination   

All crystals were obtained by the handing-drop vapor diffusion method using 2 µl drops 

containing a 50:50 (v/v) mix of the protein and the reservoir solution at 20 ˚C. Rod crystals 

were obtained from the solution 16 of the Hampton crystallization screen I (Hampton 

research) containing 1.5 M lithium sulfate and 100 mM NaHepes pH 7.5 after almost one 

month. GalNAc was introduced by soaking the crystals for a short time in the mother liquor 

supplemented with 10 mM GalNAc. Before data collection, the crystals were transferred in a 

cryoprotecting solution (25% MPD were added to the mother liquor), mounted in a rayon 

fiber loop and frozen at 100K. Native and complex data were collected at 1.8 and 1.75 Å 

resolution respectively in the C2221 spacegroup on beamline ID14-2 at ESRF (Grenoble, 

France) using an ADSC Q4 CCD detector (Quantum Corp.). The data were processed and 

reduced using MOSFLM and SCALA 
23

 All further computing was performed using the CCP4 

suite, unless otherwise stated 24. 

Structure Determinations 

The native structure of Discoidin I was solved by molecular replacement using 

PHASER 25 and the coordinates of the Discoidin II structure (PDB code 2VM9) 19. The DiscI-

GalNAc complex structure was solved by molecular replacement using PHASER and the 

coordinates of the native DiscI. For the refinement of each structure, 5% of the observations 

were immediately set aside for cross validation analysis 26 and were used to monitor various 

refinement strategies such as the weighting of geometrical and temperature factor restraints.  

Manual corrections of the model using Coot 27 were interspersed with cycles of 

maximum-likelihood refinement 28. Water molecules were added in Coot. The quality of the 

model was assessed in SFCHECK and PROCHECK 29; 30 before its deposition in the 

Brookhaven Protein Data Bank 31. Details of the data and model quality are given in the table 

1. All figures were drawn with PyMOL Molecular Graphics System (2002) DeLano 

Scientific, Palo Alto, CA, unless otherwise stated. 
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Table 1. Data collection and refinement statistics 

 DiscI DiscI/GalNAc 

Spacegroup  C2221 C2221 

Cell dimensions a,b,c (Å)  

α, β, γ (deg.) 

72.5, 274.3, 85.9  

90, 90, 90 

72.4, 274.0, 86.1  

90, 90, 90 

Resolution (outer shell), Å 28.6 - 1.8 (1.84-1.8) 47.4 - 1.75 (1.79-1.75) 

Measured/ Unique reflections                                             299983/75469 390844/86561 

Average multiplicity 4.0(3.8) 4.5(4.1) 

Completeness (%) 94.8(94.8) 99.9(99.9) 

Average I / σI  5.9(2.0) 8.1(1.8) 

Rcryst/ Rfree 16.6/20.7 15.5/19.0 

Rmsd bonds, Å  0.014 0.017 

Rmsd angles,° 1.6 1.5 

Protein atoms/Bfac, Å2 1995/17.7 1990/15.3 

Water molecules/ Bfac, Å2 974/30.7 1059/29.5 

Ligand atoms/ Bfac, Å2  15/23.7 

Molecular modelling  

Disaccharide βGal1-3βGalNAc and trisaccharide βGal1-4βGlcNac1-6βGalNAc have 

been modeled in the binding site of DiscI and DiscII, respectively, using the following 

procedure. For both proteins, the crystal structure of the complex with GalNAc was used as 

starting point (this work for DiscI and PDB 2VMC for DiscII). The protein moiety was edited 

with the use of the Sybyl software (St Louis, US). Two adjacent lectin domains were 

extracted. All the hydrogen atoms were added, the partial charges were included with the 

Pullman library and the position of hydrogen atoms were optimized with the use of the Tripos 

force-field 32. The disaccharide and trisaccharide were built using the monosaccharide library 

available at Glyco3D (http://www.cermav.cnrs.fr/glyco3d/) using the PIM parameters and 

partial charges for carbohydrates . The reducing GalNAc moieties were placed in the binding 

site by fitting on the GalNAc in the crystal structures. Possible orientations of the remaining 

residues were calculated by systematic search around the glycosidic linkages. The lowest 

energy conformations were further optimized by energy minimization of the full 

oligosaccharide and the protein hydrogen atoms. The validity of the final conformations was 

checked by comparison with available energy maps (Glyco3D). 
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RESULTS 

Specificity of D. discoideum  lectins with Glycan Microarray 

Resource 

Recombinant DiscI with was obtained with a yield of 20 mg/liter of culture and the MW 

checked by mass spectrometry corresponded to the expected value. Recombinant DiscII was 

produced as previously described 19. Both lectins were assayed on Glycan Microarray 

available at the Consortium for Functional Glycomics. Concentrations from 0.01 to 200 

µg/mL were assayed. DiscI gave excellent data at very low concentration and the analysis 

displayed in Figure 1A has been obtained for 0.04 µg/mL. Strong binding to glycochips was 

observed also for DiscII and Figure 1B has been obtained with 0.5 µg/mL. Quite surprisingly, 

there is almost no superimposition in the binding specificity of the two discoidins. When 

looking at disaccharides, Discoidin I binds to several β1,3 linked disaccharides with a galacto 

residue at the reducing position such as GlcNAcβ1,3GalNAc (n° 159), Galβ1,3GalNAc (n° 

123) and less strongly to GalNAcβ1,3Gal (n° 300). Elongation by additional residues or by 

sulphate groups are well tolerated on position 3 or 4 of the non-reducing sugar while the 

reducing sugar can be only elongated at position 1 and no branching is accepted. 

Polyllactosamine oligosaccharides containing repetitive Galβ1,4GlcNAcβ1,3Gal sequences 

are high affinity ligands. In few cases, such as in gangliosides of the GM2 to GT2 series (n° 

201 to 209), terminal GalNAc are also recognized. 

On the opposite DiscII does not recognize efficiently any disaccharides. N-

acetyllactosamine (Galβ1,4GlcNAc) is the preferred motif but is recognized only when di-

sulphated or part of larger oligosaccharides. The trisaccharide with the highest affinity is 

Galβ1,4GlcNAcβ1,6GalNAc (n° 149). Most of the high affinity oligosaccharides also contain 

a Gal/GalNAc residue with lactosamine on position 6.  

The printed glycan array data indicate therefore that DiscI has higher affinity for 

GalNAc-containing oligosaccharide elongated on position 3, while DiscII prefers 

Gal/GalNAc-containing motif substituted on position 6. It could be noted that both lectins 

bind to large fucosylated and/or sialylated glycans such as n° 371 but this may be related to 

binding to the non-lectin domain as discussed below. 
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Figure 1. Printed glycan array analysis of A) DiscI (0.04 µg/mL) and B) DiscII (0.5 µg/mL) as measured 

by fluorescence intensity. Complete results including comprehensive oligosaccharide list (Plate Array) are 

available from the Consortium of Functional Glycomics (http://www.functionalglycomics.org/).  

A 

B 
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Affinity studies by ITC microcalorimetry 

The affinity of DiscII towards GalNAc and βMeGal was previously determined using 

titration microcalorimetry 19, leading to dissociation constants of 1.15 and 0.95 mM, 

respectively. When DiscI is assayed with the same approach, higher affinity is observed 

towards GalNAc (Kd = 0.3 mM) while galactose and βMeGal have lower affinity (Kd in the 

range of 3 to 4 mM) (Table 2). DiscI affinities for disaccharides confirm the preference for 

β1,3Gal/GalNAc linked disaccharides. Among tested disaccharides Galβ1,3GalNAc is the 

best ligand with Kd of 27 µM which is a rather high affinity for lectin/glycan interaction. 

GalNAcβ1,3Gal is also a strong ligand with a Kd of approx 50 µM, while N-

acetyllactosamine (Galβ1,4GlcNAc) is a poor ligand with Kd in the millimolar range.  

Table 2. Microcalorimetry data. All values are averaged over two or three experiments.  The reporteds 

standard deviations are calculated upon averaging of 2 or 3 experiments, unless otherwise specified. 

Protein Ligand K D(µM) n -∆∆∆∆G(kJ/mol) −∆−∆−∆−∆H(kJ/mol) T∆∆∆∆S(kJ/mol) 

DiscI GalNAc 302 ± 27 1a 20.0 ± 0.2 33.4 ± 5.8 13.3 ± 6.0 

 Galactose 3770 ± 200 1 a 13.8 ± 0.1 31 ± 7.4 17.1 ± 7.5 

 αMeGalactose 8390 ± 700 1 a 11.8 ± 0.2 42.4 ± 5.9 30.5 ± 6.1 

 βMeGalactose 2960 ± 270 1 a 14.4 ± 0.2 40.3 ± 2.4 25.9 ± 2.2 

 LacNAc 2390 ±170 1 a 15.0 ± 0.2 38.4 ± 2.2 23.3 ± 2.0 

 Galβ1,3GalNAc 27.2 ± 4.6 1.03± 0.01 26.1 ± 0.4 45.6 ± 1.1 19.5 ± 1.5 

 GalNAcβ1,3Gal 49.4 ± 1.5 
0.81 ± 
0.01 

24.5± 0.3 53.2 ± 2.9 28.81 ± 2.8 

       

DiscII GalNAcb 1115 1 a 16.8 20.3 3.5 

 βMeGalactoseb 952 1 a 17.4 24.3 6.7 

 LacNAc 1221 ±23 1 a 16.7 ± 0.5 37.0 ± 0,3 20.5 ± 0.4 

 Galβ1,3GalNAcc  1377 1 a 16.3 42.3 26.0 

 GalNAcβ1,3Galc 1113 1 a 16.8 45.6 28.8 

a fixed stochiometry for low affinity interaction, b taken from 19, c only one experiment due to 

lack of material. 
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The affinity of DiscII towards disaccharides was also tested and it was confirmed that 

none of the disaccharide cited above display high affinity, since all observed dissociation 

constants where in the millimolar range, as previously measure for DiscII interaction with Gal 

and GalNAc monosaccharides 19. 

Titration curves of DiscI interacting with GalNAc and Galβ1,3GalNAc are shown in 

Figure 2. The thermograms display a large decrease in the exothermic heat of binding while 

saturation is achieved. For all ligands, the interaction was found to be strongly driven by 

enthalpy with a strong unfavorable entropy contribution as often observed for the binding of 

carbohydrates to lectins33. 

Figure 2. Isothermal titration microcalorimetry results for A) GalNAc monosaccharide (10 mM) and B) 

Galβ1,3GalNAc disaccharide (2mM) binding to DiscI (0.15 mM) in 20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5 

buffer solution at 25°C. Top: data from 30 automatic injections of 10 µl each of sugar into the DiscI in the cell. 

Bottom: plot of the total heat released as a function of ligand concentration for the titration shown above 

(squares). The solid line represents the best least-square fit for the obtained data. 

A B 
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Crystal structure of DiscI  

DiscI gives rise to rectangular and reproducible crystals which diffracted to high 

resolution. They belong to the C2221 spacegroup with one trimer in the asymmetric unit. The 

final model of the native structure has a crystallographic Rvalue of 16.6, with a corresponding 

Rfree of 20.7 for all observed data between 28.6 and 1.8 Å resolution. In this model, all 253 

amino acids could be observed in the electron density as well as some MPD molecules, 

sulphate, calcium and nickel ions (refinement statistics in table 1). 

Figure 3. Crystal structure of the Disc-I trimer. (A). Representation of the trimer along the pseudo 3-fold 

axis. (B) Coloration by chain with the N-terminal domain in light colors and C-terminal domain in dark colors. 

MPD and GalNac are represented in ball and sticks and the calcium and nickel ions as spheres. 

The discI has an overall fold equivalent to that observed for DiscII with the formation of 

a trimer through the intertwining of the two domains of the protein 19. The N-terminal domain 

(1-152) present the classical topology of the discoidin domain with a β-sandwich consisting of 

eight antiparallel strands arranged in two β-sheets of five and three β-strands packed against 

one another to form a distorted barrel, Figure 3 34; 35. Prominent loops protrude like spikes on 

the opposite side of the termini creating a ligand binding site where a molecule of MPD is 

observed. The C-terminal domain presents the β-sandwich fold typical of the H-type lectins 

consisting of six antiparallel strands 22. At the level of the pseudo 3-fold axis of the trimer, 

A B 
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some extra density appears between the three His16 side chains. It was modeled as nickel and 

probably comes from the affinity chromatography on nickel column. Inspection of the 

electron density map also reveals the presence of three calcium ions according to the distances 

and coordination 36. Each calcium is found in the middle of C-terminal domain at the interface 

between two monomers. It presents classical seven coordinations with five in a plane, one 

above and one under the plane which comprise bidentate Asp246 (β15), monodentate Asp164 

(β10) and Asp203 (β12), Gln219 (β13) from the neighboring monomer and two water 

molecules coordinating the main chain oxygens of Leu200 and Val198 (β15) from the 

neighboring monomer. The interactions, which involve four β-strands over six, would help to 

maintain the trimeric arrangement of the lectin domain. That would explain the dependence of 

galactose binding to the presence of divalent cation and the destabilizing role of EDTA and 

EGTA observed for DiscI 14. In DiscII, the position of the calcium is replaced by the NZ of 

Lys206, the trimerisation is not impaired despite very few interactions at this interface. 

Discoidin domain 

The N-terminal domain of DiscI presents a discoidin domain fold found in a variety of 

extracellular and membrane proteins from eukaryotes and prokaryotes such as coagulation 

factors, neuropilins, retinoschisin, discoidin domain receptors (DDRs) 20; 37. Such domains 

evolved from a common ancestor to bind very diverse ligands (collagen, lipids, carbohydrate 

or growth factors) via a binding site formed by surface loops that protrude at opening of their 

core β-barrel structure. 

The DS domain has an overall structure that is very similar to the one from DiscII. 

(rmsd of 0.87 Å for the 150 aligned Cα calculated by Secondary Structure Matching 38). In 

both DiscI crystal structures discussed here, three molecules of MPD (one per monomer) are 

observed in a depression at the opening of the β-barrel, Figure 4. In each binding site, the 

MPD oxygen atoms establishes hydrogen bonds with side chains of Arg79 and Gln84 while 

the hydrophobic faces makes contact with Tyr23, His27, Cys51 and His142. Analysis of the 

DiscII structures indicates that the equivalent binding sites host MPD in the native structure of 

the recombinant protein and PEG in the complexes structures 19. The fact that MPD molecules 

are often observed in sugar binding sites, together with the overall similarity of the trimeric 

DS domain with Anguilla lectin AAA 39, suggest that the DS domain of DiscI could belong to 

the F-type lectin family.  
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Figure 4. A) Surface representation of the MPD binding site. B) Superposition of the ligand binding site 

of DiscI (green), DiscII (cyan). C) Blow up of Fucose binding site of AAA (magenta). 

The superposition of AAA lectin with the DS domain of DiscI shows that the binding 

site environment is similar with an rmsd of 2.25 Å for 125 out of 155 aligned Cα (calculated 

with MSDFOLD) 38. Binding sites of AAA, DiscI and DiscII are formed by the two spikes of 

the extended first loop (Asp23 to Thr57 in DiscI) and by the third loop Gly78 to Trp85 in 

DiscI) that contain most residues involved in binding, Figure 4. This third loop has the same 

conformation in discoidins and AAA and contains the RGD motif which promotes cell 

attachment to substrate in mammalian cell 18. The Arg of this motif makes direct contact with 

fucose O4 and O5 hydroxyl groups in AAA and with the MPD in Discoidins. The 

conformation of the arginine is stabilized by interactions with the aspartate side chain of the 

RGD motif. This loop also presents a residue with an amine group (Gln84 in DiscI or Arg86 

in AAA) which also make direct hydrogen bond with the ligand. The opposite side of the 

binding site is formed by the first surface loop with more variations between discoidins and 

AAA. At the end of spike 1, a histidine residue is found in discoidins (His27 in DiscI) and in 

AAA and this amino acid also plays a role in substrate binding.  

The binding site of the DS domain of discoidins has therefore all required 

characteristics to bind carbohydrates and we suppose it will bind the N-glycans found in the 

printed glycan array. Those glycans are fucosylated and sialylated and do not have the 

prerequisite to bind to the C-terminal lectin domaine as discussed below. Recently, the small 

protein containing only a DS domain: the retinoschisin was shown to bind galactose 40. It is an 

octameric protein 41 which plays a crucial role in maintaining the cellular organization and 

synaptic structure of the vertebrate retina and the formation of the octamer is necessary for the 

galactose binding.  
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N-acetyl-galactosamine binding site 

The C-terminal domain of DiscI presents the H-type lectins fold first observed for 

Helix pomatia agglutinin (HPA) and then for DiscII 19; 22. H-type lectins have trimeric 

arrangement and show specificity for galactose and GalNAc residues with the sugar binding 

site located in a shallow groove at the interface between two monomers. The complex 

structure of DiscI with GalNAc reveals unambiguously one monosaccharide per monomer in 

the first electron density map (Figure 5A).  

 

Figure 5. A: Representation of the maximum-likelihood weighted 2Fo-Fc electron density around the 

GalNAc residue compexed with DiscI. B: Overlay of the GalNAc binding site of DiscI (green), DiscII (magenta) 

and HPA (cyan). C) Structural based sequence alignment. (figure drawn with ESPript 42). 

Only direct hydrogen bonding interactions are observed with the protein. The O3 

hydroxyl interacts with Trp235 and Asp206 (neighboring monomer), the O4 hydroxyl with 

Arg215 and Asp206 (neighboring monomer), the ring oxygen with Arg215, the O7 hydroxyl 

with Asn236 and the O1 hydroxyl with Asn236 (Details of atoms and distances are listed in 

A B 

C 
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Table 3). No interactions are observed for the O6 hydroxyl in the complex. The sugar is 

stacked against Tyr241 side chain (neighboring monomer). The residues involved in the 

interaction with the O4 and O3 hydroxyls are strictly conserved among the members of the H-

type lectins and explain the specificity for monosaccharides with D-galacto configuration.  

Table 3. Contacts between DiscI and GalNAc in the crystal structure of the complex 

(with standard deviation between parentheses). 

GalNAc atom Protein atom Distances (Å) 

O1 Asn236 ND2 3.23  (0.16) 

O7 Asn236 ND2  3.01  (0.09) 

O3 Trp235 NE1 2.95  (0.08) 

 Asp206a OD2 2.56  (0.10) 

O4 Asp206a OD1 2.53  (0.01) 

 Arg215 NE 2.79  (0.08) 

 Arg215 NH2 3.17  (0.09) 

O Arg215 NH2 3.12  (0.13) 

           Van der Waals   

C4-C5 Tyr241a  

 

Inspection of the different binding sites indicates that the anomeric preference of the H-

type lectins seems to be dictated by the residue following the conserved Trp in the last surface 

loop. In HPA, His84 side chain would hinder the accommodation of the β-anomer justifying 

HPA specificity for α-GalNAc 22; 43. In DiscII, Gly239 does not permit any discrimination at 

the anomeric position and both anomers were found in the complex structure 19. In DiscI, 

Asn236 is found interacting with the β-anomer of GalNac explaining the better affinity and 

preference observed for this anomer. The N-acetyl group is stabilized through interactions 

with the extended first loop described as the specificity loop in DiscII  

Different stacking interactions are observed with a tyrosine residue at the beginning of 

the last β-strand. Indeed Tyr89 stacks against the O6 hydroxymethyl whilst Tyr241 (discI) 

and Tyr 244 (DiscII) stacks against the C4 and C3 imposing their axial and equatorial 

orientations respectively. The side chain has rotated of about 145° around the Cα-Cβ bound 
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in HPA compared to the discoidins. An aromatic residue is always found in the invertebrates 

members of the H type lectin whereas it is an alanine in the bacterial member.  

The largest difference in architecture of binding site is located in the first surface loop 

of the H-type lectin. It varies in sequence, length and structure from one member to the other 

and has a role in sugar specificity and affinity 19. Each end of the loop participates to one side 

of the binding site but the C-terminal end is found in one binding site and the N-terminal one 

in the binding site of the neighboring monomer. The N-terminal end seems involved in the 

specificity and affinity for oligosaccharides since it is not involved in the binding of the 

monosaccharides. On the contrary the C-terminal end is implied in the specificity for the 

monosaccharides. It is extended in HPA and favors the binding of GalNAc to galactose since 

it stabilized the N-acetyl group via numerous interactions. In discoidins, it is short and does 

not interact with the monosaccharide.  

Molecular modelling of oligosaccharides in discoidins binding site  

The modelling study was performed in order to rationalize the ten fold increase in DiscI 

affinity for disaccharides Galβ1,3GalNAc (type 3/4) and GalNAcβ1,3Gal, when compared to 

GalNAc monosaccharide. Modelling of the Galβ1,3GalNAc disaccharide in the binding site 

allows the positioning of the galactose residue in a pocket in between the β-strands of two 

monomers. This extension of the binding site contains several hydrophilic amino acids 

(Tyr166, Asp169 and Gln204) that establish hydrogen bonds with O6 of galactose and also an 

aromatic residue (Trp235 of neighbouring monomer) that makes van der Waals contacts. The 

modelled galactose is close to a MPD binding site observed in the crystal structure. Since 

MPD are good mimics of monosaccharides in binding to protein crystals, it is clear that the 

galactose could be extended on position 3 or 4 to longer oligosaccharides. This hydrogen 

bond network around the galactose, together with the shape of the binding sites, is due to the 

conformation of loop Gly167-Ala172. This loop is different in DiscII (figure 6C) explaining 

the lack of affinity of DiscII type 3/4 disaccharides. DiscII has no strong affinity for 

disaccharide (expected sulphated ones) but binds efficiently to  βGal1-4βGlcNac1-6βGalNAc 

trisaccharide present on core 2 and core 4 mucins. Modeling of this trisaccharide 

demonstrates an extension towards the surface of the lectin trimer, in the opposite direction as 

the Galβ1,3GalNAc in DiscI. This area is rather hydrophilic and two hydrogen bonds from 

O6 of GlcNAc to Asn177 side chain and Ala242 carbonyl group are predicted. Additional 
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stabilizing interactions are established by van der Waals interaction between the non-reducing 

galactose of the trisaccharide and the aromatic group of His211. The absence of this residue in 

DiscI (Thr208) may explain the lack of affinity of this protein for 1-6 branched GalNAc. 

Figure 6. A and B. Models of lectin domain of DiscI interacting with βGal1-3βGalNAc, and DiscII 

interacting with βGal1-4βGlcNac1-6βGalNAc. The two lectin chains forming the binding site are represented by 

ribbons colored in blue and green respectively.  The oligosaccharides are represented by sticks and hydrogen 

bonds by dotted lines. MPD molecules observed in crystal structures have been added on the model. C. 

Superimposition of the DiscI/ βGal1-3βGalNAc and DiscII/ βGal1-4βGlcNac1-6βGalNAc models colored in 

blue and green respectively. The variable loop responsible for the high affinity for βGal/GalNAc1-3GalNAc 

linkages in DiscI is indicated by a red arrow. 

Conclusion 

The present study highlighted the differences in specificity for the two discoidines, 

proteins that are spatially and temporally regulated during the social life of amoeba. The 

natural ligands of these proteins are not yet known but from our study, a panel of O-glycans 

and glycolipids would be recognized with high affinity. This opens a route for defining which 

possible ligands are related with functional role in the amoeba. The possibility of second 

carbohydrate binding site in the DS domain is now also opened, and possible ligands will be 

also tested.  
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4 Conclusions générales et perspectives  

 

Dans le cadre de ces travaux de recherche nous nous sommes intéressés à l’étude 

structurale et à la caractérisation biochimique des lectines Gal/GalNAc : les discoidines de  

Dictyostelium discoideum (DiscI et DiscII) impliquées dans le cycle de différenciation et de 

morphogenèse de l’amibe.    

Les résultats ont exposés la mise au point des stratégies d’expression et de purification 

des protéines recombinantes (DiscIr et DiscIIr). On a pu obtenir ces deux protéines 

recombinantes sous forme suffisamment pure avec un rendement de 20mg de protéine par 

litre de culture, quantité convenable pour envisager des essais expérimentaux.   

La purification de ces lectines a permis d’avoir la qualité suffisante pour les cristalliser 

et déterminer les structures 3-D avec de bonnes résolutions. Les structures de DiscI et DiscII 

ont été résolues dans leur forme non complexée (native) et en complexe avec des ligands 

spécifiques. La résolution de ces structures a donné la possibilité de produire les premières 

structures cristallographiques des lectines de l’amibe Dictyostelium discoideum. Ces protéines 

représentent une nouvelle famille structurale de protéines possédant un domaine DS 

(discoidine domain) en N-terminal et un domaine lectine en C-terminal, avec un arrangement 

en trimère. 

Les structures 3D de la DiscI et de la DiscII révèlent les bases structurales de leur 

spécificité pour les ligands N-Acétylgalactosamine et galactose. Les structures des domaines 

lectines de ces deux protéines présentent des similarités avec la structure de la lectine HPA 

qui appartient à la famille de lectine de type H (Sanchez, et al. 2006). La résolution des 

structures 3D de la DiscI et de la DiscII a permis d’ajouter deux nouvelles structures de 

domaines lectines de la famille du type H. L’alignement des séquences de la lectine HPA avec 

le domaine C-terminal des discoidines montre que les résidus impliqués au niveau du site de 

liaison avec le sucre sont bien conservés pour les trois lectines. Cependant, la structure de la 

HPA présente une première boucle de huit acides aminés qui n’apparaît pas dans la structure 

du domaine C-terminal de la DiscI et de la DiscII. La séquence de cette boucle et sa taille 

semble jouer un rôle très important dans la spécificité de HPA pour reconnaître des épitopes 

tumoraux portant le GalNAc (Figure 32).  
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Figure 32 – Superposition des lectines DiscI (vert sapin, rouge, bleu foncé), DiscII (vert clair, magenta,  

bleu clair) et HPA (jaune, saumon, cyan). 

 

Nous nous sommes inspirés de la comparaison entre ces lectines pour notre étude dont 

l’objectif majeur est de caractériser les interactions établies à l’interface entre les ligands et 

les protéines. La transformation et la croissance tumorale sont associées à des modifications 

de structure de résidus glycaniques membranaires appartenant aux glycoprotéines, aux 

glycolipides et aux protéoglycanes présents sur la surface cellulaire. Nos résultats constituent 

les bases moléculaires pour l'utilisation des DiscI et II dans la recherche de métastase comme 

marqueurs spécifiques possédant les mêmes propriétés que la lectine HPA, ceci afin de 

résoudre les problèmes constatés lors de l’étude de HPA.  

Les perspectives à court terme sont de définir le rôle et les régulations des ces 

discoidines pour mieux comprendre le cycle multicellulaire de l’amibe Dictyostelium 

discoideum. A plus long terme, ces deux lectines produites sous forme recombinante pourront 

être testées  pour  leur capacité à reconnaître les glycannes portés par les cellules cancéreuses. 

Récemment, dans notre laboratoire, un projet de thèse a démarré afin d'étudier des mutations 

Boucle des huit acides aminés 
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des DiscI et DiscII recombinantes et leurs applications sur les cellules cancéreuses. Ces 

protéines sont en cour de caractérisation. Les informations devront aider à développer des 

outils de marquage qui permettront d’identifier rapidement le caractère métastatique de 

cellules cancéreuses.  
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6 Annexe  

 

Données obtenues par « Printed Glycan » array des DiscI et DiscII auprès du 

Consortium for Funcitonal Glycomics. Seuls les pics nettement au dessus du bruit de fond 

parmis les 377 sucres sont listés. 

 

Tableau 5 – Le tableau de spécificité de la DiscI 1µµµµg/mL. 

Chart  Oligosaccharide RFU STDEV 

329 GalNAcb1-3Gala1-4Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb-Sp0 13339 1123 

127 Galb1-3GalNAcb1-4Galb1-4Glcb–Sp8 12451 557 

125 Galb1-3GalNAcb1-3Gala1-4Galb1-4Glcb-Sp0 11717 517 

145 Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb–Sp0 11459 619 

144 

Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb–

Sp0 11448 863 

146 Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb–Sp0 11092 886 

201 

NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3(GalNAcb1-

4)Galb1-4Glcb-Sp0 10514 312 

328 Gala1-4Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb-Sp0 10263 104 

147 Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb–Sp8 10005 523 

159 GlcNAcb1-3GalNAca-Sp8 9942 1130 

204 Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-4Glcb–Sp0 9815 641 

333 

GlcNAca1-4Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb1-

3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 9240 643 
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123 Galb1-3GalNAca-Sp8 9167 1603 

164 GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 8945 1239 

276 Galb1-3GalNAc-Sp14 8819 717 

281 Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-3GlcNAcb-Sp0 8768 516 

358 

Fuca1-2Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-3[Fuca1-

2Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-

4GlcNAb-Sp20 8489 707 

124 Galb1-3GalNAcb–Sp8 8409 958 

161 GlcNAcb1-3Galb1-3GalNAca-Sp8 8187 491 

207 Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-4GlcNAcb-Sp0 7844 495 

336 GlcNAca1-4Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb-Sp0 7768 101 

331 

GalNAca1-3(Fuca1-2)Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-

4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 7544 414 

322 Galb1-4GlcNAcb1-3GalNAc-Sp14 7473 471 

126 Galb1-3GalNAcb1-4(Neu5Aca2-3)Galb1-4Glcb-Sp0 7444 4499 

327 

NeuAca2-6Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-

4GlcNAcb-Sp0 7376 327 

221 NeuAca2-3Galb1-3GalNAcb1-3Gala1-4Galb1-4Glcb-Sp0 7340 575 

31 [3OSO3]Galb1-3GalNAca-Sp8 7171 475 

163 GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp8 6833 620 

332 

(Neu5Aca2-3-Galb1-3)(((Neu5Aca2-3-Galb1-4(Fuca1-

3))GlcNAcb1-6)GalNAc–Sp14 6827 419 

291 Galb1-3(Neu5Aca2-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1- 6721 53 
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6)GalNAc–Sp14 

130 Galb1-3GlcNAcb1-3Galb1-4Glcb–Sp10 6587 310 

162 GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb–Sp0 6548 219 

374 NeuAca2-3[Fuca1-3]Galb1-4GlcNAcb1-3GalNAc-Sp14 6419 1801 

208 Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-4GlcNAcb-Sp8 6305 4222 

86 GalNAcb1-3GalNAca-Sp8 6018 252 

200 Neu5Aca2-3Galb1-3GalNAca-Sp8 5982 191 

338 GlcNAca1-4Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 5815 2575 

279 Galb1-4[Fuca1-3][6OSO3]Glc-Sp0 5646 539 

277 Galb1-3GlcNAcb1-3Galb1-3GlcNAcb-Sp0 5110 1086 

222 NeuAca2-3Galb1-3GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 5089 2261 

368 

Gala1-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-3[Gala1-

3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-

4GlcNAcb-Sp20 4822 442 

263 [3OSO3]Galb1-4(Fuca1-3)(6OSO3)Glc-Sp0 4651 141 

315 Neu5Aca2-3Galb1-3GalNAc–Sp14 4507 2958 

373 NeuAca2-6Galb1-4GlcNAcb1-3GalNAc-Sp14 3935 323 

142 Galb1-4GlcNAcb1-3GalNAca-Sp8 3779 746 

231 

Neu5Aca2-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-3Galb1-

4GlcNAcb-Sp8 3700 341 

233 

Neu5Aca2-3Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb1-

3Galb1-4GlcNAcb–Sp0 3541 326 

300 GalNAcb1-3Galb-Sp8 3517 3255 
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156 GlcNAcb1-2Galb1-3GalNAca-Sp8 3205 243 

58 Fuca1-2Galb1-3GalNAcb1-4(Neu5Aca2-3)Galb1-4Glcb-Sp0 2946 1591 

209 Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-4Glcb–Sp0 2793 4575 

88 GalNAcb1-3Gala1-4Galb1-4GlcNAcb-Sp0 2157 2884 

352 KDNa2-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAc-Sp0 1998 1223 

87 GalNAcb1-3(Fuca1-2)Galb-Sp8 1946 1283 

364 

Fuca1-2Galb1-3GlcNAcb1-3[Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-

6]Galb1-4Glc-Sp21 1430 870 

210 

NeuAca2-3(NeuAca2-3Galb1-3GalNAcb1-4)Galb1-4Glcb-

Sp0 1387 2386 

265 [3OSO3]Galb1-4[Fuca1-3][6OSO3]GlcNAc-Sp8  1327 1260 

94 Gala1-3(Fuca1-2)Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb-Sp0 1323 147 

129 Galb1-3GlcNAcb1-3Galb1-4GlcNAcb-Sp0 1067 1672 

320 Fuca1-2Galb1-3GalNAca-Sp14 1065 569 

351 (6SO3)GlcNAcb1-3Gal b1-4GlcNAc-b-Sp0 1027 586 
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Tableau 6 – Le tableau de spécificité de la DiscII 1µµµµg/mL. 

Chart  Oligosaccharide RFU STDEV 

374 NeuAca2-3[Fuca1-3]Galb1-4GlcNAcb1-3GalNAc-Sp14 14603 2247 

358 

Fuca1-2Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-3[Fuca1-

2Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-

4GlcNAb-Sp20 11167 552 

332 

(Neu5Aca2-3-Galb1-3)(((Neu5Aca2-3-Galb1-4(Fuca1-

3))GlcNAcb1-6)GalNAc–Sp14 10033 511 

368 

Gala1-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-3[Gala1-

3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-

4GlcNAcb-Sp20 8764 307 

149 Galb1-4GlcNAcb1-6GalNAca-Sp8 8372 413 

294 

Galb1-4GlcNAcb1-3(Galb1-4GlcNAcb1-6)Galb1-4GlcNAc-

Sp0 7310 667 

291 

Galb1-3(Neu5Aca2-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-

6)GalNAc–Sp14 7053 1072 

296 Galb1-4GlcNAca1-6Galb1-4GlcNAcb-Sp0 5908 445 

371 

Fuca1-2Galb1-3(Fuca1-4)GlcNAcb1-2Mana1-3[Fuca1-

2Galb1-3(Fuca1-4)GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-

4GlcNAcb-Sp19 5401 649 

365 

Galb1-4GlcNAcb1-2(Galb1-4GlcNAcb1-4)Mana1-3[Galb1-

4GlcNAcb1-2Mana1-6]Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAc-Sp21 4708 3119 

231 

Neu5Aca2-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-3Galb1-

4GlcNAcb-Sp8 4668 766 

286 [6OSO3]Galb1-4[6OSO3]GlcNacb-Sp0 4123 210 

139 Galb1-4GalNAca1-3(Fuca1-2)Galb1-4GlcNAcb-Sp8 2943 2363 
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155 GlcNAca1-6Galb1-4GlcNAcb-Sp8 2892 274 

23 (Galb1-4GlcNAcb)2-3,6-GalNAca-Sp8 2694 231 

44 [6OSO3]Galb1-4[6OSO3]Glcb-Sp8 2662 93 

263 [3OSO3]Galb1-4(Fuca1-3)(6OSO3)Glc-Sp0 2348 240 

201 

NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3(GalNAcb1-

4)Galb1-4Glcb-Sp0 2333 769 

204 Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-4Glcb–Sp0 1492 994 

140 Galb1-4GalNAcb1-3(Fuca1-2)Galb1-4GlcNAcb-Sp8 1477 1304 

51 

Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-3(Galb1-4GlcNAcb1-2Mana1-

6)Manb1-4GlcNAcb1-4GlcNAcb-Sp13 1416 1388 

279 Galb1-4[Fuca1-3][6OSO3]Glc-Sp0 855 820 

202 

Neu5Aca2-8Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galb1-

4Glcb-Sp0 843 899 

351 (6SO3)GlcNAcb1-3Gal b1-4GlcNAc-b-Sp0 836 100 

143 

Galb1-4GlcNAcb1-3Galb1-4(Fuca1-3)GlcNAcb1-3Galb1-

4(Fuca1-3)GlcNAcb-Sp0 818 385 

 

 

 

 

 

 

 

 


