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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 imitaire capables de reconnaitre des
glucides complexes de maniere spécifique et réersCes protéines ne montrent aucune
activité enzymatique vis-a-vis de leur ligand (kisd Sharon 1998). L'expression « d'origine
non immunitaire » peut étre discutée, puisque ice$alectines sont impliquées dans la
défense immunitaire innée. Cette expression sémtipalement a souligner la différence
entre les lectines et les anticorps du systeme mtaite acquis. Les lectines sont aussi
identifiees chez les bactéries et les étres vivpritaitifs qui ne possedent pas de systeme

immunitaire.

Les lectines sont présentes dans toutes les bmmitheegne vivant. L'abondance des
ces molécules et leur relative facilité de puriiima leur ont permis d’étre largement

caractérisees et d’étre utilisées dans difféerenmsaines de la biologie.

1.1.2 Historique

La premiére lectine a été découverte par Peter alemnSilltmark en 1888 qui décrivit
dans sa these de doctorat présentée a l'univelsif@orpat (maintenant Tartu, Estonie) que
des extraits de graines de ricRi¢inus communisgglutinaient des érythrocytes (Sharon and
Lis 2004). A partir de ce moment la, d’autres sabses d'origine végétale possédant une
activité hémagglutinante ont été découvertes. B3%,1Boyd & Sharpleigh ont démontré la
propriété de ces protéines d’agglutiner sélectivenales érythrocytes humains d'un groupe
sanguin donné (Boyd and Shapleigh 1954). Cetteomotie spécificité est la base de

I’étymologie du nom lectine dérivée du mot ldiégerequi veut dire « sélectionner ».

La plupart des lectines présentes plusieurs sédgison pour les glucides. Pour cette
raison, l'interaction de lectines avec les glucigessents a la surface des érythrocytes résulte
en l'agrégation d'un grand nombre de ces cellu@stte caractéristique est typique des
lectines. Elle est aussi classiquement utiliséer geur détection (Rudiger 1993) et leur
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caractérisation (Goldsteiret al. 1980). Lorsque certains sucres sont ajoutés Pprcesines
lors de linteraction, leur activité hémagglutinargst inhibée ce qui permet de déterminer
leur spectre de spécificité (Van Dammaéal.1998).

Les lectines peuvent reconnaitre de maniére spaeifies glycoconjugués présents sur
les surfaces cellulaires. Ces molécules sont d¢ags8 d’'une partie glucidique (mono ou
oligosaccharide) associée de fagcon covalente apamge non glucidique (aglycone) de
protéines ou de lipides et jouent un réle primdrdi@ans la vie sociale des cellules (Varki
1993). Les interactions protéine/glucide sont iomgpdies dans de nombreux phénomenes de
reconnaissance et d’adhésion cellulaires. La Figurdonne une vue schématique des
interactions lectines-glucides.

Figure 1 — Réle de glycoconjugués situés sur la $ace cellulaire. Représentation schématique
d’exemples d'interaction lectines-glucides.

Etudes structure-fonction de lectines (Discl ettD)sde Dictyostelium discoideum 18
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1.1.3 La spécificité et I'affinité des lectines

Les lectines reconnaissent de maniére spécifiqgsentano et oligosaccharides. Les
protéines spécifiques pour des monosaccharides ctasgifiées en cing groupes, selon le
sucre pour lequel la lectine présente la plus faffmité: le mannose (Man), le galactose
(Gal)/N-acétylgalactosamine (GalNAc), le N-acétytgisamine (GIcNAc), le fucose (Fuc) et
'acide sialique (NeuAc, acide N-acétylneuraminigu@is and Sharon 1998). Cette
reconnaissance est souvent désignée comme « l#ig@e@rimaire » des lectines. Ces
monosaccharides et leurs dérivés sont ceux quilsgitis souvent présents sur les épitopes
glycaniques des surfaces cellulaires. La plupars tectines peuvent se lier & des
monosaccharides, mais leur affinité sera en gépéualforte pour certains oligosaccharides.
La constante de dissociation pour les monosacasedt de I'ordre du millimolaire (mM),
en revanche, pour les oligosaccharides elle esodire du micromolaire (M) (Dam and
Brewer 2002). Enfin, certaines lectines telles §iA-L et PHA-E dePhaseolus vulgaris
reconnaissent exclusivement des oligosaccharidesig@ngs and Kornfeld 1982).

Les similarités structurales entre monosacchasdes déterminantes pour la spécificité
des lectines. Par exemple, la plupart des lectijuegeconnaissent le Gal se lient aussi au
GalNAc. Certaines lectines peuvent reconnaitredamose et le fucose telles que DC-SIGN
de mammifére (van Liempét al. 2006) ou PA-IIL ddPseudomonas aeruginognberty, et
al. 2004). Ce phénomeéne est di a la présence damsaressaccharides des trois fonctions
hydroxyles qui ont une topologie trés similairert@mes lectines présentent une spécificité
anomérique et peuvent distinguer la configurationC4d de monosaccharides tels que I’

methyl-galactoside et [&-methyl-galactoside.

La combinaison de plusieurs techniques expérimeniaermet d’élucider la spécificité
des lectines (Parket al. 2008). Par exemple, en utilisant les techniquestedé ELLA
(Enzyme Linked Lectin Assay) et de test « Glycamaya» (glycochips avec différents mono
et oligosaccharides) la spécificité d'une lectirmutpétre déterminée. Ces techniques sont

simples, rapides et requierent de quantités résidgematériel.

La plupart des lectines sont des protéines muéiivak. Elles sont capables de se lier a
plusieurs molécules de glucides. La multivalencat ggovenir de la répétition de type
« tandem » de domaine lectines dans un polypept&lBassociation de plusieurs monomeres

ou de la présentation de plusieurs lectines suisurface cellulaire. Les interactions multiples
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entre d’'une part les lectines multivalentes et tliapart les glycoconjugués, sont impliquées
dans les processus de reconnaissance (Lee and99&g. Dans la plupart des cas, les
systemes biologiques utilisent des interactionBléai mais multivalente plutét qu'une seule
interaction forte. Ainsi, ils peuvent assurer uaetle spécificité et affinité entre ces récepteurs

et les surfaces cellulaires des systémes biologique

1.1.4 Intérét des lectines pour ’lhomme

Les lectines peuvent interagir avec des systenodsdijues et développer une diversité
d’événements et fonctions dans ses organismes tgivaes interactions ont une grande
importance car elles se retrouvent impliquées diassprocessus biologiques ainsi que dans
des processus pathologiques (Lis and Sharon 1888)urd’hui les lectines sont largement

utilisées comme outils dans la recherche et dassd&ur biomédical.

- De par leur spécificité, les lectines immobilsérir colonne peuvent étre utilisées
pour I'identification, la purification de glycocamjués aussi bien que pour leur caractérisation
(Hirabayashi 2004).

- Certaines lectines reconnaissent spécifiguenentahtigénes des groupes sanguins
humains (Boyd and Shapleigh 1954) et sont utilig@es leur identification dans des banques

de sang.

- Certaines lectines purifiées a partir des gragesgumineuses tropicales présentent

des propriétés anti-inflammatoires (Alencairal.2005).

- Certaines lectines purifiées a partir d’inveré&bterrestres ou marins sont employées
comme marqueurs histo-chimiques puisque certairsdadies tel le cancer sont associées a

une modification des glycannes présents sur ldslegl(Guillot et al.2004), Tableau 1.
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Non de I'antigene

Séquence glycanique

Tn GalNAa-Ser/Thr
Sialyl-Tn SAu2-6GalNAa-Ser/Thr
T GaPB1l-3GalNAar-Ser/Thr
. SA0l-3Galb1-3GIcNAcb1-3Gal-
Sialyl-Lea
odl-4
Fuc
L& Galp1l-4GIcNAP1-3Gal-
p1-3
Fuc
Sialyl- Le' SAu2-3GaPpl-4GIcNAB1-3Gal-
p1-3
Fuc
Lo Galp1l-4GIcNA®P1-3Gal
|al-2 p1-3
Fuc Fuc
N-acétyllactosamine Gal-4GIcNACc

Séquenc@ 1-6-branchée

GIcNAcBl-6Marul-6Marp- (oligosaccharides N-liés)

Tableau 1 — Principaux glycanes associés au can¢@uillot, et al. 2004).

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

employées pour la mise en évidence de glycotopesnealogie ou, plus généralement, en

histopathologie. Les lectines sont utilisées erction des structures glycanniques associées

aux états pathologiques (Guillatt al. 2004). De par leur spécificité, les lectines isatl

préférentiellement a un monosaccharide soit situdaut de la chaine soit placé dans une

position non terminale des oligosaccharides congsex
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Lectines Source Sucre inhibiteur
LEA Lycopersicum esculentum D-GIcNAc

PWL Phytolacca americana D-GIcNAc

WGA Triticum vulgare (wheat germ) D-GIcNAc

STA Solanum tuberosum D-GIcNAc

L-PHA Phaseolus vulgaris -GIcNAcB1-6Maml-6Marp-
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-Galp1-4D-GIcNAc
PSL Laetiporus sulfureus D-Galp1-4D-GIcNAc
GSI-A4 Griffonia (Bandeira) simplicifolia D-Galp1-4D-GIcNAc
ABL Agaricus bisporus D-Galp1-3GalNAc
PNA Arachis hypogaea D-Galp1-3D-GalNAc
JAC Artocarpus integrifolia D-Galp1-3D-GalNAc
LDL Lactarius deliciosus D-Galp1-3D-GalNAc
VGA Vicia graminea D-Galp1-3D-GalNAc
EEA Euonymus europaeus D-Galul-3(L-Fual-2)D-Gap1-3/4D-GIcNAc

Tableau 2 — Lectines utilisées pour la mise en éddce de glycotopes en oncologie.

1.2 Distribution des lectines dans le monde vivant

Les lectines sont des protéines ubiquitaires, ptésadans tous les organismes vivants.
Il existe une grande variété de lectines qui pr&serune trés grande diversité structurale. Le
nombre de structures cristallographiques de lestest toujours en croissance, et on connait
aujourd’hui la structure tridimensionnelle d’enviro/70 lectines. Notre laboratoire a
développé une base de données des structures 84Batiees qui rassemble les informations
structurales de ces protéines (la base de donnéss lattines est accessible sur:
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http://www.cermav.cnrs.fr/lectings La banque de lectines comprend ainsi 48 familles

structurales différentes dont 6 d'origine végétdl®, d’'origine bactérienne, 18 d'origine

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

Origine Exemples de Lectines Native Complexeé Total
ConA

Plantes o 106 201 307
Ricine

_ PA-IL de Pseudomonas
Bactéries _ 37 79 116
Toxine de cholera

E-selectin
Animaux _ . o 80 152 232
Helix pomatiaagglutinin

. Hemagglutinin de virus
Virus . . 43 25 68
Capside de rotavirus

Champignons lectine de mousseron 17 23 40
Algues Griffithsin 2 7 9
Total 285 487 772

Tableau 3 — Récapitulatif des structures tridimenginnelles de lectines.

1.2.1 Lectines de vertébrés

Les lectines animales sont réparties dans deslé&sniks différentes. Les trois familles
les plus étudiées sont lemlectines les lectines ddype C et lessiglecs. Les lectines
d’invertébrés sont traités séparément dans la daitee chapitre.

Les structures dgalectinessont relativement simples. Ces protéines sontifpées
pour le [B-galactose et plus précisément pour le lactoB&all-4Glc) et le N-
acetyllactosamine PGall-4GIcNAc) (Leffler et al. 2004). La premiére structure

tridimensionnelle d'une galectine humaine (la géheé (hGal-7)) a été obtenue dans sa
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forme native et complexée avec le galactose, lact@amine, le lactose, et Meacétyl-
lactosamine (Leonidagt al.1998).

Les lectines duype Cprésentent un CRDCarbohydrate Recognition Domaitien
conservé qui implique un atome de calcium dandefaction protéine-sucre (Drickamer
1993). Les lectines de type-C sont soit en cirauiatlans le plasma, soit attachées aux
surfaces cellulaires par la présence d'un segnramsmembranaire. Un exemple de la
structure 3-D d’'une lectine du type C est la E<iéle en complexe avec le Sialyl Letvis
(PDB 1G1T) (Somerset al.2000), Figure 2.

Figure 2 — Représentation graphique de la structurele la E-selectine humaine en complexe avec
le Sialyl Lewis® (PDB 1G1T) (Somerset al. 2000). Le calcium est représenté par une sphére
bleue et le ligand par des batonnets.

Les Siglecs ou lectines de type tonstituent une famille de lectines qui reconnaisse
I'acide sialique (Crocker 2002). Elles sont memhteda superfamille immunoglobuline (Ig)

et adoptent un repliement de type immunoglobuline.

Les autres classes de lectines animales comprete®ihéctines duype P qui sont
formées par les lectines qui fixent le mannose-6sphate, comme la lectine bovine CD-
MPR (Robertset al. 1998). Lesgpentraxinesqui sont une famille des lectines capables de se
lier & des ligands de maniére’Caépendante (Emslegt al.1994). D’autres types de lectines
de vertébrés telles que lealnexines-calreticulineomme la lectine calnexine de I'espéce
Canis familiaris(Schrag et al.2001) et les ficolines (Garlatet al.2007) ont récemment été

mises en évidences.

La plupart des lectines de vertébrés ont une leatadin extracellulaire et sont capables
de détecter les modifications de glycosylationlesicellules environnantes. Elles jouent donc

un réle dans la vie sociale des cellules et somliquées dans des processus tels que la
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fécondation, la migration et le développement ¢alle. Par exemple, dans le processus de
fécondation, un glycoconjugué de la surface de ulevinteragit avec une lectine
(spermadhésine) du spermatozoide (Topfer-Peteedead. 1998). Il a été aussi montré que
I'embryon exprime a sa surface cellulaire la L-c@te six jours apres la fécondation. En se
liant aux sucres spécifiques de I'endothélium nféai L-sélectine détermine ainsi la premiéere
étape indispensable a la fixation du blastocyte sukface de I'endometre et permet le début
de la grossesse (Genbagcewval.2003).

1.2.2 Lectines d'invertébrés

La présence de lectines a été démontrée chezVedéhrés terrestres ou marins. Ces
protéines font souvent partie d'un systeme dimn@uninnée et présentent donc des
spécificités pour les glucides présents a la sarfiorganismes pathogenes (Vasta 1992).
Chez les invertébrés, les lectines sont distribudgess toutes les classes et sous-classes
étudiées. Nous pouvons donner en exemple : le€rgasides avec la lectine d’escargot
CHA-II de Cepaea hortensifGerlach et al. 2002), les échinodermes avec I'hémagglutinine
de I'oursin Hemicentrotus pulcherrimu§Yamada and Aketa 1982), les crustacés avec la
lectine du crab&€harybdis japonica(Umetsy et al. 1991), et les insectes avec la lectine du
sphinx du tabacManduca sexta(Yu and Kanost 2000). Les lectines présentent des

localisations variées : systeme digestif, appaeiieproduction, hémolymphe ou branchies.

Un nombre limité de lectines d’'invertébres a étstallisé. La codakine purifiee a partir
des branchies de la palourde blan€lmelakia orbicularis est une lectine de type C qui a une
forte spécificité pour des N-glycannes biantenn@sufdine et al. in press). D’autres
exemples de lectines de type C sont la lectinaidieier Polyandrocarpa misakiens{®oget
et al. 1999) et la lectine | (CEL-I) du concombre de r@ercumariaechinata(Sugawaraet
al. 2004). Les structure 3D de lectines de type ri@né aussi été obtenues telles que la
lectine 11l (CEL-IIl) du méme concombre (Uchidet al. 2004) et la lectine du vers de terre
Lumbricus terrestrigSuzukj et al.2004), ces deux lectines présentant une spééificur le
galactose. La limuleTachypleus tridentatysest un fossile vivant qui présente un grand
nombre de lectines impliquées dans I'immunité inéss structures de la tachylectine 2, un
B-propeller (Beiselet al. 1999) et de la tachylectine 5A, une protéine g tfibrinogene

(Kairies, et al.2001), ont été résolues en complexe avec le GIcMNAgtructure de la lectine
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extraite de I'escargatelix pomatia(HPA) (Sanchezet al. 2006) a permis de définir une

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

1.2.3 Lectines de plantes

Les lectines végétales d'une méme famille taxonomide.g., les lectines de
légumineuse, de céréales, etc.) présentent deslbgie® de séquence et des similarités
structurales. Historiguement, les lectines de Idgenoses telle que la concanavaline A
(ConA) ont été les premieres a étre caractéridemgpremiere structure cristallographique
d’'une lectine de Iégumineuses (la ConA) a été oetere en 1972 (Edelmaet al. 1972,
Hardman and Ainsworth 1972)es lectines de légumineuses adoptent toutes diemegnt
typique appelé g jelly roll » formé par deux feuillet8 superposés bien conservées dans les
nombreuses structures résolues. Les monomeérena@ss deux a deux de 7 maniéres
différentes ce qui permet de former une variét@éssEmblage macromoléculaires sous la
forme de dimeéres ou de tétrameres (Simehal.2007). La Figure 3 représente un tétramere de
la protéine ConM deCanavalia maritima (PDB 2CY6) complexée avec le tréhalose
(Delatorre et al. 2006). La géométrie du site de fixation est fix@e la présence d’'un ion
manganese et d’'un ion calcium qui sont prochesgaindl glucidiqgue mais qui n’interagissent
pas directement avec lui. Les variations en acatemés autour du site de reconnaissance

apporte la spécificité pour différents monosacdwesiet oligosaccharides (Laret al.1998).

Figure 3 — Tétramere de la protéine ConM deCanavalia maritima complexée avec le tréhalose
(code PDB 2CY®6) (Delatorreet al. 2006). Les cations sont représentés par des spte(€alcium
en jaune et Manganése en vert) et les ligands paesibatonnets.
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Une autre grande famille de lectines d’origine valgéqui a pu étre caractérisée est la
famille des Gramineae (céréales) a laquelle ampdrta lectine de germe de grain de blé
(WGA). Les lectines de céreales présentent des idesatructuraux conserves riches en
cystéine qui sont aussi appelés domaine héveéingrémiere structure cristallographique
déterminée dans cette famille a été celle de la VIM8Aght, C. S. 1980).

La famille des Monocotylédones présente des lextapgcifiques pour le mannose, la
premiere structure 3-D a été@mlanthus nivalisagglutinine (GNA) (Wright, C.S. and Hester
1996). La famille de Moraceae est formée par lesnes qui fixent le galactose telle que la
jacaline isolée des graines éatocarpus integrifolia(Sankaranarayanaret al. 1996). La
famille Amaranthaceae contient la lectine ACAAtaaranthus caudatugui a été cristallisée
avec le G@31-3GalNAc (Transueet al.1997). La famille Euphorbiaceae englobe les lestin
qui présentent une grande toxicité, un exempleediine de cette famille est la lectine RCA
isolée des graines de ricRicinus communisLa ricine est un hétérodimére ou la chaine B
constitue les domaines lectines qui reconnaiseemalactose (Rutenheet al. 1991). La
famille Solanaceae englobe les lectines de pommeetee et des tomates mais aucune

structure n’a encore été déterminée.

Les lectines de plantes semblent étre impliquéess da défense contre les
phytopathogénes et les prédateurs, certaines dgsnactivités insecticides (Chrispeels and
Raikhel 1991, Rudiger and Gabius 2001).

1.2.4 Lectines de microorganismes

Les microorganismes pathogenes, virus, bactéridggmpignons ou parasites
eucaryotes, utilisent fréquemment des lectines peaconnaitre les sucres présents sur la
surface des cellules hoéte. Ces interactions lexisneres jouent également un réle dans
I'adhésion sur les tissus richement glycosylésentssdans les voies respiratoires, digestives

ou dans 'appareil urogénital (Imberty and Varro0, Sharon 1996).

L’exemple le plus marquant de lectine de virus [égtmagglutinine du virus de la
grippe (Influenza virus). Cette hémagglutinine iaggt avec un récepteur de la surface des
cellules hétes, I'acide 5-N-acétylneuraminiquesifa sialique). Sa structure 3-D a été résolue

en complexe avec son récepteur naturel et avemddgues de ligands (Weist al. 1990).

Etudes structure-fonction de lectines (Discl ettD)sde Dictyostelium discoideum 27



Introduction

Elle est composée de deux polypeptides; MAHA.. La sous unité HAcorrespond a un

domaine globulaire qui contient le site de liaisienla lectine.

Leslectines bactériennes connues peuvent étre classéess familles principales : les

lectinesfimbriaes(pili et flagelles), lesoxineset les lectinesolubles(Imberty, et al.2005)

Les lectines fimbriaes sont trouvées dans des eligande surface des bactéries (pili et
flagelles) qui présentent diverses fonctions tetiee la reconnaissance des glycannes de
I'héte et I'adhésion sur les surfaces de celluleges. Il existe trois types de pili : les types
IV, les types | et les types P. Par exemple, la@agt une adhésine du pili de type P trouvée
chez les souches uropathogéenes de la badtéaberichia coli.PapG présente une grande
importance dans la phase d’adhésion sur les gldbg&bO4) des cellules humaines du rein
lors des infections urinaires et la structure empmlexe avec la partie tetrasaccharide du
GbO4 a été résolue (Dodsoet al. 2001). Les lectines de cette famille sur une sinec

allongée avec un repliement de typsandwich.

La famille des toxines est constituée par des presesecrétées par les bactéries et qui
exercent une activité toxique sur les cellules'li@é. Les toxines du type ABont secrétées
par différentes bactéries comi8higella dysenteriae, Borderella pertussid/ibrio cholerae
Le domaine lectine de la toxine sécrétée paYil@io choleraeest unp-pentamere et sa
structure a été résolue complexée avec le pentemade GM1 qui est un ganglioside présent
sur les epithelia (Merrittet al.1994).

La famille de lectinesolublescomprend des protéines cytoplasmiques telles quéLPA
et PA-IIL dePseudomonas aeroginosaspectivement spécifiques pouikd-galactose et le
a-L-fucose Elles présentent des structures tétramériques roww deux ions calciums

respectivement sont impliqués dans le site de reiesance du sucre (Imbergt al.2004).

Les protozoaires possedent aussi des lectines.utface de I'amibe pathogénique
Entamoeba histolyticprésente deux lectines reconnaissant respectivelmeicNAC et le
Gal/GalNAc (Mirelman et al. 1996). Des lectines ont été isolées a partir dioroede de
Plasmodium falciparumge parasite responsable de la malaria (von ltzstdimal. 2008) et de
Trypanosoma cruzjui cause la maladie de Chagas (Margipamal.2003). Seule la structure
tridimensionnelle de la lectine TgMIC1 identifiéeards le micronéme du protozoaire
Toxoplasma gondia été démontrée complexée avec 6-siallylactosafibd 2JH7) et 3-

siallylactosamine , Figure 4. Des protéines du oméme (MIC) sont libérées a la surface du
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parasite juste avant linvasion des cellules hdaesouent des rbles importants dans
I'identification, I'attachement et la pénétratianld cellule héte (Blumenscheiet al.2007).

Figure 4 — Repliement général de la lectine du mionéme TgMIC1 chezToxoplasma gondii
(gauche, PDB 2JH1). Zoom dans le site de fixationudcomplexe TGMIC1-6-siallylactosamine
(droite, PDB 2JH7) (Blumenscheinet al. 2007).

1.3 Les discoidines

1.3.1 L’'amibe Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideurast une amibe du sol bien connue des biologistleggrand
intérét de cette amibe est le fait qu’elle soitawtaryote simple haploide qui présente une
grande similarité avec les cellules animales. Lealggue Oskar Brefeld (Brefeld 1869) fut
le premier a observer I'organisniectyostelium mucoroidegu’il a nommé ‘Dicty’ qui veut
dire ‘avec des mailles (comme dans un filet)’, list®’ qui veut dire ‘tour’ et 'mucoroides' en

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

D. discoideunqui est I'espéce la plus étudiée aujourd’hui earkbire fut découverte
en 1935 par Kenneth Raper dans les foréts deudsudl la Caroline du Nord aux Etats-Unis,
Figure 5 (Raper 1935). Les amibes mesurent en@fpm de diametre et vivent en milieu

humide, dans I'humus des sols. Au plan taxonomiBueajiscoideumest un eucaryote qui
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appartient au phylum Mycetozoa dans lequel on &daclasse Dictyostelia qui inclut I'ordre

Dictyosteliida et la famille Dictyosteliidae.

Figure 5 — Corps fructifere deDictyostelium discoideum (issue de M.J. Grimson et de R.L. Blanton,

Université de Technologie du Texas, Lubbock, TX, $.A)

1.3.2 Le cycle de vie de I'amibéDictyostelium discoideum

D. discoideumest capable de développer un extraordinaire cycdlkicallulaire. Elle
présente le pouvoir de vivre a 'état de cellulssiées (état unicellulaire végétatif) ou de
colonies multicellulaires (état pluricellulaire).edant la phase veégétative, dans un
environnement favorable en condition alimentaireamibe s’alimente de bactéries par
phagocytose. Elle reste isolée de ses consoesesratiltiplie par une simple division en deux
cellules filles. Néanmoins, si I'environnement dmtidifficile, comme dans le cas de carence
alimentaire, les cellules s’assemblent et s'engadans un cycle de différenciation et de

morphogenése, Figure 6.
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Figure 6 — Développement du cycle de vie de I'amili&i ctyostelium discoideum.

Une phase d'agrégation est induite par chimiotatiedirigée par l'impulsion de
gradients d’AMPc (Konijnet al. 1967). L'AMPc excrété par une cellule donnée &tecté
par les récepteurs membranaires des cellules egigjni migrent vers la cellule émettrice et
produisent et secrétent de I'AMPc a leur tour. igna chimiotactique est ainsi relayé de
proche en proche conduisant & la formation d’orsésles. Dans les agrégats (environl 10
cellules), les cellules subissent des processudifffgenciation et de morphogenése afin de
former une sorte de petit limacon multicellulaing gst capable de réagir a la lumiére et a la
température. Il se déplace ainsi vers une zonerdal® ou il se transformera en une
fructification d'environ 2mm de hauteur. Ce corpscfifere se compose d’une tige mince
formée par un empilement des cellules mortes a¥esmn extrémité, une masse de spores
rassemblées dans une boule de mucus. Les spornssentsa la dessication et aux
températures extrémes. Leur position €levée au sbrdenla tige facilite leur dispersion par
les petits animaux du sol, insectes ou autrese{Fand Meili 2000). Lorsque les conditions
environnementales conviennent, les spores gernmnmtgroduire a nouveau des amibes qui

recommencent le cycle de vie végétatif (Kessin 2001

Alors que la bactéri&scherichia coliest I'organisme procaryote le plus couramment

employé dans la génétique moléculaire, 'antbealiscoideunest un des organismes modeles
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eucaryotes trés utilisé pour étudier les grandésétiques de la biologie : la transduction du
signal, la communication cellulaire, la différertma, la mort cellulaire, la phagocytose et la
motilité cellulaire (Willard and Devreotes 2006)lleEest aussi utilisée comme organisme

modele pour les études des interactions héte-patteoSteinert and Heuner 2005).

Récemment, le génome compltdiscoideunsouche AX4 a été séquencé (Eichinger
et al. 2005) et de nombreuses informations sont dispesildur le site dictyBase
(http://dictybase.org/) (Chisholnet al.2006, Kreppelet al.2004). Son génome de 34Mb qui
se caractérise par une grande richesse en [A+P)) €8t composé de 6 chromosomes codant
environ 12.500 protéineBictyosteliumprésente une grande quantité des genes homolagues
ceux d’eucaryotes plus complexes. L'arbre phylotigoné qui s'appuie sur une analyse des
données génomiques et protéomiques associées nurrB. discoideumdiverge de la

branche animal-champignon apres la séparation lestigantes et les animaux, Figure 7.
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Figure 7 — Arbre phylogénétique qui placeDictyostelium discoideum aprés la séparation entre les plantes
et les animaux (Eichinger gt al. 2005).

1.3.3 Historique des lectines dan®ictyostelium discoideum

Un nombre trés limité de génes @dediscoideunsont annotés comme codants pour des

lectines. Ce sont des séquences codant pour desirtesricines présents dans 10 protéines
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CupA-J (Cup pour Calcium up-regulated genes) ou@RB de lectines de type C dans 2
protéines PDB_G0269040 et DDB_G028990%lles sont toutes trés peu caractérisées au
plan fonctionnel. Le geneomA code pour une protéine de la famille des comitimes
protéines impliquées dans le trafic intracellul@tgrésentant un domaine lectine (Juetcal.
1996). La comitine dB. discoideurna été purifiée et caractérisée (Stratford and Brb@85)

et un modele du domaine lectine complexé avec lenose a été proposé en utilisant la
similarité¢ avec la lectine de perce-neige (Baret al. 1999). Enfin, des lectines a

Gal/GalNAc, les discoidines, ont fait I'objet d’diort intérét au cours des années 70 et 80.

Le chercheur américain Steven Rosen démontra popireimiere fois dans sa thése de
doctorat (Université de Cornell, 1972) que lesutei deD. discoideumsont capables
d’agglutiner des érythrocytes de moutons lorsgselse différencient en I'absence de
nutriments. L’activité hémagglutinante spécifiquegaente rapidement au cours des 12 h
aprés une période de jelne (Rostral. 1973, Simpsonet al. 1974). Le groupe de Rosen et
Barondes a démontré ensuite que la protéine lékdrprésente a la surface Be discoideum
était constitué de deux lectines, les discoidines|l (Discl et Discll) (Frazieret al. 1975).
Ces protéines présentent des similarités maisdfi@tentes sur de nombreux points tels que
la mobilité électrophorétique, la composition eidas aminés, la dépendance au calcium, la
spécificité d’hémagglutination envers des érythtesyde différentes espéces et la distribution
spatio-temporelle lors du développement (TableaiAxander et al. 1983, Barondeset al.
1983, Berger and Armant 1982, Frazietral.1975).

DisclA Discll
Spécificité GalNAc>Galactose GalNA&alactose
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 biochiques des Discl et Discll.
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1.3.4 La discoidine |

La discoidine | (Discl) a d’abord été décrite comametétramere de sous-unités de 26 a
29.5 kDa, non-glycosylées et de point isoélectriGue (Frazier et al. 1975, Ishiguro and
Weeks 1978, Simpsoret al. 1974). Nos travaux ont démontré que la Discl fordes
trimeres. L'analyse génomique a démontré que lodige | est en fait codée par une famille
de plusieurs genes qui résultent en trois isoforpms la protéine (Poaoleet al. 1981,
Rowekamp et al. 1980, Tsanget al.1981) qui sont appelées chaines A B/C et D (Fig)re
(P02886, P02887 et P02288 dans Uniprot). Les ségaeyunt trés similaires avec I'isoforme
A présentant 96 et 97% d’identité (4 et 3 acidegamdifférents) avec les isoformes C et D
(seule l'isoforme A sera décrite par la suite). genes codant pour des protéines similaires

(discoidinel-like) ont également été identifiés.
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Figure 8 — Alignement de séquences des trois isofiees de Discl (dscA, dscC et dscD) et des deux
protéines Discl-like, DD7-like et DD7-1. Les séquees de la Discll (dscE) et une protéine similairadéc-

like) sont également représentées.
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La présence d'une deuxieme copie des trois génkesdigcoidine | a été observée dans
les souches AX3 et AX4 de. discoideun{dictyBase). La Discl est constituée de 253 acides
aminés avec une masse moléculaire théorique de8ZB25 un point isoélectrique de 6,2.
Deux domaines ont été identifiés : le domalwerminal (1-152), correspond au domaine
discoidine couramment appelé domaine « discoittim-h (Kiedzierskaet al. 2007), suivi
d’'un domaine lectin€-terminal (157-253) appartenant aux lectines de tfgSanchezet al.

2006). Les caractéristiques de ces deux domaimesiszutées ci-dessous.

La localisation et la régulation de I'expressional®iscl ont été trés étudiées, alors que
la fonction biologique n’est pas encore clairen@ntidée. Sa production n'apparait que dans
les cellules cohésives, un phénotype induit enpstopl’alimentation des cellules végétatives
(Barondeset al, 1983). Discl commence a étre produite entre B2eh apres l'induction et
s’accumule dans les cellules du manteau de la éreade la tige du corps fructifere (Cooper
and Barondes 1984, Fukuzawa and Ochiai 1993). ké&sgion des génes codant pour Discl
est régulée de maniére positive durant I'agrégdfimvine et al. 1982, Ma and Firtel 1978).

Les études au niveau du transcriptome montre qARN messager de la Discl est
présent avec une fréquence de moins d’'une copieggg@e durant la phase végétative et
augmente de 500-1000 fois pendant les premiereeheie développement (Rowekanep
al. 1980). Il est également possible d’induire la piditbn de Discl durant la phase végétative
en traitant les cultures avec des facteurs prodsSigécrétés parictyosteliumcomme le CMF
(« conditioned medium factor ») (Jaiet al. 1992) ou le PSF ( « pre-starvation factor »)
(Clarke et al. 1987). Un réseau de régulation complexe impliquame répression par
’AMPc et une induction en deux étapes, d’abord IpalPSF, puis par le CMF a été mis en
évidence (Bluschet al. 1995). L'expression des genes de la discoidint luéBsée comme

marqueur du développement précoce dbieryostelium(Strmeckj et al.2007).

Il a été proposé que Discl soit impliquée dansrt@ssus de reconnaissance cellule-
cellule (Cano and Pestana 1984) ou dans la recssaraie cellule-substrat (Springet al.
1984). Les premiéres études ont proposé que lindesbit concentrée dans des corps
multilamellaires qui serviraient a son exportat{@arondeset al. 1985). La localisation a la
surface des cellules cohésives est contrevers@mgEnd Whitaker 1983). Il s’agit d’une
protéine cytoplasmique qui est nécessaire au reaintie la morphologie allongée qui
correspond au phénotype agrégatif (Alexanderal. 1992). Les études sur des mutants de
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délétion n'ont pas montré de défaut d’agrégatiomsries cellules perdent leur mobilité sur
des surfaces plastiques (Alexandsral. 1983, Springeret al.1984).

La Discl agglutine tres efficacement les érythresytle lapin, et dans une moindre
mesure ceux de mouton (Fraziet al. 1975). Cette agglutination est inhibée par des
monosaccharides ayant une configuratiogdbacto tels que le D-galactose, D-fucose, D-
GalNAc ainsi que par les disaccharides contenant une Drgalactose tels que le lactose et
le mellibiose. Le GalNAc est le monosaccharide spulie le plus fortement a la discoidin 1.
Le L-fucose et le D-glucose présentent un faibleepiel d’inhibition. L'interaction entre la
lectine et les glucides nécessite la présence l'lmmalents, avec une préférence pour le
calcium dans les interactions in vitro (Alexander al. 1983). La recherche de récepteurs
endogenes ou exogenes pour la discoidine | n'apasé de résultats clairs. Pour le domaine
lectine, GalNAc-dépendant, plusieurs glycoprotéimesD. discoideumagissent comme
récepteurs pour Discl (Breuer and Siu 1981, Coaper Barondes 1984, Ragt al. 1979).
Une comparaison avelolysphondylium pallidumun autre dictyostélide, suggére une
spécificité d'espece pour ces récepteurs (Reithermg al. 1975). Des polysaccharides
bactériens extraits descherichia coliet Klebsiella aerogenesitilisés comme proies pour les
cultures d’amibes, ont aussi la capacité d’étremaas par la lectine (Coopeat al.1983). Le
domaine RGD présent dans le domaine discoidin Dfjue également la possibilité d’'une
liaison indépendante du domaine lectine avec ueptéar spécifique de ce motif (Gahias
al. 1985).

1.3.5 La discoidine Il

Les premiéres études sur la discoidine Il (Dis€bht décrite comme relativement
similaire a Discl puisque sous la forme d’'un téaende sous-unités de 23 kDa (Frgzetr
al. 1975), et présentant des similarités de séquences/eau des peptides tryptiques (Berger
and Armant 1982). Cependant des différences clairgsété observées : la discoidine Il
reconnait le galactose avec la méme affinité queGHWNAC et cette interaction est
indépendante du calcium (Alexandet al. 1983). Discll est codée par un seul géne qui a été
caractérisé en 1996 (Fukuzawa and Ochiai 1996)sdcquence peptidique résultant de la
traduction comporte 257 acides aminés pour un poidieculaire de 28575 Da et un point

isoélectrique de 6,65. Discl et Discll ont seuletné8% d’identité de séquence mais elles
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partagent la méme organisation en domaine, ave®%ndomaine en N-terminal et un

domaine H-type lectine en C-terminal.

Les informations sur la distribution spatio-templerela régulation et la fonction
biologique de Discll sont beaucoup plus limitées qalles disponibles pour Discl. Discll est
également caractéristique des cellules cohésivés ella exprimée un peu plus tardivement
gue Discl et semble s’accumuler dans les vésiclésspréspores (Barondest al. 1983,
Cooper and Barondes 1984, Fukuzawa and Ochiai 1998)s ces veésicules, Discll se
fixerait spécifiguement a des polysaccharides got s constituants majeurs de la paroi des

spores (Coopeet al.1983).

1.3.6 Le domaine DS

A la suite du séquencage de la Discl (Ppeleal. 1981), le motif formé par les 150
premiers acides aminés a éteé retrouvé dans un g@nbre de protéines (Kiedziersks al.
2007). Ce domaine est retrouvé sous les noms daidendiscoidin-like, motif discoidine,
FAAAS58C ou F5/8C. Il a été détecté seul, ou en titp@ tandem, dans de nombreuses
protéines telles que des facteurs de coagulatiemedzymes, des récepteurs et des protéines
impliquées dans le développement neuronal (Baumgagt al. 1998, Vogel 1999), Figure 9.

Le réle biologique de ce domaine est basé sur agsciés d’interactions avec une variété
d’autres molécules telles que les facteurs de smore, les collagénes, les lipides et
phospholipides, et certains glucides.
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Factor V, VIII
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MFG-E8, BA46,
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Figure 9 — Schéma représentatif de quelues protés a domaine DS. Abréviations F-A, domaine des
facteurs V et VIII; CBP, carboxypeptidase; EGF, fa¢eur de croissance épidermique; TK, tyrosine kinase
A5, homologue de 'antigéne A5; Ig, immunoglobulineLamG, laminin-G; FIB, fibronectin-like; CUB,
complément binding; et MAM, meprin/A5/PTPmu. (Vogel1999).

Les domaines DS peuvent appartenir a la régionaextulaire de protéines
transmembranaires comme les récepteurs a domaic@dine (DDRs) qui appartiennent a la
famille des récepteurs tyrosine kinases activésl@arollagene (Curatet al. 2001). Les
neuropilines et la neurexine V sont ancrées dasmsrlembranes et jouent un réle dans le
développement du systeme nerveux (Palesl. 1997, Sokeret al. 1998). Les domaines DS
ont également été identifiés dans des protéinesulaintes telles que les facteurs de
coagulation V et VIII qui lient les phospholipidesla surface des plaquettes sanguines
(Fuentes-Prigret al. 2002). Plus récemment, la structure cristallogigueh de la lectine
d’anguille (AAA) complexée avec le fucose a peruafiglentifier des similarités structurales
avec les domaines DS (Bianchet al. 2002). Cette famille, appelée lectine de type-F es
présente chez d’autres poissons et autres eucayoiE chez certains procaryotes (Vasta
al. 2004).
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La premiere structure cristallographique d’'un domaDS est celle de la galactose
oxydase (Itpet al.1991). Depuis un grand nombre de domaines DS eéstdu (facteurs de
coagulation, neuropilins...). Le repliement DS cotesisn 8 bring3 formant un tonnea(
compact. Les parties N- et C-terminales sont a dew extrémités du tonneau, alors que
l'autre extrémité présente trois boucles varialjgisforment la surface de reconnaissance de
ligand. Ces domaines apparaissent étre monomerigaat pour la lectine d’anguille AAA
ou les trois domaines DS s’associent en trimémrédentent les trois sites a fucose sur une
méme face (Biancheet al.2002) (Figure 10).

Figure 10 — Repliement général du monomere du faaieV (FVa - C2) (PDB 1CZT) (Macedo-Ribeiro, et
al. 1999) (a gauche) et du trimere de la lectine Ade Anguilla anguilla complexée au fucose (PDB 1K12)
(Bianchet, et al. 2002) (a droite).

1.3.7 Le domaine lectine C-terminal et la famille de typeH

1.3.7.1Lectines de la famille H

La fonction du domaine C-terminal n'a été idengfgue récemment, lors du clonage de
la lectine du coraiBinularia lochmode$Jimbq et al. 2005). La structure cristallographique
de la lectine de I'escargételix pomatia(HPA) a ensuite permis de définir ce nouveau type
de lectine a Gal/GalNAc, appelée lectine de tyd&ahchezet al.2006).

La recherche d’autres séquences similaires auxoidises peut étre réalisée, par
exemple avec le programme Blast (Altsghatlal.1990). En supplément des lectines de corall
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(SLL-2a, SLL-2b et SLL-2c), d’escargoktelix pomatia(HPA) etCepaea hortensi€CPA),

on peut identifier des séquences fongiques. Detipas hypothétigues des champignons
Gibberella zeadXP_388374) et une autre protéine@eprinopsis cineregXP_001838808)
présentent 3 domaines lectine de type H répétéss€rv.Walti, ETH Zirich 2008). Un

alignement des séquences de lectines de typerdmésenté dans la Figure 11.

BA

—_— —_—
HPA IVQSGKIDCGNDA( ZSDDPGRDNTRE 101
057583 S AQTGEIDCGSDSEWPKD},SDNPNRDNTREL 100
CH-IIL HAQTGEIDYGSDS -~ SDDPNKDRTREL 100
SLL-2a A LIHVSRCEMGTS HRCWREC- ———— DTSSDE 94
SLL-2b AL IHVSRCEMGTS)HRCWSRBC—~——~ DTSSDE 94
SLL-2c¢ ELTAVSRCVMGSS HYCW5SQC—--—-~ DTSSDE 94
disco 1 QPVQSSVTQVGADIYTGDNCALNTGSGKREVVV 253
disco_2 [iSYSNPSVQVGEVEIGDRS--LNSGTGSRTIVR 257

X X

Figure 11 — Alignement des séquences Hielix pomatia (structure cristallographique HPA et déposition
uniprot Q575S3), de la lectine d’escargafepaea hortensis (CHP-II), des trois isoformes de la lectine de
corail Sinularia lochmodes (SLL-2a, SLL-2b et SLL-2c).

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

Des travaux récents ont permis d’établir I'implioatde lectines dans la symbiose qui
réunit plusieurs especes de coraux mous avec gessalinicellulaires dinoflagellées (Fenton-
Navarrq et al. 2003, Koike et al. 2004, Wood-Charlsqret al. 2006). Cette association est
nécessaire a la survie du corail et la perte dgu&entraine le « blanchiment » des récifs et
leur mort. Le coraiBinularia lochmodeproduit une lectine a galactose que I'on retroule a
surface des cellules &&/mbiodiniuribérées du corail, Figure 12 (Jimbet al. 2000). Cette
lectine présente trois isoformes la SLL-2a, la S et la SLL-2c qui peuvent reconnaitre

spécifiguement les sucres D-galactose et N-acBtgalactosamine (Jimbet al.2000).

Figure 12 — Le corailSinularia lochmodes.
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L’analyse de la séquence protéique de SLL-2 a dééhame forte similarité avec le
domaine C-terminal des discoidines de I'aniibetyosteliumdiscoideum(33%) (Jimboet al.
2005). Lorsque la séquence de la lectine HPA asétfuencée, il est apparu qu'elle
appartenait a la méme famille en termes de sin@lale séquence. Une nouvelle famille de

lectine, les lectines de type-H, a donc été défi@anchezet al.2006).

1.3.7.3La lectine HPA deHélix pomatia

A la fin des années 1960, une lectine a été déctmuehez I'escargot de bourgogne
Helix pomatiade laclasse de§astropoda phylum Mollus¢digure 13(Prokopet al. 1968)
alors que les propriétés agglutinantes d’extratdadglande a albumen de I'escargot était
connues dés la fin du '¥9°siécle (Camus 1899). Cette lectine représente @prbtéines de
cette glande qui appartient au systeme de reprioducke I'escargot et produit le fluide
perivitellin qui entoure les oeufs. Sa caractégisti principale est d’agglutiner spécifiquement
les érythrocytes du groupe sanguin A, d’ou viemt som deHelix Pomatia« Agglutinin »
(HPA) (Hammarstrom and Kabat 1971). Le rble bicdpg de HPA n’est pas encore tres bien
connu mais les études précédentes suggerent quepdi¥aient servir de protection aux

ceufs, en agglutinant les éventuels microorganigrati®genes.

Des nombreuses études ont montré la spécificitélldA pour le résidu N-acétyl-
galactosamine (GalNAc). Par des tests d’inhibitida la réaction d’agglutination des
erythrocytes du groupe A, les chercheurs ont maqietle méthyk-D-GalNAc interagit de
facon efficace avec HPA (Hammarstrom and Kabat 19C& résidu est bien présent dans
I'épitope glucidique du groupe sanguin A : GalNAe3[Fual-2]GaBl-R. Le ligand de plus
forte affinité est une pentasaccharide, I'antigetee Forssman (GalNAr-3GalNA@1-
3Galal1,4Gap1-4GlIc) (Bakeret al.1983).

Figure 13 — EscargoHelix pomatia (HPA). La lectine HPA est localisée principalementlans le systéeme

reproducteur de cet escargot (Camus 1899), figuresue de Nature Photo-CZ.
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HPA est une protéine actuellement largement udligh histopathologie comme
marqueur spécifigue de certains cancers. En dieprocessus tumoral entraine tout un
ensemble de modifications dans I'expression desgenhces déréglements peuvent avoir une
influence sur les motifs oligosaccharidiques pogiés les protéines (Dennigst al. 1999).
HPA se lie spécifiquement a la surface des celldiesancer du sein et du colon a haut
pouvoir métastatique et représente donc un ingmétancérologie (Brooks 2000, Mitchell
and Schumacher 1999). Cette protéine est utilispble la détection rapide des cellules
métastasiques dans les biopsies, ou les échaantilururgicaux ou méme comme vecteur de
médicament. Cependant, des différentes étudesééaliavec cette lectine ont constaté une
variabilité dans les résultats selon la méthodéotismique utilisée. Cette variabilité est
attribuable en partie a des variations dans les ¢t HPA obtenus a partir d’extraits
d’escargots, ce qui pose des problemes de puregpretductibilité. L'absence de procédure
standardisée a limité I'intérét de l'utilisation dette lectine comme outil d’'investigation en

routine en oncologie (Brookst al.1996).

La structure cristallographique de la lectine HP&t@obtenue dans notre laboratoire au
CERMAV (Sanchegzet al.2006). Les monomeres de 13 kDa sont constituéede feuillets
B et s’associent dans un arrangement trimériquehé&kamere fonctionnel est formé de la
jonction de deux trimeres par de ponts disulfules. structure cristalline de HPA en
complexe avec le GalNAc a également été résolugur€&il4. Les sites de liaison, a
I'interface des monomeéres, sont localisés sur éex daces opposées de I'hexameére formées

par la lectine.

La structure de HPA a également été résolue en leampvec deux épitopes présents
sur certaines cellules cancéreuses: l'antigéne (GalNAca-O-Ser/Thr) et l'antigéne
Forssman dGalNAcl1-3GalNAc). Les structures des différents pteres montrent que la
spécificité de cette lectine pour GalNAc est dumaéseau particulier de liaisons hydrogenes
(Lescar et al.2007).
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Figure 14 — A) Représentation d’'un trimére de lectie deHelix pomatia (HPA) en complexe avec N-

acétylgalactosamine (GalNAc) B) représentation dute de liaison d’'HPA avec le GalNAc. La sphére

rouge représente une molécule d’eau et le ligand &NAC) est représenté par des batonnets jaunes.
(Sanchezgt al. 2006). C) Hexameére du complexe HPA-antigéne Tn @BNAca-O-Ser/Thr).

1.4 Objectifs de I'étude

Le développement d'outils biotechnologiques pous @pplications thérapeutiques
devient d’'un grand intérét. Notamment, aujourd’taitechniqgue de marquage spécifique en
histopathologie peut apporter des progres impataains la lutte contre le cancer. Cette
approche regroupe différentes stratégies qui sepanexemple a I'identification rapide du
caractére meétastatique de cellules cancéreusess Bancontexte, I'étude structurale et
fonctionnelle de lectines considérées comme d’éxaesl modéles pour la compréhension de
la reconnaissance protéine—sucre offrent d’imptetgarperspectives pour les applications

biotechnologiques comme rechercher, diagnostigiesttsoigner les cancers.
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La lectine HPA d’escargadtelix pomatiareprésente un marqueur capable de cibler
spécifiqguement les cellules tumorales a caractéeétastatique. Cependant, la variabilité
observée dans les résultats selon la méthode histope utilisée limite lintérét de
I'utilisation de cette lectine comme outil d’'invggttion en routine en oncologie (Brogkst
al. 1996). Le manque de reproductibilité de certairgrquages peut étre attribué aux
variations dans les lots de HPA, qui sont obtenupagir d’extraits d’escargots. Au
laboratoire, des contaminations de HPA par desurdtanc) et par des protéines humaines
ont été observées. De plus, I'analyse électropigr@tmontre la présence de plusieurs iso-
lectines sur les gels. Pour d’'une part résoudrpriasiemes de pureté et de reproductibilité, et
d’autre part obtenir des quantités suffisantes aeémes pour s’approcher d’'un outil de
diagnostic, il est nécessaire d’utiliser une appeode production en systeme hétérologue. Le
gene codant pour HPA a pu étre cloné (Sancéeal. 2006), mais a ce jour aucune équipe
n'a réussi a produire la protéine HPA sous formmmebinante malgré de nombreux essais
dansEscherichia coliet Pichia pastoris L'utilisation des lectines similaires présentessl
d’autres organismes est donc d’'un grand intérétasirésoudre les problemes constatés chez
HPA. Les discoidines (Discl et Discll) de I'amilactyostelium discoideurprésentent des
similarités suffisantes dans leur région C-terménabur étre de bonnes candidates pour une
approche d’ingénierie protéique afin de mimer lexppétés de HPA en outil diagnostic.

Le but principal de cette these est I'étude derlacture et de la fonction des lectines a
Gal/GalNAc : les discoidines de I'amib®ictyostelium discoideumen utilisant la
cristallographie aux rayons X, la microcaloriméteteles analyses par « Puces a sucres ». I
s'agit également d’évaluer les similarités et ld&knces entre les discoidines et la lectine
HPA. L'étude de discoidines permet aussi une me#lecompréhension de leur réle
biologique dans la vie de I'amild@ictyostelium discoideurétant donné que cette amibe est

utilisée comme organisme modeéle en diverses expétations biologiques.
Cette thése comprend donc quatre objectifs pringipa

- Mettre au point I'expression et la purificatioasdlectines Discl et Discll chéz coli
suite au clonage des genes afin d’obtenir les preé&ecombinantes et de les purifier par des

techniques de chromatographie classiques.
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- Evaluer leur affinité et leur spécificité pourffdrents mono et oligosaccharides par
Microcalorimétrie isotherme de titration et partifisation de « Puces a sucres ».

- Cristalliser et déterminer leur structure 3-Dnafi’obtenir les premieres structures
cristallographiques de lectines de 'amDietyostelium discoideuntCeci permettra d’obtenir
de nouvelles structures de lectines de la familletyghe H pour lesquelles seule la lectine
HPA est connue. Dans un premier tempss’agira de cristalliser Disc |l sauvage et atesu
de cristalliser les deux lectines sous forme recgoarties native et complexées avec des

monosaccharides.

- Enfin, établir les similarités et les différencas niveau structural, de spécificité et
d’affinité entre les discoidines et la lectine HPA.

L’étude de ces deux lectines présentes chez l'angibiscl et Discll) et leurs
caractérisations biochimiques structurales fountirdes informations sur les interactions
protéines-sucres nécessaires pour comprendre legnimimes d'action, de reconnaissance, de
spécificité et d’affinité a niveau moléculaire. Aup long terme, ces deux lectines produites
sous forme recombinante pourront étre testées lpauicapacité a reconnaitre les glycannes
portés par une tumeur cancérogene. Ainsi les noadidins de structure des résidus
glycanigues membranaires induites par le développémun cancer pourraient étre mieux

étudiées et possiblement donner naissance a deisvanti-cancer.

Etudes structure-fonction de lectines (Discl ettD)sde Dictyostelium discoideum 45






Les outils de I'étude de

I'Interaction lectine-sucre
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2 Les outils de I'étude de l'interaction lectine-suoce

A I'heure actuelle, il existe plusieurs techniquespérimentales qui permettent
d’évaluer les interactions lectine-sucre. Certamesurent la capacité des lectines a inhiber, a
réticuler ou a agréger les sucres. D’'autres mesueespécificité et/ou l'affinité de ces

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

Parmi les techniques les plus utilisées, nous pmaivoiter: le test d’inhibition
d’hémagglutination (HIA, Hemagglutination InhibiticAssay), le test par une lectine liée a
une enzyme (ELLA, Enzyme-Linked Lectin Assay), lacmocalorimétrie par titrage
isotherme (ITC, Isothermal Titration Microcalorim@t la résonance plasmonique de surface
(SPR, Surface Plasmon Resonance), les analysgaupara sucre et la cristallographie des
protéines au rayon X qui permet une investigatidmnucturale des lectines. La
complémentarité de ces techniques permettra ddducile role biologique et le

fonctionnement des lectines a un niveau moléculaire

2.1 Test d’hémagglutination

La mesure d’activité hémagglutinante est le tesplles simple et le plus largement
utilisé pour la détection des lectines et leur ciérésation (Goldsteinet al. 1980, Rudiger
1993). Il est baseé sur la propriété de ces pratéiledier des glycoconjugués de la surface des
érythrocytes. Ce test repose sur l'observation 'dgglutination (ou agrégation) des
érythrocytes par les lectines visible a I'ceil nwsdorme d’'une phase gélatineuse et sur la
détermination du point d’équivalence qui est laggariration minimale de lectine montrant
une agglutination évidente, Figure 15. Les érytyex de plusieurs mammiferes sont parmi

les plus utilisées (humain, lapin, mouton, porc,.ex.

L’activité hémagglutinante des lectines Discl es@i sauvages ou recombinantes a été
réalisée dans des microplaques de titration. Neassafait deux dilutions en série. 25 pL de
tampon Tris 100 mM pH 7,6, NaCl 150 mM ont été gtaaans chaque puits de la
microplaque, puis 25 pL des lectines (1 mg/mL) &t ajoutés dans le premier puits. Une
double dilution en série a été réalisée jusqu'dli®uits. Ensuite, 25 pL de la suspension
d’érythrocytes a 2 % en solution saline de NaCl 188 sont ajoutés a chaque puits,
mélangés et incubés a°3C pendant 30 minutes. La lecture de l'activité adggiutinante est

réalisée aprés 30 minutes d’incubation et apréseiiPes a température ambiante.
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Contrdle

Les puits agglutinés

Dilution ——p Les puits non agglutinés
Figure 15 — Le test d’hémagglutination sur microplgue de titration.

En présence d’'un ligand soluble, 'hémagglutinap@ut étre entierement inhibée et la
concentration minimale du ligand qui empéche I'héghatination est mesurée et donne le
potentiel d’'inhibition du ligand. Ce dernier esngéalement dépendant de variables telles que
la source et I'dge des érythrocytes. Le test diitioin d’hémagglutination est un test rapide
et simple qui permet d’évaluer les ligands soluldesdacon comparative, donnant un ordre
approximatif d'avidité.

2.2 La calorimétrie isotherme de titration (ITC)

Depuis 1977, la microcalorimétrie isotherme datitm (ITC) occupe une place de plus
en plus importante en biologie. Elle permet I'étdés interactions entre les protéines et leurs
ligands qui peuvent étre : d’autres protéines, glesides, des acides nucléiques, etc... Elle
permet d’obtenir tous les paramétres thermodynassiqraractérisant 'interaction en une
seule expérience. Il est en effet possible de neesiirde calculer la constante d’affinité (Ka),
la stoechiométrie d'interaction (n), la variatiorertthalpie libre AG, l'entropie AS et
I'enthalpie AH).

2.2.1 Principe de la microcalorimétrie isotherme de titraion

Le microcalorimétre contient deux cellules isoléesl’environnement externe par une
enceinte adiabatique qui est maintenue a températunstante (25 °C) pendant le temps de la
titration. Une cellule de référence contient du gjamou de I'eau uniquement. La solution
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contenant la protéine est placée dans une deuxgathde, dite cellule de travail ou de
mesure. Dans la Figure 16, nous pouvons voir ynreésentation de I'appareil.

Tampon + protéine

Cellule de référence Cellule de travail
Temp érature constante entre Les
deuz cellules

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

Cette méthode fonctionne par la mesure d’'un dégagemu d'une absorption de
chaleur (réaction exothermique ou endothermiquspegtivement) pendant la saturation
d’'une protéine par un ligand. En général, la lectst placée dans la cellule de mesure sous
agitation continue et le sucre y est ajouté a watéx régulier a I'aide d’'une seringue de 300
pUL par une série de 30 injections espacées d’un desyffisant (3-10 mn). A chaque
injection, l'interaction entre les deux moléculéacsompagne d’'un dégagement ou d’'une
absorption de chaleur qui entraine une variatioladempérature de la cellule de travail. Afin
de rééquilibrer la température entre les deux lesljul’appareil appligue une puissance

électrique et c’est ce signal qui est mesuré parideocalorimetre.

Au début de la titration, la protéine est prognessient saturée par le ligand et, dans le
cas d'une réaction exothermique, des quantités maleles de chaleur sont dégagées indiquant
la formation du complexe protéine-ligand. La vaoiatde température du milieu permet d’en
déduire la quantité de chaleur échangée. En firédetion, tous les sites de liaison sont déja
occupés et chaque nouvel ajout de ligand a commle senséquence sa dilution dans la

cellule de travail. L’énergie pcal/sec est enregesten fonction du temps puis intégrée. La
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variation d’enthalphie de la liaisonH (kcal/mol); la constante d’'association, Kat\et la
stoechiométrie d’interaction (n) qui indique le nme de sites de liaison par monomere de la
protéine peuvent étre déterminées par ajustagéésuiation d’échange de chaleur (plusieurs
modele mathématiques possibles suivant le nombrsitdela coopérativité...) (Dam and
Brewer 2002). Les autres parameétres thermodynamidas variations d’entropieA§) et

d’énergie libre AG) peuvent étre déduits des relations:
AG = —RT In K,
AG=AH-TAS

ou T est la température absolue en Kelvin et Rtstnte des gaz parfaits, 8.314 Jhiof-
La forme de la courbe intégrée est fonction deolacentration en lectine et en sucre et de la

constante d'association du complexe (Figure 17).

Fin de la titration

Tous les sites de liaison sont occupés et chaqueet
ajout de ligand avec comme conséquence sa dil

Time (min) dans la cellule de mesure
0 30 60 90 12‘)
’ T y T T T T TV ! J I T v
0 __r 1 A -
FTErecTaTt N Afinite
Enthalpie
—ad i
§ 3.0 - 8
= ~
3 4 M ]
=1 Point équivalent S Stoechiométrie
-8 -
La chaleur dégagée dimini v
60 - a chaque injection _ 101 . : _ : . : . .
1 0.0 05 1.0 1.5 2.0
Début de la titration Rapport Molaire

Toutes les molécules de ligand se fixent &
protéine. La protéine n’est pas saturée.

Figure 17 — Courbe brute et courbe du titrage d’'unvP-ITC. (A) Energie enregistrée en fonction
du temps. (B) Courbe de la chaleur totale libéréenefonction de la concentration totale en
ligand; calculée a partir de la courbe A.

Les systémes biologiques ont tendance a avoir rimela plus basse possible.

L’enthalpie AH tend a étre négative. La réaction est spontamg&gueAG est négatif. Cette
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énergie est en fait la résultante de deux contdbst énergétiques: I'enthalpiaH et
I'entropie AS (kcal/mol). D’'un point de vue thermodynamiquectmstante d’affinité Ka est
fonction de I'énergie libre de l'interaction, plastte constante est grande, plus I'affinité du

ligand pour la protéine est forte.

La contribution enthalpique refléte la force deteliactions qui maintiennent le ligand
avec la protéine et avec le solvant. Ces liaisams grincipalement dues a la formation de
liaisons hydrogenes et aux interactions de Van \Waals. Une enthalpie d’interaction
favorable requiert un placement correct des grodpeseurs et accepteurs d’électrons dans
le site de fixation. Pour la protéine comme pouligand, ce sont des groupements polaires
qui interviennent dans ce type d’interaction et kenthalpie de désolvatation est défavorable.

Ces deux processus doivent étre considérés pouonitoml’enthalpie globale de la réaction.

Les principaux avantages de la méthode microcaérienisotherme de titration sont
I'efficacité et la capacité a fournir tous les paédres thermodynamiques d’une interaction.
L'ITC est également devenue une des méthodes fagopour déterminer la constante
d’association d’'une interaction (Ka). C’est pourgalle a vu son utilisation augmentée de
facon considérable depuis son introduction comrakycau début des années 90, dans les
études d’interactions entre les biomolécules et ligand comme les interactions lectine-
sucre. L'inconvénient majeur de cette techniquege&tlle nécessite une forte quantité de
protéine et ligand, allant jusqu’a plusieurs mitimnmes.

2.3 Les puces a sucres

Les puces a sucres sont dérivées de la technalog@gique standard. Elles offrent la
possibilité de réaliser des analyses en paralléleis grand nombre d’oligosaccharides. Les
puces a sucres permettent de déterminer la sptkifies protéines qui se lient a des
oligosaccharides, tels que les lectines (Blettal. 2004). Cette technique, ou le grand intérét

est la miniaturisation et la rapidité de I'analystljse peu de protéine.

Les puce a sucres ont été développées par le «ofions for Functional Glycomics »
(CFG ; http://www.functionalglycomics.org), fondérple « National institute of General
Medical Sciences ». Le Consortium a mis au poistalgils comme le « Glycan array » et le
« Printed array », en francais « array » signifeseau ordonné. lls se différencient

principalement sur la méthode de fixation des |udpans les deux cas, les lectines doivent
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étre soit marquées par un composé fluorescent coiesa Fluor® 488—TFP (carboxylic
acid, 2,3,5,6 tetrafluorophenyl), soit fournies@ue anticorps.

2.3.1 Glycan array

Le « Glycan array » est basé sur le principe ELI&Azyme-linked immunosorbent
assay qui a été miniaturisé. Cette technique comprend gamme d’oligosaccharides
biotinylés fixés par un bras espaceur sur des plgle 96 a 384 puits, recouvertes de

streptavidine, Figure 18.

Lectine

Dﬁiss-ipuim R didadedddd A S NHE NN NNENDY

......

Figure 18 — Principe du Glycan array.

2.3.2 Printed array

Le «Printed array » utilise une bibliotheque djobaccharides qui comporte
aujourd’hui plus de 40 structures diverses présesite les parois cellulaires et représente les
structures glycaniques importantes des glycopreteiet des glycolipides. Des plaques de
verre sont fonctionnalisées avec du N58 hydroxyisuidine (NHS) capable de se lier de
maniére covalente avec des glycocongugés préalehteaouplés a un groupement amine
(Blixt, et al.2004) (Figure 19).
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DIVERSE AMINO-FUNCTIONAL COVALENT MICROARRAY LECTIN STAINING
COMPOUND LIBRARY PRINTING

Galactosides NHS-activated
NH, glass surface
e
Blood groups  (NEESNWg + E‘iN_OW/\/?":
NH,
Ganglioside mimics Labeled
NH, Lectin or

O-glycans N SNH
2

2° anti bOdy B ‘ @
BT =

D . NWNEERTTE |
GlycoprOteins \/\NHQ i | |\| ‘ l ‘\l‘ u) \|’||ﬂ|| \||"'|!”|M’H ‘ || J ool

AEREREER]

Stable amide bond

Figure 19 — Principe des Printed Arrays (figure isse de (Blixt et al. 2004). La méthode permet
de tester un trés grand nombre d’oligosaccharidesdéns notre cas 377) et exige seulement 0,1-2
Kg de lectine pour obtenir un signal optimal.

2.4 DLS : Diffusion dynamique de la lumiére

La diffusion de la lumiére est une technique tréisgante pour caractériser les especes
macromoléculaires. Elle permet la détermination rdembreuses informations sur les
particules diffusantes, telles que: la présence nmm d'agrégats, la polydispersité,
’'homogénéité, la taille des particules en solutiett... C’est une technique trés efficace,

rapide, précise, simple a réaliser ou I'échantitlent étre récupére.

Les particules en solution présentent un mouverakiattoire (mouvement Brownien)
qui est lent pour les grosses particules et rapme les petites. La quantification de leur
vitesse de diffusion par DLS permet ainsi d'en d¢édeur rayon hydrodynamique (grandeur

qui dépend notamment de leur masse et de leur jorme

La distribution de la taille est obtenue a partimgé mesure de la vitesse de fluctuation
de la lumiere réfléchie a un angle donné par &tiqules dans la solution (178ans notre
cas avec « Zetasizer nano series » Malvern instit)miees résultats sont présentés par une
courbe de lintensité relative de la lumiere diffasen fonction du rayon hydrodynamique des

particules. Ce rayon est directement proportio@nia taille des particules en solution. Dans
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le cas des protéines, il permet ainsi d’éluciderr Istructure quaternaire. La forme des

molécules peut étre estimée quand la masse malécalzsolue est connue.

2.5 La cristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X permet de déteemsgpatialement la position de tous
les atomes d’'un cristal qui peut-étre d’'une molécirorganique tel un sel ou d'une
macromolécule biologique comme une protéine. Laiei20 montre les principales étapes

du processus de détermination de la structure 3s+ecprotéine par cristallographie.

Raffinement

Rayon X : Phasage Affinement 4 . b
N
‘ %
S5
Cristallogénése Clicheé de diffraction Carte de densité Structure 3D

électronique
Figure 20 — Etapes pour I'obtention de la structure3-D d'une protéine.

En 1934, les deux chercheurs Bernal et Crowfootgkimdont obtenu pour la premiéere
fois un cliché de diffraction a partir de cristadixne protéine : la pepsine. Ce fut les débuts
de la cristallographie des protéines aux rayonsuXdgpuis est devenue une technique phare
pour la détermination de la structure 3-D des jmet

2.5.1 La cristallogenése

La cristallisation est un processus d’ordinatioans lequel un cristal est formé par la
répétition dans I'espace d’'un objet : le motif @ikn (par exemple, un atome, un ion ou une
molécule) (Janin and Delepierre 1999). Ce phénonpe&ng se produire de fagcon naturelle
et/ou expérimentale. Durant le processus de disgtibn, les molécules en solution passent
d'un état liqguide désordonné a un état solide andoau elles s’organisent en un réseau
cristallin.

Pour avoir un bon cliché de diffraction, en regknérale les cristaux devront étre

réguliers avec des faces et formes bien défineeguc indique une haute pureté et perfection
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concernant les molécules qui composent les crisi@ucruix and Giégé 1992). Dans
beaucoup de cas, l'obtention d'un cristal de qualt une barriere pour la résolution de la

structure de certaines protéines (Geegbfal.2006).

La quantité de parameétres engageés rend le procdssursstallisation d’'une préparation
protéique différent de celui des petites molécules. effet, les protéines présentent une
importante flexibilité de conformation et une grandersatilité. Elles sont des structures
biologiques fragiles dont la stabilité dépend forémt de I'environnement immeédiat. En
conséquence, ces macromolécules sont plus senailblesonditions externes et une grande
guantité des variables doit étre contrélée afimahelre possible leur cristallisation. Parmi ces
parametres, nous pouvons citer : la pureté descwmlel la solubilité, la température, la
concentration, le pH, la force ionique, I'effet digers additifs, etc... (Bergfors 1999). Tous
ces éléments rendent difficile la cristallogenésergste une méthode empirique au succes

aléatoire.

Le processus de cristallisation peut étre divisér@s étapes : nucléation, croissance et
cessation de la croissance. Ces étapes sont degpraroim entre les facteurs
thermodynamiques (solubilité) et cinétiques (nuabiaet croissance cristalline). Lors de la
cristallisation, la solubilité de la macromolécutiminue jusqu'a atteindre ['état de
supersaturation qui est favorable a la formatioa kt croissance des cristaux, sans toutefois
tomber dans la zone de précipitation, Figure 21.

Concentrations
de la protéine 4

Zone de '
précipitation

Zone de

supersaturation

Zone de solubilité

Concentrations en
agent précipitant

Figure 21 — Diagramme de phase d'une protéine.

Il existe diverses techniques de cristallogeneselét utilisée dans notre laboratoire est

celle de la « goutte suspendue » basée sur lasdiffude vapeur illustrée sur la Figure 22
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(McPherson 1990). Une goutte formée du mélange gedtéine avec une solution contenant
des agents précipitants est placée sur une laaelerre et scellée au dessus d’'un réservoir
contenant un grand volume d’agents précipitantsudleme des gouttes est dgl 2n général

lors de nos tests de cristallisation.

Y Goutte avec la protéine + les agents précipitants
{lieu de formation du cristal)

h Graisse

P Eézervoir aver la solution concentrée

en agents précipitants

Figure 22 — Systéme de cristallisation par diffusio en phase gazeuse par goutte pendante.

L'équilibre s'établit entre la goutte et le résarpar diffusion des espéces volatiles (eau
ou solvants organiques) jusqu'a ce que la tenstomagieur soit la méme dans la goutte et
dans le réservoir. La goutte avec la protéine kst giluée que le réservoir, ce qui entraine
une augmentation de la concentration dans la ggatteévaporation d’eau. Cet équilibre
thermodynamique et cinétique engendre I'état desatwration. Il s’établit progressivement
en augmentant simultanément la concentration deprtatéine qui alors s’agglomere
spontanément. Si toutes les autres conditions fawdrables, par exemple le pH et la

température, des cristaux de protéine se formedors dans la goutte.

La recherche des conditions de cristallisationfextiee souvent par criblage de
nombreuses solution vendues en kits, tel que «&rgsreens Hampton Research » (Jancarik
and Kim 1991). De nos jours, les nombreux kits aisples et la robotisation permettent de
cribler trés rapidement un grand nombre de conttidifférentes avec peu de matériel,

augmentant ainsi les chances d'obtention de cxistau

Lors de I'étude de complexe molécule-ligand, il séxi deux techniques pour
I'introduction des ligands dans les cristaux : l&rempage » et la « co-cristallisation ». La
méthode de « trempage » consiste a baigner umlcniatif (protéine non complexée) dans
une solution contenant le ligand. Celui-ci doitfuer dans le cristal pour se fixer a la
protéine, en espérant que le site de fixationaiessible. La méthode de « co-cristallisation
» consiste a incuber la protéine avec le ligandtada réaliser les essais de cristallisations

afin qu’ils puissent interagir en solution sans tcaintes. Si la formation du complexe
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entraine des changements de conformation dansol@ipe qui empéche I'obtention de
cristaux dans les conditions natives, de nouveltegitions de cristallisation pourront étre

criblées pour le complexe par co-cristallisation.

Avant de soumettre les cristaux de protéines ayons X lors de la collecte de
données, ils sont congelés dans I'azote liquideddilimiter les effets dus aux dommages des
radiations. Le faisceau de rayons X engendre uauffdgment local du cristal et provoque la
formation de radicaux libres qui a leur tour endagent les molécules du cristal. La
propagation des radicaux libres dans le cristalr&sintie par sa congélation dans l'azote
liquide ce qui prolonge sa durée de vie. Les amstaont plongés auparavant dans une
solution cryoprotectrice (PEG, glycerol, huile nraléetc...) afin de prévenir la formation de

cristaux de glace qui les détruiraient (Garman Seltheider 1997).

2.5.2 La diffraction des rayons X par les cristaux

Un cristal est un objet périodique formé par laétépn a l'identique d’'un motif
géomeétrique dans les trois directions de I'espbaeelus petit volume translaté dans les trois
directions de I'espace qui permet de générer statrentier est appelée maille élémentaire.
Elle est définie par trois vecteuss, b et & non colinéaires et trois angles notéB,y, Figure
23. Chaque maille élémentaire peut étre remplacie ym ou plusieurs points dont
I'environnement est égal dans tout le cristal creamsi un réseau cristallin auquel un motif

structural est attaché (un ou plusieurs atomes).
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Figure 23 — A : Modéle d'un cristal a trois dimensbns. B : motif cristallin. C : maille élémentaire ¢

parameétres a trois dimensions.
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Il existe 14 types différents de maille élémentapeur décrire I'arrangement de points
en 3-D qui créent 14 réseaux appelés réseaux deaiBrarigure 24. Des opérations de
symétries (rotation au tour d’'un axe, inversiorrédtexion) peuvent étre appliquées ensuite
dans la maille. Elles appartiennent a un des 3RpgE® symeétriques qui combinés aux 14
réseaux de Bravais forment les 230 groupes d’egpaaeprésentent toutes les combinaisons
d’opérations de symétrie applicables au motif aliist.

Triclinique 4y =5 Monoclinique =%
azb=c a By +90° L ——
L\ \ 7\ a#b=zc A<
i ..,.. Orthorhombique  *#b+; vy
a= B =y =90°
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_, Tétragonale _, Hexagonale .. Rhombohedral
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i ok N
= ; i =
& a ? P a P N l
a il a
Cubique
b a= B = r\{ :90'::'
P h a L a F a a=bp=c
a a a :

Figure 24 — Réseaux de Bravais.

Vu que les protéines sont des molécules chiragssppérations de symétrie de type
réflexion et inversion ne peuvent exister dansdeauistaux ce qui réduit a 65 le nombre de
groupes d’espace possibles en cristallographie mtetéines. On définit ainsi l'unité
asymétrigque qui est le plus petit volume permettienteconstituer la maille par symétrie (par

exemple dans la Figure 23B l'unité asymeétrique camg une seule molécule d’alanine).

Lorsqu’un faisceau incident de rayons X étroit atgtiele est dirigé sur un cristal, il est
dévié par les électrons groupés autour de chaqueead l'intérieur de la maille du cristal ce
qui conduit a I'émission de faisceaux diffractésgléoutes les directions de l'espace, Figure

25A. Les bases mathématiques qui caractérisenbbegsus de diffraction ont été formulées
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principalement par Laue, Bragg et Ewald au débuk®i™ siécle. Sir Lawrence Bragg a
montré que la diffraction par un cristal pouvareétonsidérée comme la réflexion du faisceau
incident par une série de plans paralleles (lesspléticulaires du cristal), comme le ferait une
série de miroirs. Chaque ensemble de ces plandeggifié par les indices de Miller hkl. Les
rayons X réfléchis par des plans adjacents parobutes distances différentes et Bragg a
montré qu’un faisceau primaire de longueur d’'ond¢ (rappant I'ensemble de plans
paralleles d’indice hkl et de distance d’espacentgatavec un anglefj, sera réfléechi et
repartira selon le méme angl8),( Figure 25 B, seulement si la condition géométiq

suivante est rencontrée :
2d sinB = n\,

ou (n) est un entier. Si les rayons X frappenplass paralléles avec un angle qui ne satisfait
pas cette équation, les rayons adjacents serdraalés avec des phases différents donnants
lieux a des interférences destructrices. AinsiJesaant lorsque cette équation est satisfaite,
des interférences constructives se produisent agtddgionnent pour étre observées sur le
cliché de diffraction sous forme de tache de dititm ou réflexion. La position de chaque
tache se rapporte a une famille de plans rétiadadt est définie par ses indices de Miller.
Les clichés de diffraction sont une image du dristaieprésentent le réseau réciproque, défini
par les vecteurs a*, b* et c* perpendiculaires awecteurs b et c, a et c et a et b
respectivement et de longueur 1/a, 1/b et 1/cdéisrivent la position des ondes diffractées
tandis que I'espace réel décrit la position dematodans le cristal.
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A) B)

BC=CD=d.sin ©

C)
Réseau réciproque
L]
@
@
(-]
Faisceau
incident
OA=AP=1/A
s= 1/d
sinB= A/2d

Figure 25 — A : Faisceau incident de rayons X surrucristal ; B : Principe de la diffraction selon Bragg. C:
Construction d’Ewald.

La construction géométrique d’Ewald permet de \isaala diffraction dans I'espace
réciproque plutét que dans I'espace réel, Figur€.2% faisceau incident est placé sur le
diamétre d’'une sphere de rayoi.lle réseau réciproque représente le cristal ebsigine
est placée a I'endroit ou le faisceau incident ¢mele la sphere. Lorsqu’un point du réseau
réciproque rencontre la sphere d’Ewald, la loi dedg est respectée et il y a diffraction. Pour
une orientation du cristal donnée, seuls quelqumatp du réseau réciproque seront en
position de diffraction donc il faut faire tournlercristal pour que tous les points traversent la

sphére d’Ewald.

2.5.3 Indexation, intégration et mise a I'échelle du jeule données

Sur une ligne de lumiére d’'un synchrotron de tesse génération tel que 'European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF) a Grenobds, détecteurs électroniques de type CCD
sont capables d’enregistrer un grand nombre d'images un temps d’acquisition de l'ordre

de quelques minutes.
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L'intégration des données des clichés de diffracést réalisée en utilisant des logiciels
informatiques comme Mosflm (Leslie 1992). Les immg@alysées permettent d’attribuer a
chaque réflexion ses indices de Miller hkl et sotensité (I) associée avec une erreur
expérimentaledl). Les intensités sont corrigées, indexées et moges entre les réflexions
équivalentes par symétrie. Les amplitudes desdextde structure sont calculées a partir des
intensités. L'ensemble des images intégrées estarfiechelle afin de constituer un jeu de
données complet et homogene a l'aide de programimlesjue Scala (Collaborative
Computational Project Number 4 1994). Afin d’évalde qualité d’'un jeu de données
expérimental, il est important d’observer des pataes importants tels que: la complétude, la
multiplicité, le Rmerge et le rapport entre I'inséié d’une réflexion et son errewrl). De par
la présence d’opérations de symétrie dans le Gregtetaines réflexions sont reliées entre elle
par symétrie et sont équivalentes. Elles devraiemic avoir la méme intensité Et I'accord
entre ces réflexions est donné par le Rmerge. nfesmations nécessaires sur la distribution
de la densité électronique dans le cristal serontemues dans un nombre des réflexions
appelées réflexions uniques. La complétude estlecentage de réflexions uniqgue mesurées
et doit avoisiner au moins les 95% dans un bordgdonnées. Le rapport entre les réflexions
totales et les réflexions uniques donne la mudii@ique I'on cherche a maximiser pour avoir
les données les plus précises possible. La régplutiaximale d’'un jeu de donnée est

déterminée par la couche de résolution donnankal) (e 2 et ayant un Rmerge < 40%.

2.5.4 Facteur de structure et densité électronique

Chaque tache hkl du réseau réciproque représentende résultante de la somme des
diffractions contributives de tous les électronpafenant a la famille de plans réticulaires
gu’elle représente. La fonction mathématique garitd€ette onde est appelée le Facteur de
structure F§), aussi noté de k. Cette fonction peut étre calculée par la somme
infinitésimale de contributions de densité éledar de la maille cristalline par la formule

suivante:

F(3) = Fuw = J"[J'p(x’ y, Z)eZI'Ii(hx+ky+Iz) dv
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La densité électronique pour un point de coordonnées (X, y, z) dans lemel de la

maille (V) est la transformée de Fourier inversdatiieur de structurenkr

,O(X, Y, Z):Vl Z Fhkl e-2|'|i(hx+ky+|z)

hk,l

La densité électronique peut ainsi se représentes ka forme d’'une somme de termes
exponentiels complexes, décrivant chacun une otalgepse propageant dans la direction
d’un nceud du réseau réciproque. Chaque onde est&asée par son amplitude |Fhkl| qui est
proportionnelle a la racine carrée de [lintensitéesarée et par sa phas@n.
Malheureusement, les phases sont perdues au ceul&xpérience ce qui représente

probleme majeur en cristallographie.

2.5.5 Probleme des phases

Plusieurs méthodes ont été mises au point pouudésde probléeme de la perte des
phases. Elles utilisent toutes un outil trés imguaren cristallographie appelée la fonction de
Patterson P(u,v,w). Celle-ci est indépendante thesgs et dépend seulement des intensités
déterminées expérimentalement. C’est la transfordeéEourier des intensités. P(u,v,w) est
large quandp(x,y,z) et p(x+u, y+v, z+w) sont tous les deux larges donc quarv,w

représente un vecteur interatomique.
1 —27i (hu+kv+
P(u,v,w) ZVZZZ[FM]ZG 27i (hu+kv+Iw))
h k|

Une carte de Patterson est calculée ou les picespmmdent a tous les vecteurs inter-
atomiques qui peuvent étre tracés entre les atoimés maille réelle. Le nombre de pics est
proportionnel au carré du nombre d’atomes N. Lhst® des pics est proportionnelle au
produit du nombre atomique des deux atomes a chaduéamité du vecteur.

Les phases nécessaires a la résolution d'une wteude protéines peuvent étre obtenues
de maniere expérimentale par la méthode du repkxeeisomorphe multiple « MIR multiple
isomorphous replacement », par I'utilisation deliffusion anomale par les méthodes SAD
« Single anomalous diffraction » et MAD « Multiwdsegth anomalous diffraction ». Ces
techniques sont basées sur l'utilisation des variatd’intensités suite a l'introduction dans le
cristal d’'un ou plusieurs atomes dits lourds (MIR) diffuseurs anomaux (SAD/MAD). Le

calcul des cartes de différence de Patterson pedeetléduire la position des atomes
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introduits dans la maille cristalline, de calcukur contribution aux amplitudes et aux phases
des rayons diffractés par les autres atomes en etdi calculer une carte de densité

électronique.

Si une protéine de structure inconnue possede urollogue de structure connue, la
méthode du remplacement moléculaire est alors Ithadé de choix pour résoudre le
probleme des phases (Rossmann and Blow 1962).&Rourune bonne chance de succes de
phasage, la similarité¢ de séquence entre les dei&ipes doit étre au moins de 20 %. Ces
similarités de séquence impliquent le plus souwera similarité structurale. Elle consiste a
placer la molécule modéle dans la maille de strectnconnue de fagon a reproduire au
mieux les facteurs de structures observés et dettiles phases ainsi obtenues comme phases
de départ. Pour cela une recherche en six dimengieroutes les orientations et translations
du modele est nécessaire. Celle-ci étant longuestilplus rapide de faire deux recherches
tridimensionnelles. Tout d’abord I'orientation @erholécule est déterminée par la fonction de
rotation puis la position par la fonction de tratisin. De nos jours des programmes de
recherche automatique de plus en plus puissantsdsponibles tels que AMoRe; (Navaza
1994) (Navaza, 1994), PHASER (McCoy 2007) qui p¢temé¢ d’obtenir une solution en

guelgques minutes.

2.5.6 Affinement et vraisemblance du modele

Le premier jeu de phases obtenu par chaque teahmgntient toujours des erreurs
donc la premiére carte de densité est bruitéeiefament fausse et n'est pas toujours de
qualité suffisante pour déterminer la position me&aes atomes. Elle permet néanmoins la
construction d’'un modéle préliminaire permettantdé&cul d’un nouvel ensemble de phases et
I'obtention d’'une nouvelle carte de densité amékorOn cherche a éliminer la plupart des
erreurs au cours de I'affinement du modele qui ar it de minimiser les différences entre
le facteur de structure calculé a partir du modé&le) et le facteur de structure observé
expérimentalement (Fo). Le modéle est ajusté mbiemeht entre chaque cycle d’affinement
suite a l'inspection des cartes de densités éleicues 2Fo-Fc et Fo-Fc grace a des interfaces
graphiques telle que Coot (Emsletyal, 2004). La carte 2Fo-Fc donne la densité éleajrami
pour le modele observé et la carte Fo-Fc indigsediéférences de densité entre les cartes
observées et calculées. Des logiciels d’affinentemime Refmac (Murshudpet al. 1997)

utilisent un algorithme de type statistique nommiéstimation du maximum de
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vraisemblance. Cet algorithme maximise la prob@bdue le facteur de structure observé Fo
soit en accord avec le modele, tout en considédanhombreux paramétres tels que les
coordonnées et le type des atomes, le facteur tdtagi thermique B, mais aussi des
parametres structuraux comme les longueurs, lesesarde liaison et les torsions. La
correspondance du modele aux données expérimengalesnesurée grace au facteur
cristallographique R qui indique l'accord entre lasiplitudes des facteurs de structure
calculées et observées et la progression de l&affent. Il est calculé a partir de la formule

suivante :

__ZIF-IFd
2l

Un second critere de qualité : le Rfree se caldelda méme facon que le facteur R
conventionnel, mais a partir d’une fraction deea®ibns (5% a 10% du jeu de données) non
prise en compte durant I'affinement. Si la struetatest pas suraffinée, le facteur R et le

Rfree doivent baisser en parallele.

Les parametres structuraux du modéle final sonifié@gret comparés aux valeurs
typiques des structures protéigues avec les IdgiPBOCHECK ou WHATIF (Laskowsket
al. 1993, Vriend 1990). La structure peut alors étépodée dans la base de données
internationales : RCSB Protein Data Bank (Bernsttial. 1977).
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3 Résultats

Les résultats obtenus sur les discoidines (DiscDistll) ont fait I'objet de deux
publications qui forment I'essentiel de ce chapitre
Saboia Aragéao K., Satre M., Imberty A. & Varrot 8tructure determination of Discoidin

Il from Dictyostelium discodeum and carbohydrate binding properties of the lectin
domain. Proteins.73, 43-52, 2008.

Saboia Aragéo K., Imberty A. & Varrot Aiscoidin | from Dictyostelium discoideum :
structure and specificity comparison with discoidinll . To be submitted.

Seul un résumé en francais, accompagné de quefaquess complémentaires, est

donné ci-dessous.

3.1 Production de Discl et Discll.

L’amibe Dictyostelium discoideura I'état de cellules cohésivesoduit des lectines
spécifiqgues du galactose et du GalNAc : les disane&l (Discl et Discll). Tout d’abord, nos
premieres tentatives ont été de purifier les lestia partir d’'un extrait de la souchX?2 de
I'amibe Dictyostelium discoideunfiourni par le groupe de Michel Satre (Laboratoie d
Biochimie et Biophysique des Systemes IntégrésSNRBBSI, CEA-Grenoble, France). Les
deux protéines ont pu étre obtenues par chromatbigral’affinité sur colonne Sepharose-4B.
Par contre, les tentatives de séparation de cdsdscpar chromatographie sur résine
d’échangeuse d’ions se sont révélées infructueusesiélange de lectine a cependant permis
d’obtenir des cristaux, mais de qualité limitéahfia reproductibilité et résolution limitée a

2.5A).

Nous avons modifié notre stratégie, en réalisardldeaage des genes et I'expression
sous forme recombinante ché&zcoli des deux lectines appelées Disclr et Discllr. Pour
atteindre ce but, nous avons ajouté a la partieeMninale des protéines une étiquette
hexabhistidine clivable par la protéase du tobadch eirus (TEV). Les protéines sont bien
exprimées dans la bactérie et sont relativementefa@ purifier par chromatographie
d’affinité sur résine de Nickel en quantité impot&a (20 mg/L de culture). La pureté des
lectines a été évaluée sur gel électrophorese SWE=P (Figure 26) Le profil
électrophorétique des protéines correspond a wspooléculaire d’environ 28 kDa.
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Figure 26 — Analyse électrophorétique sur gel SDSAEGE 12%, 1) Discoidin | et Il sauvages a 5 mg/mL ;
2) vide ; 3) Disclr avec Histag 6 mg/mL ; 4) Disclisans Histag aprés stockage pendant 4 mois 5,5 mg/m
5) Disclr sans Histag 5mg/mL ; 6) Discllr avec Histg 4,6 mg/mL ; 7) Discllr sans Histag 6mg/mL ;

8) Marqueur de poids moléculaire.

3.2 Analyse par diffusion de la lumiére

Par la technique de diffusion de la lumiére (DL®)us avons analysé la présence ou
non d’agrégats, la monodispersité et la structuraternaire de nos solutions de lectines.
Toutes les mesures rapportées ici ont été effestg@e un Zetasizer Nano S a 22°C en

utilisant 50uL d’'une solution pure de lectines.

La Discl se retrouve sous forme monodisperse et agrégats avec une valeur d’indice
de polydispersité égale a 0,187. Le pic majoritaicique un rayon hydrodynamique de 4,9

nm pour la taille moyenne de particules (Figure 27)
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Figure 27 — Courbe de l'intensité relative de la Imiére diffuse en fonction du rayon hydrodynamique

pour une solution de la Discl (a gauche) et de laigxll (a droite).
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Ces tests, réalisés avec les protéines stockéedamted mois, montrent que ces
protéines restent stables dans le temps. Un résittdaire avec un rayon hydrodynamique
moyen pour les particules de 4,6 nm et une valeypalydispersité trés faible (0,050) a été
observé pour la Discll. Les calculs de poids mdioes indiquent une valeur d’environ 100
KDa ce qui indique que les Discoidines | et Il gemasous la forme de trimeres en solution et
non de tetraméres comme cela avait été proposdélésrpremiéres caractérisations dans les
anneées 70s (Roseet al.1973).

3.3 Interaction avec les ligands glucidiques

Le potentiel d’hémagglutination des lectines a@it@lié en utilisant des érythrocytes
natifs de lapin. Les lectines recombinantes ont twé& bonne capacité d’hémagglutination,
bien qu’elles ne soient pas aussi efficaces quelange de discoidines sauvages (Figure 28).
Dans cette approche, pour une concentration dertddpéinie, I'unité d’hémagglutination
(UH) est définie comme le facteur de dilution atjpate laquelle 'hemagglutination n’est
plus observée. La Discl présente un potentiel ddggtutination plus important que la Discll
(Discl : 64 UH.mL*; Discll : 32UH.mL™"; Discoidines sauvages : 10R4.mL™). Les tests
d’inhibition d’hémagglutination en présence d’ugaind monosaccharidique montrent que la
Discl a une affinité plus forte pour le GalNAc gpeur le galactose. La Discll présente
presque la méme affinité pour les deux sucresdesté

Disdll

recombinante

Img/mL

Discl
recoamnbinante

Img/ml

Discoidine
sauvages
Img/mL

Figure 28 — Comparaison de l'activité hémagglutinate des discoidines recombinantes et de discoidine
sauvage & 1mg/mL (A) Disclir : 32 UH.mL* ; (B) Disclr : 64 UH.mL™ (C) Discoidines sauvages (mélange
de Discl et Discll) : 1024 UH.mL". Contrdle négatif (sang + tampon).
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La technigue de puces a sucres et la microcalatieniébtherme de titration ont permis
d’identifier la spécificité et I'affinité des deug&ctines pour différents oligosaccharides. Discl
présente une préférence nette pour les motifs GalfdA Gal) substitués en position 3 par un
monosaccharide d’anomérfe (GaP1,3GalNAc, GIcNAB1,3GalNAc, GalNAE1,3Gal...).
Discll a un tableau de spécificité plus varié msgsnble se lier préférentiellement a des
GalNAc portant un LacNAc en position 6 (Bal4GIcNAQ31,6GalNAC). Les tableaux de

spécificité des deux lectines sont donnés en annexe

Un trés petit nombre d'oligosaccharides sont reasnpar les deux lectines. Il s’agit
soit des gangliosides de la série GD1, GD2... qutieonent a la fois des acides sialiques et

des GalNAc, ou de structures tres fucosylées (Eigay.
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Figure 29 — Superposition des résultats de pucesacres obtenus avec Discl (rouge) et Discll (verd la

méme concentration (0.Jug/mL). Les pics communs au deux sont colorés en gt
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3.4 Etudes structurales de Discl et Discll

L'utilisation de protéines recombinantes a pernigbténir des cristaux de trés bonne
qualité (Figure 30). Les structures cristallines tietines recombinantes Discl et Discll ont
été résolues a 1.8A et a 1.75A respectivement.ragipe Discll cristallise dans un groupe
d’espace H32 avec un monomeére dans l'unité asyqouétet un trimeére est organisé autour de
I'axe de symétrie d’'ordre 3. La Discl cristallisard le groupe d’espace C228&t le trimére
représente le contenu de l'unité asymétrique. bacstre de la Discll recombinante a été
résolue par la méthode de phasage S#ibgle anomalous diffractigrpar le Dr. Annabelle
Varrot. Les structures de la Disc Il sauvage etadBiscll recombinante complexée avec le
GalNAc ou le B-methyl-galactose et de la Discl recombinante starsme native ou
complexée au GalNAc ont été résolues par remplacemm®léculaire a partir de cette

premiere structure.

Figure 30 — Cristaux de: A) discoidines sauvages @fange de Discl et Discll) obtenus pour la conditio
expérimentale 20% PEG4K, 10mM CdCI2, 0.1M Hepes pH.5 ; B) Disclir obtenu par co-cristallisation
avec 10 mM GalNAc, pour la condition expérimental5% PEG 550MME 0,1M HEPES pH7.5; et C)

Disclr, obtenus pour la condition expérimentale 1.5 sulfate de lithium 0.1M NaHepes pH 7.5.

L'oligomérisation des discoidines résulte d'une oeigion de trois monomeres

interagissant par I'intermédiaire de feuill@ts€es protéines présentent deux domaines :

- Le domaine C-terminal, typique de lectine typeaHoppte un repliement du type sandwich a
deux feuillets de trois brin@ antiparalleles qui s’agencent elé grecqueconstituée de six
brins antiparalleles. Les résidus du site de lsdm au sucre qui interagissent avec les

hydroxyles 3 et 4 de ces sucres sont bien conservés
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- Le domaine N-terminal est composé de huit brfhsagencés en deux feuillefs
antiparalleles de trois et cinq brins. Ces brin®ragissent les uns avec les autres pour
constituer une forme globale de tonneau. Ce saideeacfeuilletsB est relié par des boucles
de surface ou il est observé de molécules de PE@G dPD pour la Discll et de MPD pour
la Discl. Ce site est situé a lI'opposé du siteidsdn au sucre observé sur le domaine C-

terminal.

La comparaison des sites de reconnaissance peeneintgprendre la plus haute affinité
de Discl pour le GalNAc (Figure 31). Le résidu A362qui n’est présent que dans Discl

établit une liaison hydrogéne avec le groupemeritorg/le de la chaine N-acétyl.

Figure 31 — Comparaison des sites de reconnaissarthesucre dans les complexes cristallins Discl-Gait
(a gauche) et Discll-GalNAc (a droite).

Une étude complémentaire par modélisation molémuléAnne Imberty) a permis
d’identifier la poche supplémentaire de la Discli gpporte la haute affinité pour les
disaccharides de tyff-3Gal/GalNAc.
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ABSTRACT

The social amoeba Dictyostelium discoideum
adopts a cohesive stage upon starvation and
then produces Discoidin I and II, two pro-
teins able to bind galactose and N-acetyl-ga-
lactosamine. The N-terminal domain or dis-
coidin domain (DS) is widely distributed in
eukaryotes where it plays a role in extracel-
lular matrix binding while the C-terminal
domain displays sequence similarities to in-
vertebrate lectins. We present the first X-ray
structures of the wild-type and recombinant
Discoidin Il in unliganded state and in com-
plex with monosaccharides. The protein
forms a homotrimer which presents two
binding surfaces situated on the opposite
boundaries of the structure. The binding sites
of the N-terminal domain contain PEG mol-
ecules that could mimics binding of natural
ligand. The C-terminal lectin domain inter-
actions with N-acetyl-D-galactosamine and
methyl-f-galactoside are described. The car-
bohydrate binding sites are located at the
interface between monomers. Specificity for
galacto configuration can be rationalized
since the axial O4 hydroxyl group is involved
in several hydrogen bonds with protein side
chains. Titration microcalorimetry allowed
characterization of affinity and demon-
strated the enthalpy-driven character of the
interaction. Those results highlight the struc-
tural differentiation of the DS domain
involved in many cell-adhesion processes
from the lectin activity of Dictyostelium dis-
coidins.

Proteins 2008; 73:43-52.
© 2008 Wiley-Liss, Inc.

Key words: galactose binding domain; H-
type lectin; discoidin domain.

INTRODUCTION

The haploid social soil amoeba Dictyostelium discoideum is a simple
eukaryotic model, often employed to study signal transduction, chemo-
taxis, and multicellular development as well as an host model for patho-
genesis.l_4 The life cycle of the slime mold consists of two distinct
phases: a unicellular vegetative state where the amoeba grows by mitotic
division and feeds by phagocytosis on bacteria and a multicellular state
initiated upon starvation where up to 10° cells aggregate by chemotaxis
in respond to AMPc signal before undergoing morphogenesis and cell
differentiation to form a fruiting body.! Development ends up with the
formation of spores that can survive unfavorable environmental condi-
tions.”

As the cells become cohesive, two lectins discoidin I and II (Discl and
Discll) are produced and found at the cell surface. 67 Discll produced in
late aggregation, is localized in prespore vesicles and seems to be exter-
nalized with the glycoconjugates that form the spore c0at.6:89 Discll
have been less studied and its role in Dictyostelium life cycle is still
unclear. This protein of 257 residues is composed of two domains sepa-
rated by a small linker. The N-terminal domain (1-155) corresponds to
the classically named discoidin (DS) domain that is found in numerous
unrelated proteins involved in aggregation, cell-surface signaling, and de-
velopmental processes and is known to have a f-sandwich structure, 10,11
The C-terminal domain (163-257) is responsible for Discll hemaglutina-
tion activity inhibited by N-acetyl-p-galactosamine (GalNAc)® and could
be involved in binding to the glycoconjugates at the cell surface.8
Recently, sequence similarity was detected with invertebrate lectins from
corall2 and snail.13 For the Helix pomatia lectin, a crystal structure is
available demonstrating a trimeric arrangement of pair of [-sand-
wiches.13 For Discl, which displays 48% sequence identity to Discll, it
was shown that the aggregation site was different from the sugar binding

Abbreviations: -ﬁfvic(;al. mt_'.lhyE.-B--D—ga]aﬂmic.lc: DDR, discoidin domain receptor; DS, discoidin domain;
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site and was located on the DS domain.1%15 Preliminary
structural investigation proposed a tetrameric arrange-
ment for discoidin based on density gradient centrifuga-
tion and sedimentation equilibrium experiments.l(’

We report here the 3-D structure resolution of the
wild-type and recombinant DiscIl in unliganded state
and in complex with GalNAc and methyl-B-D-galactoside
(PMeGal). The quaternary structure of the protein is tri-
meric and the presence of two different binding surfaces,
one on each domain on the opposite faces of the struc-
ture, was confirmed. The wild-type structure revealed a
possible regulation of DiscIl through histidine phospho-
rylation. The specific structural features of this two
domains protein appear to be related to its role in mor-
phogenesis and social life of amoeba.

METHODS

Purification of the unliganded protein

Wild-type Discll was isolated from axenically grown
D. discoideum AX2 cells collected in their late exponential
growth phase. About 2 X 10" cells were resuspended in
80 mL of the following buffer: 20 mM Tris pH 7.5,
10 mM CaCl,, 1 mM KCI, and 150 mM NaCl before son-
ication. After centrifugation for 20 min at 30,000g, the
supernatant was loaded on a 30 mL column of Sepharose
4B (GE healthcare). The lectin was eluted by using 0.3M
of D-galactose and concentrated to 5 mg/ml using Micro-
sep’™ 10 K (Pall).

Cloning, expression and purification

cDNA for the discIl gene was synthesized from D. dis-
coideurn total mRNAs using rapid amplification of cDNA
ends (3’-RACE kit; Invitrogen) with the following pri-
mers: Dis2Ncol (5'-GTGCCATGGCCGTTCCAGCTGG-
TTC-3'), and Dis2Xhol (5'-GACTCGAGTTAATTATTA-
AATTCAACAGCAAC-3'). A fragment of 771 bp was then
amplified by PCR using the Taq polymerase (Promega),
the same primers and the ¢cDNA as template. After puri-
fication, the PCR fragment was cloned in-frame with an
N-terminal hexahistidine tag and the tobacco-etch virus
(TEV) protease cleavage site of the prokaryotic expres-
sion vector pProExHTb (Invitrogen). Sequence analysis
was in accordance with the one deposited.

Rosetta2 (DE3) pLysS bacterial cells (Novagen) were
used for the expression of the protein. Cells were cul-
tured in LB media at 37°C to an ODgy, of 1.2 before
overnight induction at 16°C with 0.2 mM isopropyl B-p-
thiogalactoside. Cells were harvested by centrifugation at
4000g for 10 min before resuspension in three volumes
of binding buffer (20 mM Tris pH 8.5, 500 mM NaCl,
and 10 mM imidazole) and lysis by sonication. After
centrifugation at 40,000g for 30 min, the supernatant
was applied to a column made of 5 mL of Chelating

Seph.elros;eTM Fast Flow resin (GE healthcare) charged
with nickel and preequilibrated with the binding buffer.
The column was washed in sequence with five volumes
of binding buffer, binding buffer supplemented to 1.5M
NaCl and binding buffer. Pure protein was eluted with a
gradient 10-500 mM imidazole in binding buffer. Frac-
tions were analyzed by SDS-PAGE 15% and then pooled.
The Histag was cut by addition of the TEV protease at
the ratio 1/100 overnight at 20°C after addition of 2 mM
DTT.17 The buffer was exchanged to 20 mM Tris pH
7.5, 150 mM NaCl by desalting on a PD10 column (GE
healthcare) before reloading on the affinity column. The
flow-through containing the protein without tag was
collected and concentrated to 4.5 mg/mL on Microsep'™
10 K (Pall).

Isothermal titration microcalorimetry
measurements

Isothermal Titration Microcalorimetry (ITC) experi-
ments were performed using a VP-ITC isothermal titra-
tion calorimeter (Microcal) at 25°C. GalNAc and fMeGal
monosaccharides (18 mM) and rDiscIl (0.15 mM) solu-
tions were prepared with a 0.02M Tris. HCI, 0.15M NacCl,
pH 7.5 buffer solution. Thirty injections of 10 pL of
sugar solution at 18 mM were added at intervals of
5 min while stirring at 310 rpm in the Discll containing
cell (1.455 mL) at 25°C. Control experiments in which
the sugar solution is added to the microcalorimeter cell
in the absence of protein yielded insignificant heats of
dilution. The experimental data were fitted to a theoreti-
cal titration curve using software supplied by Microcal
with AH (enthalpy change), K, (association constant),
and n (number of binding sites per monomer) as adjust-
able p.elr.elrneters.18 Free energy values and entropy contri-
butions were determined from the standard equation:

AG= —RTInK, = AH — TAS
where AG, AH, and AS are the change in free energy, en-
thalpy, and entropy of binding, respectively. T is the
absolute temperature, R the gas constant, and K, is the
association constant.

Crystallization and data collection

All crystals were obtained by the hanging-drop vapor
diffusion method using 2 pL drops containing 50:50 (v/
v) mix of protein and reservoir solution at 20°C. Crystal
Screen I and II kits (Hampton Research, Aliso Viejo, CA)
and Clear Strategy Screen I and II kits (Molecular
Dimensions, Suffolk, UK) were used for screening of
crystallization conditions. Crystals of the unliganded pro-
tein were obtained using 20% PEG 4K, 10 mM CdCl,,
100 mM Hepes pH 7.5. Thin plates appeared after a few
days. Preceding data collection, the crystals were trans-
ferred in a cryoprotecting were 20% glycerol was added
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Table |

Data Collection and Refinement Statistics
Data set witDiscll rDiscll Hg BMeGal GalNAc
Spacegroup c2 H32 H32 H32 H32
a,b,c (A) 28789, 56.3, 123.7 81.8, 81.8, 2578 820, 82.0, 259.6 81.1, 81.1, 2593 825, 825, 261.6
o, By (deg) . 90.0, 109.1, 90.0 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 1200 90.0, 90.0, 120.0
Resolution (outer shell), A 26.8-2.45 (258-2.45) 37-1.75 (1.84-1.75) 293-1.4 (1.48-14) 36.7-1.9 (2.01-1.9) 482-19 (2.0-19)
Meas/Unigue reflections 210, 204/66,709 371,819/34,036 2,092,862/66,656 116,327/26,194 166,140/27 554
Multiplicity 33 13.1) 109 (11) 314 (21.0) 4.4(4.) 6.0 (6.1)
Completeness, % 96.8 (91) 100 (100) 100 (100) 99.7 (98.6) 100 (100}
Rnerge 0.092 (0.372) 0.085 (0.353) 0.084 (0.533) 0.063 (0.312) 0.101 (0.339)
Il 5.81(1.9) 7.5(21) 5611.4) 8.7(23) 6.5 (2.1)
Rorysi Rree 18.1/23.8 15/17.8 17.8/227 15.6/19.8
Rmsd bonds, Nangleﬂs, - 0.014/1.55 0.014/1.49 0.014/1.49 0.016/1.41
Protein atoms/Bfac, 312 12,115/26.6 2027/10.2 1996/25.4 2028/14.5
Ligand atoms/Bfac, A® 13/27.6 17/215
Water molecules/ Bfac, A? 543/279 370/22.9 228/31.8 359/26.2
PDBcode 2VME VM9 2VMD 2VMC

prior freezing. Native data were collected at 2.45 A in C2
spacegroup at ESRF ID23-1.

Crystals of the unliganded recombinant protein were
obtained after 2 days using 50% v/v MPD, 200 mM am-
monium phosphate monobasic, 100 mM Tris pH 8.5.
Derivative crystals were obtained by soaking of the native
crystals with 5 mM thimerosal during 5 min prior freez-
ing. Native and derivative data were collected at 1.75 and
1.4 A in the spacegroup H32 at ESRF ID14-2. Crystals
with ligand were obtained by cocrystallization after incu-
bation of the protein at 5 mg/mL with 10 mM of ligand
for at least an hour. GalNAc and fMeGal complexes were
crystallized using 25% PEG 550MME, 100 mM Hepes
pH 7.5, and 25% PEG 550MME, respectively, and data
were collected at ESRF ID14-1 and ID29, respectively. All
data were obtained from a single crystal directly mounted
in a rayon fiber loop and placed in a boiling nitrogen
stream at 100 K and collected using an ADSC detector.

Native and derivative data were processed and reduced
with MOSFLM and SCALA!® while XDS was used for
processing the complexes data.20 All further computing
was performed using the CCP4 suite,2! unless otherwise
stated. All data statistics are summarized in Table 1.

Structure determination and refinement

Attempts to use molecular replacement strategy with
available structures presenting sequence similarity with
lectin and DS domains were unsuccessful. Initial phases
and a first model were obtained for the recombinant pro-
tein by the SAD method using the derivative data and
autoSHARP.22 1 Mercury site was found and refined to
give an initial figure of merit of 0.325. Solvent flattening
with an estimate of 50.5% solvent resulted in excellent
and easily interpretable maps with an overall figure of
merit of 0.842.

The rDiscll structure and the two complex structures
were determined by molecular replacement using AMoRe23
and respectively the derivative and native coordinates as
starting model. The wild-type structure was successfully
solved by molecular replacement using PHASER after a
search of two copies of the C-terminal domain trimer
and six copies of the N-terminal domain.24 The struc-
tures were refined using REFMAC25 iterated with man-
ual rebuilding in COOT.26 Details of the models quality
are given in the Table I.

All  figures were drawn with PyMOL Molecular
Graphics System (2002) Delano Scientific, Palo Alto,
CA, unless otherwise stated.

RESULTS AND DISCUSSION
Discll cloning, purification and crystallization

Direct purification from D. discoideun AX2 cells on af-
finity column led to a mix of the two lectins which could
not be further purified. Nevertheless, crystallization
experiments yielded to plate crystals that diffracted to 2.4
A in C2 spacegroup. Phasing attempts were unsuccessful
since the crystals were fragile, low symmetry, and subjects
to rapid radiation damage. The ratio between both lec-
tins as well as the crystallization success was batch de-
pendent. We decided therefore to clone the discIl gene
for expression in Escherichia coli. The recombinant pro-
tein was expressed in high yield (20 mg/L of culture) and
easily purified thanks to a cleavable N-terminal Histag.
Reproducible hexagonal crystals diffracting to high reso-
lution were then obtained.

Discll overall structure

Molecular replacement attempts with models of both
domains failed despite sequence identity and similarity of

77



K.S. Aragéo et al.

Figure 1

Cartoon representation of Discll trimer perpendicular (A) and along the#megﬂd axis (B). Overlay of the wild-type (grey) and recombinant monomers (green) (C).

around 20 and 40%, respectively. The solutions obtained
led only to poor phases and noninterpretable maps. This
failure could be attributed the difficulty to identify clear
[-sandwiches in closely packed trimer. Also steric clashes
would prevent the trimerization of the DS domain (PDB
1DP7, 1CZT, or 1KEX).

The recombinant DiscIl (rDiscIl) crystallizes in the
H32 spacegroup with one monomer in the asymmetric
unit and the trimer is formed around the threefold axis
(Fig. 1 and Table I). The structure was solved by SAD
using a mercury derivative and residues 6-257 could be
modeled in the electron density revealing disorder at the
N-terminus. Molecules of precipitant MPD and phos-
phate for the native or part of polyethyleneglycol (PEG)
for the complexes were also found in the electron density.
Several large positive peaks were modeled as calcium or
chloride based on distance and coordination.

The wild-type structure (wtDiscII) was obtained by
molecular replacement using the recombinant coordi-
nates with two trimers in the asymmetric unit. All resi-
dues (2-257) are clearly visible in the electron density.
The N-terminal methionine has been cleaved and the N-
terminus was found formylated. Several molecules of cry-
oprotectant and precipitant (glycerol, PEG) as well as
several ions (calcium, zinc, and chloride) could be mod-
eled in density. Next to His84, we found a large peak of
positive density which could be explained by phosphoryl-
ation of the histidine [(Fig. 3(A)]. This modification is

often found in Dictyostelium where histidine kinases
have some role in signal transduction and morpho-
genesis.27'28 Analysis of the rDiscll electron density indi-
cate that the recombinant protein is not phosphorylated.

The overall structure is similar for both the wild-type
and recombinant protein [Fig. 1(A)]. The N-terminal do-
main is a B-sandwich composed of two antiparallel -
sheets of five (B, 17-20, B, 63-66, B; 71-79, B, 87-96,
s 102-104, By 111-114) and three ([, 121-125, f, 129-
142, By 146-153) P-strands packed against each other
and a five-turn. The fifth strand is broken by a bend.
This B-sandwich core is connected by three short surface
loops on the termini face whilst prominent loops pro-
trude like spikes on the opposite side of the barrel and
form a ligand binding surface. This topology belongs to
the discoidin domain subfamily of the galactose binding
domain like superfamily in the SCOP classification.?
The C-terminal domain presents the six-stranded anti-
parallel B-sandwich fold (B, 163-170, 3;, 183-190, B,
200-210, By, 220-224, B,5 230-237, By, 243-254 first
observed in the structure of the Helix pomatia agglutinin
(HPA) which belongs to the H-type lectin family and
resembles the immunoglobulin-like fold.13

Oligomerization

The trimeric association of the protein was confirmed
in solution by dynamic light scattering (data not shown).
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The trimer is generated by the intertwining of the three
monomers with the C-terminal domain of the one mole-
cule facing the N-terminal domain of the next molecule
[Fig. 1(A)], which explains the stability of the protein in
solution. Both domains are linked by an eight residues
linker enclosed by two proline residues Prol55 and
Prol62. The peptide angles between those two proline
residues define the linker conformation and the orienta-
tion of one domain in respect to the other. If we super-
posed the C-terminal domain between the A molecules
of the wild-type and recombinant structures, a rigid
movement of up to 4.7 A is observed for the main chain
of the N-terminal domain demonstrating non-negligible
flexibility, [Fig. 1(C)]. Moreover, the wild-type protein
does not form a perfect trimer and the C-terminal do-
main overlay of the three monomers in the wtDiscll
structure shows similar rigid body movements which
extend up to 7.4 A for the Ca of Serd4. This movement
permits the optimization of crystal contacts and prevents
steric clashes with the lectin domain of the second trimer
in the asymmetric unit. The flexibility between the two
domains is therefore clearly displayed in wtDiscIl struc-
ture (C2 spacegroup) but not in the rDiscll structure
where the trimer is generated through a crystallographic
threefold axis (H32 spacegroup).

The N-terminal domain, an
aggregation module

The 155 amino acids long N-terminal domain of dis-
coidins has been identified since the 70s in many pro-
teins both from eukaryotes or prokaryotes and is referred
as the DS domain.© Despite unrelated functions, all the
proteins sharing this domain are involved in cell adhe-
sion and developmental processes [Fig. 2(A)]. There are
only five structures of DS domain known to date: the C2
domain of coagulation factor V and VIII and lactadherin,
the bl domain of neuropilin and the DS domain of the
discoidin domain receptor 2 (DDR2-DS) where the
sequence identities with Discll are 23, 21, 26, 20, and
19%, respective}y.3 135 DisclI-DS  domain present a
rmsd of on average 1.5 A for 136 equivalent Ca for the
C2 and bl domains and a rmsd of 2.1 A for 132 equiva-
lent Ca with DDR2-DS structure (calculated with
MSDfoId).36 Structural similarities between coagulation
factors and DDRs proteins have been previously
described.10:11,37

Structural similarity search revealed also several hits of
proteins belonging to the galactose binding domain like
superfamily such as galactose oxidase, sialidase, APC10/
Docl subunit of the human anaphase promoting com-
plex, Anguilla anguilla agglutinin (AAA) and several car-
bohydrate binding modules.?8-42 The rmsd ranges from
1.84 to 2.5 A for 120 to 124 aligned Ca with Secondary
Structure Matching.36 To our knowledge, only the fuco-
lectin from eel which presents 15% sequence identity of

A

Factor VAl

tactadherin

Figure 2

Schematic domain structure of protein containing the DS domain (A ). Cartoon
representation of the overlay of the DS domain in divergent stereo (B). Loops
have been coloured according to protein: rDiscll (green), factor V' (red), DDR2
(yellow), gzhﬂm axidase (cyan), sialidase (wbeat) and fucolectine AAA
(magenita). Existing ligands are represented in ball and sticks. (C) Electrostatic
surface representation of the DS-trimer of the GalNAc-rDiscIl structure, PEG
malecules are represented in ball and sticks, figure drawn with CCPAMGT
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Figure 3

m-likelihood

ighted 2mFo-DFc electron density, for the phosphohistidine in wiDiscll (A) and ligand bound in GalNAc-rDiscIl (B) and

Representation of the maxi

FMeGal-rDiscll (C) structures. The maps are contoured at 1 & representing 027, 0.37,

0.29 eA™, respectively. (D) Electrostatic surface rep

tion of the trimer of‘dle.

Tectin domain in the GalNAc-rDiscll structure, ligand is represented in ball and sticks, figure drawn with CCPAMG™

DiscII-DS domain adopts a trimeric organization.38 The
trimeric arrangement of DDR2-DS and AAA are similar
with a global rms of 3.26 A for 356 matched Ca but
numerous differences in the length and position of [3-
strands are noticed.

The core of the [}-sandwich is well conserved and the
main differences are observed on the finger-like loops
clustered on the side of the f-barrel opposite to the two
termini. Those loops form spikes and a ligand binding
surface which is involved in protein—carbohydrate, pro-
tein—lipid, or protein—protein interaction and whose to-
pology depends on the spikes length, sequence, and con-
formation [Fig. 2(B)]. This domain seems to be charac-
terized by the conservation of the overall fold for
stability and diversity within the loops to ensure ligand
speciﬁcity.m Discl-DS domain has been proposed to
bind to a glycoprotein and similar ligand could be
expected for Discll but remains to be identified.1>

A search for possible ligand binding site in the DS
trimer was performed by visual analyses of the surface
and search for bound organic molecules coming from
the crystallizing or cryoprotecting solution. Two putative
binding sites could be identified with the secondary

binding site localized on the side of the trimer, where a
pocket is created by the five-turn of one molecule (resi-
dues 9-14) and the five B-strands antiparallel sheet (resi-
dues 17-102) of the other molecule. The main putative
binding site is created by three main loops, which com-
prised residues 21-62, 80-86, and 143-145. The first
loop is very long and form two spikes (residues 24-30
and 35-52) where the second is very extended and was
found to be stabilized by a calcium ion coordinated by
Asn39, Ser40, and Asp47. The second loop forming a
third spike contains the GRGDHD motif, found in the
cell attachment sequence of fibronectin, which is neces-
sary in Discl for binding to the substratum and for the
formation of organized streams. 1415 The binding surface
presents three narrow clefts formed by charged residues
of spike 1 and 3, three depressions formed by basic resi-
dues (His28, Arg81, and Hisl44) and stacking interac-
tions of Tyr24 and His84 and a central deep pocket at
the trimer interface formed by Asn25, Ala26, and Asp27
[Fig. 2(C)]. We proposed that the ligand will preferen-
tially bind into the three depressions where molecules of
PEG, glycerol, or MPD are always observed. It is also
noted that His84 would be involved in the interaction
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Table Il
Interactions Protein-Sugars in Discll Complexes

GalNAc complex

BGal complex

Atom 1st Hbond 2nd Hbond 1st Hbond 2nd Hbond
0o HOH (3.0) Tyr244* OH (3.0)
HOH (2.84)
01B HOH (2.7)
N2 HOH (2.74) HOH (2.73)
Tyr244* (3.2)
07 HOH (3.0) Gly239 N (2.90)
03 Trp238 NET (2.93) Trp238 NET (2.77)
Asp209® 0D2 (2.67) Asp209® 0D2 (2.66)
04 Arg218 NE (2.83) Arg218 NE (2.63)
Asp209® 0D1 (2.61) Asp209® 0D1 (2.66)
05 Arg218 NH2 (3.3) Arg218 NH2 (3.1)
06 HOH (2.90) Asn177% ND2 (3.1) HOH (2.75) Asn177® ND2 (3.2)
HOH (2.63) GIn216 OE1 (3.3) HOH (3.0) GIn216 OE1 (3.1)
Van der Waals Van der Waals
C4-C5 Tyr244* Tyr244*

|
Distances (A) are indicated between parenthesis. Direct (1st Hbond) and water-bridged (2nd Hbond) are given for the ligand.

*Residue from the neighboring monomer.

with the ligand and its phosphorylation could therefore
regulate ligand binding and DisclI activity.

Sugar bhinding molecular basis and
thermodynamics

Examination of the difference Fourier map reveals
unambiguously the binding of one monosaccharide per
monomer in both GalNAc and fMeGal complexes [Fig.
3 (B,C)]. The sugar binding site is located in a shallow
groove at the interface between two monomers on the C-
terminal domain [Fig. 3(D)]. In both complexes, direct
hydrogen bonding interactions are observed with the
protein (Table II): O3 hydroxyl with Asp209 OD2 and
Trp238 NEI (neighboring monomer), 04 hydroxyl with
Asp209 OD1 and Arg218 NE (neighboring monomer)
and O5 hydroxyl with Arg218 NHI1 (neighboring mono-
mer). The O6 hydroxyl makes hydrogen bond with
Asnl77 ND2 (neighboring monomer) and GIn216 OE1
via a water molecule as well as the N2 nitrogen of Gal-
NAc with Tyr244 OH (neighboring monomer). No inter-
actions are observed for the 02 and O1 hydroxyl in the
complex with PMeGal. The protein cannot discriminate
between the two anomers and both are observed in the
GalNAc complex with a preference for the a-anomer
(70% occupancy based on B factor). The equatorial and
axial orientations of the O-3 and O-4 hydroxyl, respec-
tively, are decisive for binding since on one hand, any
other stereochemistry would lead to steric hindrance
with Tyr244 side chain which stacks against the sugar,
and on the other hand, they are involved in crucial
hydrogen bonds with Asp209, Arg218, and Trp238. These
three amino acids are strictly conserved between the
members of the H-type lectin family and these interac-

tions explain Discll specificity for monosaccharides with
p-galacto configuration.®

To measure the affinity between Discll and its ligands
(GalNAc and PMeGal) the thermodynamic binding pa-
rameters and the K, values were determined using titra-
tion microcalorimetry, a method that is well suited for
the characterization of protein—carbohydrate interac-
tions.43 The experiments were only performed with the
recombinant protein since the wild-type protein was cop-
urified with Discl. The thermograms show a large
decrease in the exothermic heat of binding while satura-
tion is achieved (see Fig. 4). Using a one site model, a
stoichiometry of one ligand per monomer is observed in
both cases together with dissociation constants of 1.15
and 0.95 mM for GalNAc and BMeGal, respectively. The
interaction was found to be strongly driven by enthalpy
with AH values of —20.3 and —24 kJ/mol, respectively.
However, as often observed for the binding of carbohy-
drates to lectins,43 the change in enthalpy is strongly
counterbalanced by a large, negative change in entropy
TAS of —3.5 and —6.7 kJ/mol, respectively.

C-terminal lectin domain and related lectins

A search in the structural database by either DALI or
MSDfold!344 reveals similarities with many proteins of
unrelated function sharing the widespread immunoglob-
ulin-like fold. 3543 As expected from sequence alignment,
the closer structural neighbor of DiscIl C-terminal do-
main is the H-type lectin HPA with a rmsd of 1.4 A for
84 out of 98 equivalent Ca. The next two closest struc-
tures with MSDfold are the capsid protein of the Brome
mosaic virus and the copper resistance protein C.46,47
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Isothermal titration microcalorimetry results for GalNAc (A) and fMeGal (B) monosaccharides (I8 mM) binding to Discll (0.15 mM) in a 0.02M Tris.HC, 0.15M
NaCl, pH 7.5 buffer solution at 25°C. Top, 30 injections of 10 pL of sugar solution at 18 mM were added at intervals of 5 min while stirring at 310 rpm in the Discll
containing cell (1.455 mL). Bottom, plot of the total heat released as a function of ligand concentration for the titration shown above (squares). The continuous line

represents the best least-square fit for the obtained data.

Many viral coat proteins and carbohydrate binding
domains are also found but they present one additional
strand and very different loop structures.

DiscIl C-terminal domain presents the same trimeric
association and sugar binding site location than the HPA
lectin [Fig. 5(A)]. Contrary to HPA, it is not stabilized
by disulfide bridges and cannot form hexamer because of
the presence of the DS domain. The main structural dif-
ferences observed between the two structures are shorter
first loop and fourth f-strand in Discll. There is indeed
an eight amino acid deletion in the first loop of the C-
terminal domain (residues 171-182) which is involved in
sugar binding, [Fig. 5(B)]. In HPA, this loop and partic-
ularly Gly24, Arg25, and Asp26 are involved in several
hydrogen bonds which stabilize the N-acetyl and O3
hydroxyl of GalNAc. The length and sequence of this
loop seem to have a role in the sugar specificity and af-
finity.

In HPA, all hydroxyls group establish direct hydrogen
bonds with the protein. In Discll, only interactions with
the O3 and O4 hydroxyls are direct whereas the others
are mediated by water molecules [Fig. 5(C)]. DisclI bind-
ing site (shallow groove) is more open and less con-
strained than HPA’s (shallow pocket) which could explain
why the GalNAc affinity for Discll is 10 times lower than

for HPA. HPA is specific for a-D-GalNAc due to a steric
hindrance of His84 with the beta anomer while the
equivalent residue, Gly239 in DisclI allows the binding of
both anomers.

CONCLUSIONS

Discoidin II is composed of two distinct domains
which possess a definite role for its activity during the
morphogenesis of D. discoideum. A compact and stable
trimer is produced through the intertwining of those two
domains that do not required disulfide bridges for stabil-
ity as observed in structurally related domains,13,34,38
Oligomerization is essential to DiscIl function since car-
bohydrate binding sites are found at the interface
between two monomers. It is necessary in many DS do-
main contalnm% protein such as retinochisin (octamer),
DDRs (dimer)!! and is observed in many lectins such as
HPA.H This creates multivalency and enhanced binding
strength in order to compensate for the low affinity
which is often observed in protein—carbohydrate interac-
tions.*9

The C-terminal domain of Discll mediates the recog-
nition of a polysaccharide produced in late aggregation
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Crystal Structure of Discoidin Il

Figure 5
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Superposition of the lectin domairt of Discll (green, blue, magenta) dePA (yellow, cyan, salmon) (A). Sequence alignment based on structural superposition using
Indengsia (https/fxray bmc.uw.sefdennisf) (B), figure drawn with Esprit®® Overlay of the active site of Discll and HPA in presence of GalNAc (C).

and during fruiting body formation like DiscIl. It is
mainly composed of galactose and GalNAc. 8 The associa-
tion of Discll with glycoconjugates in the prespore
vesicles before externalization with them is proposed9
Once at the cell surface, Discll could be involved in cell-
adhesion events via its DS domain where a major ligand-
binding site has been identified. This binding site was
previously described in homologous structures and it was
shown that the sequence and orientation of several sur-
face loops have a decisive role in binding site topology
and protein specificity. A unique feature in the DS do-
main of Discll is the possibility to regulate binding
through kinase activity since a phosphorylated histidine
has been identified on the border of the binding surface.
Further studies are required to determine the natural
ligands, definite role and regulation of DiscIl to allow a
better understanding of D. discoidetm morphogenesis.
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Abstract

Discoidin | (Discl), a galactose-binding proteinasmarker of early development in
Dictyostelium discoideuntit was cloned and expressed in high yield incomgbinant form in
Escherichia colbacteria. Purified recombinant protein gave crgstéigood quality and its 3-
D structure was solved by X-ray crystallography. \Wgestigated its interactions with
oligosaccharides using isothermal calorimetry expents that provided precise
determination of affinity for the ligands and releshan enthalpy contribution. GalNAc was
introduced into the crystals of Discl by soakingldhe complex structure was determined.
Thus a combination of structures and thermodynampéemits the identification and analysis

of the binding site at a molecular level.
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INTRODUCTION

Lectins are defined as ubiquitous proteins of mamune origin that interact reversibly
and specifically with carbohydrates without modﬁgitheml. A large panel of lectins has
been identified in invertebrates and consideralitenaon is focused on their roles in
biological recognition. Invertebrate lectins aréeafinvolved in specific binding to bacterial
polysaccharides, playing a role in either estabtisht of symbiosis or precipitation of
pathogen$'>. In other cases, they are involved in self-rectigmiand in cell-cell aggregation

that is required for the building of multicellularganisms such as corals and spotiges

The slime mouldDictyosteliumdiscoideumgrows as free-living amoebae in the soill,
feeding on bacteria. Upon starvation, it undergae®mplex developmental cycle in which
about 10.000-50.000 individual amoebae aggregaterto a multicellular fruiting body that
is able to produce spor@sThe aggregation of individu@ictyosteliumamoebae occurs by
chemotaxis to periodic cAMP signals (review’)nTwo galactose-binding proteins Discoidin
| and Il (Discl and II) were characterized in theng mold. They were extensively studied in
the seventies or eighties but a lot of questionsare about their role and ligand. They are
produced upon starvation in cohesive cells and #giression is developmentally-regulated
as a result of differential gene expressfof The production of Discl is prominent during
aggregation where it comprises about 1% of theulkellproteins whilst Discll is prominent
during fruiting body formation and is localized ifme prespore vesiculed Discl is
polymorphic with at least three isoforms per str8if’. The three genes dscA, dscC and dscD
are found on chromosome 2 and are duplicated enctirtomosome in some strain (AX3 or
AX4). Two copies of a homologue are also found lmromosome | but their role is unknown.
Discl is used as a marker of early developmenbirdiscoideum™® and its lectin activity
seems dependant on calcium ©Bn** Discl was shown to be involved in cell substratum
attachment and ordered cell migration during agafieg with the cell adhesion site different
from the sugar binding sité®. Discl is proposed to function in association with
glycoconjugates in the slime around aggregafeand was found to bind a cell surface
glycoprotein of 67 kDa which has not yet been iifiet *” via it GRGD motif known to be

involved in cell attachment in other proteins revia 2,

Discl is a two domains protein of 253 amino actiswith higher affinity for N-

acetylgalactosamine (GalNAc) than for Galactosel)(&adt displays 48% sequence identity
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with Discll whose trimeric structure has been réigesolved in unliganded state and in
complex with Gal and GalNAE’. Both Discl and Discll are two domains proteinseN-
terminal domain referred as the discoidin domai @main) is a structural and functional
motif found in various proteins, both eukaryoticdaprokaryotic review irf° It shows a
considerable functional diversity via interactiomgh numerous molecules but is mainly
involved in cell adhesion, migration or prolifeti cell-surface signaling and developmental
processes’. The C-terminal domain belongs to the H-type tedamily that has been

identified in invertebrates such as snails andlséfa

We present here the crystal structure of recombiBastl unliganded and in complex
with GalNAc. Specificity and affinity for varietyfaarbohydrate ligands are analysed. Discl
and Discll present interesting differences in chsolvate specificity, that may be correlated
to their differences in localisation in the slimelch They are compared in term of specificity

and affinity towards oligosaccharides and comparsiobinding site structures is discussed.

MATERIALS AND METHODS

Cloning, Expression and Purification of recombinant Discl

The discoidin | gene of isoform A (P02886) was eldrin-frame with aN-terminal
hexahistidine tag and the tobacco-etch virus (TRM)tease cleavage site of the prokaryotic
expression vector pProEXHTDb (Invitrogen) using podéyase chain reaction and standard
molecular biology techniques. The primers used weedollowing: 5-GTG CCA TGG CTA
CCC AAG GTT TAG TTC-3' and 5-GAC TCG AGT TAT TCC AA GCG GTA GC-3..
Sequence analysis was in accordance with the qresied.

The protein was overexpressed in Rosetta2(DE3)dbgsFerial cells (Novagen) and in
Luria broth medium (LB). Cells were cultured at @7dp to an optical density of 1.2-1.3 at
600nm before induction with 0.2 mM IPTG overnight 46°C and harvested by
centrifugation. Each gram of cell was resuspendeghil of buffer A: 20 mM Tris/HCI, 500
mM NaCl and 10mM imidazol, pH 8.5 before using # desrupter (Constant system Ltd).
After centrifugation 30 min at 40,000g, the sup&nawas loaded on 5 mL of Sepharose
Fast Flow resin (GE healthcare) charged with nickétler a wash step of five volumes with
buffer A, Discl was eluted with a gradient 10-500mMidazol. The Histag was cut by
addition of the TEV protease at the ratio 1/100roight at 20°C in the presence of 2 mM
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DTT. Imidazol was removed using a PD10 Column (&&ltmcare) equilibrated with Tris-
HCI 20mM, NaCl 150mM pH 7.5 before reloading on #fénity column. The pure protein
without tag is eluted in the flow-through and camicated to 5.8 mg/mL using MicrosepTM
10 K (Pall). Each purification step was analyzedSDS-PAGE 12%.

ITC (Isothermal Titration Microcalorimetry) analysis

ITC experiments were performed using a Microcal IVE- microcalorimeter. All
titrations were carried out in 20 mM Tris-HCI an801lmM NaCl, pH 7.5 at 25 °C. Sugars
and proteins were dissolved in the same bufferotal tof 30 injections of 1QuL of sugar
solution at concentrations varying from 2 to 40 miMre added at intervals of 5 min to the
lectin solution present in the calorimeter cell4d4Z8 mL) with stirring at 310 rpm. The
protein concentration was 0.15 mM. Control expentaeperformed by injection of sugar
solution into the microcalorimeter cell in the ahse of protein solution yielded insignificant
heats of dilution. Integrated heat effects werelyaeal by non-linear regression using a
single-site binding model (Origin 7.0). The expezittal data was fitted and data yielded the
association constant (Ka) and the enthalpy of bipdhH). The stoichiometry n was fixed to
1 for low affinity ligands and fitted to the curveor high affinity ligands. Other
thermodynamic parameters, i.e. changes in freeggn@&G), entropy AS), and number of

binding sites per monomer (n) were calculated ftbenequation:
AG = —RTInK = AH — TAS

where T is the absolute temperature, R=8.32 J'iibland K is the association

constant. At least two independent titrations wedormed for each ligand tested.

The Glycan Microarray Resource

Recombinant Discoidin | and Il were labelled witkeRa Fluor® 488—TFP (carboxylic
acid, 2,3,5,6 tetrafluorophenyl) (Invitrogen) aatiog to the manufacturer's instructions and
purified on a D-Salt" polyacrylamide 6000 desalting column (Pierce). sEhproteins were
used to analyze the printed glycan arrays follovilmg standard procedure of the Consortium

for Functional Glycomicsh{tp://www.functionalglycomics.orgy/
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Crystallization and structure determination

All crystals were obtained by the handing-drop vagidfusion method using 2 drops
containing a 50:50 (v/v) mix of the protein and tieservoir solution at 20 °C. Rod crystals
were obtained from the solution 16 of the Hamptoystallization screen | (Hampton
research) containing 1.5 M lithium sulfate and 10® NaHepes pH 7.5 after almost one
month. GalNAc was introduced by soaking the crgstat a short time in the mother liquor
supplemented with 10 mM GalNAc. Before data coltettthe crystals were transferred in a
cryoprotecting solution (25% MPD were added to mhether liquor), mounted in a rayon
fiber loop and frozen at 100K. Native and completadwere collected at 1.8 and 1.75 A
resolution respectively in the C228pacegroup on beamline 1D14-2 at ESRF (Grenoble,
France) using an ADSC Q4 CCD detector (Quantum (ofjme data were processed and
reduced usingrosrLM andscaLa 2 All further computing was performed using the CCP4
suite, unless otherwise statéd

Structure Determinations

The native structure of Discoidin | was solved byl@cular replacement using
PHASER?® and the coordinates of the Discoidin Il struct{(R®B code 2VM9)°. The Discl-
GalNAc complex structure was solved by moleculglaeement using PHASER and the
coordinates of the native Discl. For the refinemainéach structure, 5% of the observations
were immediately set aside for cross validationyami®?® and were used to monitor various

refinement strategies such as the weighting of gdooal and temperature factor restraints.

Manual corrections of the model using Cddtwere interspersed with cycles of
maximum-likelihood refinemerff. Water molecules were added in Coot. The qualfitthe
model was assessed in SFCHECK and PROCHE&K? before its deposition in the
Brookhaven Protein Data Barik Details of the data and model quality are givethi table
1. All figures were drawn with PyMOL Molecular Giaps System (2002) DelLano

Scientific, Palo Alto, CA, unless otherwise stated.
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Table 1. Data collection and refinement statistics

Discl Discl/GalNAc
Spacegroup Cc222 C222
Cell dimensionsa,b,c(A) 72.5, 274.3, 85.9 72.4,274.0, 86.1
a, B, v (deg.) 90, 90, 90 90, 90, 90
Resolution (outer shell), A 28.6 - 1.8 (1.84-1.8) 7.4-1.75 (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 | /ol 5.9(2.0) 8.1(1.8)
Rerys! Reree 16.6/20.7 15.5/19.0
Rmsabonds, A 0.014 0.017
Rmsg@ngles,® 1.6 1.5
Protein atoms/Bfac, & 1995/17.7 1990/15.3
Water molecules/ Bfac, A 974/30.7 1059/29.5
Ligand atoms/ Bfac, A 15/23.7

Molecular modelling

DisaccharidefGall-3GalNAc and trisaccharid@Gall-GlcNacl-@GalNAc have
been modeled in the binding site of Discl and Djsocéspectively, using the following
procedure. For both proteins, the crystal structirthe complex with GalNAc was used as
starting point (this work for Discl and PDB 2VMCirfDiscll). The protein moiety was edited
with the use of the Sybyl software (St Louis, USWwo adjacent lectin domains were
extracted. All the hydrogen atoms were added, dmigb charges were included with the
Pullman library and the position of hydrogen atomese optimized with the use of the Tripos
force-field*. The disaccharide and trisaccharide were buitigiie monosaccharide library
available at Glyco3D (http://www.cermav.cnrs.frighdd/) using the PIM parameters and
partial charges for carbohydrates . The reducingN&a moieties were placed in the binding
site by fitting on the GalNAc in the crystal struts. Possible orientations of the remaining
residues were calculated by systematic search drthmm glycosidic linkages. The lowest
energy conformations were further optimized by ggpeminimization of the full
oligosaccharide and the protein hydrogen atoms.Vahdity of the final conformations was
checked by comparison with available energy mapgc(3D).
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RESULTS

Specificity of D. discoideum lectins with Glycan Microarray

Resource

Recombinant Discl with was obtained with a yiel®6fmg/liter of culture and the MW
checked by mass spectrometry corresponded to fhected value. Recombinant Discll was
produced as previously describéd Both lectins were assayed on Glycan Microarray
available at the Consortium for Functional Glycasni€oncentrations from 0.01 to 200
pug/mL were assayed. Discl gave excellent data at \@w concentration and the analysis
displayed in Figure 1A has been obtained for u@4nL. Strong binding to glycochips was
observed also for Discll and Figure 1B has beeninbt with 0.5ug/mL. Quite surprisingly,
there is almost no superimposition in the bindipgcficity of the two discoidins. When
looking at disaccharides, Discoidin | binds to sal/f1,3 linked disaccharides withgalacto
residue at the reducing position such as GIBIABGalNAc (n° 159), G@ll,3GalNAc (n°
123) and less strongly to GalNB&,3Gal (n° 300). Elongation by additional residoedy
sulphate groups are well tolerated on position 3 @f the non-reducing sugar while the
reducing sugar can be only elongated at positiorantl no branching is accepted.
Polyllactosamine oligosaccharides containing réipetiGapl1,4GIcNA{31,3Gal sequences
are high affinity ligands. In few cases, such agangliosides of the GM2 to GT2 series (n°

201 to 209), terminal GalNAc are also recognized.

On the opposite Discll does not recognize effidienany disaccharides. N-
acetyllactosamine (GAl,4GIcNAc) is the preferred motif but is recognizenly when di-
sulphated or part of larger oligosaccharides. Tisadcharide with the highest affinity is
Galp1,4GIcNA@1,6GalNAc (n° 149). Most of the high affinity oligaccharides also contain

a Gal/GalNAc residue with lactosamine on position 6

The printed glycan array data indicate thereforat thiscl has higher affinity for
GalNAc-containing oligosaccharide elongated on tpmsi 3, while Discll prefers
Gal/GalNAc-containing motif substituted on positién It could be noted that both lectins
bind to large fucosylated and/or sialylated glycansh as n° 371 but this may be related to

binding to the non-lectin domain as discussed below

91



Helzmve FILonescence Units

Relative Fluorescence Units

s000

T000

G000

s000

4000

2000

2000

1000

0000

43000

40000

33000

30000 A

23000

20000

15000

10000

5000

. " B
Discl 0.04 pg/mL »
O GalMNAc B4D o3 2 @2,
4 #
m GlcNAc pé 6&
] - Dl
@ Gal gp_g\ o
e Glc r 2 B
My B
e 'l\:dan & Sp-20
a Fuc ” B4 o :
MNeu .\Q B o £
* o Sp-0 43 @ |
z - ; e M | M
8 #
| 5 i R A
30503] so, N s Sp-14
on] Fon] giset £0s J T
5p-8 H s a9Bososl  spas |/
] v 4 Sp-0 § .
i Sp-0 \ L T
\ kt s s -m4
e B
B &
Sp-9 L P
] % ﬁ #
Sp-0 i
8 & Sp-0
Sp-0 | ///
bl il s ::L ﬂﬂLﬂ; % RN 55 “B»Lmhl-ﬁmt]lﬁ il
S NEED A0S 2 SE 0 I YR EENEYNEEEYHBBREESEY
Glycan no
Discll 0.5 pg/mL
o GalNAc
m GlchAc
o Gal
L@ B jm
@ Man &
| a Fuc “STJ_B
e Meu :
4 |
off
o) 2] 4 BB, TH
- o '64
£ #
o fa L2 “
Sp-8 [sosoa]i'64 P //Sp'a fﬁSp-U 4 Sp-21 5 !
| Sp-8 # = Sl v
oS0, : ’ o i
Sp-8 i [30503] - | fgos0a
i it @ g 14 '?oso :
i '6; £ @EOS03] y ]
Sp-8 spn w07 Sel
- \\ ~
# [ Em R
gifn L
| ] fs oo WEOSOR] ?,34
sp-8, ol 8
v 5 Sp-0
il 3 S i
T "‘"W T i T r ] i“'] ‘JT“" T""J[ I
TTTITITTTTTTITTIrTT TTITTT T T TIT I T oY TITTITITITIT T T T I IT T IT T T T T eI TITTTITT T T I I T T T e T TrT
— = M L k= h O o~ D = — s s s s s s s B3 ORI ORI ORI ORI B3 ORI ORI ORI L LA LY LY LY L L L3
AAAAAAAAA O —= KN W &= o ;) -~ 0 W 0O = N W & ;) ~ 00 O 0O = R W =, ~

Glycan no

Figure 1. Printed glycan array analysis of A) Dig€el04ug/mL) and B) Discll (0.51g/mL) as measured

by fluorescence intensity. Complete results inalgdcomprehensive oligosaccharide list (Plate Arraxg

available from the Consortium of Functional Glycomhttp://www.functionalglycomics.ordy
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Affinity studies by ITC microcalorimetry

The affinity of Discll towards GalNAc anAMeGal was previously determined using
titration microcalorimetry®®, leading to dissociation constants of 1.15 and5 On8M,
respectively. When Discl is assayed with the samgraach, higher affinity is observed
towards GalNAc (Kd = 0.3 mM) while galactose dildeGal have lower affinity (Kd in the
range of 3 to 4 mM) (Table 2). Discl affinities fdrsaccharides confirm the preference for
B1,3Gal/GalNAc linked disaccharides. Among testesadiharides GRlL,3GalNAc is the
best ligand with Kd of 27uM which is a rather high affinity for lectin/glycainteraction.
GalNAc31,3Gal is also a strong ligand with a Kd of appré® pM, while N-
acetyllactosamine (Gal,4GIcNAC) is a poor ligand with Kd in the millimai range.

Table 2. Microcalorimetry data. All values are agad over two or three experiments. The reporteds

standard deviations are calculated upon averadi@go 3 experiments, unless otherwise specified.

Protein Ligand Ko(1M) n AG(KImol)  —AH(KI/mol)  TAS(kJ/mol)
Discl GalNAc 302 + 27 1 20.0+0.2 334+58  133+6.0
Galactose 3770 = 200 a1 13.8+0.1 31+7.4 17.1+£75
aMeGalactose 8390 + 700 £ 11.8+0.2 424+59  305+6.1
BMeGalactose 2960 + 270 £ 14.4+0.2 403+24  259+22
LacNAC 2390 +170 1 15.0+0.2 384+22  233+20
GaPl,3GalNAc 27.2+4.6 103t001 26.1+04  456+11  19B%
GaNABL3Gal 49.4:15 %3 245003 532429  28.81+28
Discl GalNAS 1115 * 16.8 20.3 35
BMeGalactos® 952 12 17.4 24.3 6.7
LacNAC 1221 423 1 16.7+0.5 37.0+03 205404
GaBl1,3GalNA¢ 1377 7 16.3 42.3 26.0
GalNAQR1,3Gal 1113 7 16.8 45.6 28.8

2 fixed stochiometry for low affinity interactiofi,taken from', ¢ only one experiment due to

lack of material.
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The affinity of Discll towards disaccharides wasaatested and it was confirmed that
none of the disaccharide cited above display hiffinity, since all observed dissociation
constants where in the millimolar range, as preslippmeasure for Discll interaction with Gal

and GalNAc monosaccharid&s

Titration curves of Discl interacting with GalNA®@& Gap1l,3GalNAc are shown in
Figure 2. The thermograms display a large decrgatiee exothermic heat of binding while
saturation is achieved. For all ligands, the irteom was found to be strongly driven by
enthalpy with a strong unfavorable entropy contiidouas often observed for the binding of

carbohydrates to lectiffs
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Figure 2. Isothermal titration microcalorimetry utéts for A) GaINAc monosaccharide (10 mM) and B)
Gal31,3GalNAc disaccharide (2mM) binding to Discl (0.484) in 20 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 7.5
buffer solution at 25C. Top: data from 30 automatic injections of|dlGach of sugar into the Discl in the cell.
Bottom: plot of the total heat released as a femctdf ligand concentration for the titration shoahove

(squares). The solid line represents the best-tepgtre fit for the obtained data.
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Crystal structure of Discl

Discl gives rise to rectangular and reproduciblgstals which diffracted to high
resolution. They belong to the C232pacegroup with one trimer in the asymmetric Urtie
final model of the native structure has a crystatiphic Rvalue of 16.6, with a corresponding
Rfree of 20.7 for all observed data between 28db 18 A resolution. In this model, all 253
amino acids could be observed in the electron ters well as some MPD molecules,

sulphate, calcium and nickel ions (refinement stias in table 1).

Figure 3. Crystal structure of the Disc-I trimeh).(Representation of the trimer along the pseudolc
axis. (B) Coloration by chain with the N-terminadrdain in light colors and C-terminal domain in dadtors.

MPD and GalNac are represented in ball and stiolstlae calcium and nickel ions as spheres.

The discl has an overall fold equivalent to thagered for Discll with the formation of
a trimer through the intertwining of the two dongf the proteirt®. TheN-terminal domain
(1-152) present the classical topology of the ddioadomain with g3-sandwich consisting of
eight antiparallel strands arranged in t@ssheets of five and thrggstrands packed against
one another to form a distorted barrel, Figuré % Prominent loops protrude like spikes on
the opposite side of the termini creating a lighmting site where a molecule of MPD is
observed. The C-terminal domain presentssandwich fold typical of the H-type lectins

consisting of six antiparallel stran&s At the level of the pseudo 3-fold axis of themter,
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some extra density appears between the three Hidé&hains. It was modeled as nickel and
probably comes from the affinity chromatography wickel column. Inspection of the
electron density map also reveals the presende@é talcium ions according to the distances
and coordinatiori®. Each calcium is found in the middle of C-termidamain at the interface
between two monomers. It presents classical sewverdimations with five in a plane, one
above and one under the plane which comprise kateAtsp246[{15), monodentate Aspl64
(B10) and Asp203312), GIn219 B13) from the neighboring monomer and two water
molecules coordinating the main chain oxygens ofi20® and Vall198 f15) from the
neighboring monomer. The interactions, which inedlgur 3-strands over six, would help to
maintain the trimeric arrangement of the lectin domThat would explain the dependence of
galactose binding to the presence of divalent natiiod the destabilizing role of EDTA and
EGTA observed for Discl’. In Discll, the position of the calcium is repldcey the NZ of

Lys206, the trimerisation is not impaired despieynwfew interactions at this interface.

Discoidin domain

The N-terminal domain of Discl presents a discoidamain fold found in a variety of
extracellular and membrane proteins from eukaryatas$ prokaryotes such as coagulation
factors, neuropilins, retinoschisin, discoidin dameeceptors (DDRs§% ¥’ Such domains
evolved from a common ancestor to bind very divéigands (collagen, lipids, carbohydrate
or growth factors) via a binding site formed byfaae loops that protrude at opening of their
core-barrel structure.

The DS domain has an overall structure that is #@mylar to the one from Discll.
(rmsd of 0.87 A for the 150 alignedn@alculated by Secondary Structure Matchifig In
both Discl crystal structures discussed here, thhekecules of MPD (one per monomer) are
observed in a depression at the opening offdbarrel, Figure 4. In each binding site, the
MPD oxygen atoms establishes hydrogen bonds with chains of Arg79 and GIn84 while
the hydrophobic faces makes contact with Tyr232HiCys51 and His142. Analysis of the
Discll structures indicates that the equivalenting sites host MPD in the native structure of
the recombinant protein and PEG in the complexestsires™. The fact that MPD molecules
are often observed in sugar binding sites, togethir the overall similarity of the trimeric
DS domain with Anguilla lectin AAR®, suggest that the DS domain of Discl could belng
the F-type lectin family.
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of Discl (green), Discll (cyan). C) Blow up of Fugmbinding site of AAA (magenta).

The superposition of AAA lectin with the DS domaifiDiscl shows that the binding
site environment is similar with an rmsd of 2.250k 125 out of 155 aligned «C(calculated
with MSDFOLD)*, Binding sites of AAA, Discl and Discll are forméy the two spikes of
the extended first loop (Asp23 to Thr57 in Dischidaby the third loop Gly78 to Trp85 in
Discl) that contain most residues involved in bimgdiFigure 4. This third loop has the same
conformation in discoidins and AAA and contains tR&D motif which promotes cell
attachment to substrate in mammalian t&lThe Arg of this motif makes direct contact with
fucose O4 and O5 hydroxyl groups in AAA and withe tiMPD in Discoidins. The
conformation of the arginine is stabilized by imigtions with the aspartate side chain of the
RGD motif. This loop also presents a residue witramine group (GIn84 in Discl or Arg86
in AAA) which also make direct hydrogen bond witietligand. The opposite side of the
binding site is formed by the first surface looghmmore variations between discoidins and
AAA. At the end of spike 1, a histidine residudasind in discoidins (His27 in Discl) and in

AAA and this amino acid also plays a role in sufitstibinding.

The binding site of the DS domain of discoidins hiwerefore all required
characteristics to bind carbohydrates and we sw@ppasill bind the N-glycans found in the
printed glycan array. Those glycans are fucosylared sialylated and do not have the
prerequisite to bind to the C-terminal lectin dongaas discussed below. Recently, the small
protein containing only a DS domain: the retinostthivas shown to bind galactd®elt is an
octameric proteirt! which plays a crucial role in maintaining the okl organization and
synaptic structure of the vertebrate retina anddhmation of the octamer is necessary for the

galactose binding.
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N-acetyl-galactosamine binding site

The C-terminal domain of Discl presents the H-typetins fold first observed for
Helix pomatia agglutinin (HPA) and then for Discil %2 H-type lectins have trimeric
arrangement and show specificity for galactose @aliNAc residues with the sugar binding
site located in a shallow groove at the interfaeéwieen two monomers. The complex

structure of Discl with GalNAc reveals unambigugushe monosaccharide per monomer in

the first electron density map (Figure 5A).
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Figure 5. A: Representation of the maximum-liketidoweighted 2Fo-Fc electron density around the

HPA CYpslH ISIE

GalNAc residue compexed with Discl. B: Overlay lo¢ iGalNAc binding site of Discl (green), Discll (genta)
and HPA (cyan). C) Structural based sequence abginifigure drawn with ESPriff).

Only direct hydrogen bonding interactions are obsgérwith the protein. The O3
hydroxyl interacts with Trp235 and Asp206 (neighbgrmonomer), the O4 hydroxyl with
Arg215 and Asp206 (neighboring monomer), the rirggen with Arg215, the O7 hydroxyl
with Asn236 and the O1 hydroxyl with Asn236 (Detailf atoms and distances are listed in
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Table 3). No interactions are observed for the @@rdxyl in the complex. The sugar is
stacked against Tyr241 side chain (neighboring mum® The residues involved in the
interaction with the O4 and O3 hydroxyls are slyicbnserved among the members of the H-

type lectins and explain the specificity for monudaarides with Dgalactoconfiguration.

Table 3. Contacts between Discl and GalNAc in thestal structure of the complex
(with standard deviation between parentheses).

GalNAc atom Protein atom Distances (A)
o1 Asn236 ND2 3.23 (0.16)
o7 Asn236 ND2 3.01 (0.09)
03 Trp235 NE1 2.95 (0.08)
Asp206 OD2 2.56 (0.10)
04 Asp206 OD1 2.53 (0.01)
Arg215 NE 2.79 (0.08)
Arg215 NH2 3.17 (0.09)
0] Arg215 NH2 3.12 (0.13)
Van der Waals
C4-C5 Tyr243%

Inspection of the different binding sites indicatleat the anomeric preference of the H-
type lectins seems to be dictated by the residil@xfimg the conserved Trp in the last surface
loop. In HPA, His84 side chain would hinder the @omodation of thgd-anomer justifying
HPA specificity fora-GalNAc %% *® In Discll, Gly239 does not permit any discrimioat at
the anomeric position and both anomers were fonnthé complex structur&. In Discl,
Asn236 is found interacting with tHeanomer of GalNac explaining the better affinitydan
preference observed for this anomer. The N-acatyig is stabilized through interactions

with the extended first loop described as the $jpégiloop in Discll

Different stacking interactions are observed wittyrasine residue at the beginning of
the lastB-strand. Indeed Tyr89 stacks against the O6 hyadnextlyyl whilst Tyr241 (discl)
and Tyr 244 (Discll) stacks against the C4 and @pasing their axial and equatorial

orientations respectively. The side chain has edtatf about 145° around thexdC3 bound
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in HPA compared to the discoidins. An aromaticdasiis always found in the invertebrates
members of the H type lectin whereas it is an akaim the bacterial member.

The largest difference in architecture of bindintg $s located in the first surface loop
of the H-type lectin. It varies in sequence, lengpid structure from one member to the other
and has a role in sugar specificity and affifityEach end of the loop participates to one side
of the binding site but the C-terminal end is foumene binding site and the N-terminal one
in the binding site of the neighboring monomer. T™héerminal end seems involved in the
specificity and affinity for oligosaccharides siniteis not involved in the binding of the
monosaccharides. On the contrary the C-terminal isndhplied in the specificity for the
monosaccharides. It is extended in HPA and favmesbinding of GalNAc to galactose since
it stabilized the N-acetyl group via numerous iattions. 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 raie the ten fold increase in Discl
affinity for disaccharides G@l,3GalNAc (type 3/4) and GalNg4,3Gal, when compared to
GalNAc monosaccharide. Modelling of the @BRBGalNAc disaccharide in the binding site
allows the positioning of the galactose residua ipocket in between tH&strands of two
monomers. This extension of the binding site castaseveral hydrophilic amino acids
(Tyrl66, Asp169 and GIn204) that establish hydrdgemds with O6 of galactose and also an
aromatic residue (Trp235 of neighbouring monomies} tmakes van der Waals contacts. The
modelled galactose is close to a MPD binding shiseoved in the crystal structure. Since
MPD are good mimics of monosaccharides in bindmgrbtein crystals, it is clear that the
galactose could be extended on position 3 or domngdr oligosaccharides. This hydrogen
bond network around the galactose, together wihstiape of the binding sites, is due to the
conformation of loop Glyl167-Alal72. This loop idfdrent in Discll (figure 6C) explaining
the lack of affinity of Discll type 3/4 disacchaeisl Discll has no strong affinity for
disaccharide (expected sulphated ones) but biritseetly to Gall-GlcNacl-@GalNAc
trisaccharide present on core 2 and core 4 mudgdeling of this trisaccharide
demonstrates an extension towards the surfacesdéthin trimer, in the opposite direction as
the Gapl,3GalNAc in Discl. This area is rather hydrophiind two hydrogen bonds from
06 of GIcNAc to Asnl77 side chain and Ala242 casiyagroup are predicted. Additional
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stabilizing interactions are established by vanWeals interaction between the non-reducing
galactose of the trisaccharide and the aromatiepgod His211. The absence of this residue in
Discl (Thr208) may explain the lack of affinity tfis protein for 1-6 branched GalNAc.

Figure 6. A and B. Models of lectin domain of Didateracting withBGall-3GalNAc, and Discll

interacting withBGall-4GlcNacl-@GalNAc. The two lectin chains forming the bindiritesare represented by
ribbons colored in blue and green respectively.e Bligosaccharides are represented by sticks adtbggn
bonds by dotted lines. MPD molecules observed irstal structures have been added on the model. C.
Superimposition of the DiscfGall-PGalNAc and DisclifGall-GlcNacl-@GalNAc models colored in
blue and green respectively. The variable loop amsible for the high affinity foBGal/GalNAcl-3GalNAc
linkages in Discl is indicated by a red arrow.

Conclusion

The present study highlighted the differences iac#ity for the two discoidines,
proteins that are spatially and temporally regulatdeiring the social life of amoeba. The
natural ligands of these proteins are not yet knbwinfrom our study, a panel of O-glycans
and glycolipids would be recognized with high aitfn This opens a route for defining which
possible ligands are related with functional ralethhe amoeba. The possibility of second
carbohydrate binding site in the DS domain is nés@ @pened, and possible ligands will be
also tested.
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4 Conclusions genérales et perspectives

Dans le cadre de ces travaux de recherche nous swumes intéressés a I'étude
structurale et a la caractérisation biochimique léetnes Gal/GalNAc : les discoidines de
Dictyostelium discoideurfDiscl et Discll) impliquées dans le cycle de dif@ciation et de
morphogenése de I'amibe.

Les résultats ont exposés la mise au point detegies d’expression et de purification
des protéines recombinantes (Disclr et Discllr). @npu obtenir ces deux proté€ines
recombinantes sous forme suffisamment pure averendement de 20mg de protéine par

litre de culture, quantité convenable pour envisags essais experimentaux.

La purification de ces lectines a permis d’avoiglalité suffisante pour les cristalliser
et déterminer les structures 3-D avec de bonnesutéms. Les structures de Discl et Discll
ont été résolues dans leur forme non complexéév@att en complexe avec des ligands
spécifiques. La résolution de ces structures a édarpossibilité de produire les premiéeres
structures cristallographiques des lectines deibarictyostelium discoideunCes protéines
représentent une nouvelle famille structurale detémes possédant un domaine DS
(discoidine domain) en N-terminal et un domaingitecen C-terminal, avec un arrangement

en trimére.

Les structures 3D de la Discl et de la Discll rémélles bases structurales de leur
spécificité pour les ligands N-Acétylgalactosamategalactose. Les structures des domaines
lectines de ces deux protéines présentent desasitiddl avec la structure de la lectine HPA
qui appartient a la famille de lectine de type Hr(&ez et al. 2006). La résolution des
structures 3D de la Discl et de la Discll a permiigjouter deux nouvelles structures de
domaines lectines de la famille du type H. L’aligremt des séquences de la lectine HPA avec
le domaine C-terminal des discoidines montre gaedsidus impliqués au niveau du site de
liaison avec le sucre sont bien conservés poutrdés lectines. Cependant, la structure de la
HPA présente une premiére boucle de huit acidesé&mqui n’apparait pas dans la structure
du domaine C-terminal de la Discl et de la Disth séquence de cette boucle et sa taille
semble jouer un réle trés important dans la spigfde HPA pour reconnaitre des épitopes
tumoraux portant le GalNAc (Figure 32).
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Boucle des huit acides aminés

Figure 32 — Superposition des lectines Discl (ves@pin, rouge, bleu foncé), Discll (vert clair, magata,

bleu clair) et HPA (jaune, saumon, cyan).

Nous nous sommes inspirés de la comparaison ezdriectines pour notre étude dont
I'objectif majeur est de caractériser les intexatsi établies a I'interface entre les ligands et
les protéines. La transformation et la croissanceotale sont associées a des modifications
de structure de résidus glycaniques membranairgsri@mant aux glycoprotéines, aux
glycolipides et aux protéoglycanes présents ssutéace cellulaire. Nos résultats constituent
les bases moléculaires pour l'utilisation des Detdl dans la recherche de métastase comme
marqueurs spécifiques possédant les mémes prapmgie la lectine HPA, ceci afin de
résoudre les problémes constatés lors de I'étuddPade

Les perspectives a court terme sont de définirble et les régulations des ces
discoidines pour mieux comprendre le cycle multidaire de I'amibe Dictyostelium
discoideumA plus long terme, ces deux lectines produites $orme recombinante pourront
étre testées pour leur capacité a reconnaitigyfeannes portés par les cellules cancéreuses.

Récemment, dans notre laboratoire, un projet deethédémarré afin d'étudier des mutations
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des Discl et Discll recombinantes et leurs apphecet sur les cellules cancéreuses. Ces
protéines sont en cour de caractérisation. Legnmdtons devront aider a développer des
outils de marquage qui permettront d’identifier id@ment le caractere métastatique de

cellules cancéreuses.
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6 Annexe

Données obtenues par « Printed Glycan » array diesl 2t Discll auprés du

Consortium for Funcitonal Glycomics. Seuls les pestement au dessus du bruit de fond

parmis les 377 sucres sont listés.

Tableau 5 — Le tableau de spécificité de la Discug/mL.

Chart Oligosaccharide RFU STDEV
329 GalNAcb1-3Galal-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4Glcb-Sp0 3339 1123
127 Galb1-3GalNAcb1-4Galb1-4Glch—Sp8 12451 557
125 Galb1-3GalNAcbl-3Galal-4Galb1-4Glch-Sp0 117137 517
145 Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAchb-Sp0 11459 619

Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAchl1-3Galbl-4GIcNAch—
144 | Spo 11448 863
146 Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4Glch—-Sp0 11092 886
NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3(GalNAcbl-
201 |4)Galb1-4Glcb-Sp0 10514 312
328 Galal-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4Glcb-Sp0 10263 104
147 Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4Glcb—Sp8 1000% 523
159 GIlcNAcb1-3GalNAca-Sp8 9942 1130
204 Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3(GalNAcbl-4)Galb1-4Glch—Sp0 P81 641
GIcNAcal-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb1-
333 | 3Galb1-4GIcNAch-Sp0 9240 643
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123 Galb1-3GalNAca-Sp8 9167 1603
164 GlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAch1-3Galbl-4GIcNAcbh-Sp0o 8945 1239
276 Galb1-3GalNAc-Sp14 8819 717
281 Galb1-4GIcNAch1-3Galbl-3GIcNAcbh-Sp0o 8768 516
Fucal-2Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-3[Fucal-
2Galb1-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-6]Manb1-4GIcNAcb1-
358 |4GIcNAb-Sp20 8489 707
124 Galb1-3GalNAch-Sp8 8409 958
161 GIcNAcb1-3Galb1-3GalNAca-Sp8 8187 491
207 Neu5Aca2-3(GalNAcbl1-4)Galb1-4GIcNAcb-Sp0 7844 495
336 GlcNAcal-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4Glch-Sp0 7764 101
GalNAcal-3(Fucal-2)Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1l-
331 [4GIcNAcb1-3Galbl-4GIcNAch-Sp0 7544 414
322 Galb1-4GIcNAcb1-3GalNAc-Sp14 7473 471
126 Galb1-3GalNAcb1-4(Neu5Aca2-3)Galb1-4Glcb-Sp0 744 499
NeuAca2-6Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAchb1-3Galhl-
327 | 4GIcNAcb-Sp0 7376 327
221 NeuAca2-3Galb1-3GalNAcbl1-3Galal-4Galb1-4Glcb-SpD 4073 575
31 [30S03]Galbl-3GalNAca-Sp8 7171 475
163 GlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcb-Sp8 6833 620
(Neu5Aca2-3-Galb1-3)(((Neu5Aca2-3-Galbl1-4(Fucal-
332 [3))GIcNAcb1-6)GalNAc-Sp14 6827 419
291 Galb1-3(Neu5Aca2-3Galb1-4(Fucal-3)GlcNAcb1- 6721 53
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6)GalNAc-Sp14
130 Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4Glch—Sp10 6587 310
162 GIlcNAcb1-3Galb1-4GIcNAch—Sp0 6548 219
374 NeuAca2-3[Fucal-3]Galbl-4GIcNAcb1-3GalNAc-Spl4 6419 1801
208 Neu5Aca2-3(GalNAcbl1-4)Galb1-4GIcNAcb-Sp8 6304 422
86 GalNAcb1-3GalNAca-Sp8 6018 252
200 Neu5Aca2-3Galbl1-3GalNAca-Sp8 5982 191
338 GlcNAcal-4Galb1-4GIcNAcb1-3Galbl-4GIcNAcbh-Sp0o 5815% 2575
279 Galbl1-4[Fucal-3][60S03]Glc-Sp0 5646 539
277 Galb1-3GIcNAch1-3Galb1-3GIcNAcbh-Sp0o 5110 1086
222 NeuAca2-3Galb1-3GIcNAcb1-3Galbl1-4GIcNAcbh-Sp0 5089 262
Galal-3Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-3[Galal-
3Galbl-4(Fucal-3)GlcNAcbl-2Manal-6]Manb1-4GIcNAcb1-
368 | 4GIcNAcb-Sp20 4822 442
263 [30S03]Galbl-4(Fucal-3)(60S0O3)Glc-Sp0 4651 141
315 Neu5Aca2-3Galbl-3GalNAc-Spl4 4507 295§
373 NeuAca2-6Galb1-4GIcNAcb1-3GalNAc-Spl4 3935 323
142 Galb1-4GIcNAcb1-3GalNAca-Sp8 3779 746
Neu5Aca2-3Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcb1-3Galbl-
231 |4GIcNAcb-Sp8 3700 341
Neu5Aca2-3Galb1-4GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAcbhl-
233 | 3Galb1-4GIcNAch-Sp0 3541 326
300 GalNAcb1-3Galb-Sp8 3517 3255
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156 GlcNAcb1-2Galb1-3GalNAca-Sp8 3205 243
58 Fucal-2Galb1-3GalNAcbl1-4(NeuS5Aca2-3)Galb1-4Glch-Sp®946 1591
209 Neu5Aca2-3(GalNAcbl1-4)Galb1-4Glcb—Sp0 2793 4575
88 GalNAcbh1-3Galal-4Galb1-4GIcNAcb-Sp0 2157 2884
352 KDNa2-3Galb1-4(Fucal-3)GIcNAc-Sp0 1998 1223
87 GalNAcbl1-3(Fucal-2)Galb-Sp8 1946 1283
Fucal-2Galb1-3GIcNAcb1-3[Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-
364 | 6]Galbl-4Glc-Sp21 1430 870
NeuAca2-3(NeuAca2-3Galb1-3GalNAcb1-4)Galb1-4Glcb-
210 |SpO 1387 2386
265 [30S03]Galbl-4[Fucal-3][60SO3]GIcNAC-Sp8 1327 1260
94 Galal-3(Fucal-2)Galbl1-4(Fucal-3)GIcNAcb-Sp0 132 7 14
129 Galb1-3GIcNAcb1-3Galb1-4GIcNAch-Sp0 1067 1672
320 Fucal-2Galbl-3GalNAca-Spl4 1065 569
351 (6SO3)GIcNAcb1-3Gal b1-4GIcNAc-b-Sp0 1027 586
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Tableau 6 — Le tableau de spécificité de la Discllug/mL.

Chart Oligosaccharide RFU STDEV
374 NeuAca2-3[Fucal-3]Galbl-4GIcNAcb1-3GalNAc-Spl4 136Q 2247
Fucal-2Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-3[Fucal-
2Galb1-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-6]Manb1-4GIcNAcb1-
358 |4GIcNADb-Sp20 11167 552
(Neu5Aca2-3-Galb1-3)(((Neu5Aca2-3-Galbl1-4(Fucal-
332 |3))GIcNAcb1-6)GalNAc-Spl4 10033 511
Galal-3Galbl1-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-3[Galal-
3Galb1-4(Fucal-3)GIcNAcbl-2Manal-6]Manb1-4GIcNAcb1-
368 |4GIcNAcb-Sp20 8764 307
149 Galb1-4GIcNAcb1-6GalNAca-Sp8 8372 413
Galb1-4GIcNAch1-3(Galb1-4GIcNAch1-6)Galb1-4GIcNAc-
294 | SpO 7310 667
Galb1-3(Neu5Aca2-3Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-
291 |6)GalNAc-Spl4 7053 1072
296 Galb1-4GIcNAcal-6Galb1-4GIcNAcb-Sp0 5908 445
Fucal-2Galb1-3(Fucal-4)GIcNAcbl-2Manal-3[Fucal-
2Galb1-3(Fucal-4)GIcNAcbl-2Manal-6]Manb1-4GIcNAcb1-
371 |4GIcNAcb-Sp19 5401 649
Galb1-4GIcNAch1-2(Galb1-4GIcNAcbl-4)Manal-3[Galbil-
365 |4GIcNAcbl-2Manal-6]Manbl-4GIcNAcbl1-4GIcNAc-Sp21 870 3119
Neu5Aca2-3Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-3Galbl-
231 |4GIcNAcb-Sp8 4668 766
286 [60S03]Galb1-4[60S0O3]GIcNach-Sp0 4123 210
139 Galbl-4GalNAcal-3(Fucal-2)Galb1-4GIcNAcb-Sp8 294 362
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155 GlcNAcal-6Galb1-4GIcNAcb-Sp8 2892 274
23 (Galb1-4GIcNAch)2-3,6-GalNAca-Sp8 2694 231
44 [60S03]Galb1-4[60S03]Glch-Sp8 2662 93
263 [30S03]Galbl-4(Fucal-3)(60S0O3)Glc-Sp0 2348 240
NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-8NeuAca2-3(GalNAcbl-
201 |4)Galb1-4Glcb-Sp0 2333 769
204 Neu5Aca2-8Neu5Aca2-3(GalNAch1-4)Galb1-4Glcb—Sp0 2149 994
140 Galb1-4GalNAcb1-3(Fucal-2)Galb1-4GIcNAcb-Sp8 147y 304
Galb1-4GIcNAcb1-2Manal-3(Galb1-4GIcNAcb1-2Manal-
51 6)Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcb-Sp13 1416 1388
279 Galb1-4[Fucal-3][60S03]Glc-Sp0 855 820
Neu5Aca2-8Neu5Aca2-8NeuS5Aca2-3(GalNAcb1-4)Galbl-
202 |4GlIcb-Sp0 843 899
351 (6SO3)GIcNAcb1-3Gal b1-4GIcNAc-b-Sp0 836 100
Galb1-4GIcNAch1-3Galbl-4(Fucal-3)GIcNAcbl-3Galbl-
143 | 4(Fucal-3)GIcNAcb-Sp0 818 385
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